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CONTEXTE DE LA THESE

Mes travaux de recherche s’inscrivent dans le cadre du projet ‘Micro-be-have’
(Microbial impact on insect behavior), financé par I’Idex de Lyon. Ce projet avait pour
objectif scientifique de comprendre comment les micro-organismes (bénéfiques ou
pathogenes) influencent le comportement des insectes, et de décrypter les mécanismes
sous-jacents a ces modifications. Il visait également a déterminer les conséquences de ces
modifications sur 1’écologie et 1’évolution des insectes, et a développer de nouvelles
méthodes de controle des ravageurs et des vecteurs de pathogénes. Pour aborder ces
questions, ce projet a réuni plusieurs laboratoires partenaires spécialistes des relations
insectes-microorganismes, travaillant sur divers mode¢les insectes (moustique, punaise de
lit, aleurode, drosophile ...). Mon projet de thése avait pour objectif d’étudier comment
les micro-organismes influencent I’utilisation et le choix de la niche écologique chez
I’aleurode du tabac, Bemisia tabaci, un important ravageur des cultures maraichéres et

ornementales.

Les résultats présentés dans ce manuscrit sont issus d’un travail collaboratif entre
deux laboratoires de I’Université de Lyon : le Laboratoire de Biométrie et de Biologie
Evolutive (LBBE), et le Laboratoire Biologie Fonctionnelle, Insectes et Interactions
(BF2I). L'équipe 'Génétique et Evolution des Interactions' (GEI) du LBBE a développé
une expertise dans le domaine de la symbiose des insectes, et dans I'évolution des
interactions hote-symbiote et symbiote-symbiote. Elle est notamment reconnue pour ses
travaux sur B. tabaci, qui comprennent I’évaluation de la diversité et des effets des
communautés symbiotiques chez cet insecte. L'équipe 'SYMbioses Trophiques’ du
laboratoire BF2I est experte dans la physiologie et le métabolisme des symbioses
nutritionnelles chez les insectes, et dans les bases moléculaires et cellulaires des
interactions hdte-symbiotes. Elle travaille notamment depuis plusieurs années sur le

systéme symbiotique puceron du pois / Buchnera aphidicola.






INTRODUCTION GENERALE

L’étude de la symbiose microbienne, c’est-a-dire l’association entre un hote
eucaryote et des microorganismes symbiotiques (bactéries, champignons microbiens ou
virus, pour les plus répandues), a connu un essor spectaculaire ces derni¢res décennies
grace au développement des techniques d’analyse génomique a haut débit (Gilbert ef al.,
2018). Le constat issu de ces analyses pangénomiques est frappant: les symbiotes
microbiens semblent universels et occupent une place centrale chez les organismes
eucaryotes. Dans le corps humain par exemple, environ la moiti¢ des cellules
appartiennent en réalité a quelques 1000 especes de bactéries, représentant une diversité
de 2 000 000 genes, soit 100 fois plus que les 20 000 geénes estimés chez I’homme (Gilbert
etal.,2018).

Ces découvertes ont conduit a réévaluer le concept de I’individualité, tant sur le
plan anatomique, que développemental, physiologique ou immunitaire (Gilbert et al.,
2012). L’individu n’est alors plus considéré comme tel, mais comme une communauté
d’organismes constituée de [’hdte et de ses communautés microbiennes [concept
d’holobionte (Margulis et Fester, 1991; Mindell, 1992; Bordenstein et Theis, 2015; Chiu
et Gilbert, 2015; Simon et al., 2019)]. Par ailleurs, il est désormais admis que la symbiose
est une source d’innovation évolutive qui serait a 1’origine d’importantes radiations du
vivant (Margulis et Fester, 1991), par la contribution des communautés microbiennes au
phénotype de leur hote, a travers I’expression conjointe de leur génome [concept
d’hologénome (Rosenberg et al., 2007; Zilber-rosenberg et Rosenberg, 2008; Bordenstein
et Theis, 2015; Theis et al., 2016)].

Les arthropodes, et plus spécifiquement les insectes, se sont rapidement imposés
comme des modeles de choix pour étudier la symbiose. En effet, ces organismes sont
particulierement sujets aux infections microbiennes, et notamment celles impliquant des
symbiotes a transmission maternelle verticale (des méres a leur progéniture), avec lesquels
ils établissent et entretiennent des associations stables, dont certaines ont plus de 300
millions d’années (Ma) (Moran ef al., 2008). Ces associations sont tres diverses, tant en
ce qui concerne la position phylogénétique des symbiotes que les effets qu’ils induisent

chez leurs hotes (Zchori-Fein et Bourtzis, 2012). Dans certains cas, la symbiose a été



associée a des transitions évolutives importantes, permettant a leur hote de coloniser avec
succes de nouvelles niches écologiques. C’est le cas par exemple des insectes
phytophages, chez qui I’acquisition de symbiotes nutritionnels a permis I’exploitation de
la séve des plantes, une niche peu concurrentielle, mais carencée en nutriments essentiels
(Buchner, 1965; Douglas, 2009; Hansen et Moran, 2014). Cependant, 1’influence des
symbiotes dans la capacité des insectes a exploiter différentes niches écologiques, comme
par exemple, différentes especes de plantes, et leur implication dans la diversification de

leur hote, sont encore peu connues.

L’objectif de mon projet de these était de mieux comprendre [’incidence des
symbiotes sur [’écologie et I’évolution de leur hote — les insectes phytophages, a travers
[’étude de leur influence sur [’exploitation de la plante hote. Mon manuscrit commence
avec une Introduction structurée en trois parties. Les deux premiéres parties présentent
la symbiose chez les insectes, et |’état de nos connaissances quant a leur influence sur
divers aspects du phénotype et du comportement de leurs hotes, ainsi que leurs
potentielles conséquences évolutives. La troisieme partie est consacrée a la présentation
de l’aleurode du tabac, Bemisia tabaci, un insecte phytophage qui s’avere étre un modele
de prédilection dans [’étude de la symbiose. Mon manuscrit se compose ensuite de trois
Chapitres de résultats. Les deux premiers Chapitres sont présentés sous forme d’articles,
rédigés en anglais. Le premier article, portant sur l'influence de symbiotes sur [’exploitation
de la plante hote par B. tabaci, a été publié dans la revue mBio en novembre 2021. Le second
article, actuellement en préparation, explore l'influence des symbiotes sur la sélection de la
plante hote par B. tabaci. Le troisieme Chapitre de résultats présente mes travaux en cours.
Mon manuscrit se termine par une discussion générale qui intégre les différents résultats

obtenus.



INTRODUCTION

Le terme symbiose (littéralement, ‘vivre ensemble’) a été énoncé en 1879 par
Anton De Bary lorsqu’il décrit pour la premiére fois le lichen, une association entre un
champignon et une algue (de Bary, 1879). Il désigne ainsi 1’association durable entre deux
ou plusieurs organismes appartenant a des especes distinctes. La notion d’association
durable implique un contact physique prolongé pendant une partie significative du cycle
de vie des différents protagonistes. En revanche, cette définition générale ne pose pas de
contraintes quant a la nature de [’association, qui peut étre bénéfique en cas de
mutualisme, ou délétére en cas de parasitisme. Ainsi, la symbiose peut étre représentée
par un continuum d’interactions allant du mutualisme au parasitisme, et comprenant de

nombreux états intermédiaires.

1. La symbiose intracellulaire chez les insectes

Chez les insectes, Hansen et Moran (2014) font une distinction en trois catégories de
symbiotes selon leur localisation par rapport au corps de l’insecte (Figure 1). Certains
symbiotes dits ectosymbiotes, vivent a D’extérieur de leur hote. Ils peuvent, entre-autres,
coloniser la cuticule de leur hote ou sa nourriture pour en modifier les propriétés. D’autres
symbiotes dits endosymbiotes, vivent a I’intérieur de leur hote. Certains endosymbiotes sont
extracellulaires, localisés dans le systeme digestif de I’insecte (on parlera alors aussi de
microbiote intestinal) ou dans des cavités associées a son systeme digestif. Ils peuvent par
exemple fournir a leur hote des nutriments, mais aussi contribuer a la dégradation de polymeéres
ou a la détoxification de molécules de défense des plantes ingérées par les insectes phytophages.
Il existe ¢également des endosymbiotes intracellulaires, désignés sous le terme
d’endocytobiotes, vivant dans le cytoplasme des cellules de leur hote. Dans la suite de ce

manuscrit, nous nous focaliserons sur ces symbiotes intracellulaires.



Introduction

Figure 1. Apercu schématique des
différentes catégories de
symbiotes selon leur localisation
par rapport au corps de ’insecte
(Adapté de Hansen et Moran, 2014).
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1.1. Symbiose primaire

Certains symbiotes intracellulaires sont nécessaires a la survie, au développement et a
la reproduction de leur hote, on les retrouve donc chez tous les individus d’une méme espece.
C’est le cas chez les insectes qui se nourrissent de milieux déséquilibrés en nutriments et ne
subvenant pas a tous leurs besoins, et qui dépendent obligatoirement de composés fournis par
leur partenaire symbiotique, alors qualifi¢ de symbiote ‘obligatoire’ ou ‘primaire’ (Moran et
al., 2008). Le phloéme (la séve ¢élaborée des plantes) est un bon exemple de milieu nutritif
déséquilibré. 11 est riche en carbohydrates et en acides aminés non-essentiels, mais il ne contient
pas une quantité suffisante d’acides aminés essentiels et de vitamines B (Tableau 1) pour
satisfaire les besoins nutritionnels des métazoaires (ou ‘animaux’) (e.g., Weibull, 1987; Weibull
et al., 1990; Douglas, 1993; Sandstrom et Pettersson, 1994). En effet, ces derniers ne disposent
pas des capacités génétiques pour synthétiser eux-mémes ces compos€s de novo. Ainsi, la
conquéte d’une telle niche écologique par les hémipteres phloémophages a été attribuée a
I’acquisition de symbiotes primaires, capables de synthétiser (totalement ou en partie) les acides
aminés essentiels et vitamines B qui manquent a leurs hotes (Baumann, 2005; Hansen et Moran,
2014; Douglas, 2017). On trouve également des symbiotes nutritionnels fournissant des acides
aminés essentiels et certaines vitamines chez les fourmis charpentiéres omnivores (Feldhaar et
al., 2007), des vitamines B chez la mouche Tsé-Tsé (Akman et al., 2002) et la punaise de lit
(Hosokawa et al., 2010) qui se nourrissent du sang des vertébrés, et des acides aminés
individuels chez certains coléoptéres se nourrissant de céréales (Charles ef al., 1997; Vigneron
et al., 2014). Les coléopteres qui se nourrissent de pollen semblent également étre dépendants
de symbiotes primaires, bien que les fonctions nutritionnelles de ces derniers ne soient pas
encore connues (Weiss et Kaltenpoth, 2016). En plus de produire des acides aminés essentiels

et des vitamines pour leur hote, certains symbiotes obligatoires interviennent également dans le
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recyclage de I’azote, un processus essentiel chez les insectes qui se nourrissent principalement
de maticres végétales pauvres en acides aminés, comme les blattes (Sabree et al., 2009; Patino-
Navarete et al., 2014) ou les termites (Bandi ef al., 1995).

Tableau 1. Liste des acides aminés (essentiels, non-essentiels) et des vitamines B essentiels
aux animaux.

Acides aminés®

Vitamines BP

Essentiels Non-essentiels

Arginine Alanine B1 (thiamine)
Histidine Asparagine B2 (riboflavine)
Isoleucine Aspartate B3 (niacine)
Leucine Cystéine BS5 (pantothénate)
Lysine Glutamine B6 (pyridoxine)
Méthionine Glutamate B8 (biotine)
Phénylalanine Glycine B9 (folate)
Thréonine Proline B12 (cobalamines)
Tryptophane Serine

Valine Tyrosine

2 Un acide aminé est considéré comme essentiel s’il ne peut pas étre synthétisé de novo par 1’organisme. I1 doit
donc faire I’objet d’un apport par I’alimentation ou par une autre source, telle qu’un micro-organisme. A ce
titre, les huit vitamines B sont également considérées comme essentielles chez les métazoaires.

b Les huit vitamines B sont communément désignées par un chiffre de 1 a 12. Les nombres omis correspondent
a des composés désignés par erreur comme étant des vitamines.

La distribution des symbiotes primaires dans le corps de leur hote est restreinte au
cytoplasme de cellules spécialisées, les bactériocytes, qui peuvent dans certains cas se regrouper
et former des organes, les bactériomes, localisés dans 1’abdomen de I’insecte (Baumann, 2005).
Les bactériocytes sont le siege d’échanges nutritifs importants entre les symbiotes primaires et
leur hote. En effet, si le symbiote primaire fournit des éléments essentiels a la survie de son
hote, il est entierement dépendant des nutriments et précurseurs métaboliques que I’insecte met
a sa disposition (par exemple, des acides aminés non-essentiels, des nucléotides, des

nucléosides ...) (Douglas, 2014).

Les symbiotes primaires sont transmis uniquement de maniere ‘verticale’, de la mere a
ses descendants, principalement par voie transovarienne et selon différentes modalités en
fonction des associations symbiotiques (pour une revue, voir Szklarzewicz et Michalik, 2017).
Par exemple, certains symbiotes envahissent trés précocement des cellules germinales
indifférenciées (Buchner, 1965), tandis que d’autres pénétreront les ovocytes a des stades plus
ou moins matures (Buchner, 1965), ou les embryons, comme c’est le cas chez les pucerons
vivipares se reproduisant par parthénogénese (Szklarzewicz et Michalik, 2017). Cette
transmission verticale stricte et obligatoire permet d’assurer de la transmission de ces symbiotes

primaires a [’hote. Elle résulte en une congruence parfaite entre les phylogénies des deux

7



Introduction

partenaires, c’est-a-dire que leur arbres phylogénétiques sont superposables (Moran et al., 2008,

Hansen et Moran, 2014). Certaines symbioses, comme celle entre Buchnera aphidicola et les

pucerons durent depuis plus de 180 millions d’années (Ma) (Moran et al., 2008) (Figure 2).

Hemiptera
l

Espéce Régime
d’insecte  alimentaire
Heteropsylia texana Ph
Heteropsylla cubana Ph
Ctenarytaina spatulata Ph
Ctenarytaina eucalypti Ph
Pachypsylla venusta Ph
Pachypsylla celtidis Ph
Bemisia tabaci Ph
Acyrthosiphon pisum Ph
Acyrthosiphon kondoi Ph
Uroleucon ambrosiae Ph
Schizaphis graminum Ph
Baizongia pistaciae Ph
Cinara cedri Ph
Cinara tujafilina Ph
Aspidiotus nerii Me
Planococcus citri Ph
Homalodisca vitripennis XY
Diceroprocta semicincta XY
Clastoptera arizonana Xy
Megacopta punciatissima Ph

R

Symbiote
nutritionnel

Carsonella ruddii HT

Carsonella ruddii HC &
SSHC

Carsonella ruddii CS

Carsonella ruddii CE &
SSCE

Carsonella ruddii PV

Carsonella ruddii PC

Portiera aleyrodidarum
Buchnera aphidicola APS
Buchnera aphidicola AK
Buchnera aphidicola UA
Buchnera aphidicola Sg

Buchnera aphidicola Bp

Buchnera aphidicola Cc &
Serratia symbiotica Cc

Buchnera aphidicoia Ct

Uzinura diaspidicola

Tremblaya princeps &
Moranella endobia

Sulcia muelleriHe &
Baumannia cicadellinicola

Sulcia muelleri DSEM &
Hodgkinia cicadicola

Sulcia muelleri CARI &
Zinderia insecticola

Ishikawaella capsulata

Age approximatif de

I'association 2

120 Ma

180 Ma

180 Ma

100 Ma
40 Ma

>270 Ma

k%

Figure 2. Phylogénie d’espéces représentatives des hémipteres phytophages et de leurs symbiotes
primaires nutritionnels. Les branches bleues représentent le sous-ordre Sternorrhyncha, les branches

oranges représentent le sous-ordre Aucherrnorhyncha et la branche violette représente le sous-ordre des

Heteroptera. Régime alimentaire :

Ph, phloéme ;

Me, mésophylle; Xy, xyléme.

Symbiote

nutritionnel (en vert : symbiote primaire, en noir : symbiote co-primaire) : y, Gammaprotéobactérie ; J3,
Betaprotéobactérie ; a, Alphaprotéobactérie ; F, Flavobacteriales. * L’age de 1’association est donné pour
les symbiotes primaires (en vert) en millions d’années (Ma) ; ** Pas de données fossiles disponibles
(Adapté de Hansen et Moran, 2014).
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1.2. Symbiose secondaire

Contrairement aux symbiotes primaires, certains symbiotes ne sont pas nécessaires au
développement, a la survie et a la reproduction de leur hote. Ces symbiotes ‘facultatifs’ ou
‘secondaires’ ne sont généralement pas rencontrés de manicre systématique chez tous les

individus d’une méme population, ou dans toutes les populations d’une méme espece.

1.2.1. Tropisme tissulaire et modes de transmission

Le tropisme tissulaire des symbiotes secondaires est plus varié que celui des symbiotes
primaires. Ils peuvent étre rencontrés a 1’état intracellulaire dans divers les tissus germinaux et
somatiques (y compris dans les bactériocytes), ou dans le milieu extracellulaire de 1’hote
(I’hémolymphe) (Zchori-Fein et Bourtzis, 2012). Par exemple, chez différentes espéces de
drosophiles (Drosophila sp.) et de moustiques (Aedes albopictus et Culex pipiens), le symbiote
secondaire Wolbachia pipientis peut étre rencontré dans les ailes, le cerveau, le corps gras, les
glandes salivaires, les muscles, les testicules, la téte, le thorax, le tube digestif et/ou les ovaires

des insectes (Dobson et al., 1999).

Le mode de transmission des symbiotes secondaires est principalement vertical, de la
mere a ses descendants, mais ils peuvent également étre transmis horizontalement, entre
individus conspécifiques ou d’espéces différentes. Si I’infection se maintient et forme une
association stable chez la femelle, le symbiote pourra ensuite étre transmis verticalement aux
générations suivantes. Ce second mode de transmission est caractérisé par une congruence
limitée ou totalement absente entre la phylogénie de 1’hote et celle du symbiote (Moran ef al.,
2008). La transmission horizontale peut étre directe, lors d’un contact physique entre I’hote
donneur et I’hote receveur, ou indirecte, par le biais d’un organisme vecteur. La majorité des
cas de transmission entre especes différentes observés en laboratoire concernent des
évenements de transmission horizontale a travers la chaine trophique. Par exemple, la plante
peut étre un vecteur lorsque des insectes phytophages partagent le méme site nourricier (pour
revue, voir Chrostek et al., 2017). Ainsi, la transmission d’un symbiote via la plante hote a été
observée a plusieurs reprises en conditions de laboratoire, avec la transmission de Rickettsia sp.
et Wolbachia sp. entre aleurodes de la méme espece ou d’especes différentes (Caspi-Fluger et
al.,2012; Li et al., 2017), de Cardinium sp. entre especes de cicadelles (Gonella ef al., 2015),
ou plus récemment chez les pucerons, avec la transmission de Serratia symbiotica entre
pucerons appartenant a I’espece Aphis fabae (Pons et al., 2019). La transmission peut ¢galement

avoir lieu entre niveaux trophiques, comme par exemple avec la transmission de Wolbachia sp.
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entre des hyménopteres parasitoides, et leurs hotes, des drosophiles (Vavre et al., 1999). Les
insectes parasitoides peuvent également étre vecteurs lorsqu’ils piquent séquentiellement un
hoéte infecté par un symbiote, puis un hote non-infecté facilitant, par exemple, la transmission
de Wolbachia sp. entre aleurodes (Ahmed et al., 2015), ou d’Hamiltonella defensa et Regiella
insecticola entre pucerons (Gehrer et Vorburger, 2012). Dans la nature, ces événements
semblent toutefois étre rares et sont notamment contraints par la distance génétique qui sépare
I’espece donneuse et I’espece receveuse. Plus cette distance est grande, moins les symbiotes
sont susceptibles d’établir une infection chez un nouvel hote, et de produire une association

stable (Lukasik et al., 2015; Tzuri et al., 2020).

1.2.2. Diversité des phénotypes induits par les symbiotes secondaires

Comme je I’évoquais précédemment, les symbiotes dépendent des nutriments fournis
par leur hote, ce qui représente donc un cotlit physiologique permanent pour ce dernier. Ce cott
peut notamment se répercuter sur le développement, la survie et/ou la reproduction de I’insecte
(Zytynska et al., 2021). Pourtant, les symbiotes secondaires arrivent a se maintenir dans les
populations malgré ce colit physiologique. Cela peut étre en partie expliqué par le fait que
certains symbiotes secondaires manipulent la reproduction de leur hote de maniere a favoriser
leur transmission, tandis que d’autres sont des partenaires mutualistes, et/conférent un bénéfice
contrebalancant leur colt physiologique. Un méme symbiote peut étre un parasite de la

reproduction et un mutualiste, cela dépend notamment de 1’espece d’hdte ou il est rencontré.
Parasites manipulateurs de la reproduction

La transmission des symbiotes étant essentiellement verticale, de la mére a ses
descendants, les hotes males constituent une impasse pour les symbiotes. En effet, lors de la
fécondation, le spermatozoide transmet son noyau, mais pas son cytoplasme. Ce mode de
transmission a conduit a la sélection de mécanismes favorisant directement ou indirectement la
reproduction des femelles infectées par des symbiotes dits ‘manipulateurs de la reproduction’,
augmentant ainsi leur probabilité de transmission et leur fréquence dans la population d’hdtes
d’une génération a ’autre. Quatre catégories de manipulation de la reproduction par des
symbiotes ont été caractérisées : la féminisation des males, I’induction de la parthénogenese, le
male-killing et I’incompatibilité cytoplasmique (Hurst et Frost, 2015). Ces quatre catégories ont
été décrites et étudiées en détail avec Wolbachia, un symbiote infectant approximativement
40% des arthropodes (Werren et al., 2008) (Figure 3). Certaines de ces manipulations ont

¢galement été décrites chez d’autres symbiotes bactériens (appartenant notamment aux genres
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Arsenophonus, Cardinium, Rickettsia et Spiroplasma) et chez certains virus (Hurst et Frost,
2015). Les trois premiers types de manipulation conduisent a un sex-ratio biaisé en faveur des
femelles a la génération suivante : la féminisation entraine un développement des individus
génétiquement males en femelles fonctionnelles ; I’infection par un symbiote induisant une
parthénogenése thélytoque induit un mode de reproduction clonal qui ne produit que des
femelles ; enfin, le male-killing consiste en une dégénérescence des embryons males en faveur
du développement des embryons femelles. Au contraire, I’incompatibilité cytoplasmique (IC)
est un phénomene dans lequel les males sont produits et se développent jusqu’a leur maturité
sexuelle. Les symbiotes induisant une IC ont un impact lors de la gamétogenése des males, au
cours de laquelle ils modifient les spermatozoides, de sorte que lorsqu’ils fécondent des ceufs
non infectés (IC unidirectionnelle) ou infectés par une souche différente du symbiote (IC
bidirectionnelle), la descendance n'est pas viable. Ainsi, les symbiotes induisant une IC
apportent un avantage sélectif aux femelles infectées par apport aux femelles non-infectées, ce
qui entraine 1’invasion du symbiote dans la population. Chez les insectes diploides, I’IC est
caractérisée par la mort des deux sexes (Figure 3), et n’est donc pas associée a un biais du sex-
ratio. Chez les insectes haplo-diploides chez qui les males sont haploides (issus du
développement d’ceufs non fécondés), I’IC entraine un biais du sex-ratio en faveur des males,
via la mort des individus diploides (probablement par la fragmentation des chromosomes
entrainant une aneuploidie) (Breeuwer, 1997; Vavre et al., 2001; Mouton et al., 2005), et/ou
leur développement en males haploides (par élimination du jeu de chromosomes paternels)

(Breeuwer et Werren, 1990, Mouton et al., 2005).
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Figure 3. Diversité des phénotypes de manipulation de la reproduction produits par Wolbachia.
La féminisation entraine un développement des males en femelles. L’induction de la parthénogenéese
entraine une reproduction clonale n’impliquant que des femelles. Le male-killing élimine les males
infectés au profit de la survie de leurs sceurs infectées. L’incompatibilité cytoplasmique empéche les
males infectés de s’accoupler avec succeés avec des femelles ne possédant pas Wolbachia
(incompatibilité unidirectionnelle) ou la méme souche de Wolbachia (incompatibilité bidirectionnelle)
(adapté de Werren et al., 2008).
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Mutualisme

Les symbiotes secondaires peuvent aussi faciliter 1’utilisation de certaines espéces de
plantes par les insectes phytophages (Frago et al., 2012; Giron et al., 2017). Ce sujet a été
particulierement étudié chez les pucerons. En effet, il a été observé a plusieurs reprises une
corré¢lation positive entre le statut d’infection d’un individu et I’espéce de plante hote sur
laquelle il est observé dans la nature, que ce soit au sein d’'une méme espece de puceron
(Tsuchida et al., 2002; Leonardo et Muiru, 2003; Tsuchida et al., 2004), ou entre especes
différentes (Henry et al., 2013, 2015). Ces observations ont été corroborées par des données
expérimentales. Par exemple, chez le puceron du pois Acyrtosiphon pisum, la présence de R.
insecticola a été associée a la capacité de I’insecte a se reproduire sur le trefle blanc (Trifolium
repens) (Tsuchida et al., 2004). Toutefois, il est important de noter que d’autres études n’ont
pas mis en évidence une influence de R. insecticola sur la capacité d’A. pisum a exploiter le
tréfle blanc (Leonardo, 2004; Ferrari et al., 2007), et que I’effet précédemment décrit (Tsuchida
et al., 2004) semble dépendre du génotype du puceron (Ferrari ef al., 2007). Similairement, le
symbiote secondaire Arsenophonus sp. a été associé a la capacité a utiliser le robinier faux-
acacia (Robinia pseudoacacia) chez le puceron Aphis craccivora (Wagner et al., 2015; Lenhart
et White, 2020). Les processus sous-jacents a ces phénoménes peuvent €tre variés (pour des
revues, voir Frago et al., 2012; Giron et al., 2017), mais demeurent souvent inexplorés. Un
symbiote secondaire peut, par exemple, réprimer les défenses de la plante hote comme celles
régulées par les acides jasmoniques et salicyliques (Casteel et al., 2012; Su et al., 2015; Shi et

al.,2021), ou altérer les besoins nutritifs en acides aminés de son hote (Tian ez al., 2019).

Autres bénéfices

De nombreux exemples de ‘symbioses défensives’ ont été décrits chez les insectes,
conférant une protection contre des ennemis naturels tels que des virus, nématodes,
champignons et guépes parasitoides (pour une revue, voir Florez et al., 2015). L’un des
premiers cas décrits de défense procurée par un symbiote chez un insecte concerne la protection
contre les guépes parasitoides chez les pucerons. Chez A. pisum, la présence d’H. defensa
compromet le développement du parasitoide Aphidius ervi a 1’intérieur du puceron. Cette
protection est dépendante de la présence d’un bactériophage (APSE) chez le symbiote, associé
a la production de toxines (Oliver et al., 2003). Un symbiote peut également protéger
indirectement son hote. Par exemple, chez 4. pisum, I’infection par H. defensa limite 1’émission
de composés volatils par la plante lorsque le puceron s’en nourrit, limitant ainsi la probabilité

de rencontre entre ce dernier et son parasitoide (Frago et al., 2017). 1l est toutefois important
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de noter que le colit physiologique associ¢ aux symbiotes protecteurs peut €tre supérieur a leurs
avantages dans certains contextes écologiques, en raison de la variation de la présence des
ennemis naturels dans le temps et dans 1’espace (Oliver et al., 2006). Un autre exemple bien
connu est celui de certaines souches bactériennes du genre Wolbachia, capables de protéger
différentes especes de drosophiles contre certains virus (Teixiera et al., 2008; Cattel et al., 2016;

pour revue, voir aussi : Pimentel et al., 2021).

Les symbiotes secondaires peuvent également promouvoir la résistance de 1’insecte face
a un stress abiotique (par exemple, la température, la sécheresse ou les composés toxiques
inorganiques) (Lemoine ef al., 2020). La température est un facteur doublement dommageable
pour les insectes vivant en symbiose. D’une part, les insectes sont des organismes ectothermes
et donc sensibles aux variations de température. D’autre part, leurs symbiotes primaires sont
¢galement souvent sensibles a la chaleur, et leur déclin lors d’un stress thermique peut
indirectement nuire a 1’hote (Corbin et al., 2017; Renoz et al., 2019). Certains symbiotes
secondaires peuvent limiter I’impact de la chaleur. Par exemple, H. defensa, Fukatsuia
symbiotica, R. insecticola et S. symbiotica ont été associés a une amélioration de la survie et de
la reproduction du puceron A. pisum a la suite d’un stress thermique (Montllor et al., 2002;

Koga et al., 2003; Russell et Moran, 2006; Burke et al., 2010; Heyworth et al., 2020).

Modifications comportementales

Les symbiotes peuvent influencer de multiples aspects du comportement de leur hote,
notamment des fonctions liées a sa reproduction et son alimentation, ce qui pourrait avoir
d’importantes conséquences pour son ¢&cologie et son évolution. Ces questions ont
principalement été étudiées dans le cadre des interactions hote-parasite (Poulin, 2010; Lewis et
Lize, 2015; Heil, 2016; Vale et al., 2018). De nombreux parasites induisent des changements
de comportement de leur hdte, améliorant leur propre probabilité de transmission et/ou de
survie, ce que I’on appelle la « manipulation parasitaire » (Poulin, 2010; Lewis et Lize, 2015;
Heil, 2016). Alternativement, un changement de comportement peut étre une réponse adaptative
de I’hdte a la présence de parasites, réponse qui bénéficie a 1’hote en limitant I’impact de
I’infection (Vale et al., 2018). De récentes observations indiquent que les symbiotes mutualistes
ou commensaux peuvent aussi modifier le comportement de leur hote (Hosokawa et Fukatsu,

2020).
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Divers exemples de modifications du comportement reproducteur ont été associés a
I’infection par des symbiotes manipulateurs de la reproduction (pour des revues, voir Goodacre
et Martin, 2012; Lewis et Lize, 2015). Par exemple, I’infection par Wolbachia sp. a été associée
a une augmentation du taux d’accouplement des males drosophiles D. melanogaster et D.
simulans (Champion de Crespigny et al., 2006). Chez ces especes, Wolbachia sp. induit une
incompatibilit¢  cytoplasmique unidirectionnelle.  Toutefois, cette incompatibilité
cytoplasmique est moins forte chez les males non-vierges que chez les males vierges. Ainsi, il
a été suggéré qu’un taux élevé d’accouplement profite aux males drosophiles infectés, en
limitant I’impact de I’infection par Wolbachia sp., et en améliorant leur succes reproductif
(Champion de Crespigny et al., 2006). Au sein du complexe d’espéces D. paulistorum,
I’infection par Wolbachia sp. influence le choix de la femelle pour un partenaire sexuel
hébergeant la méme souche de la bactérie (Miller ef al., 2010; Schneider et al., 2019). 11 est
possible que cette homogamie positive ait évolué de maniére a éviter I’incompatibilité
cytoplasmique bidirectionnelle induite par Wolbachia sp. lors du croisement entre drosophiles
hébergeant des souches différentes (Miller ef al., 2010). Ce comportement pourrait aussi étre
une manipulation par le symbiote de maniere a maximiser sa transmission verticale, ou une
réponse adaptative de 1’hdte évitant les partenaires incompatibles. Il a été proposé que ces
phénomeénes reposent directement sur la modification du profil phéromonal de I’hdte par ses

partenaires symbiotiques (Miller ef al., 2010; Schneider et al., 2019).

Plusieurs études récentes indiquent également que I’infection par un symbiote
secondaire peut altérer le comportement alimentaire des hémiptéres phloémophages. Chez ces
insectes, la phase d’ingestion du phloéme est précédée d’une série de ponctions cellulaires
réalisées a 1’aide de leur stylet (Powell et al., 2006). Ces ponctions permettent a I’insecte
d’explorer les tissus de la plante sur laquelle il se trouve et d’évaluer s’il s’agit d’un hote
approprié¢ pour I’alimentation. Chez le puceron Aphis craccivora, I’infection par H. defensa
entraine une réduction du nombre de ponctions réalisées (Angelella et al., 2018). A I'inverse,
I’infection par Arsenophonus sp. chez ce méme insecte, et H. defensa chez le puceron
Rhopalosiphum padi, sont associées a des ponctions cellulaires plus fréquentes (Angelella et
al., 2018; Leybourne et al., 2020). Par ailleurs, I’infection par H. defensa chez R. padi
(Leybourne et al., 2020), et par Cardinium hertigii chez I’aleurode B. tabaci (Ying et al., 2021)
entraine des phases d’ingestion du phloéme moins fréquentes et moins longues. L’origine et les
conséquences de ces phénomenes pour I’hdte et ses symbiotes ne sont généralement pas

connues, mais il semblerait que les modifications du comportement alimentaire associées a
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I’infection par H. defensa soient coliteuses en termes de croissance (gain de masse corporelle)
pour R. padi lorsqu’il se nourrit sur I’orge sauvage (Hordeum spontaneum), mais pas sur I’orge
commune (H. vulgare) (Leybourne et al., 2020). H. defensa et R. insecticola semblent
¢galement avoir une influence, bien que marginale, sur la sélection de la plante hote par le

puceron A. pisum (Sochard, Dupont, ef al., 2021; Sochard, Le Floch, et al., 2021).

Enfin, les symbiotes semblent pourvoir interférer sur les comportements impliqués dans
les relations entre organismes. Par exemple, les symbiotes protecteurs H. defensa et R.
insecticola ont été associés a une diminution des comportements de fuite et de défense
(agressivité, coups de pattes) du puceron A. pisum contre les insectes parasitoides (Dion et al.,
2011; Polin et al., 2014; Sochard, Bellec, ef al., 2021). La diminution de ces comportements de
fuite et de défense, inutiles en présence d’un symbiote protecteur, pourrait représenter une
¢conomie d’énergie pour 1’hdte et son symbiote (Dion ef al., 2011). En revanche, il les expose
davantage aux prédateurs, contre qui ces symbiotes n’apportent pas de protection (Polin et al.,

2014).

Le plus souvent, les mécanismes sous-jacents a ces modifications ne sont pas connus,
mais des études réalisées sur un large spectre de microorganismes suggerent que ces derniers
pourraient altérer le comportement de leur hote : directement, par la production de molécules
interagissant directement avec le systéme nerveux de I’hote (Shropshire et Bordenstein, 2016;
Lynch et Hsiao, 2019), ou indirectement, en modifiant le métabolisme, le systéme immunitaire,
le systéme endocrinien ou encore la production de phéromones qui, en fin de compte,
influencent le systeme nerveux de 1’hote (Shropshire et Bordenstein, 2016; Engl et Kaltenpoth,

2018; Lynch et Hsiao, 2019).

1.3. Evolution des génomes des symbiotes intracellulaires

1.3.1. Vie intracellulaire et réduction génomique

Le mode de vie intracellulaire n’est pas sans conséquences sur 1’évolution des
symbiotes, puisqu’il est associ¢ a des processus facilitant I’accumulation de mutations déléteres
chez ces derniers (Moran, 1996; Wernegreen, 2015). La stabilité¢ et la composition de leur
environnement entrainent un relachement important de certaines pressions de sélection, par
exemple, celles s’exercant sur les geénes impliqués dans synthése de 1’enveloppe cellulaire
(McCutcheon et Moran, 2012; Moran et Bennett, 2014). La dérive joue également un rdle

important, notamment en raison du goulot d’étranglement qui survient a chaque génération lors
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de leur transmission verticale (seule une fraction de la population de symbiotes est transmise
de la mere a ses descendants) (Wernegreen, 2015). De plus, la probabilité de recombinaisons et
de transferts horizontaux de génes entre bactéries est limitée dans ce milieu confiné (Moran,
1996; Wernegreen, 2015). En conséquence, les symbiotes peuvent perdre des génes devenus
redondants avec I’hdte ou d’autres symbiotes, ou encore ceux devenus inutiles dans cet
environnement stable et protégé. Ces pertes ne sont donc pas aléatoires et les symbiotes
conservent généralement les genes impliqués dans des processus essentiels a la physiologie
bactérienne, comme la traduction, la réplication et la transcription (McCutcheon et Moran,
2012; Moran et Bennett, 2014). Ils conservent également les génes importants pour leur
fonction symbiotique, qui sont le plus souvent impliqués dans la production de métabolites pour
I’insecte hote (McCutcheon et Moran, 2012; Moran et Bennett, 2014). Chez le puceron du pois
A. pisum, par exemple, 10% du génome du symbiote primaire B. aphidicola est consacré a la
biosynthese d’acides aminés essentiels a 1’insecte, contre seul 2% chez la bactérie de forme

libre la plus proche phylogénétiquement, Escherichia coli (Shigenobu et al., 2000).

Ainsi, la taille des génomes des symbiotes intracellulaires est grandement réduite (moins
de 1,5 Mb en moyenne pour les symbiotes primaires) en comparaison aux bactéries de forme
libre (Moran et Bennett, 2014), qui ont des tailles génomiques généralement comprises entre 2
et 6 Mb (Figure 4A). Le plus petit génome bactérien répertorié est celui de Nasuia
deltocephalinicola, symbiote primaire de la cicadelle de 1’aster, Macrosteles quadrilineatus
(Auchenorrhyncha : Cicadellidae), une association qui dure depuis plus de 200 Ma. Son génome
ne fait que 112 kb et posseéde 137 geénes (Bennett et Moran, 2013). La réduction de la taille
génomique a notamment des effets importants sur les capacités de régulation de ces génomes,
qui possedent souvent un répertoire restreint de génes codant des régulateurs transcriptionnels

et des régions régulatrices réduites (Vifiuelas et al., 2007; Brinza et al., 2013).

Ce phénomene de réduction génomique dépend de 1’age de 1’association et du caractere
obligatoire (ou non) du symbiote. Ainsi, les symbiotes acquis plus récemment présenteront des
génomes de taille plus importante que les symbiotes acquis plus anciennement (Figure 4A).
Par exemple, Sodalis pierantonius, le symbiote primaire des charancgons des céréales Sitophilus
oryzae, acquis relativement récemment (moins de 0,03 Ma) suite a un remplacement
symbiotique, possede un génome d’une taille comparable a celui de bactéries libres (4,51 Mb)
(Oakeson et al., 2014). Les premiers stades de la réduction du génome sont caractérisés par une
prolifération d’¢léments mobiles (éléments transposables, phages, plasmides), la formation de

pseudogenes (genes ayant accumulé des mutations et qui ne sont donc plus fonctionnels), des
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réarrangements génomiques et la suppression de fragments de chromosomes. Au contraire, chez
les symbiotes plus anciens, la plupart des éléments mobiles et pseudogeénes auront été éliminés
(Moran et Bennett, 2014) (Figure 4B). Les symbiotes secondaires possedent généralement des
caractéristiques propres aux génomes aux premiers stades de la réduction génomique, mais cette
situation peut évoluer si le symbiote s’intégre plus fortement avec le temps dans 1’association

avec son hdte (symbiote secondaire devenant co-primaire).

A

Ishikawaella [ ] Hamiltonella © @ Escherichia coli © Primaire
Blochmannia ? Regiella @ © Secondaire
Wigglesworthia g ~ Serratia @ Vie libre
Baumannia (] G S © @
Arsenophonus { X & ©
Blattabacterium ® Endolissoclinum (symbiote d’ascidie)
Morc;?tella OO G - @
Profftella e I
Buchnera @e—e (C, il B o0
Portiera . . .
Uzinu.(a lo) Ruthia (symbiote de bivalve)
Sulcia @ Photodesmus (symbiote de poisson)
Carsonella 8 e} T ©
Hodgkinia lbachi
Tremblaya @ Wolbachia
Nasuia + Zinderia G® ce-e®
| 1 L | i i i | i i i 1 L I | i i 1 i i i |
NP PP P N & [\Y & & & o & [\ Y
NP 4P S B S 29 A8 o RS RS N o S

Taille du génome en kilobases (kb)

B

Bactéries a vie libre Symbiotes récents Symbiotes anciens Génomes trés réduits
Escherichia coli Sodalis pierantonus Buchnera aphidicola BCc Nasuia deltocephalinicola
(4.64Mb) (4.51Mb) (425kb) (112kb)
Transferts Serratia symbiotica SCc
horizontaux f \ (1.76Mb)

de génes ;/ Transition de la vie libre
i oy
/ a |ntrace|lu\a|re P S N

f
/ \ // \\5 [ Geénes intacts

“ u‘ ﬁ \'1 “ " \///‘\ ] Ps?udogénes .
I /| 1 y: =~ EE Eléments mobiles
I\ / \
\\\ / b x‘:f /// \ o

\ 4 Nogi o

\ ) S’ N, ¢ =0

\t::f'i — \ & E’é
-
= | Inactivation et délétion de génes >

Figure 4. Réduction génomique des symbiotes lors de la transition de la vie libre a intracellulaire.
(A) Comparaison de la taille des génomes de bactéries symbiotiques primaires (en orange), secondaires
(en bleu) ou a vie libre (en gris) (Adapté de Moran et Bennett, 2014). (B) Représentation schématique
des différents stades de réduction génomique des symbiotes lors du passage de la vie libre a la vie
intracellulaire (Kb : Kilobases ; Mb : Mégabases) (Adapté de McCutcheon et Moran, 2012).

1.3.2. Complémentation métabolique

Bien que la pression de sélection sur les génes essentiels au métabolisme symbiotique
chez les symbiotes primaires soit importante, en cas de perte de ces fonctions nutritives, un

nouveau partenaire symbiotique, initialement secondaire, peut pallier cette perte. Ce symbiote
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pourra alors réaliser 1’intégralité d’une voie métabolique perdue chez le symbiote primaire ou
complémenter les lacunes d’une voie partiellement dégradée (e.g., Gosalbes et al. 2008 ; pour
une revue, lire aussi Gil et Latorre, 2019). Dans ce second cas, la biosynthése de novo d’un
métabolite ne dépend alors plus d’un seul, mais de I’action complémentaire des deux symbiotes.
Lorsque qu’ils sont tous deux nécessaires a la survie de I’hote, deux symbiotes sont alors

qualifiés de ‘co-obligatoires’ ou ‘co-primaires’ (Lamelas et al., 2011).

L’une des premiéres associations multi-partenaires impliquant deux bactéries co-
primaires a été celle découverte chez le puceron Cinara cedri. Chez ce puceron, le symbiote
primaire, B. aphidicola, est systématiquement accompagné d’un autre symbiote intracellulaire :
Serratia symbiotica (Gomez-Valero et al., 2004). Les analyses génomiques ont montré que B.
aphidicola et S. symbiotica coopérent afin d’assurer la biosynthése du tryptophane, un acide
aminé essentiel au puceron, qui est incapable de le produire (Gosalbes et al., 2008; Lamelas et
al., 2011). En effet, S. symbiotica possede les génes de la voie de biosynthése du tryptophane
perdus chez B. aphidicola (genes TrpDCBA). A inverse, S. symbiotica a perdu les deux
premiers génes de cette voie (génes TrpEQG), préservés chez B. aphidicola (Figure 5). Ainsi, B.
aphidicola assure la synthese de 1’anthranilate, utilis¢é comme précurseur par S. symbiotica pour
produire le tryptophane, qui sera ensuite distribué¢ aux trois partenaires symbiotiques : le
puceron et ses deux symbiotes (Gosalbes et al., 2008; Lamelas et al., 2011) (Figure 5). Chez
C. cedri, S. symbiotica est aussi nécessaire afin d’assurer la biosynthése de la vitamine B2, la
riboflavine. La méme situation existe chez le puceron Tuberolachnus salignus, qui dépend de
la coopération entre B. aphidicola et S. symbiotica pour la biosynthése du tryptophane, et de S.
symbiotica pour la biosynthese de la riboflavine (Manzano-Marin et al., 2016). De plus, des
analyses de génomique comparative réalisées sur les B. aphidicola provenant de 19 especes de
pucerons de la méme sous-famille que C. cedri et T. salignus (les Lachninae) ont révélé une
perte ancestrale de la voie de biosynthése de la riboflavine chez ces symbiotes primaires
(Manzano-Marin et al., 2017). Par la suite, une étude menée sur 128 especes de pucerons de la
sous-famille des Lachninae a révélé que ces pucerons possédent tous un symbiote co-primaire,
principalement S. symbiotica, pour complémenter les génes perdus chez leurs B. aphidicola
(Meseguer et al., 2017). Similairement, chez le puceron du bananier Pentalonia nigronervosa
(sous-famille Aphidinae), les génes impliqués dans les voies de biosynthése de la lysine et de
la riboflavine sont partagés entre B. aphidicola et Wolbachia sp., ce qui rend les deux bactéries

indispensables a la survie de I’hote (De Clerck et al., 2015).
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Ces complémentations métaboliques entre symbiotes ont également été décrites

plusieurs fois chez les hémiptéres appartenant au sous-ordre des Sternorrhyncha, comme chez
les psylles (famille Psylloidae) (Sloan et Moran, 2012b) ou les aleurodes (famille Aleyrodidae)
(Rao et al., 2015). Elles sont quasiment systématiques, chez certains clades d’hémiptéres
appartenant au sous-ordre des Aucherrnorhyncha, comme les cicadelles et leurs apparentés,
chez qui le symbiote primaire Sulcia a presque toujours été décrit accompagné d’un et parfois
de deux symbiotes co-primaires, formant ainsi des symbioses nutritionnelles tri- ou
quadripartites (pour une revue, lire Gil et Latorre, 2019). Des associations encore plus
surprenantes et complexes de symbioses imbriquées en ‘poupées russes’ ont évolué chez les
cochenilles (Sternorrhyncha : Pseudoccidae) de la sous-famille des Pseudococcinae. L’exemple
le plus connu est celui de Planococcus citri, chez qui le symbiote primaire Tremblaya princeps,
une B-protéobactérie, possede son propre symbiote primaire intracellulaire, Moranella endobia,
une y-protéobactérie. Les deux symbiotes se complétent pour fournir des acides aminés

essentiels a leur hote (McCutcheon et von Dohlen, 2011).

Dans cette premiere partie introductive, nous avons vu que la symbiose pouvait étre
dynamique, et que l’acquisition d’un nouveau partenaire symbiotique pouvait étre associée a
des changements rapides dans les traits phénotypiques de [’hote. Ces changements peuvent
permettre aux insectes de faire face a de nouvelles conditions environnementales, ou
d’exploiter de nouvelles niches écologiques, comme par exemple, de nouvelles especes de
plantes. Les symbiotes peuvent également interférer avec la reproduction de son hote, et
notamment son choix de partenaire sexuel. Ces modifications pourraient avoir d’importantes
conséquences pour [’évolution de [’hote, et notamment contribuer a la diversification et a la
spéciation des insectes, une hypothese que nous allons développer dans la seconde partie de
cette introduction.
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2. La symbiose comme moteur de diversification et de spéciation

De nouvelles especes d’organismes sexuellement reproductibles se forment lorsque des
barriéres au flux de génes émergent entre des populations d’une espéce initiale (Seehausen et
al., 2014). Ces barriéres peuvent prendre des formes variées, et intervenir avant ou apres la
formation du zygote, entrainant un isolement reproductif pré- ou post-zygotique des
populations (Seehausen ef al., 2014). Les études visant a décrire les processus sous-jacents a
I’émergence de I’isolement reproductif ont principalement porté sur 1’adaptation écologique
divergente (Schluter, 2001; Bird et al., 2012), la sélection sexuelle (Panhuis ef al., 2001) et les
incompatibilités génomiques intrinseques (Seehausen et al., 2014). L’idée que la symbiose
puisse ¢galement étre un moteur de diversification et de spéciation a été évoquée des 1927 par
Ivan E. Wallin dans son livre Symbionticism and the Origin of Species (Wallin, 1927). Faute de
cas documentés, cette hypothése n’a toutefois regu que peu de considération et a été¢ pendant
longtemps considérée comme trop spéculative (Brucker et Bordenstein, 2012). Cependant, cette
hypothése a regagné en importance ces deux dernieres décennies, avec un nombre grandissant
de découvertes indiquant que les symbiotes peuvent contribuer a 1’isolement reproductif entre
hotes ne partageant pas le méme statut d’infection (Brucker et Bordenstein, 2012; Vavre et

Kremer, 2014; Shropshire et Bordenstein, 2016).

2.1. Symbiose et isolement reproductif pré-zygotique

Comme exposé¢ précédemment (partie 1.2.2 de cette introduction), des changements
dans la composition du cortége symbiotique ont été associés a des changements dans les traits
phénotypiques et comportementaux de I’hdte. A ce titre, les symbiotes ont été qualifiés de ‘boite
a outil” génétique (Hendry et al., 2014), permettant aux insectes de faire face a nouvelles
conditions environnementales ou d’exploiter différentes niches écologiques, comme différentes
especes de plante hote. Or, ’adaptation aux conditions locales et la spécialisation de niche
peuvent limiter le flux de génes entre les populations (Schluter, 2001; Bird et al., 2012). Ainsi,
la symbiose pourrait contribuer a I’émergence d’un isolement reproductif pré-zygotique lorsque
les symbiotes sont impliqués dans 1’adaptation et le choix de niche et si ’accouplement a lieu
dans cette méme niche, comme c’est le cas par exemple chez le puceron du pois A. pisum. Cette
espece regroupe différents ‘biotypes’, constitués de populations spécialisées sur un nombre
restreint de plantes hotes sur lesquelles a lieu I’accouplement (Peccoud et al., 2009, 2015). Cette
spécialisation se traduit par la manifestation d’une préférence des biotypes pour leur plante de

prédilection, et une meilleure performance des pucerons sur cette derniere (Caillaud et Via,
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2000). Ces phénomenes entrainent une ségrégation spatiale des individus, et une contre
sélection des migrants, limitant ainsi les échanges génétiques entre biotypes et favorisant leur

différentiation (Peccoud et al., 2009, 2015).

L’infection par un symbiote peut ¢également s’accompagner de modifications
phénotypiques qui ne sont pas liées a I’adaptation a la niche écologique, mais qui peuvent aussi
contribuer a I’isolement pré-zygotique. C’est le cas lorsque des individus manifestent une
préférence pour un partenaire sexuel partageant le méme statut d’infection symbiotique (c’est-
a-dire, ’homogamie positive, Panhuis ef al., 2001). C’est le cas par exemple chez le complexe
d’especes D. paulistorum évoqué précédemment, chez qui les femelles préférent s’accoupler
avec un partenaire possédant la méme souche de la bactérie Wolbachia (Miller et al., 2010;
Schneider et al., 2019), ou chez les drosophiles D. melanogaster préférant les partenaires

possédant un microbiote intestinal similaire (Sharon et al., 2010).

2.2. Symbiose et isolement reproductif post-zygotique

Les symbiotes pourraient contribuer a I’émergence d’un I’isolement reproductif post-
zygotique par des mécanismes affectant la viabilité ou la stérilité des descendants de parents ne
partageant pas le méme statut d’infection (Brucker et Bordenstein, 2012; Vavre et Kremer,
2014). Ainsi, certains symbiotes manipulateurs de la reproduction peuvent limiter le flux de
genes entre populations, comme c’est le cas par exemple de Wolbachia lorsque cette bactérie

induit une incompatibilité cytoplasmique bidirectionnelle.

Les symbiotes pourraient aussi participer a I’évolution d’un isolement reproductif post-
zygotique de maniere un peu plus indirecte. En effet, dans I’hypothese ou la sélection exercée
sur les interactions entre 1’hote et ses symbiotes entraine des coadaptations locales (c’est-a-dire,
au sein d’une population donnée), la rupture de ces coadaptations pourrait affecter la viabilité
ou la stérilit¢ des hybrides (Brucker et Bordenstein, 2012; Vavre et Kremer, 2014). Par exemple,
il a été montré chez le complexe d’especes D. paulistorum que les males issus des croisements
entre parents infectés par différentes souches de Wolbachia induisant une incompatibilité
cytoplasmique bidirectionnelle (>90% de mortalit¢é embryonnaire), étaient stériles. Cette
stérilit¢ des males hybrides a été associée a une prolifération de Wolbachia dans leur gonades
(Miller et al., 2010). Similairement, la forte mortalité des hybrides issus du croisement entre
différentes espéces du genre Nasonia a été associée a une altération de la composition de leur
microbiote intestinal (Brucker et Bordenstein, 2013). De manicre tres ¢élégante, Brucker et

Bordenstein (Brucker et Bordenstein, 2013) ont montré qu’un traitement antibiotique de ces
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hybrides interspécifiques améliore significativement leur survie. A I’inverse, I’inoculation d’un
nouveau microbiote chez des hybrides préalablement traités aux antibiotiques rétablit la
mortalité précédemment observée. Dans ces deux exemples, il a été proposé que la prolifération
des symbiotes ou I’altération du microbiote soit due a la perturbation des interactions génétiques
impliquées dans le controle de ces derniers par leur hote (Miller et al., 2010; Brucker et

Bordenstein, 2013).

Enfin, I’isolement reproductif post-zygotique associ¢ a un symbiote peut faciliter
I’évolution d’autres formes d’isolement reproductif, comme la sélection de comportements
d’homogamie positive par le processus de renforcement. Par exemple, il a été suggéré que
I’incompatibilité cytoplasmique unidirectionnelle induite par Wolbachia ait favorisé 1’évolution
d’une préférence pour les partenaires sexuels non infectés chez la drosophile Drosophila
subquinara (Jaenike et al., 2006). Similairement, [’incompatibilit¢ cytoplasmique
bidirectionnelle induite par Wolbachia chez le complexe d’especes D. paulistoraum pourrait
avoir favorisé¢ I’évolution d’une préférence pour un partenaire sexuel infecté par la méme

souche du symbiote (Miller ef al., 2010; Schneider ef al., 2019).

Dans cette seconde partie introductive, nous avons vu que des variations dans la
composition des communautés de symbiotes entre individus pouvaient étre associées a des
barrieres pré- et post-zygotiques. Ces observations suggerent que les symbiotes pourraient
contribuer a la diversification et a la spéciation de leurs hotes. Ce pourrait étre notamment le
cas lorsque qu’'un symbiote interfere avec la capacité de son hote a exploiter différentes niches
écologiques, comme par exemple, différentes especes de plantes chez un insecte phytophage.

Toutefois, il existe encore peu de démonstrations empiriques de ces phénomenes.
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3. Mod¢le d’étude : Bemisia tabaci

3.1. Un complexe d’espéces treés diversifié

Bemisia tabaci (Gennadius 1889), autrement appelé ‘aleurode du tabac’ ou ‘aleurode de
la patate douce’, est un insecte de 1’ordre des hémiptéres, appartenant a la famille des
Aleyrodidae (Hemiptera : Sternorrhyncha), qui regroupe plus de 1500 especes réparties en 210
genres (Martin et Mound, 2007). B. tabaci est insecte piqueur-suceur polyphage qui se nourrit
de la séve phloémienne de plus de 600 espéces de plantes agricoles et ornementales (Oliveira
et al., 2001). D’origine tropicale et subtropicale, il a été classé parmi les 100 especes les plus
invasives au monde par 'IUCN (International Union for the Conservation of Nature and

Natural Resources, http://www.issg.org). Son expansion géographique depuis son aire

géographique d’origine (I’Afrique ou la péninsule Indienne, ce point n’est pas résolu) a été
facilitée par la mondialisation depuis la fin des années 1970. Cette expansion a été associée a
la rapide diversification de B. tabaci en complexe d’especes cryptiques morphologiquement
indiscernables. Aujourd’hui, on retrouve cet insecte dans des climats tropicaux ou tempérés, en
serre ou en plein champ, sur tous les continents a 1’exception de I’ Antarctique (Oliveira ef al.,

2001).

3.1.1. Cycle biologique

Le cycle biologique de B. tabaci est composé de six stades de développement : 1’ceuf
(0,Imm), quatre stades larvaires (L1, L2, L3, L4) (0,1-0,5mm) et I’adulte (Imm) (Byrne et
Bellows, 1991) (Figure 6). On retrouve ces six stades chez tous les membres du complexe
d’especes B. tabaci (et plus généralement, chez les Aleyrodidae) (Stansly et al., 2010). Les
femelles pondent leurs ceufs en groupes, généralement sous la surface des feuilles. B. tabaci est
insecte haplo-diploide arrhénotoque, chez qui les ceufs fécondés engendrent des femelles
diploides tandis que les ceufs non fécondés engendrent des males haploides (Blackman et Cabhill,
1998). Apres I’éclosion des ceufs, les quatre stades larvaires se succedent, séparés par des mues.
Seul le premier stade larvaire (L1) est mobile : il rampe pendant une courte période jusqu’a ce
qu’il trouve un site nourricier, ou il se fixe et ou aura lieu le reste du développement larvaire.
Le développement est hémimétabole, c’est-a-dire a métamorphose incompléte. Ainsi, les
changements de stade s’accompagnent d’un grossissement de la larve et de quelques
changements morphologiques. Le dernier stade larvaire (L4) comporte deux phases. La
premiere se nourrit encore, tandis que la deuxiéme, ne se nourrit plus. Ce dernier stade est le

siege de la métamorphose incompléte que subissent les insectes hémimétaboles. La larve L4
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tardive est caractérisée par I’apparition de taches oculaires rouges et d’ébauches d’ailes, qui ne
sont pas visibles aux stades antérieurs. L’adulte émerge a travers une ouverture en forme de T
dans la partie antérieure de cette larve de dernier stade. L’accouplement a lieu sur la plante hote,

quelques heures apres I’émergence (Byrne et Bellows, 1991).

e~ oy

Figure 6. Cycle de développement de B. tabaci. (A) Les différents stades, de I’ceuf a 1’adulte. (B)
Adultes (male et femelle). (C) Adultes lors de I’accouplement (gauche : male, droite : femelle). (D)
(Eufs et larves, a : ceufs, b : larve L1, larves L2-L3. (E) Larve L4 précoce (a droite) et tardive (a gauche).
Modifi¢ d’apres Chen et al. 2016.

Les traits d’histoire de vie de B. fabaci tels que la fécondité, la durée du cycle de
développement et la longévité des adultes dépendent de I’espece analysée (e.g., lida e al., 2009;
Jiao et al., 2013), mais aussi de facteurs biotiques comme la plante hote (e.g., lida et al., 2009;
Jiao et al., 2013; Romba et Gnanking, 2018), et abiotiques comme la température (e.g., Bonato
et al.,2007) (Tableau 2).

Tableau 2. Fécondité, durée du cycle de développement et longévité moyenne de B. tabaci
(espece Méditerranéenne) a différentes températures °.

Température Fécondité P Durée développement Longévité de I’adulte
(°O) larvaire (jours) ¢ (jours)®
17 493 55.8 39.6
21 105.3 39.6 27.3
25 94.2 25.6 21.9
30 69.6 20.3 14.6
35 41.0 20.5 8.5

2 Mesures réalisées de 17 a 35°C sur tomate (Solanum lycopersicum) (Bonato et al. 2007).
> Nombre total d’ceufs pondus au cours de la vie de I’individu.
°De I’éclosion de I’ceuf a I’émergence de I’adulte.

24



Fréquence

Introduction

3.1.2. Diversité génétique et biotypes

L’expansion géographique de B. tabaci a été associée a une importante diversification
de cet insecte en différentes populations morphologiquement identiques, mais biologiquement
et écologiquement hétérogenes, notamment en termes de gamme de plantes hotes, de résistance
aux insecticides, d’aire de répartition géographique, d’associations symbiotiques, et de capacité
a transmettre certains phytovirus ou induire certains désordres physiologiques chez la plante.
Dans la fin des années 1990, une nomenclature en ‘biotypes’, a ét€ proposée pour tenter de
hiérarchiser ces populations (pour une revue de I’histoire des biotypes, lire de Baro et al., 2011).
Ce terme vague sur le plan taxonomique a notamment permis de ne pas s’avancer quant au
statut d’« espéce unique complexe » ou de « complexe d’espeéces » de B. tabaci. Toutefois,
I’absence d’un cadre clair a mené la communauté a décrire de trés nombreux biotypes, au moins
36, dont la réalité biologique sous-jacente était souvent peu connue. Dans certains cas, des
groupes isolés sur le plan reproductif ont été regroupés dans le méme biotype, tandis que
certains groupes ont étés désignés sous différents biotypes, créant ainsi des synonymies et une

grande confusion dans la littérature.

Pour tenter de clarifier la situation et s’accorder sur une nomenclature, en 2010, une
¢tude a délimité 11 clades majeurs et 24 groupes mineurs a 1’aide du géne mitochondrial de la
cytochrome oxydase I (mtCOI), en utilisant 202 haplotypes différents (Dinsdale et al., 2010).
Dans cette étude, la distribution des divergences nucléotidiques par paire d’haplotypes a révélé
deux ruptures, une a 11% et ’autre a 3,5%, ce qui permis aux auteurs de délimiter des espéces
potentielles sous I’hypothése que ces ruptures sont dues a I’isolement reproducteur (Figure 7).
La rupture a 11% a permis de définir des clades majeurs, supposément liés a des évenements
évolutifs anciens (Figure 8). La rupture a 3,5%, supposément liée a une absence de flux de
genes a une échelle de temps plus courte, a permis de définir les especes potentielles (groupes
mineurs) du complexe d’espéces B. tabaci (Figure 8) (Dinsdale ef al., 2010).

Figure 7. Distribution des
divergences nucléotidiques
par paires d’haplotypes du
géne mitochondrial mrCOI

de B. tabaci (Adapté de
Dinsdale et al., 2010).
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Figure 8. Phylogénie du complexe d’espéces B. tabaci basée sur le géne mitochondrial de la
Cytochrome Oxydase 1. Les cadres bleus représentent les clades majeurs, les cadres noirs les espéces
et les biotypes sont indiqués en jaune (De Barro et al., 2011). On voit clairement que certaines especes
peuvent contenir plus d’un biotype. Cette phylogénie n’est pas la plus récente, mais elle a le mérite de
présenter clairement comment [’outil moléculaire a permis de délimiter les contours des différentes
especes et dépasser les limites de la nomenclature en biotypes.
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A I’issu de ce travalil, il est proposé que le complexe d’especes B. tabaci comprenne 24
especes potentielles, regroupant les biotypes précédemment décrits (Figure 8, Dinsdale ef al.,
2010; De Barro et al., 2011). Cette classification moléculaire a été en partie corroborée par des
données de croisements expérimentaux indiquant que certains des 36 biotypes décrits plus hauts
ne sont pas sexuellement compatibles, et forment effectivement des espéces différentes (Xu et
al.,2010; Liu et al., 2012). Depuis ce premier travail, de nouveaux haplotypes mitochondriaux
divergeant de plus de 3,5% de toutes les especes potentielles précédemment identifiées ont été
découvert, portant le nombre d’especes potentielles de 24 a 44 (Tableau 3, Firdaus et al., 2013;
Roopa et al., 2015; Hu et al., 2018; Kanakala et Gahnim, 2019). Ces espéces sont elles-mémes
divisibles en sous-groupes génétiques, parfois rencontrés sous le terme de ‘mitotypes’ ou

‘groupes mitochondriaux’.

Tableau 3. Liste des 44 especes B. tabaci identifiées a ce jour, sur la base du géne
mitochondrial de la Cytochrome Oxydase I (délimitées par le seuil de divergence 3,5%)%.

Espece Suite (1) Suite (2) Suite (3)

Africa Asia Il 9 China 2 Middle East Asia Minor K (MEAMK)
Asia | Asiall 10 China 3 New World 1

Asial-India  Asiall 11 China 4 New World 2

Asiall 1 Asia Il 12 China 5 Ru

Asiall 2 Asiall 13 Indian Ocean Spain [

Asia Il 3 Asia Il Italy 1 Sub Saharan Africa 1 (SSA-1)
Asia Il 4 Asia IV Japan 1 Sub Saharan Africa 2 (SSA-2)
Asiall 5 Asia V Japan 2 Sub Saharan Africa 3 (SSA-3)
Asiall 6 Australia Mediterranean (MED) Sub Saharan Africa 4 (SSA-4)
Asiall 7 Australia/Indonesia  Middle East Asia Minor 1 (MEAM1) Sub Saharan Africa 5 (SSA-5)
Asia Il 8 China 1 Middle East Asia Minor 2 (MEAM2) Uganda

2 D’apres Kanakala et Ghanim, 2019.

Bien qu’elle ait fourni un cadre clair, cette phylogénie basée sur ce seuil de 3,5% n’est
pas idéale, et est encore aujourd’hui a l’origine de débats. Notamment, la variabilité
mitochondriale a I’intérieur de certaines de ces espéces diffeére beaucoup et tiendrait plus a sous-
estimer le nombre d’espéces total (Boykin et al., 2012; Lee et al., 2013). Par exemple, la
diversité intra de certaines espéces dépasse le seuil de 3,5% (Lee et al., 2013), probablement en
raison de 1’ajout d’haplotypes découverts apres la premiere analyse de 2010 (Dinsdale ef al.,

2010). Par ailleurs, le seuil de 3,5 % n’a pas forcément de sens biologique. En effet, bien que
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I’on observe une rupture dans la distribution des distances par paires d’haplotypes a ce seuil
(Figure 7), il n’est pas exclu qu’au sein d’une espece potentielle, des incompatibilités existent
entre groupes mitochondriaux dont la distance est inférieure a ce seuil. Inversement, des

groupes pourraient s’hybrider alors que leur distance mitochondriale est supérieure a ce seuil.

Parmi toutes les espéces décrites jusque-la (Tableau 3), ’espéce méditerranéenne
(MED) et I’espece proche Middle East Asia Minor I (MEAM1) (Figure 9) figurent parmi les
plus envahissantes. Ces 30 dernicres années, elles ont colonisé de nombreuses régions du globe
depuis leur aire d’origine, la péninsule ibérique (MED) et I’ Asie Mineure (MEAM1) (De Barro
et al., 2011). Dans le cadre de la theése, nous nous sommes plus particuliérement intéressés a
I’espece MED. Elle a ¢té¢ identifiée en Asie de I’Est et du Sud-Est, au Moyen-Orient, en
Amérique du Sud et du Nord, et en Europe (pour une revue, voir Kanakala et Gahnim, 2019).
L’espece méditerranéenne (MED) a été divisée en quatre groupes mitochondriaux : Q1, Q2, Q3
et ASL (Gueguen et al., 2010). Toutefois, des analyses microsatellites de terrain (Mouton et al.,
2015) et des expériences de croisements en laboratoire (Vyskocilova et al., 2018) ont montré
que le groupe ASL est isolé sur le plan reproductif des groupes Q1 et Q2. Ces résultats ont
permis de conclure que le groupe ASL était mal classé et qu’il n’appartient pas a I’espece MED

(Mouton et al., 2015; Vyskocilova et al., 2018) (Figure 9).
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Les groupes Q1, Q2 et Q3 présentent différentes distributions géographiques. Le groupe
Q1 est largement distribué¢ dans 1’ouest du bassin Méditerranéen : Algérie, Gréce, Maroc,
Portugal et Tunisie (Chu et al., 2008; Gueguen et al., 2010; Gnankiné ef al., 2013; Gauthier et
al., 2014). 11 a également été trouvé dans différentes parties du monde, comme en Afrique
subsaharienne, en Amérique ou en Asie (Chu et al., 2008; Gueguen et al., 2010; Gnankiné et
al., 2013). La distribution géographique du groupe Q2 semble plus restreinte. Il est
principalement rencontré dans 1’est du bassin Méditerranéen (Isra€l et Chypre) (Chu et al.,
2008; Gueguen et al., 2010; Mouton et al., 2012; Gauthier et al., 2014), mais il a aussi été
identifi¢ dans d’autres régions du monde, comme a la Réunion (Mouton et al., 2012) ou en
Corée du Sud (Guo ef al., 2021). Dans certaines aires géographiques, Q1 et Q2 coexistent,
comme en Espagne, en Egypte, en Italie, en Syrie et en Turquie (Chu ef al., 2008; Mouton et
al., 2012; Gauthier et al., 2014; Parrella et al., 2014; Terraz et al., 2014). Les groupes Q1 et Q2
sont les seuls membres du complexe d’especes B. tabaci présents en France, ou ils coexistent
¢galement (Gueguen et al., 2010; Mouton et al., 2012; Terraz et al., 2014). Le groupe Q3 n’a
¢été identifi¢ qu’au Burkina-Faso (Gueguen et al., 2010; Mouton et al., 2012; Gnankiné et al.,
2013).

3.1.3. Gamme de plantes hotes et importance agronomique

A I’échelle du complexe d’espéces, on peut retrouver B. tabaci sur plus de 600 especes
de plantes hotes, la moiti¢é appartiennent a cinq familles botaniques, les Asteraceae,
Euphorbiaceae, Fabaceae, Malvaceae et Solanaceae. Elles comprennent notamment des plantes
maraichéres comme le manioc (Euphorbiaceae), les haricots (Fabaceae) et la tomate
(Solanaceae), et ornementales comme I’hibiscus (Malvaceae) ou le poinsettia (Euphorbiaceae)
(Oliveira et al., 2001). Le degré de polyphagie de B. tabaci est variable selon les especes.
L’espéce la plus polyphage, MEAMI, est la seule a étre considérée comme étant réellement
‘généraliste’, suivie des especes Asia I, Indian Ocean, MED et SSA-1, trés polyphages
¢galement. Au contraire, d’autres especes sont considérées comme ‘spécialistes’, et présentent
des gammes d’hotes plus ou moins restreintes (pour une revue, voir Malka et al., 2018). 1l peut
¢galement exister des variations de gamme d’hotes au sein d’'une méme espece. Par exemple,
chez I’espece MED, les groupes mitochondriaux Q1 et Q2 sont trés polyphages (Vyskocilova
et al., 2019), tandis que des études de terrain et des expériences menées au laboratoire ont
montré que Q3 présente une gamme d’hotes plus restreinte, et semble se spécialiser sur le

lantana (Lantana camara), une plante exotique (Romba et Gnanking, 2018; Romba et al., 2018).
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D’autres travaux ont révélé des différences de gamme d’hotes entre les biotypes Q1 et Q2, mais

aussi entre populations Q1 issues de différentes localités (Vyskocilova et al., 2019).

La sélection de la plante hote chez B. tabaci fait sur la base de 1’acquisition de signaux
olfactifs et gustatifs. B. tabaci présente un systeme olfactif trés réduit, que ce soit au niveau
morphologique (Stansly et al., 2010; Zhang et al., 2015; Mrisho et al., 2021), ou au niveau
moléculaire (Chen et al., 2016; Mrisho et al., 2021). Des travaux menés sur le réle de 1’olfaction
lors de la sélection a distance de la plante hote chez B. tabaci semblent indiquer que ce insecte
emploie une stratégie basée sur I’évitement des plantes non-favorables, plutét que sur la
recherche active d’une plante favorable (e.g., Islam et al., 2017; Mrisho et al., 2021). Par
exemple, des expériences de choix impliquant des plantes favorables et non-favorables ainsi
que certains de leurs composés volatils respectifs indiquent que B. fabaci SSA-ESA (Sub-
Saharan Africa - Eastern and Central Africa) se focalise sur I’identification et I’évitement des
composés volatils des plantes non-favorables (Mrisho et al., 2021). Lorsque B. tabaci arrive sur
une nouvelle plante hote, I’insecte inscre ses pieces buccales (stylet) dans 1’épiderme de la
feuille et réalise une série de ponctions cellulaires (Stansly ez al., 2010). Comme chez la plupart
des insectes phloémophages, ces ponctions permettent a B. tabaci d’évaluer s’il s’agit d’une
plante hdte appropriée pour son alimentation, sur la base des propriétés nutritives (Powell et
al., 2006) et des défenses chimiques (Walling, 2008) de celle-ci. L accouplement et la ponte au

lieu au niveau site nourricier.

Concernant le potentiel ravageur de B. fabaci, il s’exerce a différents niveaux car le
prélevement de la séve phloémienne occasionne des dégats directs et indirects pour la plante.
Les dégats directs peuvent se manifester sous forme de déformations, de flétrissements et autres
désordres physiologiques (Byrne et Bellows, 1991). D’autre part, les excrétions liquides des
aleurodes (le miellat), riches en sucres, favorisent le développement de champignons
saprophytes (la fumagine) affectant la fonction photosynthétique et pouvant rendre le produit
impropre a la vente et a la consommation (Riley et Palumbo, 1995; Oliveira et al., 2001). Ces
dégats ont généralement peu d’incidence, mais des attaques prolongées et des proliférations
exceptionnelles peuvent devenir problématiques (Oliveira et al., 2001). Comme pour d’autres
insectes hémipteres, la principale source de dégats causés par B. fabaci est la transmission de
virus de plantes (phytovirus) (Oliveira et al., 2001). A ce jour, plus de 200 phytovirus ont été
identifiés comme étant transmis par B. tabaci. 1ls appartiennent majoritairement au genre
Begomovirus (environ 90%), qui comprend par exemple les virus de la famille des

Geminiviridae responsables de la mosaique du manioc, une maladie qui a entrainé jusqu’a
p q 5 q jusq
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100% de perte de production en Afrique centrale et de I’Est en 1997 (Colvin et al., 2004) ! B.
tabaci transmet aussi plus rarement des virus de la famille des Carlavirus, Crinivirus,

Ipomovirus et Torradovirus (Jones, 2003; Polston et al., 2014).

Les dégats causés par B. tabaci ont entrainé¢ I’utilisation intensive d’insecticides
synthétiques (principalement des carbamates, des organophosphorés, des pyréthrinoides et des
néonicotinoides), qui restent encore aujourd’hui le principal moyen de contrdle des populations
de ce ravageur a travers le monde (Perring ef al., 2018). L’utilisation irraisonnée de ces
insecticides a été associée a plusieurs inconvénients, comme I’émergence de résistance chez
I’insecte (Horowitz et al., 2007), et le risque sanitaire pour les agriculteurs et les
consommateurs. En réponse a ces problématiques, de nombreux projets ont cherché¢ a
développer des moyens de lutte alternatifs, basés sur une meilleure connaissance de la biologie
et de I’écologie de B. tabaci, et des facteurs contribuant a son remarquable succes adaptatif.
Ces méthodes comprennent principalement 1’utilisation d’ennemis naturels (parasitoides,
prédateurs et champignons entomopathogenes) et, dans une moindre mesure, 1’utilisation
d’insecticides naturels (huiles végétales, détergents et extraits de plantes) et la sélection de

plantes résistantes (Perring et al., 2018).

3.2. Une communauté symbiotique complexe

Les différentes espéces et groupes mitochondriaux du complexe B. fabaci ne se
distinguent pas uniquement par leurs caractéristiques biologiques et écologiques. En effet, ils

possedent également des combinaisons de bactéries symbiotiques qui leur sont propres.

3.2.1. Le symbiote primaire

Comme la majorité des insectes phloémophages, B. fabaci est associé¢ a un symbiote
primaire, obligatoire. Ce symbiote intracellulaire, Portiera aleyrodidarum (Thao et Baumann,
2004) (par la suite, Portiera), est une gamma-protéobactérie commune a tous les membres du
complexe d’especes B. tabaci. Comme cela a été observé dans les autres symbiotes obligatoires
d’insectes hémiptéres s’alimentant exclusivement de la séve phloémienne des plantes, le role
principal de Portiera est nutritionnel et elle produit les acides aminés essentiels et caroténoides
que son hote ne peut ni produire par lui-méme ni trouver dans son alimentation (Santos-Garcia
et al., 2012). Portiera posséde toutes les caractéristiques d’un symbiote primaire ancien, I’age
de I’association entre la bactérie et son hote étant estimé a 180 Ma. Son génome se situe parmi

les plus petits génomes symbiotiques (entre 357.461 et 358.242 paires de bases, selon les
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assemblages ; Santos-Garcia ef al., 2012; Sloan et Moran, 2012; Rao et al., 2015). 11 est riche
en AT (73,9%), présente une réduction des régions régulatrices de la transcription (Zhu et al.,
2019), et possede un nombre réduit de genes (272) dont 56 dédiés a la synthése d’acides aminés
essentiels (Rao et al., 2015). Ainsi, la partie du génome impliquée dans cette fonction est
d’environ 20%, le double de ce qui a été observé chez B. aphidicola. Portiera a conservé les
voies de biosyntheses des dix acides aminés essentiels (arginine, histidine, leucine, isoleucine,
lysine, méthionine, phénylalanine, thréonine, tryptophane, valine), mais elles sont toutes
incomplétes, a I’exception des voies de biosynthése de la thréonine et du tryptophane (Rao et
al., 2015). Portiera a également conservé la capacité de produire des caroténoides, un pigment
et antioxydant que les insectes trouvent généralement dans leur alimentation, mais a perdu la
majorité des génes impliqués dans la synthése des vitamines B et cofacteurs. Ces pertes ont eu
lieu chez I’ancétre commun au complexe d’espece B. tabaci. Ainsi, les Portiera associées aux
différentes espéces présentent des caractéristiques génomiques similaires, et les mémes
capacités métaboliques (Santos-Garcia et al., 2012; Sloan et Moran, 2012a; Rao et al., 2015;
Zhu et al., 2021).

3.2.2. Diversité et prévalence des symbiotes secondaires

En plus du symbiote primaire, des symbiotes secondaires appartenant a 7 genres
bactériens ont été décrits a ce jour chez B. tabaci: Arsenophonus, Cardinium, Fritschea,
Hamiltonella, Hemipteriphilus, Rickettsia et Wolbachia (Tableau 4) (Zchori-fein et Brown,
2002; Everett et al., 2005; Gottlieb et al., 2006; Bing et al., 2013; Wang et al., 2020).

Tableau 4. Diversité des symbiotes intracellulaires associés a B. tabaci.

Caractéristiques génomiques

Symbiose Symbiote Taxon? Localisation Taille
y y CDS" Référence
(Mb)
Primaire  Portiera aleyrodidarum Y Bactériocytes 0,36 272  (Raoetal,2015)
Arsenophonus sp. v Bactériocytes 1,86 1597 PRIEB35780
Cardinium hertigii B Bactériocytes et autres tissus 1,01 754  (Santos-Garcia et al., 2014)
Fritschea bemisiae C Bactériocytes - - -
. Hamiltonella defensa % Bactériocytes 1,84 1806 (Rao etal.,2015)
Secondaire . . L. L
Hemipteriphilus asiaticus o Bactériocytes - - -
Rickettsia bellii o Bactériocytes ou autres tissus 1,38 1552 (Chen et al., 2016)
Rickettsia torix o Bactériocytes et autres tissus 1,48 1446 (Wang et al. 2020)
Wolbachia sp. o Bactériocytes et autres tissus 1,25 1339 (Opatovsky et al., 2018)

2 o, Alphaproteobacteria; v, Gammaproteobacteria; B, Bacteriodetes; C, Chlamydiae.
®Coding DNA Sequences, sequences codant des protéines.
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La prévalence des symbiotes secondaires, c¢’est-a-dire la proportion d’individus infectés,
est forte dans les populations naturelles. Une méta-analyse réalisée en 2014 a estimé que 88%
des individus seraient infectés par au moins un symbiote secondaire (systémes di-
symbiotiques), et 49% des individus par plus d’une bactérie secondaire (multi-infections), avec
parfois jusqu’a trois symbiotes secondaires dans le méme individu héte (Zchori-Fein et al.,
2014). La composition de la communauté symbiotique secondaire est spécifique a chaque
espece (variation interspécifique, Zchori-Fein et al., 2014; Kanakala et Gahnim, 2019) (Figure
10A), et a chaque groupe mitochondrial au sein de ces especes (variation intraspécifique,
Gueguen ef al., 2010; Gnankiné et al., 2013; Terraz et al., 2014) (Figure 10B). Les exemples
présentés (Figure 10A-B) concernent des localités différentes, mais globalement, la
composition du cortége symbiotique d’une d’espéce ou d’un groupe mitochondrial est constante
quelle que soit la localité géographique (il n’est pas possible de représenter toutes les espéces
ou groupes mitochondriaux pour méme localité car ils ne coexistent pas tous). Enfin, pour un
méme groupe mitochondrial, la prévalence des symbiotes peut étre variable entre les

populations (Figure 10C).
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Figure 10. Prévalence des symbiotes secondaires et variation de la composition du cortege
symbiotique chez B. tabaci entre especes (A), groupes mitochondriaux Q1, Q2 et Q3 de ’espéce
MED (B), et populations du groupe mitochondrial Q1 de I’espéce MED (C). Les colonnes
correspondent a la prévalence d’un symbiote et les lignes a la prévalence des combinaisons de symbiotes
dans une population donnée. En vert, Arsenophonus (A); en violet, Cardinium (C); en rouge,
Hamiltonella (H) ; en bleu, Rickettsia (R) ; en jaune, Wolbachia (W) (Modifi¢ d’aprés Gueguen et al.
2010).
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La majorit¢ des symbiotes secondaires n’est pas fixée dans les populations (leur
prévalence n’est pas de 100%), mais certains d’entre eux peuvent €tre observés en forte
prévalence, comme Hamiltonella et Arsenophonus, chez MED et MEAMI. Chez ces deux
especes, les deux bactéries sont presque toujours présentes et proches de la fixation dans les
populations qu’elles infectent, mais mutuellement exclusives, c’est-a-dire qu’on ne les trouve
pas ensemble. Typiquement, Arsenophonus est associ¢ a MED-Q2 et MED-Q3, tandis que
Hamiltonella est trouvée chez MED-Q1 et MEAM1 (Gnankinég et al., 2013; Zchori-Fein et al.,
2014). Chez d’autres especes comme SSA (Sub-Saharan African, anciennement biotypes
AnSL) ou ASL (African Silver-Leafing, anciennement inclue dans MED), les symbiotes
secondaires sont moins fréquents, rarement fixés, et certaines populations semblent en étre
totalement dépourvues (Gueguen et al., 2010; Gnankiné et al., 2013; Ghosh et al., 2015).
Cependant, il est important de noter que les symbiotes sont le plus souvent recherchés de
maniere spécifique par des approches a priori de PCR qui ne permettent pas I’identification de
nouvelles bactéries. Ainsi, il est possible que la diversité et la prévalence des infections par des
symbiotes secondaires dans ces populations soient sous-estimées. Toutefois, de récentes études
de métagénomique sans a priori n’ont réalisées a I’échelle du globe (Wang et al., 2019), et plus
spécifiquement du continent africain (Mouton ef al., 2021), n’ont révélé ’existence d’autres

symbiotes secondaires potentiels chez B. tabaci.

3.2.3. Localisation et transmission

L’utilisation de la technique d’hybridation in sifu en fluorescence (FISH, fluorescent in
situ hybridization) a permis d’étudier de maniére détaillée la localisation des symbiotes au sein
de B. tabaci (Figure 11). Le symbiote primaire, Portiera, est toujours localis¢ dans les
bactériocytes (introduits dans le chapitre 1.1. de ce manuscrit de thése). Chez B. tabaci, les
bactériocytes, se regroupent en deux organes, les bactériomes (Gottlieb et al., 2008). L une des
particularités de B. tabaci est que ses symbiotes secondaires co-localisent avec Portiera, dans
les mémes bactériocytes (Gottlieb et al., 2008), ce qui n’est pas le cas chez d’autres insectes
comme les pucerons, chez qui il existe des bactériocytes primaires, dédiés aux symbiotes
primaires, et des bactériocytes qualifiés de secondaires, réservés aux symbiotes secondaires
(Moran et Telang, 1998; Fukatsu et al., 2000). Chez B. tabaci, Arsenophonus, Hamiltonella,
Fritschea et Hemipteriphilus sont strictement confinés dans les bactériocytes (Everett et al.,
2005; Gottlieb et al., 2008; Bing et al., 2013; Marubayashi et al., 2014). Exceptionnellement,

Arsenophonus a été détecté dans les glandes salivaires et 1’intestin moyen chez des individus
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du groupe génétique Asia II, en plus des bactériocytes (Rana et al., 2012). Cardinium, Rickettsia
et Wolbachia peuvent présenter des localisations plus variées et infecter, en plus des
bactériocytes, d’autres tissus ou I’hémolymphe de ’hote (Gottlieb ef al., 2006, 2008; Shi et al.,
2016; Wang et al., 2020).

Portiera | z
Hemiprerf@hﬂus

Portiera
Fritschea

ra L ——

i 100pm ) R ] 100pm

Figure 11. Localisation de Portiera et des symbiotes secondaires de B. tabaci, déterminée par
hybridation fluorescente in situ (FISH, Fluorescence In Situ Hybridization). (A-D) Portiera (en
rouge) et Hemitperiphilus (en vert) a ’intérieur du bactériocyte de I’ceuf (A), des bactériocytes de la
nymphe (B), des bactériocytes du male adulte (C) et des bactériocytes de la femelle adulte (D) (Adapté
de Bing et al., 2013). (E) Portiera (en rouge) et Fritschea (en bleu), a I’intérieur des bactériocytes d’une
femelle adulte (Adapté de Marubayashi et al., 2014). (F) Portiera (en rouge) et Hamiltonella (en vert)
a Dintérieur des bactériocytes d’une femelle adulte (Adapté de Gottlieb et al., 2008). (G) Portiera (en
rouge) et Arsenophonus (en jaune) a ’intérieur des bactériocytes d’une femelle adulte (Adapté de
Gottlieb et al., 2008). (H) Portiera (en rouge) a ’intérieur des bactériocytes et Arsenophonus (en vert)
a intérieur de ’intestin d’une femelle adulte (Adapté de Rana et al., 2012). (I) Portiera (en rouge) a
I’intérieur des bactériocytes et Cardinium (en bleu) a I’intérieur de I’abdomen d’une femelle adulte
(Adapté de Gottlieb et al., 2008). (J) Portiera (en rouge) a ’intérieur des bactériocytes et Wolbachia
(en bleu) a I’intérieur de I’abdomen d’une femelle adulte (Adapté de Gottlieb er al., 2008). (K-L)
Rickettsia (en bleu) a I'intérieur (K) ou a I’extérieur (L) des bactériocytes d’une larve L4 (Adapté de
Gottlieb et al., 2008).
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La transmission de Portiera se fait exclusivement de maniere verticale de la mere a ses
descendants par I’intégration d’un seul bactériocyte maternel dans chaque ovocyte (Luan et al.,
2016). Le bactériocyte se divise au du cours développement de 1’hdte pour atteindre un
maximum de 150 bactériocytes chez les males et femelles adultes. Chez la femelle, cette
prolifération continue afin d’approvisionner les ceufs en bactériocytes. Ainsi, jusqu’a 300
bactériocytes peuvent étre produits au cours de la vie d’une femelle (Luan et al., 2016). Ce
mode de transmission exceptionnel et propre aux aleurodes est encore plus surprenant chez B.
tabaci. En effet, apres son intégration dans 1’ceuf, le bactériocyte de B. tabaci persiste au cours
de I’embryogenése, contrairement a d’autres espéces d’aleurodes comme Trialeurodes
vaporariorum (Hemiptera : Aleyrodidae) chez qui le bactériocyte se dégrade dans I’embryon
avant d’étre reformé de novo a chaque génération a partir de cellules de I’embryon (Xu et al.,
2019). Ainsi, les bactériocytes de 7. vaporariorum constituent une lignée cellulaire
génétiquement identique aux autres cellules somatiques de I’individu (Xu et al., 2019), tandis
que les bactériocytes de B. fabaci constituent une lignée cellulaire différente des autres cellules

somatiques (Luan et al., 2018) !

La localisation des symbiotes secondaires dans les bactériocytes assure également leur
transmission verticale aux descendants. Lorsque des symbiotes secondaires sont localisés
exclusivement hors des bactériocytes, comme peut 1’étre parfois Rickettsia (Gottlieb et al.,
2008), la bactérie rejoint alors temporairement Portiera et les autres symbiotes dans les
bacteriocytes avant son intégration dans I’ovocyte. Le symbiote sort ensuite du bactériocyte
pour envahir le reste de I’ceuf (Gottlieb et al., 2006; Skaljac et al., 2010). Une autre route de
transmission a également été décrite, par invasion des oocytes par Rickettsia depuis les cellules
folliculaires au cours des premiers stades de développement, sans entrer dans le bactériocyte

(Brumin et al., 2012; Shan et al., 2020).

Contrairement au symbiote primaire, certains symbiotes secondaires peuvent ¢galement
étre transmis de maniere horizontale. Ces phénomeénes sont difficilement observables mais
peuvent étre suggérés indirectement par I’incongruence phylogénétique entre espéces de B.
tabaci et certains de leurs symbiotes secondaires (e.g., Mouton et al., 2012; Ahmed et al., 2013).
Ainsi, il s’est produit plusieurs événements de transfert horizontal de Wolbachia, Cardinium et
Rickettsia au sein du complexe B. tabaci (Ahmed et al., 2013). Ce type d’analyse a également
permis de démontrer un transfert horizontal d’Arsenophonus entre les especes B. tabaci ASL et
SSA, mais aussi entre especes d’aleurodes, puisqu’on retrouve la méme souche

d’Arsenophonus entre I’espece de B. tabaci Indian Ocean (anciennement biotype Ms) et T.
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vaporariorum (Mouton et al., 2012). Des transferts horizontaux de symbiotes ont pu étre
observés au laboratoire, via la plante hote (Caspi-Fluger ef al., 2012; Li et al., 2016, 2017). Ce
phénomene a été décrit la premiere fois chez B. tabaci pour Rickettsia, entre individus de
I’espece MEAMI se nourrissant sur la méme feuille de coton (Caspi-Fluger et al., 2012). Par
la suite, ce mode de transmission a été observé pour Wolbachia, entre individus de I’espéce
Asiall7 (Li et al., 2016), mais aussi entre deux espéces de B. tabaci différentes (MEAMI et
MED) pour Rickettsia (Li et al., 2017). Des cas de transmission horizontale par le biais
d’insectes parasitoides ont également été rapportés pour Rickettsia et Wolbachia (Ahmed et al.,

2015; Qi et al., 2019).

3.2.3. Role des symbiotes secondaires chez B. tabaci

Contrairement a Portiera, les roles des symbiotes secondaires chez B. tabaci ne sont
que peu caractérisés. Les freins majeurs sont 1) 1’absence de lignées naturelles ne contenant
que le symbiote primaire, et 2) la difficulté & manipuler le cortege symbiotique chez B. tabaci,
un sujet sur lequel je reviendrai plus tard dans ce manuscrit de thése. De plus, Fritschea et
Hemipteriphilus n’ont ét¢ identifiés que chez B. tabaci (Everett et al., 2005; Bing et al., 2013).
Malgré tout, les symbiotes secondaires de B. fabaci ont regu une attention grandissante ces

derniéres années.

I1 a été ainsi montré que, chez I’espece MEAMI, I’infection par Rickettsia peut accroitre
la susceptibilité de I’hote aux insecticides (Kontsedalov et al., 2008), sa thermotolérance
(Brumin et al., 2011), et sa résistance a la bactérie entomopathogeéne Pseudomonas syringae
(Hendry et al., 2014). Récemment, Cardinium a aussi €té¢ associé a une protection contre le
stress thermique (Yang ef al., 2021), et a une altération du comportement alimentaire 1’insecte
(Ying et al., 2021) chez I’espece MED. Néanmoins, ces observations restent éparses, et sont le
plus souvent limitées a un biotype ou une espece. Par ailleurs, au sein d’une méme espéce, ces
effets peuvent dépendre de différents facteurs, dont le génotype de 1’hote (Hunter et al., 2017,
Yang et al., 2021). Par exemple, I’infection par Rickettsia a été associée a une augmentation de
la survie et du nombre de descendants, a une diminution du temps de développement et un biais
du sex-ratio en faveur des femelles chez 1’espéce MEAMI, ce qui a permis a la bactérie
d’envahir trés rapidement les populations naturelles du Sud des Etats-Unis d’Amérique en
seulement 6 ans (Himler et al., 2011). Toutefois, ces résultats n’ont pas été retrouvés dans des
populations d’Israél de la méme espece (Chiel et al., 2009), chez qui la prévalence de la bactérie

¢tait faible et en déclin pendant cette méme période (Cass et al., 2015). Par la suite, il a été
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démontré que ces différences pouvaient étre expliquées par le fait que les effets phénotypiques
associés a I’infection par Rickettsia étaient dépendants du génotype de I’hote (Hunter ef al.,
2017). Enfin, depuis 2016, la prévalence de Rickettsia dans les populations naturelles du Sud
des Etats-Unis décroit, tandis que la bactérie n’est plus associée aux effets précédemment

décrits (Bockoven et al., 2019).

Dans certains cas, 1’infection par un symbiote secondaire peut favoriser directement
I’utilisation de la plante hote par I’insecte. Par exemple, Hamiltonella chez MED et Rickettsia
chez MEAMI ont été associés a une suppression des défenses immunitaires de la plante, et, par
conséquent, a une meilleure survie et fécondité de 1’insecte (Su et al., 2015; Shi et al., 2021).
Les symbiotes secondaires peuvent ¢également favoriser indirectement ’utilisation de la plante
en facilitant la transmission de phytovirus (Gottlieb et al., 2010; Kliot et al., 2014, 2019). Par
exemple, la protéine GroEL produite par Hamiltonella interagit avec la protéine d’enveloppe
du virus des feuilles jaunes en cuillére de la tomate (TYLC) chez B. tabaci MEAMI1 et facilite
sa transmission par I’insecte (Gottlieb et al., 2010). Il a été¢ montré que le TYLC peut réprimer
les défenses immunitaires induites et biochimiques du tabac Nicotiana tabacum (Zhang et al.,
2012; Luan et al., 2013), ou encore altérer les propriétés nutritives de la tomate Solanum

lycopersicum (Guo et al., 2019), ce qui, en retour, profite a B. tabaci.

3.3. Role nutritionnel des symbiotes secondaires

Une aide importante a la compréhension du role des symbiotes secondaires chez B.
tabaci vient de I’intégration de données génomiques avec des approches expérimentales, qui
ont suggéré un rdle nutritionnel de ces symbiotes, qui semblent, dans certains cas,

complémenter les capacités de biosynthese de Portiera.

Concernant la biosyntheése de vitamines B, ’analyse du génome d’Hamiltonella de
I’espece MED a révélé que ce symbiote a conservé les voies de biosynthese des vitamines B2
(riboflavine), B3 (NAD(P)H), B6 (pyridoxine), B8 (Biotine) et B9 (Folate), et de certains
cofacteurs (Rao et al., 2015) (Figure 12). Il a donc été proposé qu’Hamiltonella complémente
les voies de biosynthése de Portiera pour la synthése de ces composés (Rao et al., 2015). Cette
hypothese, émise sur la base d’analyses in silico, a par la suite été confirmée par des données
expérimentales chez I’espece MEAMI. En effet, I’élimination d’Hamiltonella par traitement
antibiotique a pour conséquence une réduction du contenu en vitamines B de I’insecte. Cette
carence a ¢té associée a une baisse de la fertilisation des ceufs, qui a pu étre rétablie par un
apport alimentaire en vitamines B (Wang ef al., 2020). De la méme maniere, Arsenophonus
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chez T. vaporariorum, une espece d’aleurode proche de B. tabaci, semble produire des
vitamines B pour son hote (Santos-Garcia et al., 2018; Wang et al., 2020). Enfin, de récentes
analyses génomiques et transcriptomiques ont attribu¢ la production de vitamines B a
Arsenophonus et Wolbachia chez Asia I 3 et China 1, deux espéces de B. tabaci dépourvues
d’Hamiltonella (Zhu et al. 2021). Chez les populations MED-Q2, dépourvues d’Hamiltonella,
il est aussi possible qu’Arsenophonus assure le méme role étant donné sa forte prévalence dans
les populations naturelles.

Dans certains cas, c¢’est I’hdte qui complémente les fonctions perdues chez Portiera. En
effet, B. tabaci est le seul membre du consortium possédant les génes panB et panC de la voie
de biosynthese de la vitamine B5 (pantothénate) (Figure 12) acquis par I’ancétre commun au
complexe B. tabaci par transfert horizontal de génes (HTG, Horizontally Transmitted Gene)
depuis une bactérie apparentée au genre Pseudomonas (Chen et al., 2016). Ces génes sont
fonctionnels et indispensables a la synthése de novo du pantothénate (Ren et al., 2021).

Enfin, la biosynthese de la vitamine B8 (Biotine) est un cas de redondance fonctionnelle.
En effet, les génes bioA, bioB et bioD absents chez Portiera ont été identifiés chez Hamiltonella
(Rao et al., 2015) et chez B. tabaci, sous la forme d’HTG, acquis d’une bactérie apparentée a
Cardinium (Chen et al., 2016) (Figure 12). Théoriquement, la biosynthése de la vitamine B7
peut étre achevée par 1’action complémentaire de Portiera et de B. tabaci ainsi que de Portiera
et d’Hamiltonella, ce qui a ét¢ démontré expérimentalement. En effet, 1’élimination
d’Hamiltonella par traitement antibiotique ou 1’inactivation des HTG de B. fabaci par ARN
interférent sont associées a une réduction de la quantité¢ de biotine dans le corps de ’insecte.
Les auteurs de cette étude ont également montré que les contributions simultanées des génes
BioA, BioB et BioD d’ Hamiltonella et de B. tabaci sont nécessaires pour subvenir complétement
aux besoins nutritionnels en biotine du consortium (Ren et al., 2020).

En D’état actuel de nos connaissances, d’autres symbiotes secondaires comme
Cardinium ou Rickettsia ne semblent pas contribuer a la synthése de vitamines (Chen ef al.,

2016; Opatovsky et al., 2018; Ren et al., 2020, 2021; Wang et al., 2020).
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Figure 12. Contenu génique de B. tabaci et de ses symbiotes pour les voies de biosynthése
des vitamines B et des acides aminés essentiels lysine, leucine, isoleucine et valine. Chaque

carré correspond a un gene, les différents génes ordonnés de haut en bas dans I’ordre de
réalisation de la voie de biosynthése. HTG : Géne acquis par transfert horizontal (Horizontally
Transmitted Gene) (Adapté de Luan et al., 2015; Rao et al., 2015; Chen et al., 2016; Ren et al.,
2020, 2021; Wang et al., 2020).
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La contribution des symbiotes a la biosynthese d’acides aminés essentiels a fait I’objet
d’analyses génomiques in silico, mais n’a pas été démontrée expérimentalement (Luan ef al.,
2015; Rao et al., 2015; Chen et al., 2016; Opatovsky et al., 2018) (Figure 12). Notamment,
Hamiltonella chez MED et MEAMI1 possede les génes dapF, lysA et dapB de la voie de
biosynthése de la lysine absents ou non fonctionnels chez Portiera (Rao et al., 2015), indiquant
qu’Hamiltonella pourrait complémenter la voie de biosynthése de Portiera pour ce métabolite.
Les geénes dapB et dapF ont également été trouvés dans le génome d’Arsenophonus chez Asia
113, de Rickettsia chez MEAMI, et de Wolbachia chez China 1, mais pas le géne /ysA4 : ils ne
peuvent donc pas a eux seuls complémenter la voie de biosynthese de la lysine de Portiera
(Chen et al., 2016; Opatovsky et al., 2018; Zhu et al., 2021). 1l a également ét¢ montré que
Rickettsia posséde le géne ilvE qui code pour I’enzyme assurant la derniére étape de la voie de
biosynthése des acides aminés branchés : I’isoleucine, la leucine et la valine (Chen et al., 2016).
Pour chacun de ces genes (dapB, dap F, lysA, ilvE), il existe un géne homologue chez I’héte, il
s’agit donc de redondances fonctionnelles. dapF, lysA et dapB sont présents sous forme d’HTG
d’origine procaryote, tandis que B. tabaci posséde un geéne eucaryote qui code pour une BCAT
(branched chain amino acid transaminase), qui intervient généralement dans la premiere étape
de la dégradation des acides aminés branchés, mais qui pourrait également réaliser la réaction
inverse (Luan et al., 2015; Chen et al., 2016) (Figure 12). Ainsi, la biosynthése de ces
métabolites pourrait étre réalisée par la complémentation métabolique de Portiera par un
symbiote secondaire et/ou par I’hdte. Toutefois, ces hypothéses reposant sur des données
génomiques, les contributions respectives de I’hote des symbiotes secondaires a la biosynthése
de ces métabolites ne sont pas connues. En outre, nous savons peu de choses sur la

fonctionnalité et la régulation des HTG de I’hdte.

L’impact des symbiotes sur le métabolisme de leur hote ne se limite pas a la production
de métabolites. En effet, les symbiotes secondaires dépendent de 1’hote, du symbiote primaire
ou d’autres symbiotes secondaires pour leur approvisionnement en nutriments qu'ils ne sont pas
capables de synthétiser de novo par eux-mémes, dont certains acides aminés non-essentiels, des
nucléotides et nucléosides, mais aussi certains acides aminés essentiels (Douglas, 2014). Ainsi
les symbiotes secondaires peuvent €tre associés a un cotit physiologique permanent pour I’hote
(Zytynska et al. 2021). En produisant et en consommant des métabolites, les symbiotes
secondaires peuvent profondément affecter le métabolisme de leur hote, avec potentiellement

d’importantes conséquences écologiques pour ce dernier. Par exemple, chez les hémipteres
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phloémophages, la capacité d’un insecte a exploiter différentes plantes est dépendante de ses
capacités métaboliques. En effet, la composition de la seéve phloémienne entre différentes
especes de plantes est variable, constituant ainsi différentes niches nutritives (Weibull, 1987,
Douglas, 1993; Sandstrom et Pettersson, 1994). Dans un tel environnement contrasté en
nutriments, il est envisageable que, par leur influence sur le métabolisme de I’hdte, les
symbiotes secondaires puissent influencer positivement ou négativement la capacité de leur
hote a utiliser une espece de plante donnée, et ainsi contribuer a €largir ou réduire sa gamme de

plantes hotes.

Nonobstant toutes ces études, l'impact des symbiotes secondaires sur le métabolisme de B.

tabaci et les conséquences sur son écologie demeurent encore largement inexplorées.
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4. Objectifs et organisation de la theése

L’introduction de ce manuscrit a souligné I’importance de la symbiose dans 1’adaptation
des insectes a leur environnement. L’acquisition d’un nouveau symbiote peut s’accompagner
de changements phénotypiques et comportementaux qui pourraient profondément affecter
I’écologie et I’évolution de son hote. Notamment, lorsqu’ils facilitent 1’exploitation d’une
nouvelle niche écologique, les symbiotes pourraient favoriser la diversification de leur hote.
Toutefois, il existe encore peu de démonstrations empiriques de ce phénomene. Au cours de
cette thése, nous proposons d’étudier si et comment les symbiotes influencent le choix et
I’utilisation de la plante hote par les insectes en utilisant comme modele d’étude B. tabaci. Cet
insecte est particuliecrement adapté a 1’étude de ces questions car il héberge, en plus de son
symbiote primaire obligatoire, différents symbiotes secondaires. Les données génomiques
disponibles suggerent que ces symbiotes pourraient profondément affecter le métabolisme de
leur hote et influencer sa capacité a exploiter un environnement contrasté en nutriments, mais

ces questions demeurent encore inexplorées.

Afin de répondre a ces questions, dans ce projet de thése, nous avons étudi¢ trois lignées
de laboratoire B. tabaci appartenant aux groupes Q1 ou Q2 de I’espéce MED (les seuls
représentants du complexe d’especes B. tabaci en France), associées a différentes communautés
symbiotiques (Tableau 5) : AA(Q1-HW), BB(Q1-HR) et CC(Q2-ARW). Ces trois lignées se
différentient par leur génotype nucléaire, que nous avons arbitrairement nommé AA, BB ou
CC. Ce génotype est donné pour des femelles diploides, ce qui justifie I’utilisation d’un code a
deux lettres. Ainsi, les males étant haploides, ils ne se verront attribuer qu’un seul jeu de
chromosomes : A, B ou C. Ces trois lignées se distinguent aussi par leur cytotype. Par
opposition au génotype, le cytotype désigne le compartiment cytoplasmique d’un individu, il
est donc hérité par la mere. Les trois cytotypes se différentient par leur génome mitochondrial
(ici ’haplotype mitochondrial Q1 ou Q2) et leur communauté de symbiotes secondaires (A :

Arsenophonus, H : Hamiltonella, R : Rickettsia, W : Wolbachia).
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Tableau 5. Lignées B. tabaci étudiées au cours de cette thése.

Cytotype Origine
Lioné Génotype yioyp - 8l
lgnce Nucléaire” Groupe Symbiotes Année Localité Plante
mitochondrial secondaires®
Tympaki Aubergine
AAQI-HW)  AA Ql HW 2012 (Gréce) (Solanum sp.)
Les Ponts-de-Cé Mandevilla
BB(QI-HR) BB Ql HR 2012 (France) (Mandevilla sp.)
Lyon Lantana
CC(Q2-ARW) cC Q2 ARW 2018 (France) (Lantana camara)

“ Le génotype nucléaire est donné ici pour des femelles diploides.
b A : Arsenophonus, H : Hamiltonella, R : Rickettsia, W: Wolbachia.

De maniere a s’affranchir de potentielles différences génétiques nucléaires entre lignées,
nous avons choisi d’utiliser dans ce projet des femelles hybrides F1 issues de croisements
réciproques entre lignées. Cette méthode permet d’obtenir, en une seule génération, des
femelles partageant le méme génotype nucléaire mais associées a différents cytotypes. Par
exemple, le croisement d’une femelle vierge AA(Q1-HW) avec un male B(Q1-HR) engendre
des descendantes F1 de génotype nucléaire hybride AB qui ont hérité du cytotype maternel Q1-
HW, appelées AB(QI-HW). Le croisement réciproque d’une femelle BB(Q1-HR) avec un male
A(QI-HW) engendre des femelles de méme génotype nucléaire hybride BA, mais associées au

cytotype Q1-HR, alors notées BA(Q1-HR) (Tableau 6).

Tableau 6. Génotype nucléaire et cytotype des femelles F1 B. tabaci obtenues par
croisement.

Mere (FO)
AA(Q1-HW) BB(QI1-HR) CC(Q2-ARW)
_ AQI-HW) AA(Q1-HW) BA(QI-HR) CA(Q2-ARW)
P(‘;rg) B(QI-HR) AB(Q1-HW) BB(QI-HR) CB(Q2-ARW)
C(Q2-ARW) | AC(QI-HW) BC(Q1-HR) CC(Q2-ARW)

“ Le génotype des péres FO (A, B ou C) n’est indiqué que par une seule lettre étant donné que les males B. tabaci
sont haploides.
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Les résultats obtenus sont présentés dans trois chapitres. Les deux premiers
correspondent chacun a un article rédigé en anglais (publié ou en préparation, respectivement).

Le troisieme chapitre, rédigé en frangais, présente les travaux en cours.

Dans le premier chapitre (Chapitre 1), nous avons cherché a déterminer
expérimentalement I’influence des symbiotes secondaires sur ’utilisation de la plante hote
par B. tabaci. Afin de mieux appréhender les interactions entre B. tabaci, ses symbiotes et les
plantes, nous avons tout d’abord comparé¢ les traits d’histoire de vie et la physiologie des trois
lignées évoquées précédemment (Tableau 5) quand elles sont élevées sur différentes plantes
hotes. Nous avons combiné ce travail avec des analyses métaboliques visant a caractériser les
propriétés nutritives de ces plantes. Ce premier travail nous a ensuite permis d’explorer les
contributions relatives du génotype nucléaire et du cytotype a la capacité de B. tabaci a utiliser
ces plantes, en utilisant des femelles hybrides génétiquement homogenes, mais associées a des

cytotypes différents (Tableau 6).

Dans le second chapitre de ce manuscrit (Chapitre 2), nous avons exploré I’influence
de différentes combinaisons de symbiotes secondaires sur la sélection de la plante hote par
B. tabaci. Pour cela, nous avons évalué les contributions relatives du génotype nucléaire et du

cytotype au choix de plante pour la ponte par B. tabaci.

Le troisiéme objectif de cette thése, qui en constitue le dernier chapitre (Chapitre 3),
¢tait d’explorer ’impact des symbiotes secondaires sur les capacités métaboliques de leur
héte. En agissant comme des sources et / ou des siphons de métabolites, notamment d’acides
aminés essentiels, nous avons émis I’hypothése que les symbiotes secondaires pourraient
moduler la capacité de leur hote a exploiter un milieu nutritif contrasté. En utilisant différents
milieux nutritifs artificiels de composition contrdlée, nous avons testé I’incidence de différentes
combinaisons de symbiotes secondaires sur la survie et la capacité de B. tabaci a produire des

ceufs lors de carences nutritionnelles impliquant des acides aminés essentiels spécifiques.

Je terminerai mon manuscrit de thése par une discussion générale qui intégrera les
différents résultats obtenus de maniére a proposer des hypothéses quant a I’influence des
symbiotes sur le métabolisme, le comportement et I’écologie de leur hote. Jaborderai
¢galement I’implication des symbiotes dans le processus de diversification et de spéciation de

leur hote.
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Avant-propos

L’objectif de ce premier chapitre était de déterminer si et comment les symbiotes

secondaires jouent un rdle dans 1’utilisation de la plante hote chez Bemisia tabaci.

Dans la premiére partie de cette étude, nous avons réalisé un travail exploratoire visant
a comparer les réponses phénotypiques et physiologiques de nos trois lignées de B. tabaci
[AA(Q1-HW), BB(Q1-HR) et CC(Q2-ARW)] et de leurs symbiotes, quand elles sont élevées
sur différentes espeéces de plantes hotes. Nous avons combiné ce travail avec des analyses
métaboliques visant a caractériser les propriétés nutritives de ces plantes, afin de choisir les
especes représentant des environnements contrastés pour B. tabaci. Dans la seconde partie de
cette ¢tude, nous avons cherché a déterminer I’impact du cytotype (i.e., le compartiment
cytoplasmique d’un individu, comprenant le cortége symbiotique et les mitochondries) sur le
métabolisme de B. tabaci, ainsi que son influence sur la capacité de I’insecte a exploiter un

environnement contrasté en nutriments.

Deux criteres ont guidé le choix des plantes utilisées dans cette étude : 1) des propriétés
nutritives contrastées et 2) notre facilité a les cultiver au laboratoire. Nous avons initialement
considéré cinq especes de plantes hotes de B. fabaci, issues de trois familles botaniques
différentes : le tabac (Nicotiana tabacum) et la tomate (Solanum lycopersicum) (Solanaceae) ;
le coton (Gossypium hirsutum) et ’hibiscus (Hibiscus moscheutos) (Malvaceae) ; et le lantana
(Lantana camara) (Verbenaceae). Nous avons analysé le contenu en acides aminés libres de
ces cinq plantes, et obtenu trois profils nutritifs différents : un par famille botanique. Nous
avons choisi d’utiliser une plante de chaque profil nutritif, I’espéce la plus facile a cultiver : le

tabac, 1’hibiscus et le lantana.

Une fois ces choix réalis€s, nous avons analysé le phénotype (fécondité, taux d’éclosion
des ceufs) et la physiologie (profil en acides aminés libres) des femelles B. tabaci de nos trois
lignées, élevées sur 1’hibiscus, le lantana ou le tabac. Nous avons également étudié le phénotype
de leurs symbiotes (densité symbiotique). Notre étude a révélé une influence de la plante hote
sur tous les traits mesurés, ce qui pourrait étre expliqué en partie par des différences de
propriétés nutritives entre ces trois plantes. La fécondité des insectes était plus faible sur le
lantana que sur ’hibiscus et le tabac, indiquant que cette plante est la moins favorable pour B.
tabaci. Les femelles ¢levés sur le lantana ont également montré une densité symbiotique plus
importante, et un profil en acides aminés libres spécifique, caractéris€¢ par une plus forte

proportion d’acides aminés essentiels (produits les symbiotes) dans le corps de I’insecte.
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Ensemble, ces résultats suggerent une mobilisation des symbiotes nutritionnels en réponse aux
besoins métaboliques de leur hote sur le lantana. Par ailleurs, le lantana était la seule plante
pour laquelle nous avons observé des différences de fécondité entre nos lignées de B. tabaci.
Afin de déterminer les contributions relatives du génotype nucléaire et du cytotype des
insectes aux différences de fécondité observées sur le lantana, avons utilisé des femelles
hybrides F1 issues de croisements entre ces lignées. Ces femelles F1 partagent le méme
génotype nucléaire hybride, mais possédent des cytotypes différents : Q1-HR, Q1-HW ou Q2-
ARW. Grace a cela, nous avons pu montrer que le cytotype influence la fécondité et le profil
en acides aminés libres de B. fabaci sur le lantana. Plus particuliérement, les cytotypes Q1-HR
et Q2-ARW ont montré une meilleure fécondit¢ que le cytotype QI-HW, et la signature
métabolique d’une production plus importante d’acides aminés essentiels. Ces cytotypes étant
associés a différents corteges de symbiotes secondaires, nous en avons conclu que le réle de ces
symbiotes dans [’exploitation de la plante hdte, potentiellement via leur contribution

métabolique, était trés probable.
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ABSTRACT The acquisition of nutritional obligate primary endosymbionts (P-symbionts)
allowed phloemo-phageous insects to feed on plant sap and thus colonize novel ecological
niches. P-symbionts often coexist with facultative secondary endosymbionts (S-symbionts),
which may also influence their hosts' niche utilization ability. The whitefly Bemisia tabaci is
a highly diversified species complex harboring, in addition to the P-symbiont “Candidatus
Portiera aleyrodidarum,” seven S-symbionts whose roles remain poorly understood. Here,
we compare the phenotypic and metabolic responses of three B. tabaci lines differing in
their S-symbiont community, reared on three different host plants, hibiscus, tobacco, or lan-
tana, and address whether and how S-symbionts influence insect capacity to feed and pro-
duce offspring on those plants. We first show that hibiscus, tobacco, and lantana differ in
their free amino acid composition. Insects’ performance, as well as free amino acid profile
and symbiotic load, were shown to be plant dependent, suggesting a critical role for the
plant nutritional properties. Insect fecundity was significantly lower on lantana, indicating
that it is the least favorable plant. Remarkably, insects reared on this plant show a specific
amino acid profile and a higher symbiont density compared to the two other plants. In
addition, this plant was the only one for which fecundity differences were observed
between lines. Using genetically homogeneous hybrids, we demonstrate that cytotype
(mitochondria and symbionts), and not genotype, is a major determinant of females’ fecun-
dity and amino acid profile on lantana. As cytotypes differ in their S-symbiont community,

we propose that these symbionts may mediate their hosts' suitable plant range.
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nutrients, detoxify plant defense compounds, or break down plant polymers (1, 2). In sap-
feeding hemipteran insects, the acquisition of nutritional “primary” obligate bacterial
endosymbionts (P-symbionts) is considered a pivotal evolutionary event that allowed
them to thrive on plant sap, a diet where amino acids and vitamins essential to their
growth are limited (3, 4). P-symbionts are strictly maternally inherited and are intracellular,
housed in the cytoplasm of specialized host cells, the bacteriocytes, that constitute symbi-
osis-dedicated organs, the bacteriomes (5), localized in the insect abdomen (6-8).

In addition to P-symbionts, hemipterans often carry “secondary” facultative endo-
symbionts (S-symbionts) that are not essential for their hosts’ survival. S-symbiont-mediated
phenotypes are diverse. Some S-symbionts are reproductive parasites biasing sex ratios in
favor of daughters or inducing incompatibility in uninfected zygotes (for a review, see refer-
ence 9); others are mutualists and confer benefits to their hosts (10, 11), such as protection
against natural enemies (12) or thermal tolerance (13). S-symbionts can be either localized
inside or outside the bacteriocytes, and, although their transmission is mainly vertical, they
can also be transmitted horizontally (14), for instance, through the host plant when individu-
als share the same feeding sites (15, 16).

Given their labile nature, S-symbionts are suggested to form a “horizontal gene
pool,” and their acquisition can confer beneficial traits and contribute to the host adaptation
to novel ecological niches (17, 18). Indeed, P-symbionts genomes are particularly prone to
erosion and thus to a decay of their metabolic functions (19-22); S-symbionts may comple-
ment or replace parts of the degenerated functions that P-symbionts can no longer fulfill. As
an example, “Candidatus Serratia symbiotica” S-symbiont has become a coprimary symbiont
in the aphid Cinara cedri and contributes to the symbiotic metabolism by producing trypto-
phan, which cannot be synthetized by the reduced genome of the P-symbiont, Buchnera
aphidicola (23). Aphid S-symbionts have also been suggested to contribute to host plant ad-
aptation, leading to specialized host-adapted races, but this hypothesis remains controver-
sial. Several studies failed to support an S-symbiont-mediated plant utilization (24-26), but
other works found a significant relationship between the adaptation to a given host plant
and the presence of specific S-symbionts within (27-29) and across (17, 30) aphid species.
As an example, in the pea aphid Acyrthosiphon pisum, the S-symbiont “Candidatus Regiella
insecticola” has been associated with the use of the white clover Trifolium repens (28).
Similarly, the S-symbiont Arsenophonus has been associated with the specialization on the
black locust Robinia pseudoacacia in the aphid Aphis craccivora (31).

Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae) is a highly diversified complex of morpholog-
ically indistinguishable species. Analyses based on partial mitochondrial mtCOI sequen-
ces determined at least 42 putative species (32-36) that include several genetic groups,
here referred to as mitochondrial groups. All B. tabaci species complex members harbor
a P-symbiont, the gamma-proteobacterium “Candidatus Portiera aleyrodidarum”(37). “Ca.
Portiera” has a highly reduced genome (357 kbp) compared to the ones of evolutionar-
ily-related free-living bacteria and cannot fully satisfy the metabolic need of its host since
some of the essential amino acid biosynthetic pathways are incomplete. Moreover, the sup-
ply of vitamins and cofactors by “Ca. Portiera” seems to be restricted to carotenoids (38).

In addition to “Ca. Portiera,” seven S-symbionts have been identified in B. tabaci (genera
Arsenophonus, Cardinium, Fritschea, Hamiltonella, Hemipteriphilus, Rickettsia, and Wolbachia),
with up to four present in the same insect body (39). These S-symbionts colocalize with “Ca.
Portiera” within bacteriocytes, and most of them can infect other tissues (6). They also have
variable prevalence in B. tabaci populations. On the contrary, Arsenophonus and Hamiltonella
are confined in the bacteriocytes and are almost fixed, but mutually exclusive, in the genetic
groups in which they are found (39, 40).

Previous studies reported correlations between the S-symbiont composition and B.
tabaci mitochondrial groups, both across (39) and within (40, 41) species. Moreover, dif-
ferent B. tabaci genetic groups have been found associated with particular biological and ec-
ological features, such as geographic distribution (39) or host plant range (42, 43). These
observations raise the possibility that S-symbionts may condition B. tabaci adaptation to its
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environment and its diversification, even though specific S-symbiont-host plant associations
have never been documented to date in this species complex (39).

Analyses of B. tabaci S-symbiont genomes suggest that some of them could play a
nutritional role in collaboration with the P-symbiont. For instance, the Hamiltonella ge-
nome encodes genes (dapB, dapF, lysA) involved in lysine biosynthesis that are lost or
nonfunctional in “Ca. Portiera” (44). These genes are also present in the genome of B.
tabaci, acquired from bacteria through ancient gene transfer events (45). These data
suggest that the lysine biosynthesis could be achieved by the complementary interac-
tion between either “Ca. Portiera” and Hamiltonella, “Ca. Portiera” and the insect host,
or by a collaboration of the three of them. In silico genomic studies (44, 46) and experi-
mental demonstrations (47, 48) also indicate that Hamiltonella in B. tabaci and
Arsenophonus in Trialeurodes vaporariorum, a related whitefly species, can provide their
hosts with B vitamins that “Ca. Portiera” can no longer provide. Conversely, other S-
symbionts than Hamiltonella rely on the insect host or P- or other S-symbionts for the
provision of nutrients (e.g., nonessential amino acids, nucleotides, and nucleosides)
(49, 50). Therefore, S-symbionts are expected to impact their hosts’ dietary require-
ments, acting either as sources or sinks of essential metabolites. As the phloem sap
composition varies between different plant species (51-54), S-symbionts could thereby
positively or negatively influence the ability of insect hosts to exploit plants and then
contribute to broaden or narrow their range of suitable host plants.

The aims of the present study were (i) to investigate the phenotypic and metabolic
responses of B. tabaci and its symbiotic community to different host plants, and (ii) to
decipher whether and how S-symbionts influence insect capacity to feed and produce
offspring on those plants. Our results indicate that less suitable plants may constitute
selective environments that particular cytotypes (designating insect line cytoplasmic
features, including the mitochondrial genome and the intracellular symbiotic bacterial
community) may help to exploit.

RESULTS

Plant amino acid content. The plants used here, hibiscus (Hibiscus moscheutos), lantana
(Lantana camara), and tobacco (Nicotiana tabacum), have been chosen because they are natu-
ral hosts for B. tabaci Mediterranean (MED) species. Their foliar free amino acid contents were
measured through high-pressure liquid chromatography (HPLC) to test whether these plants
have different nutritional properties. Amino acids were classified into two groups, amino acids
considered essential (EAAs) (Arg, arginine; His, histidine; lle, isoleucine; Leu, leucine; Lys, lysine;
Met, methionine; Phe, phenylalanine; Thr, threonine; Trp, tryptophan; Val, valine) and nones-
sential (NEAAs) (Ala, alanine; Asn, asparagine; Asp, aspartate; Gln, glutamine; Glu, glutamate;
Gly, glycine; Pro, proline; Ser, serine; Tyr, tyrosine) for B. tabaci (55). These three plants differed
in their overall amount of EAAs (value of the F statistic [F, ;5] = 5.25, P = 0.023), which were
greater in tobacco but similar in hibiscus and lantana. The opposite trend occurred for the
total NEAA content (F,,; = 3.34, P = 0.070) (Fig. 1A). Looking at individual amino acids,
the highest variation has been seen for 7 EAAs (His, lle, Leu, Phe, Thr, Trp, and Val) and 3
NEAAs (Ala, Glu, and Ser) (Fig. 1B). Free amino acid amounts were analyzed using linear
model (LM) (see details in “Statistical analyses”).

Fecundity and hatching rate of B. tabaci lines on different plants. Experiments
were performed with three laboratory lines [namely, AA(Q1-HW), BB(Q1-HR), and CC(Q2-
ARW)] from the B. tabaci MED species that belong to either the mitochondrial groups Q1 or
Q2 and that are associated with different S-symbionts (Table 1). Whiteflies regularly reared
on hibiscus in our laboratory conditions were transferred onto lantana and tobacco or were
maintained on hibiscus for one generation. Female fecundity (number of oviposited eggs)
and hatching rate on the same plant they developed on were used as performance indica-
tors (Fig. 2; experimental design in Fig. STA in the supplemental material). There was a signif-
icant effect of the interaction between the host plant species and the insect line on fecun-
dity [y(4) = 18.05, P = 0.001] (Fig. 2A). On hibiscus and tobacco, fecundity was similar and
homogeneous between lines. However, fecundity was significantly lower on lantana, with
differences between lines (P < 0.05). Specifically, BB(Q1-HR) females laid 1.82 times more
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FIG 1 Foliar free amino acid content of three host plants of B. tabaci determined through HPLC analysis. (A) Essential, nonessential,
and total amino acid contents; (B) individual amino acid content. The amino acid amount is expressed in nmol-mg ' of dried tissue +
standard deviation (SD) (n = 5 replicates per plant). For each amino acid, comparisons between plants were performed by one-way
ANOVA. Letters indicate significant differences between plants for a given amino acid (P < 0.05) determined by Tukey's multiple
comparisons analysis. ns, nonsignificant statistical differences. Ala, alanine; Arg, arginine; Asn, asparagine; Asp, aspartate; GIn, glutamine;
Glu, glutamate; Gly, glycine; His, histidine; lle, isoleucine; Leu, leucine; Lys, lysine; Met, methionine; Phe, phenylalanine; Pro, proline; Ser,
serine; Thr, threonine; Trp, tryptophan; Tyr, tyrosine; Val, valine.

eggs (mean, 21.35; standard error [SE], 1.50) than AA(Q1-HW) females (mean, 11.7; SE, 1.50)
(P = 0.003), while line CC(Q2-ARW) had an intermediate fecundity (mean, 16.36; SE, 1.99).
Regarding egg hatching rate, we found an additive effect of the plant species [y?(2) = 53.42,
P < 0.001] and of the insect line [y?(2) = 6.92, P = 0.031], without interaction between these
two factors [y?(4) = 5.15, P = 0.27] (Fig. 2B). The hatching rate differed between each plant
species (P < 0.05): the lowest was observed on tobacco, while it was higher on hibiscus and
lantana. In general, the mean hatching rate was significantly higher in line BB(Q1-HR) than
in CC(Q2-ARW) (P = 0.019). AA(Q1-HW) had an intermediate hatching rate. Fecundity and
hatching rates were analyzed with a mixed generalized linear model (GLM) with a negative
binomial and a binomial error structure, respectively.

In order to determine whether the deleterious effect of lantana on female fecundity
was due to the fact that females had spent their entire larval development on this
plant, we also measured the fecundity of females developed on one plant (the donor)
and subsequently transferred on the same plant or one of the two others (recipient
plants). We tested all the possible combinations (experimental design in Fig. S2A)
(Fig. S2B). Results indicated that, whatever the donor plant or the insect line used,
there were significant differences in B. tabaci fecundity between the different recipient
plants [x?(2) = 142.92, P < 0.001]: fecundity was lower on lantana than on hibiscus or
tobacco (P < 0.05) (Fig. S2C). There was also a significant interaction between the do-
nor plant and the insect line [y2(4) = 33.12, P < 0.001]. Indeed, when larval develop-
ment occurred on hibiscus or tobacco, fecundity on one of the three recipient plants
was similar and homogeneous between lines. However, for lines AA(Q1-HW) and CC
(Q2-ARW), fecundity was significantly lower when lantana was the donor plant, while it
did not impact the line BB(Q1-HW) (Fig. S2D). Therefore, we demonstrated that both
larval development, with differences between lines, and/or adult feeding on lantana

TABLE 1 Bemisia tabaci lines used in this study

Cytotype Collection information
Bemisia tabaci Nuclear Mitochondrial Secondary
line genotype group endosymbionts? Yr Location Plant
AA(Q1-HW) AA Q1 HW 2012 Tympaki, Greece Eggplant (Solanum sp.)
BB(Q1-HR) BB Q1 HR 2012 Les Ponts-de-Cé, France Mandevilla (Mandevilla sp.)
CC(Q2-ARW) cC Q2 ARW 2018 Lyon, France Lantana (Lantana camara)

9HW, Hamiltonella, Wolbachia; HR, Hamiltonella, Rickettsia; ARW, Arsenophonus, Rickettsia, Wolbachia.
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FIG 2 Fecundity and egg hatching rate of B. tabaci females belonging to the three lines used here and reared on hibiscus, lantana,
or tobacco. (A) Number of eggs laid per female over 7 days. (B) Egg hatching rate after 10 days. Each dot represents one measure
for one female, box length represents the interquartile range, and whiskers indicate the lowest and largest data points, excluding
outliers. Black horizontal bars correspond to the median, and black dots correspond to the mean. “Insect line” represents nuclear
genotype (cytotype); cytotype indicates mitochondrial group plus S-symbionts. S-symbionts include A, Arsenophonus; H, Hamiltonella;
R, Rickettsia; and W, Wolbachia. Brackets beneath boxes indicate the number of replicates. To decipher the line-plant interaction in
panel A, letters above the boxes indicate statistical groups determined by Tukey's multiple-comparison test (P < 0.05).

negatively impact B. tabaci fecundity. Fecundity was analyzed with a GLM with a nega-
tive binomial error structure.

Amino acid content of B. tabaci lines on different plants. The free amino acid
profile of B. tabaci lines was used as a proxy of their physiological state. HPLC analyses
were performed on young females belonging to the three B. tabaci lines tested here and
reared on hibiscus, lantana, or tobacco (Fig. 3; Tables S1 and S2). There was no statistical
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FIG 3 Total essential amino acid content (versus total nonessential amino acids) and individual free amino acid profiles of B. tabaci females
belonging to the three lines used here and reared on hibiscus, lantana, or tobacco, as determined through HPLC analysis (n = 8) (mol%,
mean * SD). For the total essential amino acids and each individual amino acid, comparisons between plant species and insect lines were
performed by two-way ANOVA. There was no difference between host plant or insect lines in the total essential amino acid proportion.
Among the 19 amino acids analyzed, only those varying (P < 0.05; Table S2 in the supplemental material) are represented (see Table S1 for
complete amino acid profile). Ala, alanine; Arg, arginine; Gln, glutamine; Glu, glutamate; His, histidine; lle, isoleucine; Leu, leucine; Lys, lysine;
Met, methionine; Phe, phenylalanine; Pro, proline; Ser, serine; Tyr, tyrosine. Hm, Hibiscus moscheutos (hibiscus); Lc, Lantana camara (lantana);
Nt, Nicotiana tabacum (tobacco). “Insect line” represents nuclear genotype (cytotype); cytotype indicates mitochondrial group plus S-
symbionts. S-symbionts include A, Arsenophonus; H, Hamiltonella; R, Rickettsia; and W, Wolbachia.
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FIG 4 Relative symbiotic density in B. tabaci females belonging to the three lines used here and reared on hibiscus, lantana,
or tobacco (number of bacterial cells per host cell, n = 8). (A) “Ca. Portiera”; (B) Hamiltonella; (C) Arsenophonus; (D) Wolbachia;
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indicate the lowest and largest data points, excluding outliers. Black horizontal bars (within the box) correspond to the
median, and black dots correspond to the mean. “Insect line” represents nuclear genotype (cytotype); cytotype indicates
mitochondrial group plus S-symbionts. S-symbionts include A, Arsenophonus; H, Hamiltonella; R, Rickettsia; and W, Wolbachia.

Letters above the boxes indicate statistical groups among line and host plant combinations (Tukey's test, P < 0.05).

difference in the proportion of total EAAs (versus NEAAs) between plants or between insect
lines (Fge; = 0.86, P = 0.56). Nevertheless, the proportions of Arg, Glu, Leu, Lys, Met, GIn, Pro,
His, lle, and Phe differed among whiteflies from the different plant species (value of the F
statistic [F, ] varied from 5.81 to 67.00 depending on the amino acid, P < 0.05). Most of the
differences occurred between whiteflies reared on lantana and the ones reared on hibiscus
or tobacco, which have similar amino acid profiles (P < 0.05) (Table S3). Specifically, lle, Leu,
Lys, Met, Phe, and Glu were more represented in insects reared on lantana (lantana/hibiscus
mean fold change, lle, 1.84; Leu, 2.43; Lys, 1.65; Met, 1.94; Phe, 2.08; Glu, 1.78). The opposite
was found for glutamine (lantana/hibiscus mean fold change, 0.38). The amount of Glu, His,
lle, Ser, and Phe differed among insect lines (F,; varied from 3.26 to 5.24 depending on the
amino acid, P < 0.05). For Ala and Tyr, the effect of the host plant species differed between
lines, as there was a significant interaction of the two factors (F,; varied from 3.05 to 3.29
depending on the amino acid, P < 0.05). The amount of Ala was homogeneous between
insect lines on hibiscus and tobacco, but was moderately higher in CC(Q2-ARW) and signifi-
cantly higher in BB(Q1-HR) on lantana. The smallest amount of Tyr was found in CC(Q2-
ARW) females reared on hibiscus, while the highest levels were found in BB(Q1-HR) and CC
(Q2-ARW) females on tobacco. It had an intermediate level in every other line and plant
combinations (Fig. 3). Free amino acid proportions in insects were analyzed using LM.
Symbiont density. We found a significant effect of the interaction between the host
plant and the insect line on the relative amount (number of bacterial cells per host cell) of
“Ca. Portiera” (F,s, = 3.25, P = 0.018), Hamiltonella (F,,, = 4.26, P = 0.021), and Wolbachia
(F,33 = 637, P = 0.0041) (Fig. 4A, B, and D). In BB(Q1-HR) and CC(Q2-ARW) lines, “Ca.
Portiera” density tended to be higher on lantana than on hibiscus and tobacco.
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TABLE 2 Nuclear genotype and cytotype of B. tabaci F, females obtained from crosses of F,
individuals from three parental lines?

Mother (F,) line

Father (F,) line AA(Q1-HW) BB(Q1-HR) CC(Q2-ARW)
A(Q1-HW) AA(Q1-HW) BA(Q1-HR) CA(Q2-ARW)
B(Q1-HR) AB(Q1-HW) BB(Q1-HR) CB(Q2-ARW)
C(Q2-ARW) AC(Q1-HW) BC(Q1-HR) CC(Q2-ARW)

a“F, females” represents the nuclear genotype (cytotype). For nuclear genotype, letters represent the maternally
(first) and the paternally (second) inherited nuclear genotype. Cytotype indicates mitochondrial group plus S-
symbionts. S-symbionts include A, Arsenophonus; H, Hamiltonella; R, Rickettsia; and W, Wolbachia. F, male
genotypes are indicated by only one letter, as they are haploid.

Alternatively, the line AA(Q1-HW) exhibited the same modest “Ca. Portiera” density on the
three plants (Fig. 4A). The same pattern was observed for Hamiltonella and Wolbachia
(Fig. 4B and D), as the densities of these two S-symbionts were correlated with the den-
sity of “Ca. Portiera” (Spearman rho rank test, Hamiltonella, p = 0.84, P < 0.001; Wolbachia,
p =052, P < 0.001). The same trend was observed for the relative amount of Arsenophonus
in line CC(Q2-ARW) (F,,, = 3.48, P = 0.052) (Fig. 4C). The relative amount of Rickettsia in
insects remained at the same level regardless of the host plant they developed on
(Fy41 = 1.04, P = 0.36) or the insect line (F, ,, = 4.03, P = 0.051), with no interaction between
the two factors (F,4; = 1.97, P = 0.15) (Fig. 4E). Globally, for each insect line, all symbionts
(except Rickettsia) had the same densities on hibiscus and tobacco but tended to
increase on lantana. Symbiont density was analyzed with LM.

Fecundity and hatching rate of hybrids on lantana according to the cytotype.
In order to disentangle whether differences in insects’ performance on lantana were
due to females’ genotype or cytotype, we performed crosses between parental lines to
obtain F, hybrids (Table 2, experimental design in Fig. S1B). Crosses produced females
bearing the same nuclear genotype but differing in their cytotypes [e.g., AB(Q1-HW)
and BA(Q1-HR)], or the opposite, i.e, females harboring the same cytotype but differing in
their genotype [e.g., AA(Q1-HW), AB(Q1-HW), and AC(Q1-HW)]. There was an overall effect
of insect cytotype on fecundity [y2(2) = 76.22, P < 0.001], but, for each cytotype, there was
no difference between genotypes [x%6) = 4.66, P = 0.59]. Females with cytotype Q1-HW
laid the lowest number of eggs, whatever the nuclear genotype (Fig. 5A). We detected no
influence of the insect cytotype [y%(2) = 0.034, P = 0.76] or nuclear genotype [y?(6) = 0.44,
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FIG 5 Effect of the insects’ genotype and cytotype on B. tabaci females’ performance on lantana. (A) Number of eggs laid per female
over 7 days; (B) egg hatching rate after 10 days. Each dot represents one measure for one female, box length represents the
interquartile range, and whiskers indicate the lowest and largest data points, excluding outliers. Black horizontal bars correspond to the
median, and black dots correspond to the mean. Brackets beneath boxes indicate the number of replicates. Letters above the boxes
indicate statistical groups among nuclear genotypes and cytotypes combinations (Tukey's test, P < 0.05). All individuals are F, females
obtained from crosses of the laboratory lines AA(Q1-HW), BB(Q1-HR), or CC(Q2-ARW). “F, females” represents the nuclear genotype
(cytotype). For nuclear genotype, letters represent the maternally (first) and the paternally (second) inherited nuclear genotype. Cytotype
indicates mitochondrial group plus S-symbionts. S-symbionts include A, Arsenophonus; H, Hamiltonella; R, Rickettsia; and W, Wolbachia.
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FIG 6 Total essential amino acid proportion (versus total nonessential amino acids) and individual free amino acid profile in B. tabaci females on lantana,
determined through HPLC analysis on individual females (n = 8) (mol%, mean = SD). For the total essential amino acids and each amino acid, comparisons
between groups were performed by two-way ANOVA. Letters indicate statistical differences between cytotypes (P < 0.05) determined by Tukey's multiple
comparisons analysis (see Table S6 in the supplemental material for P values). Among the 19 amino acids analyzed, only those varying (P < 0.05) are
represented (see Table S4 for complete amino acid profile). Ala, alanine; Asn, asparagine; Asp, aspartate; GIn, glutamine; Glu, glutamate; Gly, glycine; Leu,
leucine; Met, methionine; Phe, phenylalanine; Ser, serine; Tyr, tyrosine. All individuals are F, hybrid females obtained from the crosses of laboratory lineages
AA(Q1-HW), BB(Q1-HR), or CC(Q2-ARW). “F, females” represents the nuclear genotype (cytotype). For nuclear genotype, letters represent the maternally
(first) and the paternally (second) inherited nuclear genotype. Cytotype indicates mitochondrial group plus S-symbionts. S-symbionts include A,
Arsenophonus; H, Hamiltonella; R, Rickettsia; and W, Wolbachia.

P = 0.30] on the egg hatching rate (Fig. 5B). Fecundity and hatching rates were analyzed
with a mixed GLM with a negative binomial and a binomial error structure, respectively.
These results show an influence of the cytotype and a limited effect of the genotype on
female fecundity on lantana.

Free amino acid content in hybrids on lantana. To determine whether the cytotype
had an impact on the insect amino acid metabolism, we performed HPLC analyses on F,
females (Fig. 6; Tables S4 and S5). There was no statistical difference in the proportion of
total EAAs (versus total NEAAS) either between insect cytotypes or genotypes (Fgq; = 0.70,
P = 0.69). However, 3 out of the 10 EAAs (Leu, Met, and Phe) and 8 out of the 9 NEAAs (Ala,
Asn, Asp, GIn, Glu, Gly, Ser, and Tyr) significantly differed between cytotypes (value of the F
statistic [F, 5] varied from 3.45 to 17.77 depending on the amino acid, P < 0.05). The insect’s
genotype had no significant effect on the percentage of each individual amino acid (value
of the F statistic [Fge,] varied from 0.21 to 1.71 depending on the amino acid, P > 0.05).
Most differences occurred between the Q1-HW cytotype and the two other cytotypes
(P < 0.05; Table S6). Specifically, Leu, Met, Phe, Ala, and Gly were less abundant, and Asn
and GIn were more abundant in Q1-HW females. Free amino acid proportions in insects
were analyzed using LM. These results indicate that whiteflies’ amino acid profile mainly
depends on the insect cytotype.

P- and S-symbiont densities in hybrids. To determine whether, apart from differences
in S-symbiont infection status, the phenotypic and physiological variations observed between
cytotypes were correlated with different symbiont densities, we analyzed symbiotic density in
F, females on lantana (Fig. 7). There was neither a significant difference between cytotypes in
the relative amount of “Ca. Portiera” (F,5, = 234, P = 0.11) and Hamiltonella (F,,, = 3.25,
P = 0.079), nor between genotypes within each cytotype for “Ca. Portiera” (Foe; = 1.36,
P = 0.25), Hamiltonella (F,;, = 1.28, P = 0.29), and Arsenophonus (F,, = 1.00, P = 0.39) (Fig. 7A to
Q). Alternatively, there were significant differences between cytotypes in the relative amount of
Wolbachia (F, ,, = 480, P = 0.034; 1.74 times more abundant in Q2-ARW than in Q1-HW) and

]
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FIG 7 Relative symbiotic densities in B. tabaci females on lantana (number of bacterial cells per host cell, n = 8). (A)
“Ca. Portiera”; (B) Hamiltonella; (C) Arsenophonus; (D) Wolbachia; (E) Rickettsia. Each dot represents one measure for
one female, box length represents the interquartile range, and whiskers indicate the lowest and largest data points,
excluding outliers. Black horizontal bars (within boxes) correspond to the median, and black dots correspond to the
mean. All individuals are F, females obtained from crosses of the laboratory lines AA(Q1-HW), BB(Q1-HR), or CC(Q2-
ARW). “F, females” represents the nuclear genotype (cytotype). For nuclear genotype, letters represent the maternally
(first) and the paternally (second) inherited nuclear genotype. Cytotype indicates mitochondrial group plus S-
symbionts. S-symbionts include A, Arsenophonus; H, Hamiltonella; R, Rickettsia; and W, Wolbachia. Letters above the

boxes indicate statistical groups among nuclear genotype and cytotype combinations (Tukey’s test, P < 0.05).

Rickettsia (F, 4, = 0.95, P = 0.0037; 1.35 times more abundant in Q2-ARW than in Q1-HR), but
not between genotypes within each cytotype for Wolbachia (F,,, = 2416, P = 0.065) and
Rickettsia (F, 4, = 4.12, P = 0.55) (Fig. 7D and E). Symbiont density was analyzed using LM.

DISCUSSION

In the present study, we showed that the foliar free amino acid content of three nat-
ural host plants for B. tabaci MED species, hibiscus, lantana, and tobacco, is nutritionally
unbalanced, dominated by nonessential amino acids (NEAAs) (e.g., Glu, Asp, and Ala)
with a limited amount of essential amino acids (EAAs). Our data corroborate previous
reports for tobacco (56), but data we obtained for hibiscus and lantana are new. They are
in agreement with data available for the phloem sap of a large spectrum of plants (51,
52, 54). Interestingly, these three plant species differ in their free amino acid composition:
they thus constitute a nutrient-contrasted environment that may lead to different selec-
tive pressures for whiteflies and their symbionts.

Plant species influenced all the traits of B. tabaci we measured. Importantly, whitefly
oviposition was significantly reduced on lantana, indicating that this plant is relatively
less favorable for MED Q1 and Q2 than hibiscus or tobacco. This result confirms data
previously reported in western Africa, for which oviposition on lantana of MED Q1 indi-
viduals was reduced compared to cotton (57). In this study, we also demonstrated that,
whatever the plant females were transferred on for oviposition, their fecundity was
reduced if they had developed on lantana. Taken together, our results indicate that
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lantana is a particularly challenging host for B. tabaci complex members. This could
explain why, in the field, populations reported on this plant are restricted to MED (39,
41, 58), including in areas where other B. tabaci species co-occur, such as the close rela-
tive polyphagous MEAM1 (Middle East Asia minor 1) species (59). It is tempting to asso-
ciate this impairment with the lowest nutritional quality of lantana, which contains the
smallest amount of the four EAAs, lle, Leu, Phe, and Val, among the three plants con-
sidered in our study. Besides the fact that these amino acids are considered being
essential for the development of all metazoans, studies specifically focusing on white-
flies have shown that small amounts of lle in artificial diets were correlated with a
reduction of their oviposition ability (60). Moreover, experiments conducted on aphids
have suggested that plant amino acid content could influence their reproduction (61).

Differences in free amino acid profiles of B. tabaci were observed between individu-
als reared on lantana and the ones that developed on hibiscus and tobacco, indicating
that the insect physiological state varies between an unfavorable and a favorable plant.
In whiteflies reared on hibiscus and tobacco, the most represented amino acids were
Gln, Ala, and Pro (NEAAs) and Arg (EAA). Similar observations have been reported in
MED individuals reared on tomato and poinsettia (62, 63) and in the close relative spe-
cies, MEAM1, on cotton, cucumber, eggplant, and tomato (63-65), which are also con-
sidered favorable hosts for MED and MEAM1 species (43, 66-68). In whiteflies reared
on lantana, five EAAs (lle, Leu, Lys, Met, and Phe) and one NEAA (Glu) were more repre-
sented than in whiteflies reared on the two other plants. Others, such as glutamine,
were less represented. Glutamine plays a central role in amino acid metabolism, as it is
the main precursor of the EAAs synthesized by the nutritional symbionts (55, 69).
Therefore, the specific amino acid profile found on lantana may indicate an increased
production of EAAs, supported by the consumption of the glutamine pool, possibly
compensating for specific nutrient deficiencies in the plant. Indeed, some of the most
represented EAAs in insects were also less abundant in lantana than in the other two
plants. Similarly, MEAM1 individuals reared on low-amino-acid-content plants show a
large reduction in glutamine pool regarding other amino acids (64). Alternatively, an
increased EAA production in insects may result from larger amounts of EAA precursors in the
host plant (i.e, NEAAs). However, there seems to be no correlation between the amount of
specific NEAAs in hibiscus, lantana, and tobacco and the relative proportion of specific EAAs in
whiteflies reared on those plants. For instance, neither the total NEAAs nor each individual
NEAA content was specifically higher in lantana, while insects reared on lantana showed
higher proportions of lle, Leu, Lys, Met, and Phe than other plants. Thus, the increased EAAs
production in insects reared on lantana is more likely the result of the insect's metabolic
demand, rather than the plant’'s NEAA content.

Previous studies suggest that plant amino acid content influences symbiont density in B.
tabaci. A decrease of EAAs abundance in plants has been associated with an increase of “Ca.
Portiera” relative amount (65), possibly to meet the host metabolic demand. In our study,
both P- and S-symbionts densities were higher on lantana. The observed increase in “Ca.
Portiera” density in whiteflies reared on lantana may compensate for specific EAA deficiencies
of this plant. This hypothesis is supported by the observation, reported above, that high “Ca.
Portiera” relative amounts also correlate with an increase of the EAA content in whiteflies
reared on lantana. Overall, these findings are consistent with data available for the aphid
Acyrthosiphon pisum, where an antibiotic treatment targeting the P-symbiont B. aphidicola has
resulted in a decrease of EAAs and an accumulation of EAA precursors in the insect body (70).
Similar to the increase of “Ca. Portiera” density, higher S-symbiont densities in whiteflies reared
on lantana could also be important to meet the insect metabolic need on an unfavorable
plant, as some of those S-symbionts retained nutritional functions (44-46, 71). However, white-
flies have poor fecundity when reared on lantana. One possible explanation is that high sym-
biont relative amounts, consistent with an increase of the EAA content in insect body, may
not fully satisfy the insect metabolic needs. Moreover, other factors than nutrition, such as me-
chanical defenses and defensive compounds produced by the plant and not known yet, may
also affect whitefly performance.
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In addition to the differences in insect fecundity, hatching rate, free amino acid pro-
file, and symbiont densities between plant species, differences had also been observed
between whitefly lines on lantana, which was not the case for the two other plants.
Our analysis of hybrid females (that share the same nuclear background but different
cytotypes) showed that they present different fecundities and free amino acid profiles
on lantana. On the contrary, hybrid females harboring the same cytotype but different
nuclear genotypes did not show such differences. These data indicate that the cyto-
type determines both insects’ fecundity and free amino acid profile. The whiteflies’
cytotype comprises different genetic entities, the host mitochondrial genome and the
symbionts. A substantial contribution of the mitochondrial genome to plant resources
utilization appears unlikely. Indeed, previous analyses showed that mitochondrial DNA
(mtDNA) divergence between MED Q1 and Q2 populations is low, ranging from 0.15 to
1.09% (72). Additionally, Q1-HW and Q1-HR, supposedly the closest cytotypes regard-
ing their mtDNA, are also the most different phenotypically in their responses to
plants. Differences related to genetic and/or gene expression variability of the P-sym-
biont among cytotypes also seems unlikely, given the low genetic variability and the
constant metabolic capabilities of “Ca. Portiera” within the B. tabaci species complex
(38, 44, 73-75) and the almost complete loss in the “Ca. Portiera” genome of elements
for gene expression regulation (that seems to be ensured by the whitefly host) (73).
Conversely, considering their genomic capabilities and based on the results presented
above, S-symbionts are promising candidates to explain the differences observed
between the three B. tabaci lines considered here. We also do not exclude the possibil-
ity that these observations result from nongenetic maternal effects (76).

Fecundity was higher in Q1-HR and Q2-ARW than in Q1-HW whiteflies. These two
cytotypes also showed higher proportions of the EAAs Leu, Met, and Phe, while the op-
posite was observed for the NEAA GIn. As discussed above, this amino acid signature
suggests higher EAA production in Q1-HR and Q2-ARW cytotypes. Therefore, insect fe-
cundity could be mediated by a potential direct or indirect impact of S-symbionts on
the amino acid metabolism of their hosts. In B. tabaci, S-symbionts could complement
the P-symbiont and directly contribute to EAAs biosynthesis, as some of them (e.g.,
Hamiltonella and Rickettsia) retained biosynthesis genes lost in “Ca. Portiera” (44, 71).
Metabolic complementation between P- and S-symbionts may be facilitated in this
insect model by their colocalization in the same bacteriocytes (6).

The overall effect of the cytotype on whiteflies may depend on the infection by a
single S-symbiont species or result as the net effect of the entire symbiotic community.
For example, Rickettsia is associated with both cytotypes Q1-HR and Q2-ARW with similar fe-
cundity and free amino acid profile. Interestingly, Rickettsia from MEAM1 conserved genes
involved in the biosynthesis pathways of EAAs Phe (tyrB), Val, Leu, and lle (ilvE) (71). Therefore,
Rickettsia could benefit its host by contributing to the production of these EAAs. Interestingly,
infection by Rickettsia has been associated with fitness benefits in MEAM1 natural populations
from the United States (77). However, it was not the case in populations from Israel, suggest-
ing geographic differences in the interaction of this symbiont and its host (78). Additionally, fit-
ness benefits associated with the infection by Rickettsia populations from the United States
were no longer observed years later (79), possibly due to the interaction of the symbiont with
the host’s nuclear genetic background (80). Under the hypothesis that Rickettsia provides fit-
ness benefits to its insect host on lantana, this S-symbiont is expected to be found in higher
prevalence in B. tabaci natural populations colonizing lantana than other plants. However, in a
survey done in Burkina Faso (West Africa), a lower prevalence of Rickettsia was reported in
MED Q3 populations colonizing lantana (26.6%) than tobacco (90%) (41), but additional stud-
ies are needed to tackle this question.

In conclusion, this work shows that host plant utilization by B. tabaci is determined
by the insect cytotype, most likely by the S-symbiont composition. These results raise two im-
mediate questions. The first addresses the individual roles of S-symbionts. As discussed above,
the effect of the cytotype may result from the infection by one or multiple S-symbiont species,
and future research should investigate the contribution of each single S-symbiont to the host
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phenotype. In this perspective, recent studies have made significant advances in manipulating
B. tabaci symbiotic community, using antibiotic and thermal treatments (47, 48) that could be
actually used to eliminate specific S-symbionts and determine the effect of this treatment on
phenotypic and physiological parameters of the insect host. The second question relates to
the underlying mechanisms by which S-symbionts contribute to their host phenotype. We
propose that they may contribute to broadening the range of their suitable host plants
through their metabolic contribution. Future investigations should consider the use of artificial
diets of controlled amino acid composition (60, 70) to accurately determine the influence of S-
symbionts on their host's amino acid dietary requirements.

MATERIALS AND METHODS

Insects. Three B. tabaci lines were used in this study, namely, AA(Q1-HW), BB(Q1-HR), and CC(Q2-ARW)
(Table 1). The first two letters (AA, BB, and CC) arbitrarily designate female diploid nuclear genotype. Characters
within brackets represent the insect cytotype [e.g,, (Q1-HW)], composed of the mitochondrial group (Q1 or Q2)
and its associated symbiotic community (A, Arsenophonus; H, Hamiltonella; R, Rickettsia; W, Wolbachia). These lines
were reared in stock cages on hibiscus plants in climate-controlled rooms at 26 + 1°C and 60% relative humidity
with a 14-h light/10-h dark photoperiod. Whitefly mitochondrial group and symbiont infection status were
checked on eight individuals per line before and after the experiments, which ensured that the expected cyto-
type was correct. The mitochondrial group was identified by PCR-restriction fragment length polymorphism
(RFLP), based on the use of the mitochondrial cytochrome oxidase 1 gene sequence (mtCO7) as described in
Henri et al. (81). Whitefly symbiont infection status was determined using the quantitative PCR (qPCR) protocol
described below.

Plants. Plants were grown in insect-free climate-controlled rooms at 26 + 1°C and 70% relative hu-
midity with a 14-h light/10-h dark photoperiod. Hibiscus (Hibiscus moscheutos, Malvaceae) and tobacco
(Nicotiana tabacum, Solanaceae) were grown from seeds. Lantana (Lantana camara, Verbenaceae) was
propagated from plant cuttings in pots using 75:25 (vol/vol) mix of potting soil and vermiculite. Plants
were watered twice a week. Fully developed leaves (younger than 2-month-old plants) were used to per-
form phenotypic and physiological measures on whiteflies.

Collection of whiteflies for phenotypic and physiological measures on different plants. We
explored the phenotypic and metabolic responses of B. tabaci and its symbionts to different host plants
by performing transfers from the rearing plant hibiscus to lantana, tobacco, or hibiscus itself (experimental
design shown in Fig. S1A in the supplemental material). Synchronized whitefly females were obtained by
allowing adults from the hibiscus stock cages (F, generation) to mate and oviposit for 7 days on either hibis-
cus, lantana, or tobacco leaf disks fixed on their adaxial face on a 1-cm layer of 2% agar (Sigma-Aldrich) in
petri dishes (90 mm) stored under the same conditions as the stock cages. This procedure was repeated
three times per plant and per whitefly line, accounted as “batches” in the following statistical analyses. Petri
dishes were monitored every day: after the first emergence, all adults were removed, and 5 h later, newly
emerged adults were collected (F, generation). The sex of the emerged individuals was determined based
on their genitalia by observation under a stereomicroscope (Leica EZ4; Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Germany). As newly emerged adults do not immediately reproduce, this procedure ensured female virginity,
which was confirmed by the absence of females in the offspring (B. tabaci is a haplodiploid species; only fer-
tilized eggs engender females). Newly emerged females were isolated on new leaf disks of the same plant
species they developed on. Young females (0 to 7 days) were collected and stored at —80°C for subsequent
HPLC analyses. Others were left to oviposit for 7 days. After 7 days, the number of oviposited eggs of F,
females was recorded under a stereomicroscope, and individuals were stored at —80°C for the determina-
tion of symbiont density. Ten days after the female removal, the number of larvae was counted to estimate
the hatching rate (number of larvae/number of oviposited eggs). Females that had not laid eggs were dis-
carded, and 14 to 27 valid measures of fecundity and hatching rate per condition were obtained.

We also tested whether the insect development on one of the three plants tested here had an
impact on female fecundity. Briefly, F, adults regularly reared on hibiscus were allowed to lay eggs on
hibiscus, lantana, or tobacco (donor host plant). Upon emergence, F, virgin females were transferred on
the same plant they develop on or on one of the two others (recipient plants) All donor and recipient
host plant combinations were tested (experimental design shown in Fig. S2A).

Collection of F, hybrids for phenotypic and physiological measures on lantana. We performed
all possible crosses between the three lines, AA(Q1-HW), BB(Q1-HR), and CC(Q2-ARW) (Table 2). Virgin
females and males from the parental lines reared on hibiscus were collected from leaf disks. Crosses
were done on lantana (90-mm petri dish) by bringing together groups of 15 females and 15 males, and
mated females were left for 1 week on the same lantana leaf disk to oviposit. Each cross was performed
in three replicates, accounted as batches in the following statistical analyses. Upon emergence, F, virgin
females were isolated on fresh lantana leaf disks (55-mm petri dish) for measures of fecundity, hatching
rate, symbiont density, and free amino acid content by following the same protocol as described above
(“Collection of whiteflies for phenotypic and physiological measures on different plants”) (experimental
design shown in Fig. S1B). For each cross, 8 F, females were screened for all S-symbionts present in F,
parents, which ensured that the F, females' infection status was the same as their mother.

Free amino acid extraction from plant leaves. Free amino acid contents in hibiscus, lantana, and
tobacco were assessed from leaves of controlled age (Table S7). Fresh leaves were cut into pieces, lyoph-
ilized, and mechanically crushed (TissueLyser; Qiagen, Hilden, Germany) using stainless steel balls

November/December 2021 Volume 12 Issue 6 e00730-21

mbio.asm.org

12

Downloaded from https:/journals.asm.org/journal/mbio on 16 November 2021 by 134.214.188.164.

61



Chapitre 1

Cytotype Determines B. tabaci Host Plant Utilization mBio’
TABLE 3 gPCR primers used in this study
Organism Gene Primer Primer sequence Fragment size (bp) Hybridization temp (°C) Reference
Bemisia tabaci  B-actin  wf-Bactin-F  5'-TCTTCCAGCCATCCTTCTTG-3' 130 63 88
wf-Bactin-R  5'-CGGTGATTTCCTTCTGCATT-3’ 130 63 88
“Ca. Portiera”  16S Port73-F 5'-GTGGGGAATAACGTACGG-3’ 193 60 89
Port266-R 5'-CTCAGTCCCAGTGTGGCTG-3' 193 60 89
Rickettsia GltA glt375-F 5'-TGGTATTGCATCGCTTTGGG-3' 199 60 89
glt574-R 5'-TTTCTTTAAGCACTGCAGCACG-3’ 199 60 89
Wolbachia FtsZ F2 5'-TTGCAGAGCTTGGACTTGAA-3’ 400 55 90
R2 5'-CATATCTCCGCCACCAGTAA-3’ 400 55 90
Hamiltonella dnaK dnaK-F 5'-GGTTCAGAAAAAAGTGGCAG-3' 155 60 91
dnaK-R 5'-CGAGCGAAAGAGGAGTGAC-3’ 155 60 91
Arsenophonus  16S ArsF3 5'-GTCGTGAGGAARGTGTTARGGTT-3’ 765 63 92
ArsR3 5'-CCTYTATCTCTAAAGGMTTCGCTGGATG-3" 765 63 92

(1.4 mm) for 1 min at 20 Hz. Then, 4 mg of tissues were suspended in 20 ul of ultrapure water with a
known amount of norvaline (10 nmol) used as an internal standard. Free amino acids were extracted
from 200 ul of this crude homogenate with trichloroacetic acid (TCA; 5% [wt/vol] final concentration),
maintained at room temperature for 2 h, vortexed every 30 min, and then centrifuged (10,000 x g for 10 min
at 4°C). TCA was eliminated from the supernatant by chloroform/water partition (three successive extractions
with 400 ul of chloroform), and the final aqueous supernatant was dried under vacuum. Samples were stored
at —20°C and then mixed with 100 ul of ultrapure water for amino acid analysis. Five biological replicates, con-
sisting of leaves from different plants, were performed for each host plant species.

Whitefly free amino acid extraction. Free amino acids in whiteflies were extracted from single indi-
vidual insects adapting a protocol initially developed for detection in aphid embryos (82). An absolute
analysis of amino acid content, as the one obtained from plant leaves, was impossible, as we were not
able to weigh living individuals, even with a precision balance, because of their very low weight (around
30 pg) and their constant movements. Samples were mechanically crushed (TissueLyser; Qiagen) with
stainless steel balls (1.4 mm) for 1 min at 20 Hz in 100 ! of ultrapure water with a known quantity of
norvaline (1 nmol) used as the internal standard. Free amino acids were extracted from 75 ul of this
crude homogenate with 300 ul of ethanol (EtOH; 80% [wt/vol] final concentration), maintained at room
temperature for 2 h, vortexed every 30 min, and then centrifuged (10,000 x g for 10 min at 4°C), and the
supernatant was dried under vacuum. Samples were stored at —20°C and then mixed with 5 ul of ultra-
pure water for amino acid analysis. Four biological replicates were performed for each condition.

Amino acid HPLC analysis. Amino acid quantification was performed using HPLC (Agilent 1100;
Agilent Technologies) with a guard cartridge and a reverse-phase C,, column (Zorbax Eclipse AAA;
3.5 um, 150 by 4.6 mm; Agilent Technologies), according to the procedure specifically developed for
this system (83) and subsequently adapted to aphid tissues (82). The derivatization process, at room
temperature, was automated using the Agilent 1313A autosampler. Detection was performed by a fluo-
rescence detector set at 340 and 450 nm of excitation and emission wavelengths, respectively (266/
305 nm for proline). Under these conditions, oxidations can lead to several cysteine forms, which does
not allow its accurate detection and quantification, so only 19 amino acids were quantified. For this
quantification, norvaline was used as the internal standard, and the response factor of each amino acid
was determined using a 250-uM standard mix of amino acids. The software used for the analysis was
ChemStation for LC three-dimensional systems.

Symbiont quantification. Symbiont density was measured on single insects using qPCR. Briefly,
DNA was extracted from each individual using the NucleoSpin 96 tissue kit (Macherey-Nagel GmbH,
Diren, Germany). Samples were crushed with sterile stainless steel balls (1.4 mm) in 60 ul of lysis buffer
added with 8 ul of proteinase K (22 mg/ml) by a TissueLyser (Qiagen). DNA was extracted following the
instructions from the manufacturer, eluted in 100 ul of buffer, and stored at —20°C until use. Each gPCR
consisted of 5 ul SYBR Green 2x mastermix (Bio-Rad, Hercules, USA), 2 ul nuclease-free water, 2 il DNA
sample, and 0.5 ul of forward and reverse primer (500 nM final concentration). The following genes, 165
rRNA for Arsenophonus, dnaK for Hamiltonella, gltA for Rickettsia, ftsZ for Wolbachia, and B-actin for B.
tabaci, were used for data normalization (Table 3). Quantifications included eight biological replicates
with two technical replicates for each sample. Samples were run on a CFX-96 real-time PCR machine and
analyses were done using the CFX Manager software v3.1 (Bio-Rad, Hercules, USA). The relative amount
of each symbiont was normalized using B-actin (normalized relative quantity [NRQ]). For each gene, two
samples were used as calibrators to check for interplate variability. Interplate calibration was performed
when interplate variability between calibrators was higher than 0.5 quantification cycle (C,), which was
the case for Arsenophonus 16S rRNA.

Statistical analyses. Data analysis was performed using R software (R Development Core Team;
http://www.R-project.org). When necessary, the normality of the residual error and the homogeneity of
the variance were checked to ensure that the modeling approach was appropriate. HPLC data (free
amino acid amount in nmol-mg ' for the plant leaves and free amino acid proportions (mol%) in
insects) were analyzed using analysis of variance (ANOVA) for each amino acid. Amino acid proportions
in insects were analyzed using proportions as continuous variables without transformation. Phenotypic
measures (fecundity and hatching rate) were analyzed by a mixed generalized linear model (GLMM)
(with a log link and a negative binomial or a binomial error structure, respectively). For the phenotypic
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measures on the three host plants, the plant species and the insect line were set as fixed effects. For the
phenotypic measures of F, hybrids on lantana, the fixed effects included the insect cytotype and its ge-
notype; the latter was integrated into the model as a fixed nested effect within the cytotype. For both
experiments, experimental batches were set as a random effect. Symbiont NRQs were calculated using
the EasygpcR package (84) based on the method proposed by Hellemans and collaborators (85) and an-
alyzed by a linear model (LM) applied to log-transformed data. Multiple comparison analyses were per-
formed by Tukey's test (86) to investigate differences between groups using the emmeans function of the
emmeans package (87).
Data availability. All data sets generated and analyzed in the present study are available in Zenodo
at https://zenodo.org/record/5520874#.YWsOJhrMJPY.
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A. Collection of whiteflies for phenotypic and
physiological measures on different plants

B. Collection of F1 hybrids for
phenotypic and physiological
measures on lantana
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Figure S1. Experimental design used for phenotypic and physiological measures on
hibiscus, lantana and tobacco in ‘Collection of whiteflies for phenotypic and physiological
measures on different plants’ experiment (A) and ‘Collection of F1 hybrids for phenotypic
and physiological measures on lantana’ experiment (B). Individual fecundity measures, free
amino acid analyses, and symbiont quantification were performed on F1 virgin females. The
hatching rate was calculated as the ratio of the number of hatched eggs over the total number

of eggs laid per F1 female.
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Figure S2. Effect of the plant were females developed or fed on (respectively donor or
recipient host plant) on fecundity per B. tabaci female from the three lines used here. A:
Schematic diagram of the plant switch experiment performed in this study. B: Number of eggs
laid per female over 7 days. Each dot represents one measure for a given female; box length
represents the interquartile range, whiskers indicate the lowest and largest data points,
excluding outliers. Black horizontal bars correspond to the median, and black dots correspond
to the mean. C: Effect of the recipient plant on whiteflies mean fecundity (+/- 95%CI). D:
Effect of the interaction between the donor plant and insect line on whiteflies mean fecundity
(+/- 95%CI). Insect line key: Nuclear genotype (Cytotype); Cytotype: Mitochondrial group+S-
symbionts; S-symbionts: A: Arsenophonus, H: Hamiltonella, R: Rickettsia, W: Wolbachia.
Data were analyzed with a generalized linear model (GLM) (with a negative binomial error
structure). In panels B and C, lowercase letters indicate statistical differences among recipient
plants (B) or donor plants and insect lines combinations (C) (Tukey’s test, P < 0.005)
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Chapitre 1

Table S2. Two-way ANOVA analysis of the free amino acid profile of B. tabaci females
from three lines on hibiscus, lantana, and tobacco, determined through HPLC analysis

(summarized on Fig. 3).

Amino_Acid Parameter Df Sum Sq Mean Sq  F value Pr(>F)
Plant 2 3.433 1.716 3.067 0.054
Asp Line 2 0.221 0.111 0.198 0.821
Plant:Line 4 2.380 0.595 1.063 0.382
Plant 2 86.655 43.327 19.670  <0.001 ***
Glu Line 2 18.911 9.455 4.293 0.018 **
Plant:Line 4 13.425 3.356 1.524 0.206
Plant 2 3.073 1.537 2.999 0.057
Asn Line 2 0.733 0.367 0.715 0.493
Plant:Line 4 2.064 0.516 1.007 0411
Plant 2 41.631 20.815 2.886 0.063
Ser Line 2 46.957 23.478 3.255 0.045 *
Plant:Line 4 24.788 6.197 0.859 0.493
Plant 2 2370.048 1185.024  21.898 <0.001 *%**
Gln Line 2 36.139 18.069 0.334 0.717
Plant:Line 4 191.258 47.814 0.884 0.479
Plant 2 54.093 27.047 17.012  <0.001 ***
His Line 2 16.233 8.116 5.105 0.009 **
Plant:Line 4 11.599 2.900 1.824 0.135
Plant 2 55.266 27.633 1.762 0.180
Gly Line 2 56.702 28.351 1.808 0.172
Plant:Line 4 117.979 29.495 1.881 0.125
Plant 2 23.198 11.599 1.338 0.270
Thr Line 2 3.563 1.781 0.205 0.815
Plant:Line 4 35.698 8.924 1.029 0.399
Plant 2 109.305 54.652 5.808 0.005 **
Arg Line 2 20.023 10.012 1.064 0.351
Plant:Line 4 34.118 8.530 0.906 0.466
Plant 2 717.290 358.645 12.706  <0.001 #**
Ala Line 2 43.549 21.774 0.771 0.467
Plant:Line 4 371.351 92.838 3.289 0.016 *
Plant 2 35.563 17.782 8.795 <0.001 *%**
Tyr Line 2 1.060 0.530 0.262 0.770
Plant:Line 4 24.690 6.173 3.053 0.023 *
Plant 2 111.480 55.740 0.881 0.420
Val Line 2 127.388 63.694 1.006 0.371
Plant:Line 4 162.394 40.598 0.641 0.635
Plant 2 4.079 2.040 18477 <0.001 ***
Met Line 2 0.694 0.347 3.142 0.050
Plant:Line 4 0.546 0.137 1.237 0.304
Plant 2 0.043 0.022 0414 0.663
Trp Line 2 0.132 0.066 1.255 0.292
Plant:Line 4 0.283 0.071 1.348 0.262
Plant 2 19.332 9.666  67.007 <0.001 ***
Phe Line 2 1.511 0.755 5.236 0.008 **
Plant:Line 4 0.302 0.076 0.524 0.718
Plant 2 21.750 10.875  46.065 <0.001 ***
Ile Line 2 1.987 0.994 4.209 0.019 *
Plant:Line 4 0.621 0.155 0.657 0.624
Plant 2 103.516 51.758 8.503 <0.001 *%**
Leu Line 2 5.727 2.863 0.470 0.627
Plant:Line 4 23.576 5.894 0.968 0.431
Plant 2 17.249 8.625 9.963 <0.001 ***
Lys Line 2 3.452 1.726 1.994 0.145
Plant:Line 4 3.834 0.959 1.107 0.361
Plant 2 180.523 90.261 9.941 <0.001 ***
Pro Line 2 3.881 1.941 0214 0.808
Plant:Line 4 69.675 17.419 1.918 0.118

Ala: Alanine; Arg: Arginine; Asn: Asparagine; Asp: Aspartate; Gln: Glutamine; Glu: Glutamate; Gly: Glycine; His: Histidine;
Ile: Isoleucine; Leu: Leucine; Lys: Lysine; Met: Methionine; Phe: Phenylalanine; Pro: Proline; Ser: Serine; Thr: Threonine;
Trp: Tryptophan; Tyr: Tyrosine; Val: Valine. Significance key: P<0.001 "***' P<0.01 **', P<0.05 "*'.
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Chapitre 1

Table S3. P-values from multiple comparisons (Tukey’s pairwise comparison) of the free
amino acid content in B. fabaci females between plant species. Data from each insect line

were compared jointly. For each amino acid, analyses were carried out only when the plant
factor had a statistically significant effect on the amino acid content in two-way ANOVA
(Table S2, Fig. 3).

Amino acid Contrast P-value
Hibiscus - Lantana <0.001 ***
Glu Hibiscus - Tobacco 0.775
Lantana - Tobacco <0.001 ***
Hibiscus - Lantana <0.001 ***
Gln Hibiscus - Tobacco 0.197
Lantana - Tobacco <0.001 ***
Hibiscus - Lantana <0.001 ***
His Hibiscus - Tobacco 0.042 *
Lantana - Tobacco 0.004 **
Hibiscus - Lantana 0.006 **
Arg Hibiscus - Tobacco 0.034 *
Lantana - Tobacco 0.784
Hibiscus - Lantana <0.001 ***
Met Hibiscus - Tobacco 0.024 **
Lantana - Tobacco 0.004 *
Hibiscus - Lantana <0.001 ***
Phe Hibiscus - Tobacco 0.026 *
Lantana - Tobacco <0.001 ***
Hibiscus - Lantana <0.001 **=*
Ile Hibiscus - Tobacco 0.987
Lantana - Tobacco <0.001 ***
Hibiscus - Lantana <0.001 **=*
Leu Hibiscus - Tobacco 0.742
Lantana - Tobacco 0.007 *
Hibiscus - Lantana <0.001 **=*
Lys Hibiscus - Tobacco 0.260
Lantana - Tobacco 0.017 *
Hibiscus - Lantana <0.001 **=*
Pro Hibiscus - Tobacco 0.008 **
Lantana - Tobacco 0.452

Significance key : P<0.001 "***', P<(0.01 '**', P<0.05 "*'
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Chapitre 1

Table SS. Two-way ANOVA table investigating the effect of insect’s cytotype and

genotype on the free amino acid content in B. fabaci females on lantana.

Amino Acid Parameter Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Cytotype 2 2108 1.054 6.714 0.002 oK
Asp Cytotype:Genotype 6 0596 0.099 0.633 0.703
Cytotype 2 75.014 37.507 17.365 <0.001 o
Gl Cytotype:Genotype 6  8.497 1.416 0.656 0.685
Cytotype 2 12.851 6.426 11.906 <0.001 o
Asn Cytotype:Genotype 6 2982 0.497 0.921 0.486
Cytotype 2 9214 4.607 3.446 0.038 *
ser Cytotype:Genotype 6 11.762 1.960 1.466 0.204
Cytotype 2 1774.246 887.123 8.876 <0.001 oK
oin Cytotype:Genotype 6  736.487 122.748 1.228 0.304
) Cytotype 2 2151 1.075 1.140 0.326
i Cytotype:Genotype 6 2883 0.480 0.509 0.799
Cytotype 2 37.353 18.677 13.917 <0.001 ok
o Cytotype:Genotype 6 6305 1.051 0.783 0.586
Cytotype 2 6.226 3.113 0.807 0.451
Thr Cytotype:Genotype 6 4915 0.819 0.212 0.972
Cytotype 2 8240 4.120 1.899 0.158
Are Cytotype:Genotype 6 14.414 2.402 1.107 0.368
Cytotype 2 1049.734 524.867 17.772 <0.001 o
Ala Cytotype:Genotype 6  79.495 13.249 0.449 0.843
Cytotype 2 13.731 6.865 6.132 0.004 K
o Cytotype:Genotype 6 2379 0.396 0.354 0.905
Cytotype 2 2727 1.364 2.515 0.089
Vel Cytotype:Genotype 6 4508 0.751 1.385 0.234
Cytotype 2 1.569 0.784 6.922 0.002 wox
Vet Cytotype:Genotype 6  0.855 0.142 1.257 0.290
Cytotype 2 0.131 0.065 0.455 0.637
T Cytotype:Genotype 6 1.475 0.246 1.710 0.133
Cytotype 2 5.704 2.852 8.694 <0.001 HoHE
Phe Cytotype:Genotype 6 1.717 0.286 0.872 0.520
Cytotype 2 0.101 0.051 0.217 0.806
tle Cytotype:Genotype 6 1.128 0.188 0.804 0.571
Cytotype 2 6375 3.188 5.604 0.006 K
ke Cytotype:Genotype 6 3429 0.571 1.005 0.430
Cytotype 2 559 2.795 0311 0.734
b Cytotype:Genotype 6  33.557 5.593 0.623 0.711
Cytotype 2 59.907 29.954 2.899 0.062
oo Cytotype:Genotype 6 32493 5415 0.524 0.788

Alanine; Arg: Arginine; Asn: Asparagine; Asp: Aspartate; Gln: Glutamine; Glu: Glutamate; Gly: Glycine; His:
Histidine; Ile: Isoleucine; Leu: Leucine; Lys: Lysine; Met: Methionine; Phe: Phenylalanine; Pro: Proline; Ser: Serine;
Thr: Threonine; Trp: Tryptophan; Tyr: Tyrosine; Val: Valine. Significance key: P<0.001 '***' P<(0.01 "**', P<0.05

1350
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Chapitre 1

Table S6. P values from multiple comparisons (Tukey’s pariwise comparison) of the free
amino acid content in B. fabaci females on lantana between cytotypes. For each amino acid,
analyses were carried out only when the factor factor had a significant effect on the amino acid
content in two-way ANOVA (Fig. 6, Table S5).

Amino acid Contrast p-value
QI-HW == QI-HR 0.026
Asp QI-HW == Q2-ARW 0.002
QI-HR == Q2-ARW 0.683
QI-HW == QI-HR 0.630
Glu Q1-HW == Q2-ARW <0001
QI-HR == Q2-ARW <0.001
QI-HW == QI-HR <0001 "
Asn QI1-HW == Q2-ARW <0.001
QI-HR == Q2-ARW 0.923
QI-HW == QI-HR 0.029
Ser QI1-HW == Q2-ARW 0.335
QI-HR == Q2-ARW 0.459
QI-HW == QI-HR <0.001 ¥
Gln QI-HW == Q2-ARW 0.024
QI-HR == Q2-ARW 0.316
QI-HW == QI-HR <0001
Gly QI-HW == Q2-ARW 0.004
QI-HR == Q2-ARW 0.161
QI-HW == QI-HR <0.001 "
Ala QI-HW == Q2-ARW <0.001
QI-HR == Q2-ARW 0.963
QI-HW == QI-HR 0.077
Tyr QI-HW == Q2-ARW 0.003
QI-HR == Q2-ARW 0.432
QI-HW == QI-HR 0.017
Met QI-HW == Q2-ARW 0.002 "
QI-HR == Q2-ARW 0.785
QI-HW == QI-HR 0.041
Phe QI-HW == Q2-ARW <0.001
QI-HR == Q2-ARW 0.230
QI-HW == QI-HR 0.025
Leu QI-HW = Q2-ARW 0.009
QI-HR == Q2-ARW 0.917

Cytotype key: Mitochondrial group+S-symbionts; S-symbionts
A: Arsenophonus, H: Hamiltonella, R: Rickettsia, W:
Wolbachia. Significance key: P<0.001 "***' P<(.01 '**', P<(.05
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Chapitre 1
Table S7. Plants parts used for the free amino acids analysis of plant leaves
Plant Stage Leaves
Hibiscus moscheutos ~ 2-month-old seedlings, 13" true leaf stage 9™, 10%, 11% true leaves
Lantana camara 1-month-old branchings 31, 4t 5% Jeaves from the branches apex

Nicotiana tabacum 2-month-old seedlings, 8" true leaf stage 6™ true leaf
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Chapitre 2

Avant-propos

Dans le chapitre précédent, nous avons démontré expérimentalement que le cytotype (le
compartiment cytoplasmique d’un individu, dont ses symbiotes) était un déterminant majeur de
la capacité de B. tabaci a se nourrir et engendrer une descendance sur le lantana, une plante non
favorable pour cet insecte. Les différents cytotypes étudiés se différenciant par la composition
de leur cortége de symbiotes secondaires, nous avons émis I’hypothése que ces symbiotes

pourraient influencer la capacité de B. fabaci a exploiter le lantana.

Dans ce second chapitre, nous avons d’abord cherché a déterminer si (i) les symbiotes
secondaires influencent la capacité de B. tabaci a exploiter différentes especes de plantes hotes.
Pour cela, nous avons analysé la fécondité des femelles B. fabaci et le taux d’éclosion de leurs
ceufs sur I’hibiscus, une plante favorable pour B. tabaci, ainsi que sur le lantana. Ces mesures
ont été réalisées chez des femelles hybrides F1 génétiquement homogénes mais associées a
différents cytotypes. Nos résultats confirment que le cytotype influence la capacité de B. tabaci
a pondre des ceufs sur le lantana. En revanche, nous n’avons pas observé ce phénomene sur
I’hibiscus, ce qui montre que I’effet du cytotype sur la fécondité de B. tabaci est dépendant de

la plante hote.

Ensuite, nous avons réalisé des expériences de choix de plante entre 1’hibiscus et le
lantana de maniére a déterminer (i) si B. tabaci fait un choix de plante pour la ponte et (iii) si
et comment les symbiotes secondaires influencent ce comportement. Nos résultats indiquent
que le cytotype influence le comportement de ponte de B. tabaci en situation de choix. En effet,
selon leur cytotype, les femelles ont soit choisi de pondre majoritairement sur 1’hibiscus en

évitant le lantana, soit n’ont pas montré de préférence entre ces deux plantes.

Considérés dans leur ensemble, nos résultats suggerent qu’en 1’absence d’un cytotype
facilitant I’exploitation du lantana, les femelles B. fabaci évitent cette plante et préférent pondre
sur I’hibiscus. Ce comportement d’évitement pourrait étre une réponse adaptative de I’insecte

qui s’abstiendrait de pondre des ceufs sur une plante non-favorable, difficile a exploiter.

Présentés sous la forme d’un article scientifique, ces travaux seront soumis

prochainement dans le journal Proceedings of the Royal Society B.
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Chapitre 2

Abstract

Most phytophagous insects harbor symbiotic microorganisms, which are known to
facilitate their host development, survival and reproduction. However, the influence of these
symbionts on the plant choice is less studied. The whitefly Bemisia tabaci is a highly diversified
species complex harboring a nutritional ‘primary’ endosymbiont, allowing its host to thrive on
plant sap, along with seven facultative ‘secondary’ endosymbionts (S-symbionts). Some of
them may also contribute to their hosts’ plant utilization abilities. Here, we first investigate the
influence of S-symbionts on whiteflies oviposition rate on hibiscus or lantana, which are
relatively favorable and unfavorable host plants for B. tabaci, respectively. Then, we address
whether S-symbiont composition influence whiteflies oviposition choice between these two
plants. Experiments were performed with genetically homogeneous whiteflies harboring
different cytotypes (mitochondria and symbionts). While oviposition rate was high and
homogeneous on hibiscus, it was significantly lower on lantana, with differences between
cytotypes, suggesting that particular cytotypes may facilitate the utilization of lantana by
whiteflies. Cytotype also influences plant choice for oviposition since, according to their
cytotype, whiteflies either showed no plant preference, or preferred hibiscus over lantana.
Altogether, our results indicate that without a cytotype facilitating the utilization of lantana,
whiteflies may adaptively avoid this host plant. Since cytotypes harbor different S-symbiont
communities, we argue that the influence of these symbionts on whitefly oviposition behavior

is very likely.

Keywords: oviposition behavior, plant choice, cytotype, symbionts, Bemisia tabaci
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Chapitre 2

Introduction

Microbial symbiosis is widespread in eukaryotes. While some symbionts are parasites
with negative effects on their host, others are mutualists with beneficial effects, or commensals
with no apparent effects (Buchner, 1965; Ferrari and Vavre, 2011; Tipton, Darcy and Hynson,
2019). Many parasites induce host behavioral changes in adaptive ways that improve their own
probability of transmission and/or survival, thereby benefiting parasite fitness, also known as
‘parasite manipulation’ (Poulin, 2010; Lewis and Lize, 2015; Heil, 2016; Vale et al., 2018). On
the contrary, behavioral changes following infection may be interpreted as benefiting the host,
such as adaptive sickness behaviors (Hart, 2011; Vale et al.,, 2018). Host behavioral
modifications induced by mutualists and commensal symbionts received less attention.
However, recent discoveries indicate that these types of symbionts may have various effects on
insects behaviors related to locomotion (Schretter et al., 2018), reproduction (Sharon et al.,
2010), foraging (Leitdo-Gongalves et al., 2017; Wong et al., 2017; Angelella et al., 2018;
Akami et al., 2019; Qiao et al., 2019; Leybourne et al., 2020; Ying et al., 2021) or interactions
with other organisms (Dion ef al., 2011; Polin et al., 2014; Sochard et al., 2021a) (for review,
see Hosokawa et Fukatsu, 2020).

Most insect species are associated with microbial symbionts which colonize their gut,
body cavities or cells (Hansen and Moran, 2014). In phytophagous insects, mutualistic
symbionts can facilitate the utilization of food sources that are unbalanced (e.g., phloem sap)
or difficult to digest (e.g., wood), through the provision of essential and otherwise limiting
nutrients, the detoxification of plant defense compounds or the breakdown of plant polymers
(Frago et al., 2012; Hansen and Moran, 2014). However, less is known about the influence of
symbionts in host plant selection. Nevertheless, recent works in frugivorous flies showed that
the gut symbiotic bacteria can affect the food choice and foraging decisions under laboratory
conditions in the fruit fly Drosophila melanogaster (Leitao-Gongalves et al., 2017; Wong et
al.,2017; Qiao et al., 2019) and the oriental fruit fly Bactrocera dorsalis (Akami et al., 2019).
Other studies in phloem-sap feeding hemipterans showed that infection by intracellular bacteria
can affect their hosts’ interaction with plants by modifying plant probing behavior in the cowpea
aphid Aphis craccivora (Angelella et al., 2018), the bird cherry oat aphid Rhopalosiphum padi
(Leybourne et al., 2020) and the tobacco whitefly Bemisia tabaci (Ying et al., 2021). However,
intracellular symbionts have no or only moderate influence on host plant selection in the pea

aphid Acyrtosiphon pisum (Sochard, Dupont, et al., 2021; Sochard, Le Floch, et al., 2021).
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Studies on a broader spectrum of host-symbiont associations are needed to better assess the
potential role of symbionts in modulating insects’ diet breadth.

The tobacco whitefly Bemisia tabaci (Hemitpera: Aleyrodidae) is a highly diversified
cryptic species complex. To date, 42 putative species have been proposed in phylogenetic
analyses based on B. fabaci mitochondrial cytochrome oxidase 1 (mtCOI) sequences (Dinsdale
et al., 2010; De Barro et al., 2011; Firdaus et al., 2013; Roopa et al., 2015). Species can be
further divided into genetic ‘mitochondrial’ groups, as in the case of the Mediterranean (MED)
species, which can be splitted into three groups: QI, Q2 and Q3 (Mouton et al., 2015;
Vyskocilova et al., 2018). Previous studies reported significant variation in plant preference
and/or utilization capabilities between B. tabaci species. Some are ‘generalist’ species with a
broad host plant range, while others can be considered as ‘specialist’ species, with a restricted
host plant range (Malka et al., 2018). Specialization may also occur within species, as reported
in the MED species. Indeed, while the Q1 and Q2 groups are relatively polyphagous
(Vyskocilova et al., 2019), field observations and laboratory experiments indicate that the Q3
group, only identified in Burkina Faso to date, has a more restricted host range and seems to
specialize on lantana (Lantana camara) (Romba and Gnankiné, 2018; Romba et al., 2018), a
host plant that is otherwise unfavorable to the MED species (Benhamou et al., 2021). Other
comparative experiments revealed host range differences between Q1 and Q2, but also among
Q1 populations from different localities (Vyskocilova et al., 2019).

As other phloem sap-feeding insects, B. tabaci harbors an obligate ‘primary’
intracellular symbiont (P-symbiont), providing its host with essential amino acids necessary for
its development, survival and reproduction, which are limited in the phloem sap (Baumann,
2005; Douglas, 2009). This y-proteobacteria, Portiera aleyrodidarum (hereafter, Portiera), is
common to all members of the B. tabaci species complex (Thao and Baumann, 2004). Portiera
is strictly vertically transmitted and resides within the cytoplasm of specialized host cells, the
bacteriocytes, associated to form an organ, the bacteriome (Gottlieb ez al., 2008). In addition to
their P-symbionts, insects often harbor facultative ‘secondary’ symbionts (S-symbionts), which
are not required for their hosts’ survival. They are predominantly vertically transmitted, but can
also be horizontally transmitted. Seven bacterial genera of S-symbionts have been reported to
date in B. tabaci: Arsenophonus, Cardinium, Fritschea, Hamiltonella, Hemipteriphilus,
Rickettsia and Wolbachia (Zchori-fein and Brown, 2002; Everett et al., 2005; Gottlieb et al.,
2006; Bing et al., 2013; H. Wang et al., 2020), with up to four present in the same insect body
(Zchori-Fein et al., 2014). They all co-occur within the same bacteriocytes as Portiera, but

some of them can also infect other tissues of the host (Gottlieb ef al., 2008). Analyses of B.

79



Chapitre 2

tabaci S-symbionts suggest that some of them could contribute to their hosts’ nutrition. Indeed,
Portiera undergone drastic genome reduction (Rao et al., 2015), as consequence of its
prolonged intracellular lifestyle (Moran ef al., 2008; Mccutcheon and Moran, 2012). It lost
almost all the genes involved in the synthesis of vitamins and cofactors, and several of its
essential amino acid pathways are incomplete (Rao et al., 2015), functions that S-symbionts
may replace or complement (Rao ef al., 2015; Opatovsky et al., 2018; Ren et al., 2020; Wang
et al.,2020). As an exemple, Hamiltonella can provide vitamins and cofactors (Rao ez al., 2015;
Ren et al., 2020; Wang et al., 2020), and could also complete the missing steps of the essential
amino acid lysine biosynthesis pathway of Portiera (Rao et al., 2015). Importantly, S-
symbionts composition differ between mitochondrial groups, both across et al., 2014) and
within (Gueguen et al., 2010; Gnankiné et al., 2013) species, raising the possibility that these
symbionts may contribute to B. tabaci species complex ecological diversification.

Recently, we demonstrated that S-symbionts might affect the range of the host plants
suitable for B. tabaci. Indeed, we showed that cytotype (referring to the cytoplasmic
characteristics of the insect line, including the mitochondria and intracellular symbionts) affects
whitefly capability to feed and oviposit on lantana (Lantana camara), an unfavorable host plant
to B. tabaci (Benhamou et al., 2021). The aims of the present study were to investigate whether
whiteflies exhibit plant choice for oviposition and whether the S-symbionts community may
influence their host’s oviposition behavior. To fulfil these objectives, we performed choice
experiments between a plant known to be favorable for B. tabaci, hibiscus (Hibiscus

moscheutos), and the unfavorable lantana.
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Material and methods
Insects

Three B. tabaci parental lines (FO) were used in this study, AA(Q1-HW), BB(Q1-HR)
and CC(Q2-ARW) from the Mediterranean (MED) species that belong to the mitochondrial
groups QI or Q2, and that are associated with different S-symbionts (Table 1). The first
uppercase double letters indicate females’ diploid nuclear genotype (AA, BB or CC).
Characters within brackets refer to their cytotype, including their mitochondrial group (Q1 or
Q2) and resident S-symbionts (HW, HR or ARW; A: Arsenophonus, H: Hamiltonella, R:
Rickettsia, W: Wolbachia). Insect lines were regularly reared on hibiscus plants in mesh cages
in climate-controlled rooms at 26°C + 1°C and 70% relative humidity with a 14L:10D

photoperiod. The same climate-controlled conditions have been used for the whole study.

Table 1. Bemisia tabaci laboratory lines used in this study.

Cytotype Collection information
Li Nuclear
ne Genotype Mitochondrial  Secondary Year Location Plant
group endosymbionts® (Country)

AA(Q1-HW) AA Ql HW 2012 Tympaki Eggplant

(Greece) Solanum sp.
BB(Q1-HR) BB Ql HR 2012  Les Ponts-de-Cé Mandevilla

(France) Mandevilla sp.

CC(Q2-ARW) CC Q2 ARW 2018 Lyon Lantana
(France) Lantana camara

2 A: Arsenophonus, H: Hamiltonella, R: Rickettsia, W: Wolbachia.

To separate cytotype-related and genotype-related effects, experiments were performed
on F1 females obtained from the 9 possible crosses between the FO parental lines (Table 2,
experimental design shown in Fig. S1), based on the procedure described by Benhamou et al.
(Benhamou et al., 2021). Crosses produced F1 females with identical nuclear genotypes but
different cytotypes, e.g., AB(Q1-HW) and BA(QI-HR), or the opposite, i.e., females with
similar cytotype but different genotypes (e.g., AA(QI-HW), AB(Q1-HW) and AC(Q1-HW)).
The three lines were synchronized as follows: adults from the hibiscus stock cages were allowed
to mate and oviposit for 7 days on cotton leaves. To keep them fresh, leaves were fixed on their
adaxial side on a Icm layer of 2% Agar (Sigma-Aldrich®) in plastic Petri dishes (90mm in
diameter). Petri dishes were placed upside-down to simulate the situation of leaves attached to
a plant with the abaxial surface down. Cotton was used as a ‘neutral’ plant (i.e., not used in the

experiments) to avoid possible effect of the FO individuals’ plant on the following F1
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generation. After the first adult emergence, Petri dishes were monitored every 5 hours to collect
newly emerged FO adults. Individuals' sex was determined based on their genitalia, by
observation under a stereomicroscope (Leica EZ4, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Germany). FO females (<5h) were considered virgin as newly emerged adults do not
immediately mate. This was confirmed by the absence of females in their offspring (B. tabaci
reproduces by arrhenotoky, which means that unmated females produce only haploid eggs
which develop into males). Each cross was made on cotton (90mm in diameter Petri dishes)
using groups of 15 FO males and 15 FO females (3 replicates for each). These 30 individuals
were left for 1 week on the same cotton leaf to mate and oviposit. Upon emergence, F1 virgin

females (<5-h old) were collected for further experiments described hereafter.

Table 2. Nuclear genotypes and cytotypes of B. tabaci F1 females”.

Mother (FO0)
AA(QI-HW) BB(QI-HR) CC(Q2-ARW)
A(QI-HW) AA(QI-HW) BA(QI-HR) CA(Q2-ARW)
F&t{'}‘)eb" B(QI-HR) AB(QI-HW) BB(QI-HR) CB(Q2-ARW)
C(Q2-ARW) | AC(QI-HW) BC(QI-HR) CC(Q2-ARW)

“F1 Females identification: Nuclear genotype(Cytotype); Nuclear genotype: letters indicate the maternally (first)
and the paternally (second) inherited nuclear genotype; Cytotype: Mitochondrial group + S-symbionts; S-
symbionts: A: Arsenophonus; H: Hamiltonella; R: Rickettsia; W: Wolbachia.

FO Fathers genotypes (A, B or C) are indicated by only one letter as males are haploid.

For each parental line (Table 1) and F1 cross (Table 2), mitochondrial group and S-
symbiont infection status (Portiera, Arsenophonus, Hamiltonella, Rickettsia, Wolbachia) were
checked on 8 females to ensure that the expected cytotype was correct. Total DNA was
extracted from individual whitefly using the NucleoSpin 95 Tissue kit (Macherey Nagel
GmBH, Diiren, Germany) following the manufacturer instructions. Samples were crushed in a
mix of 60uL of lysis buffer and 8uL of protein K (22mg/mL) with 1.4mm sterile stainless steel
beads using a TissueLyser (Qiagen, Hilden, Germany). Elution was done in 100uL of buffer
and DNA was then stored at -20°C. The mitochondrial haplotype was identified by PCR-RFLP
according to the method described in Henri et al. (Henri et al., 2013). The S-symbiont infection
status was determined using quantitative PCR (qPCR) using the following genes: /65 rRNA for
Arsenophonus, dnaK for Hamiltonella, 16S rRNA for Portiera, gltA for Rickettsia and fisZ for
Wolbachia (Table 3) The B-actin from B. tabaci (Table 3) was used a DNA extraction control.
The PCR amplifications were performed on a CFX-96 Real Time PCR machine (Bio-Rad,
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Hercules, USA). Each reaction consisted of SpL of SYBR® Green 2x Supermix (Bio-rad) added
with 2uL. of DNA sample, 2uL of nuclease-free water, and 0.5uL of forward and reverse
primers (500nM).

Table 3. qPCR primers used in this study.

Fragment Hybridization

Organism Gene Primers Primer sequence size (bp) T° (°C) Reference

Bemisia tabaci  B-actin ~ wf-Bactin-F  5’-TCTTCCAGCCATCCTTCTTG -3’ 130 63 (Sinisterra et al.,
wf-Bactin-R ~ 5-CGGTGATTTCCTTCTGCATT-3’ 2005)

Portiera 16S Port73-F 5"-GTGGGGAATAACGTACGG-3’ 193 60 (Caspi-Fluger et
Port266-R  5°-CTCAGTCCCAGTGTGGCTG-3’ al., 2011)

Arsenophonus ~ 16S ArsF3 5’-GTCGTGAGGAARGTGTTARGGTT-3’ 765 63 (Duron et al.,
ArsR3 5~ CCTYTATCTCTAAAGGMTTCGCTGGATG-3° 2008)

Hamiltonella dnaK dnaK-F 5’-GGTTCAGAAAAAAGTGGCAG-3’ 155 60 (Moran et al.,
dnaK-R 5°-CGAGCGAAAGAGGAGTGAC-3’ 2005)

Rickettsia GHA  gIt375-F 5-TGGTATTGCATCGCTTTGGG-3’ 199 60 (Caspi-Fluger et
glt574-R 5 TTTCTTTAAGCACTGCAGCACG-3’ al., 2011)

Wolbachia FtsZ F2 5’-TTGCAGAGCTTGGACTTGAA-3’ 400 55 (Vavre et al.,
R2 5-CATATCTCCGCCACCAGTAA-3’ 1999)

Plants

Plants were grown in the same climate-controlled conditions as the ones used for rearing
lines, in insect-free rooms. Cotton, Gossypium hirsutum L. (Malvaceae) cv. ‘Elpida’, and
hibiscus, Hibiscus moscheutos L. (Malvaceae) cv. ‘Honeymoon’, were grown from seeds while
lantana, Lantana camara L. (Verbenaceae) was vegetatively propagated from cuttings in pots
using 75:25 (v/v) mix of potting soil and vermiculite. For all the experiments performed in this

study, fully developed leaves, randomly collected from 2 month-old plants, have been used.

No-choice oviposition and egg hatching rate

The influence of whitefly cytotype on females’ oviposition and egg hatching rate on
hibiscus and lantana was investigated using no-choice oviposition tests. F1 virgin females (<5
h-old), which developed on cotton, were put individually on hibiscus or lantana leaf disks
(20mm in diameter, to standardize the leaf area) fixed on an agar layer in Petri dishes (55mm
in diameter), placed upside down. After 7 days, females were removed and the number of eggs
laid (oviposition) was recorded under a stereomicroscope. Ten days later, the number of eggs
that hatched was estimated by counting the number of larvae (including both live and dead
larvae). This method was used because the larvae, even dead for a few weeks, are easier to

identify than the eggs (pers. com.). We also calculated the number of eggs that did not hatch
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(number of eggs laid — number of eggs hatched). This experiment was performed in three
independent experimental blocks, and a total of 13 to 17 replicates were obtained per type of

F1 female and per plant.

Oviposition plant choice

Oviposition plant choice was investigated in binary choice experiments between
hibiscus and lantana. The protocol used was based on the one developed by Shah and Liu (Shah
and Liu, 2013) with several modifications. Choice arenas (produced 1hour before use) consisted
of one lantana and one hibiscus leaf disk (20mm in diameter), fixed on their adaxial side on an
agar layer in a Petri dish (90mm in diameter). Disks were arranged opposite and at equal
distance (20mm) from the center of the arena. Newly emerged F1 virgin females (<5-h old),
which developed on cotton, were transferred on fresh cotton leaves (55mm in diameter Petri
dishes) for 2 days to ensure they were old enough to oviposit. Tests were initiated every day in
the morning at the same hour with the introduction of one F1 female (2-d old) into the center
of each arena, which were then placed upside down. The next day 32 hours later, females’
location was recorded and the number of eggs laid on each leaf disk was counted under a
stereomicroscope. As far as possible, experiments were run every day for all the 9 crosses
simultaneously. Measures were considered to be valid when females were found alive on a leaf
disk and if they laid at least one egg at the end of the tests. Three experimental blocks were
performed, and a total of 31 to 37 valid measures were obtained per condition (89% to 97% of

the total number of replicates).

Statistical analyses

For no-choice experiments, oviposition and egg average hatching were analyzed by a
generalized linear model (GLM) (with a log link and a negative binomial or a quasi-binomial
error structure, respectively) with the plant species, the insect cytotype, the insect nuclear
genotype (as a nested effect within the cytotype) and the experimental block set as explanatory
variables. The average hatching rate was calculated according to the formula (a), where i is the
replicate number and N is the total number of replicates. Eggs that hatched were considered as
‘successes’(“No.successes”), and eggs that did not hatch as ‘failures’ (“No.failures).

Z?’zl(No.successes)

a) average proprotion of successes =
() ge prop f Zﬁvzl(No.successes+No.failures)
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For the plant choice experiment, oviposition was analyzed by a GLM (with a quasi-
binomial error structure) with the insect cytotype, the insect nuclear genotype (integrated into
the model as a nested effect within the cytotype) and the experimental block set as explanatory
variables. The response variable is expressed as the average proportion of eggs laid on lantana
compared to the total number of eggs laid on lantana (accounted as ‘successes’) plus hibiscus
(accounted as ‘failures’), given by the formula (a). From the complete models, we performed a
model simplification through a backward procedure (Crawley, 2013). Multiple comparison
analyses were carried out by Tukey’s test (Tukey, 1949) to investigate statistical relationships
between explanatory variables levels using the emmeans R package (Russell, 2020). The
emmeans R package was also used to extract means, average proportions and 95% confidence
intervals (95%CI) from the models. All data analyses were performed using the R software (R

Development Core Team 2011; http://www.R-project.org ).
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Results
No-choice oviposition and hatching rate

We measured females’ oviposition and egg hatching rate on hibiscus or lantana in no-
choice experiments to determine the influence of whitefly cytotype on females’ ability to feed
and produce offspring on those plants (Fig. 1). For the number of eggs laid there was a
significant interaction between the plant species and the insect cytotype [¥*(2) = 103.20, P <
0.001]. On the other hand, for a given cytotype, there was no difference between genotypes
[x*(6) = 3.57, P = 0.74], and there was no tripartite interaction between plant, cytotype and
genotype [¢*> (6) = 1.43, P = 0.96]. There was no difference between the three experimental
blocks [¢*(2) = 1.60, P = 0.45]. The number of eggs laid was homogeneous among cytotypes
and genotypes on hibiscus (mean, 37.71), but was significantly reduced on lantana for all
cytotype/genotype combinations, with differences between cytotypes. Indeed, females with the
cytotype Q1-HW consistently laid a lower number of eggs (mean, 5.98) than females with
cytotypes Q1-HR (mean, 23.50) or Q2-ARW (mean: 21.88) (P < 0.001), whatever the nuclear
genotype (Fig. 1A). We didn’t detect any influence of the plant species [F(1,238) =1.35, P =
0.25], the insect cytotype [F(2,238) = 0.65, P = 0.52], the insect genotype [F(6,238) = 0.27, P
= 0.95] or the experimental block [F(2,202) = 1.91, P = 0.15] on the average egg hatching rate
(Fig. 1B).
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Figure 1. Effect of B. tabaci female nuclear genotype and cytotype on B. tabaci on the oviposition
and egg hatching rate on hibiscus and lantana (no choice experiment). (A) Mean number of eggs
laid per female ( 95% confidence interval (CI)) over 7 days. (B) Average egg hatching rate (= 95%CI)
after 10 days. All individuals are F1 females obtained from crosses of laboratory lines: AA(Q1-HW),
BB(QI-HR), or CC(Q2-ARW). F1 female legend key: Nuclear genotype: letters indicate the maternally
(first) and the paternally (second) inherited nuclear genotype; Cytotype: mitochondrial group+S-
symbionts (A: Arsenophonus, H: Hamiltonella, R: Rickettsia, W: Wolbachia). Thirteen to 17 individual
measures were obtained per type of F1 female and per plant.
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Oviposition choice according to the insect cytotype

We investigated the influence of the whiteflies’ cytotype on female plant choice for
oviposition between hibiscus and lantana. Oviposition choice is expressed here as the mean
proportion of eggs laid on lantana compared to the total number of eggs laid on the two plants
(Fig. 2). There was no effect of the experimental block factor [F(2,278) = 0.13, P = 0.88] and
no difference between genotypes for a given cytotype [F(6,296) = 0.82, P = 0.56]. In contrast,
there was a significant effect of the insect cytotype on oviposition plant choice [F(2,296) =
17.46, P < 0.001] : females with the cytotype Q1-HW laid a greater proportion of eggs on
hibiscus (around 80%) than on lantana (around 20%), while females with the cytotype Q1-HR
or Q2-ARW showed no oviposition preference, i.e., the average proportion of eggs laid on
hibiscus and lantana was merely 50%-50%. Most females (95%) laid eggs on a single leaf disk,
the one they were on at the end of the experiment, and only a few of them (5%) laid eggs on
both leaf disks (Fig. S2). Moreover, during this short-term time period (32h), females laid a
similar amount of eggs (mean, 5.62), whatever they had chosen hibiscus, lantana or both plants,
and whatever their cytotype or genotype, with one exception : females with the cytotype Q1-
HW not only chose lantana less often than hibiscus, but when they did, they laid less eggs
(mean, 3.55) than the ones choosing hibiscus (mean, 5.16) (P = 0.047) (Fig. S3).
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Figure 3. Effect of B. tabaci female nuclear genotype and cytotype on oviposition plant choice of
hibiscus vs lantana. Results are expressed as the average proportion of eggs laid on lantana compared
to the total number of eggs laid on the two plants over the course of a 32h trial. Measures were performed
on individual F1 females obtained from crosses of laboratory lines: AA(Q1-HW), BB(Q1-HR), or
CC(Q2-ARW). F1 females legend key: Nuclear genotype: letters indicate the maternally (first) and the
paternally (second) inherited nuclear genotype; Cytotype: mitochondrial group + S-symbionts (A:
Arsenophonus, H: Hamiltonella, R: Rickettsia, W: Wolbachia). The oviposition choice was investigated
from 31 to 37 individuals per type of F1 female. Significance: p<0.001: *** p>0.05: ns (Tukey’s test).
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Discussion

In the present study, we demonstrated that whitefly cytotype is a major determinant of
both females’ oviposition in no-choice experiments and oviposition behavior in choice
experiments. On the other hand, we didn’t find any influence of the insects’ genotype. We
acknowledge the possibility that these observations could result from genetic maternal effects,
such as the mother transmitting epigenetic states such as DNA methylation, or supplying eggs
with mRNA or proteins (English ef al., 2015). Apart from that, many other hidden players may
underlie these observations, as whiteflies’ cytotype shelters different entities, including the
mitochondria, the P-symbiont and the S-symbionts. However, differences due to potential
genetic and/or gene expression variability of the mitochondria or the P-symbiont between
cytotypes seem unlikely. Indeed, the whitefly mitochondrial genome (15.632 base pairs) has a
reduced gene content (37 genes, including 13 protein coding genes, 2 ribosomal RNAs and 22
transfer RNAs), mainly dedicated to cellular functions (e.g., ATP production, apoptosis or
cellular detoxification) (Wang et al., 2013). Additionally, previous comparisons performed on
the sequence concatenation of the 13 protein coding genes and the 2 ribosomal RNAs (12.595
base pairs) revealed low DNA divergence between Q1 and Q2 populations (0.15% to 1.09%)
(Vyskocilova et al., 2018). Similarly, analyses of the Portiera’s genome revealed similar
genomic features and metabolic capabilities within the Q1 group (Santos-Garcia et al., 2012;
Rao et al., 2015) and across the B. tabaci species complex (Zhu et al., 2019; Santos-garcia et
al., 2020; Zhu et al., 2021). These analyses also revealed the loss of gene regulatory elements
across the B. tabaci species complex (Zhu et al., 2019). Most of all, Q1-HW and QI-HR,
presumably the closest cytotypes considering their mitochondrial genome and P-symbiont
features, showed contrasting oviposition behavior, while Q1-HR and Q2-ARW were similar.
Cytotypes also differ in their S-symbionts composition. Therefore, it is very likely that
differences in traits and behaviors between cytotypes result from this composition. The overall
effect of the cytotype on whitefly oviposition behavior may result as the net effect of the entire
symbiotic community, or depend on the infection by a single S-symbiont species. Consistently
with this second hypothesis, the avoidance/acceptance of lantana for oviposition can only be
correlated to the absence/presence of the S-symbiont Rickettsia. Interestingly, Rickettsia was
recently found to increase B. tabaci attraction towards tomato plants infected with the Tomato
yellow leaf curl virus (Kliot et al., 2019). supporting the hypothesis that symbionts may affect

their host behavior.
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In no-choice experiments, oviposition was lower on lantana compared to hibiscus.
Lantana seems thus a less favorable host plant for B. fabaci compared to hibiscus, which can
be partially explained by lower amounts of the essential amino acids (EAAs) isoleucine,
leucine, phenylalanine and valine in this plant (Benhamou et al., 2021). We also showed that
oviposition differed between cytotypes on lantana while it was homogeneous on hibiscus,
indicating that the influence of the cytotype depends on the host plant species. Our results on
lantana are consistent with our previous reports (Benhamou et al., 2021): some cytotypes (Q1-
HR and Q2-ARW) laid more eggs on lantana than others (Q1-HW), which could be due to the
influence of the S-symbionts on their hosts’ free amino acid (AA) metabolism (Benhamou et
al., 2021).

In choice experiments, females with cytotype Q1-HW oviposited more frequently on
hibiscus than on lantana, while females with cytotype Q1-HR and Q2-ARW did not show plant
preference. Behavioral changes associated to symbionts may be attributable to the host’s
adaptive response to symbiont infection or the direct modification by the symbiont of its host
behavior. Here, the oviposition preference of females with cytotype Q1-HW towards hibiscus
could be an adaptive response of the whitefly driven by the lack of a cytotype facilitating the
utilization of lantana. Conversely, females with cytotypes Q1-HR and Q2-ARW, with no
apparent plant preference, may be less selective considering their relatively advantageous
cytotype. Similar observations have been made in the olive fruit fly B. oleae, in which
experimental manipulation of the gut bacterial consortium resulted in altered oviposition
behavior. Uninfected B. oleae showed less frequent oviposition on fruits, which may benefit
the insect by avoiding oviposition on food sources that are difficult to use in the absence of the
symbionts (Jose et al., 2019). It cannot be completely excluded that these observations are not
an adaptive response of the host to S-symbionts infection. Indeed, the fact that half of the
individuals of the cytotypes Q1-HR and Q2-ARW made non-optimal choice by choosing
lantana could be due to symbiont behavioral manipulation (driven by the symbiont benefit).
However, the presumed benefit for the symbiont remains elusive. We didn’t detect any
influence of the genotype, which suggests that there is no nuclear genetic variation in the host
response to the presence/absence of S-symbionts, contrary to what was previously described in
the close relative B. tabaci MEAMI1 (Middle East Asia Minor 1) species, in which the host
nuclear genotype conditions the fitness benefits associated to the infection by the S-symbiont

Rickettsia (Hunter et al., 2017).
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Mechanisms by which S-symbionts may influence B. fabaci oviposition behavior are
unknown to date. Studies on a broad spectrum of microorganisms suggest that symbionts may
influence their host behavior directly, through the production of a microbial signal (e.g. some
EAAs) able to interact with their hosts’ neurons or sensory organs or that are precursors of
neurotransmitters (Shropshire and Bordenstein, 2016; Lynch and Hsiao, 2019). Symbionts
could also influence their host behavior indirectly, through their effects on host physiological
functions (e.g., metabolism, immunity, endocrine system and pheromone production) that
ultimately influence the host nervous system (Shropshire and Bordenstein, 2016; Engl and
Kaltenpoth, 2018; Lynch and Hsiao, 2019). In D. melanogaster deprived of their gut bacteria,
feeding on a diet depleted in EAAs elicits preference for AA-rich food, while this behavior can
be rescued in flies inoculated with gut bacteria (Leitdo-Gongalves et al., 2017). Therefore, it
was proposed that flies are able to detect changes in their inner free EAA concentrations,
modulating their preference for AA-rich food. It was also proposed that D. melanogaster gut
bacteria could provide their host with EAAs, thereby modulating the nutritional status and
subsequent food preference for this insect (Leitdo-Gongalves et al., 2017). Similarly, S-
symbionts may influence B. fabaci oviposition behavior through their impact on their hosts’
amino acid metabolism and nutritional status (Rao et al., 2015; Opatovsky et al., 2018; Ren et
al.,2020; Wang et al., 2020; Benhamou et al., 2021). According to this hypothesis, the apparent
increased production of EAAs previously reported associated to Ql1-HR and Q2-ARW
cytotypes may explain why they show no preference between plants with high (i.e. hibiscus)
and low (i.e. lantana) amounts of these specific EAAs. Conversely, the lower level of EAAs
production in Q1-HW females may elicit preference for hibiscus. However, the mechanisms by
which insect could detect changes in internal free EAAs availability and subsequent changes in
behavior are not known.

In conclusion, this work shows that the host plant choice of B. tfabaci for oviposition is
determined by the insect cytotype, most likely by the S-symbionts community. Whether these
effects depend on single or multiple S-symbiont species is unknown to date, and further studies
should investigate the respective contribution of each S-symbiont to the host behavior. In this
perspective, recent studies have made encouraging advances in manipulating B. fabaci
symbiotic community by selectively eliminating S-symbionts using heat (Shan et al., 2019) or
antibiotic treatments (e.g, Shan et al., 2019; Zhao et al., 2019). Mechanisms by which S-
symbionts mediate the insect behavior remains also to be determined. Future investigations will
help in dissecting the molecular bases of whitefly behavior to accurately determine the

influence of S-symbionts during each of the host plant selection step (e.g., olfaction, probing).
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Further work should explore additional cytotype and plant combinations to determine to which
extent S-symbionts can mediate their hosts’ suitable plant range. Such directions would help to
better assess the potential role of symbionts in B. tabaci species complex ecological

diversification.
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Supplemental material
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Figure S1. Experimental procedure used for no-choice and choice experiments on F1 females,
using BA(Q1-HR) F1 females as an example. All experiments were performed on individual F1 females.
Oviposition choice was assessed by counting the number of eggs laid per female after 32 h on each plant
(n=31-27). Fecundity (number of eggs laid) was assessed over 7 days per F1 female after which the
female was removed from the Petri dish. The hatching rate was calculated as the ratio of larvae (observed
10 days after removing the female), over the total number of eggs laid per F1 female (see formula (a)
from main text) (n=13-17).
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Figure S2. Proportion of B. tabaci females laying eggs on both hibiscus and lantana according to
their genotype in a choice experiment. Most of females laid eggs on a single plant species. Colors
indicate the female’s position at the end of the experiment. Numbers above bars indicate absolute values
(number of females laying eggs on both plants / total number of females analyzed).
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Figure S3. Whitefly oviposition in hibiscus vs lantana choice experiments according to
their cytotype and genotype. (A) Number of eggs laid by whiteflies laying eggs exclusively
on hibiscus (left panel) or lantana (right panel). Each dot represents one measure for one female;
box length represents the interquartile range; whiskers indicate the lowest and largest data
points, excluding outliers. Black horizontal bars correspond to the median. The amount of eggs
laid on hibiscus or lantana according to females cytotype and genotype was analyzed using a
GLM (with a negative binomial error structure) (effect of the interaction between the plant
species and the insect cytotype: ¥*(2) = 11.72, P=0.0028; effect of the insect’s nuclear genotype
1 x%(6) = 3.62, P =0.73). To decipher the plant x cytotype interaction, letters above the boxes
indicate statistical groups determined by Tukey’s multiple comparison test (P < 0.05). (B)
Number of eggs laid by whiteflies ovipositing on both plants. Each panel corresponds to a
genotype, there was no data for genotype BC, as no female oviposited on both plants (Fig. S1).
Each dot pair corresponds to an individual female’s oviposition on hibiscus (Hib) and lantana
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(Lan). Colors indicate the female’s position at the end of the experiment. Measures were
performed on individual F1 females obtained from crosses of laboratory lines: AA(Q1-HW),
BB(Q1-HR), or CC(Q2-ARW). F1 female legend: Nuclear genotype: letters indicate the
maternally (first) and the paternally (second) inherited nuclear genotype; Cytotype:
mitochondrial group + S-symbionts (A: Arsenophonus, H: Hamiltonella, R: Rickettsia, W:

Wolbachia).
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1. Avant-propos

Dans les précédents chapitres, nous avons montré que le cytotype (le compartiment
cytoplasmique d’un individu, comprenant ses symbiotes et ses mitochondries) influence la
capacité de B. tabaci a exploiter les plantes (Chapitre 1), mais aussi son choix de plante pour
la ponte (Chapitre 2). Les différents cytotypes étudiés dans cette thése se différenciant par la
composition de leur cortege de symbiotes secondaires, nous avons émis I’hypothese que ces
symbiotes pourraient influencer la gamme de plantes hotes de B. tabaci, potentiellement a
travers leur impact sur le métabolisme des acides aminés de I’insecte.

Cette hypothese a été batie sur la base de I’analyse comparative des génomes de Portiera
et des symbiotes secondaires de B. tabaci, qui suggere que certains de ces derniers pourraient
contribuer a la biosyntheése d’acides aminés essentiels, en complémentant les voies de
métaboliques présentes chez le symbiote primaire (Figure 13). Plus particulicrement, le
symbiote secondaire Rickettsia a conservé le géne ilvE, codant pour I’enzyme réalisant la
réaction finale de la voie de biosynthése de I’isoleucine, de la leucine et de la valine (ILV),
absent du génome de Portiera (Chen et al., 2016) (Figure 13A). Ce gene est également absent
des génomes des symbiotes secondaires Arsenophonus (Zhu et al., 2021), Hamiltonella (Rao et
al., 2015) et Wolbachia (Zhu et al., 2021) (Figure 13A). Similairement, Hamiltonella a
conservé les génes de la voie de biosynthése de la lysine dapB, dapF et lysA, manquants ou
¢tant non fonctionnels chez Portiera (Rao et al., 2015) (Figure 13B). Les génes dapB et dapF,
mais pas lysA, sont également présents dans les génomes d’Arsenophonus (Zhu et al., 2021),
de Rickettsia (Chen et al., 2016) et de Wolbachia (Zhu et al., 2021) (Figure 13B). Ainsi,
contrairement a Hamiltonella, ces trois symbiotes secondaires ne peuvent pas totalement
complémenter la voie de biosynthése de la lysine de Portiera, qui nécessiterait 1’intervention
du gene /ys4 de I’hote. En effet, il est important de noter que les génes dapB, dapF et lysA sont
¢galement présents dans le génome de B. tabaci, qui les aurait acquis par transfert horizontal
(HTG ; Horizontally transferred gene) (Luan et al., 2015) (Figure 13B). B. tabaci possede
¢galement le gene eucaryote BCAT, susceptible d’assurer la méme fonction que le géne ilvE
(Chen et al., 2016) (Figure 13A).

Récemment, Bao et collaborateurs (Bao et al., 2021) ont montré que 1’¢limination
d’Hamiltonella par traitement antibiotique n’a pas d’impact sur la quantité de lysine libre dans
le corps de B. tabaci MEAMI, ni sur la densité symbiotique de Portiera et Rickettsia, ni sur
I’expression des geénes impliqués dans la voie de biosynthése de la lysine chez 1’hdte et ses

symbiotes. De plus, les auteurs ont démontré que les génes HTG dapB, dapF et lysA de B.
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tabaci sont fonctionnels par des expériences de complémentation fonctionnelle de mutants
knockout Escherichia coli pour ces trois genes. Par ailleurs, I’extinction de I’expression du géne
lysA par ARN interférence entraine une réduction de la quantité de lysine libre dans le corps de
I’insecte et de la densit¢ de Portiera et de Rickettsia. Au contraire, elle n’affecte pas
I’expression du geéne lysA d’Hamiltonella (la faible identité de séquence nucléotidique du géne
lysA entre B. tabaci MEAMI1 et Hamiltonella, 35,27%, permet une extinction ciblée de
I’expression du gene de I’insecte), ni la densité de ce symbiote. Ensemble, ces résultats
suggerent qu’Hamiltonella ne synthétise pas la lysine ou n’en synthétise qu’une faible quantité
pour ses propres bénéfices. Ces résultats indiquent également que la biosynthése de la lysine
disponible pour I’holobionte, est réalisée par la collaboration des genes de I’hote, de Portiera
et de Rickettsia (Bao et al., 2021). En ce qui concerne la biosynthése des ILV, on ne sait pas
encore si les génes de 1’hote (BCAT) ou de Rickettsia (ilvE) sont entieérement fonctionnels, ni si
et comment ils sont régulés. Ainsi, il est possible que lors d’une carence nutritionnelle en ILV
ou en lysine, les geénes issus de Rickettsia ou de 1’hote puissent complémenter les voies de
biosynthése de Portiera. Toutefois, les contributions respectives des symbiotes secondaires

et/ou de I’hdte a la biosyntheése de ces métabolites ne sont pas encore totalement €¢lucidées

Voie de biosynthése B Voie de biosynthése
de la Iysine

de I'isoleucine, de la
leucine et de la valine

ilvHI

iC

ilvD

leud
leuCD
leuCD
leuB
IIWE/BCAT

. Géne présent

D Géne absent ou non fonctionnel

HTG d’origine procaryote

Figure 13. Contenu génique de B. tabaci et de ses symbiotes pour les voies de biosynthése des acides
aminés essentiels isoleucine, leucine, valine et lysine. (A) Voie de biosynthése des acides aminés
branchés, I’isoleucine, la leucine et la valine ; (B) Voie de biosynthése de la lysine. Chaque carré
correspond a un géne (ou a deux genes correspondant a une seule activité enzymatique comme dans le
cas du couple ilvH et ilvl), les différents génes sont ordonnés de haut en bas dans 1’ordre d’intervention
dans la voie de biosynthése. HTG : Horizontally transferred gene, géne acquis par transfert horizontal.
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Afin de mieux comprendre le role des acides aminés ILV et lysine sur la physiologie de
I’holobionte, dans la premiere partie de ce chapitre, nous avons (i) analysé la conséquence de
carences nutritionnelles en ILV ou en lysine sur les traits phénotypiques de B. tabaci, et (if)
déterminé si et comment les symbiotes secondaires influencent les traits d’histoire de vie de
leurs hotes face a ces carences. Pour cela, nous avons élevé des femelles B. tabaci associées a
différents cortéges de symbiotes secondaires sur des milieux nutritifs artificiels carencés en ILV
ou en lysine, et analysé leur survie et leur capacité a produire des ceufs dans ces différentes
conditions nutritives. Chez B. fabaci, peu d’études ont ét¢ menées sur des milieux dont la
composition en acides aminés est controlée. Les expériences présentées dans ce chapitre ont pu
étre réalisées grace au milieu « Ap3 » (Acyrtosiphon pisum 3, Febvay et al., 1987), développé
par le laboratoire BF2i pour le puceron du pois A. pisum, un hémiptere phloémophage
physiologiquement proche de B. tabaci. Le milieu Ap3 est un milieu dit ‘complet’ : il contient
des acides aminés des vitamines, des minéraux et des sucres. Sa composition est strictement
contrblée, ce qui signifie qu’il est possible d’en €laborer des versions carencées en nutriments
spécifiques. Ce travail a notamment été réalisé par Océane Chanel, que j’ai co-encadré lors de
son stage de Master 1 au laboratoire (Master Biodiversit¢, Ecologie, Evolution, Lyon 1, Avril-

Mai 2021).

Dans la seconde partie de ce chapitre, nous avons voulu optimiser le milieu Ap3 pour
I’¢levage de B. tabaci. Pour cela, nous avons €labor¢ le milieu « Btl » (Bemisia tabaci 1), dont
la composition en acides aminés est dérivée du profil en acides aminés totaux de B. fabaci,
déterminé par analyse HPLC. Nous avons analys¢ la survie et la capacité de B. tabaci a produire
des ceufs sur le milieu Btl et comparé ces résultats a des données obtenues sur le milieu Ap3
ou sur I’hibiscus, une plante choisie en tant que référence de régime alimentaire

particulierement favorable a 1’élevage de B. tabaci (Benhamou et al., 2021).
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2. Matériels et méthodes

2.1. Lignées

Dans ce chapitre, nous avons utilisé trois lignées de B. tabaci contenant différentes
compositions de symbiotes secondaires, appartenant aux groupes Q1 ou Q2 de I’espece
Méditerranéenne (MED) (Tableau 7). Ces lignées ont été maintenues en cages d’élevage sur
plant  d’hibiscus en  conditions  climatiques  controlées en  termes  de
photopériode [lumiere(h)/obscurité(h) : 14/10], d’humidité relative (70%), et de
température (25°C). Les croisements entre lignées et toutes les expériences ont été réalisés dans

ces mémes conditions.

Tableau 7. Lignées de B. tabaci utilisées dans cette étude.

i Cytotype Informations de collecte
L Génotype
Lignée nucléaire Groupe Symbiotes Année Localité Plante
mitochondrial secondaires® (Pays)
AA(QI-HW) AA Q1 HW 2012 Tympaki Aubergine
(Grece) Solanum sp.
BB(Q1-HR) BB Ql HR 2012  Les Ponts-de-Cé Mandevilla
(France) Mandevilla sp.
CC(Q2-ARW) CC Q2 ARW 2018 Lyon Lantana
(France) Lantana camara

2 A: Arsenophonus, H: Hamiltonella, R: Rickettsia, W: Wolbachia.

2.2. Production des femelles F1 pour les mesures phénotypiques sur les milieux Ap3
carencés en acides aminés

Afin d’étudier I'influence des symbiotes secondaires sur les traits phénotypiques de
femelles B. tabaci €élevées sur des milieux carencés en ILV ou en lysine, nous nous sommes
focalisés sur deux lignées, AA(QI-HW) et CC(Q2-ARW), soit une lignée infectée par
Hamiltonella, mais pas par Rickettsia, et une lignée infectée par Rickettsia, mais pas par
Hamiltonella. De maniére a s’affranchir d’une potentielle influence du génotype nucléaire sur
les traits phénotypiques de B. tabaci, nous avons réalisé des croisements réciproques entre ces
deux lignées. Ces croisements ont produit des femelles F1 hybrides AC(Q1-HW) et CA(Q2-
ARW), partageant le méme génotype hybride (AC et CA), mais associées a des cytotypes
différents (Q1-HW ou Q2-ARW) (Tableau 8). Nous avons également fait des croisements
intra-lignées pour servir de controle des lignées parentales AA(Q1-HW) et CC(Q2-ARW)
(Tableau 8).
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Tableau 8. Génotype nucléaire et cytotype des femelles F1 B. tabaci °.

Meére (F0)
AA(QI1-HW) CC(Q2-ARW)
Pére A(Q1-HW) AA(Q1-HW) CA(Q2-ARW)
(F0)’ C(Q2-ARW) AC(Q1-HW) CC(Q2-ARW)

“ Identification des femelles F1: Génotype Nucléaire(Cytotype); Génotype nucléaire: la premiere lettre indique le
génotype nucléaire hérité de la mere, la seconde lettre identique le génotype nucléaire hérité du pére ; Cyotypte :
groupe mitochondrial + symbiotes secondaires ; symbiotes secondaires : A : Arsenophonus; H : Hamiltonella ; R
: Rickettsia ; W : Wolbachia.

b Le génotype des péres FO (A ou C) n’est indiqué que par une seule lettre étant donné que les méles B. tabaci sont
haploides.

Pour cela, nous avons suivi la procédure développée dans le premier chapitre de ce
manuscrit (Chapitre 1, Benhamou ef al, 2021) (protocole expérimental : Figure 14).
Briévement, des males et des femelles des deux lignées parentales élevés sur hibiscus ont été
transférés sur disque foliaire d’hibiscus en boite de Petri (2% Agar) pour s’y accoupler et pondre
pendant une semaine. Le développement des larves a été suivi quotidiennement de manicre a
collecter des males et des femelles adultes (FO) vierges (< Sh aprés 1’émergence). Les
croisements, pour produire les femelles F1, ont été effectués en boite de Petri sur disque foliaire
d’hibiscus, en regroupant 15 males et 15 femelles FO pendant une semaine pour qu’ils s’y

accouplent et pondent.

Génération 0 Génération 1 Génération 2
Synchronisation des lignées parentales Femelles et males vierges F0 Femelles vierges F1
Lignée maternelle Accouplement
CC(Q2-ARW) et ponte
1o
9 + d‘ Accouplement
et ponte
L
— — Qcc@2ArW) 159 + 158
Lignée paternelle —_— QCA(QZ-ARW)
AA(Q1-HW) 9 + d‘ / ——
& Hibiscus
# W_ # 6 A(Q1 'HW) Boite de Petri
Hibiscus
Boite de Petri
Hibiscus
Elevages

Figure 14. Procédure expérimentale utilisée pour la production de femelles hybrides F1. Un
exemple est présenté, celui de I’obtention des femelles F1 CA(Q2-ARW).
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2.3. Milieux nutritifs artificiels

2.3.1. Milieu Ap3 complet et carencé en acides aminés, en ILV, ou en lysine

Le milieu Ap3 est un milieu nutritionnel artificiel initialement optimisé pour 1’¢levage
du puceron du pois 4. pisum (Febvay et al., 1987), puis adapté a 1’élevage d’un autre hémipteére
phloémophage, Phenacoccus manihoti, la cochenille du manioc (Calatayud et Rahbé, 1998;
Calatayud, 2000). Il a été depuis utilisé pour I’¢levage d’un grand nombre d’insectes hémiptéres
phloémophages (plus de 300 références trouvées dans le moteur de recherche Google Scholar
avec les mots-clefs : [(insect* OR aphid*) AND ("Ap3" AND "Diet")]). La composition du
milieu Ap3 est contrdlée : il contient du saccharose en grande quantité, de manicre a mimer la
seve phloémienne des plantes, des vitamines et sels minéraux en traces, et les 20 acides aminés
protéinogeénes (Tableau 9). La particularité du milieu Ap3 est que sa composition en acides
aminés est inspirée de la composition en acides aminés totaux du puceron du pois 4 pisum,
c’est-a-dire, la somme de tous les acides aminés présents dans le corps du puceron (acides
aminés sous forme libre, peptidique et protéique). Cette spécificité a permis d’améliorer le
développement d’A. pisum sur milieu artificiel en comparaison a des milieux artificiels
précédemment utilisés (Febvay et al., 1987), qui étaient inspirés a la composition de la seve
phloémienne des plantes. A partir de ce milieu, nous avons produits les milieux Ap3ILV" et
Ap3Lys’, carencés respectivement en ILV ou lysine. Nous nous sommes focalisés sur ces acides
aminés essentiels car 1’analyse du génome des symbiotes secondaires de B. tabaci suggere que
certains d’entre eux pourraient contribuer a la biosynthese de ces nutriments, en complémentant
les voies de biosynthése de Portiera. Nous avons également ¢laboré un troisieme milieu, sans
aucun acide aminé (Ap3AA"), de maniere a pouvoir différencier 1’effet du retrait d’(un) acide(s)

aminé(s) spécifique(s) (lysine ou ILV), du retrait de tous les acides aminés.
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Tableau 9. Composition du milieu nutritif artificiel complet Ap3.

Acides aminés Quantité Acides aminés Quantité Vitamines Quantité Minéraux ef autres Quantité
essentiels (mmol/L) non essentiels (mmol/L) (mg/100mL) (mg/100mL)
Arginine 14,06 Alanine 20,06 Acide Folique 1 CuSO4 5H20 0,47
Histidine 6,49 Alanine-f§ 0,7 Acide L-Ascorbique 100 FeClI3 6H20 4,45
Isoleucine 12,56 Asparagine 19,88 Acide p-Aminobenzoique 10 MnCl12 4H20 0,65
Leucine 17,65 Aspartate 6,63 Nicotinamide 10 NaCl 2,54
Lysine 19,22 Cystéine 2,44 Biotine 0,10 ZnCI2 0,83
Meéthionine 4,85 Glutamate 10,15 Chlorure de Choline 50 Citrate de Calcium 10
Phénylalanine 17,83 Glutamine 30,49 Panthothénate de Calcium 5 Benzoate de Cholestérol 2,5
Thréonine 10,67 Glycine 22,19 Inositol anhydre 42 MgS04 7H20 242
Tryptophane 2,09 Ornithine 0,56 Pyridoxine hydrochloride 2,50 KH2PO4 250
Valine 16,29 Proline 11,23 Riboflavine 0,50 Saccharose 20 000
Sérine 11,83 Thiamine hydrochloride 2,50 Eau déionisée 100 000
Tyrosine 2,13

2.3.2. Elaboration du milieu Btl

Afin d’élaborer un milieu artificiel optimisé pour 1’élevage de B. tabaci nous avons
adopté la stratégie employée par Febvay et ses collaborateurs pour le développement du milieu
Ap3 (Febvay et al., 1987). Pour cela, nous avons analysé¢, par HPLC, le profil en acides aminés
totaux de B. fabaci, et utilisé ces données pour ¢élaborer le milieu Btl. Pour tenir compte
d’éventuelles variations dans le profil en acides aminés totaux entre lignées de B. tabaci, nous
nous sommes basés sur le profil moyen des trois lignées AA(Q1-HW), BB(Q1-HR) et CC(Q2-
ARW) (Tableau 7).

Extraction des acides aminés totaux

Pour chacune de ces trois lignées, les acides aminés totaux ont été extraits a partir de 3
groupes de 5 femelles collectées sur disque foliaire d’hibiscus 7 jours apres I’émergence, en
utilisant le protocole développé dans la premiere partie de ma thése (Benhamou et al., 2021).
Les échantillons ont été broyés mécaniquement (TissueLyser, Qiagen, Hilden, Germany) avec
des billes en acier (1,4mm) pendant 1 min a 20Hz dans 200 uLL d’eau ultra-pure avec 5 nmol de
norvaline utilisée en tant que standard interne. Cinquante microlitres de cet homogénat brut ont
¢été hydrolysés sous vide (22h, 115°C) avec 200uL de solution HCI 6N + 5% (w/v) phénol, puis
séchés sous vide. Les échantillons ont été stockés a -20°C puis homogénéisés dans 100uL d’eau

ultra-pure pour 1’analyse.
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Analyse HPLC du profil en acides aminés totaux de B. tabaci

La quantification des acides aminés totaux a été réalisée par analyse HPLC (High
Performance Liquid Chromatography, Chromatographie en phase Liquide a Haute
Performance) (Agilent 1100 ; Agilent Technologies) avec une cartouche de garde et une
colonne C18 en phase inverse (Zorbac Eclipse-AAA 3,5um, 150 x 4,6mm, Agilent
Technologies), d’apres la procédure spécifiquement développée pour ce systéme (Henderson et
al., 2000) et adaptée par la suite aux tissus de pucerons (Rabatel et al., 2013; Simonet ef al.,
2016). Le processus de dérivatisation, a température ambiante, a été automatis¢ a l'aide de
I'échantillonneur automatique Agilent 1313A. La détection a été réalisée par un détecteur de
fluorescence réglé a 340nm de longueur d’ondes d’excitation, et 450 nm de longueur d’ondes
d’émission (266/305nm pour la proline). Dans ces conditions, les réactions d’oxydation de la
cystéine peuvent conduire a plusieurs formes de cet acide aminé qui ne permet pas sa détection
et sa quantification précise. Par ailleurs, 1’étape d’hydrolyse lors de 1’extraction des acides
aminés protéiques entraine 1’hydrolyse de l’asparagine (Asp) en aspartate (Asp) et de la
glutamine en (Gln) en glutamate (Glu). Ces acides aminés sont alors détectés sous un signal
commun Asx (Asp+Asn) et Glx (GIn+Glu). Enfin, I’étape d’hydrolyse entraine une dégradation
du tryptophane, qui ne peut pas €tre détecté par cette méthode. Ainsi, seuls 16 acides aminés
ont été quantifiés. Le facteur de réponse de chaque acide aminé a été déterminé en utilisant un
mélange standard de 250uM d’acides aminés. Ces analyses ont été réalisées avec le logiciel

ChemStation pour LC 3D Systems.
Composition en acides aminés du milieu Btl

La composition en acides aminés du milieu nutritif artificiel Btl a été déterminée de
maniere a conserver la concentration molaire totale en acides aminés du milieu Ap3 (260 mM),
mais avec une répartition des acides aminés différente, dérivée du profil en acides aminés totaux
moyen de B. tabaci. Les concentrations molaires de 1’alanine-p (0,70mM), de la cystéine
(2,44mM), de I’ornithine (0,56mM) et du tryptophane (2,09mM) n’ont pas ét¢ modifiées. En
effet, 1’alanine-f, la cystéine et le tryptophane ne sont pas détectables par notre méthode
d’analyse, et I’ornithine est un acide aminé synthétique naturellement absent du corps de
I’insecte. La concentration molaire totale restante (254,21mM) a été répartie entre chaque acide
aminé individuel d’aprés leur proportion relative dans le corps de B. tabaci. Notre méthode
d’analyse n’ayant pas permis de déterminer le contenu individuel d’Asn, d’Asp, de Gln et de

Glu chez B. tabaci, nous avons conservé les ratios Asn : Asp (3,00) et Gln : Glu (3,00) du milieu
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Ap3. Ces ratios ont été appliqués aux concentrations molaires d’Asx (23,38mM) et de GIx
(35,66mM) du milieu Bt1 pour en déduire les parts d’Asn (17,53mM), d’Asp (5,85mM), de GIn
(26,75mM) et de Glu (8,91mM).

2.4. Mesures phénotypiques sur les milieux nutritifs artificiels

Le systéme expérimental utilis¢é pour les mesures phénotypiques sur les milieux
artificiels se compose du couvercle et du fond d’une boite de Petri (diamétre : 55mm) (Figure
15). Le couvercle est percé d’une ouverture circulaire (diametre : 25mm) (Figure 15A). Cette
ouverture est recouverte d’une premiére couche de Parafilm® (Figure 15B), sur laquelle est
dépos¢ 80uL de milieu artificiel (Figure 15C). Ensuite, une seconde couche de Parafilm® est
étirée sur la premiére de maniére a créer une poche hermétique contenant la solution nutritive
(Figure 15D-E). L’ensemble du matériel (boite de Petri et Parafilm®) est trait¢ aux UV et le
systéme est assemblé en conditions stériles. Ce dispositif mime la structure d’une feuille
renfermant le phloéme entre deux couches de tissu végétal. L insecte se nourrit par succion a

travers le Parafilm® a ’aide de ses piéces buccales (stylet) (Figure 15F-G).

Milieu nutritif artificiel

Parafilm ®

¢ I— Boite de Petri

55 mm

Figure 15. Dispositif expérimental utilisé pour les mesures phénotypiques sur les milieux nutritifs
artificiels. Les insectes sont placés dans un systéme clos ou ils peuvent se nourrir d’un milieu nutritif
artificiel liquide scellé entre deux couches de Parafilm ®. (A-E) Assemblage du dispositif expérimental
; (F) B. tabaci s’alimentant sur milieu artificiel ; (G) schéma du dispositif expérimental.
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La survie de B. tabaci et sa capacit¢ a produire des ceufs sur les milieux nutritifs
artificiels Ap3, Ap3AA", Ap3ILV™ et Ap3Lys™ ont été analysées chez les femelles F1 AA(Q1-
HW), AC(Q1-HW), CA(Q2-ARW) et CC(Q2-ARW) (Tableau 8). Ces mémes mesures ont été
réalisées sur les milieux Btl et Ap3 ainsi que sur I’hibiscus, mais en se focalisant sur la lignée
CC(Q2-ARW) (Tableau 7). Pour toutes ces mesures, des femelles vierges (<S5h apres
I’émergence) élevées sur hibiscus en boite de Petri ont été collectées et placées individuellement
sur un milieu artificiel ou sur un nouveau disque foliaire d’hibiscus. Ces femelles ont ensuite
¢été séparées en deux lots. La survie des femelles du premier lot a été controlée quotidiennement
jusqu’a la mort de tous les individus. Les milieux artificiels et les disques foliaires ont été
renouvelés tous les 7 jours (8 a 16 répétitions par modalit€). Les ceufs pondus par les femelles
du second lot ont été dénombrés sous une loupe binoculaire 7 jours apres le début de
I’expérience. Ces mémes femelles ont ensuite ét¢ disséquées (Figure 16A) dans une solution
de PBS (phosphate-buffered saline) pour déterminer le nombre d’ceufs contenus dans leur
abdomen (Figure 16B), et calculer le nombre total d’ceufs produits par femelle (nombre d’ceufs

pondus + nombre d’ceufs contenus dans 1’abdomen) (5 a 20 répétitions par modalité).

Figure 16. Dissection d’une femelle B. fabaci. (A) L’abdomen est séparé du thorax et est ouvert dans

sa longueur au niveau des lignes en pointillés a 1’aide de minuties. (B) Contenu de 1’abdomen. Téte de
fleche blanche : ceufs ; téte de fleche rouge : bactériocytes (en jaune) dans la partie basale des ceufs.

105



Chapitre 3

2.6. Analyses statistiques

L’analyse statistique des données a été réalisée en utilisant le logiciel R (R Development

Core Team 2011; http://www.R-project.org). La survie des femelles F1 élevées sur les milieux

Ap3 et Ap3 carencés en acides aminés a été analysée avec un modele a risque proportionnel de
Cox (Cox, 1972) (package R survival, Therneau, 2021). Le nombre total d’ceufs produits par
ces femelles a été analysé avec un modele linéaire généralisé (GLM) (avec une fonction de lien
log et une structure d’erreur binomiale négative). Ces deux modeles integrent comme effets
fixes (7) le type de milieu artificiel testé (Ap3, Ap3AA~, Ap3ILV ou Ap3Lys), (ii) le cytotype
de I’insecte (Q1-HW ou Q2-ARW), et (iii) son génotype (AA, AC, CA ou CC ; hiérarchisé dans
le cytotype). La survie des femelles CC(Q2-ARW) sur les milieux Btl, Ap3 et sur I’hibiscus a
¢été analysée avec un test de log-rank (package R survival). Le nombre d’ceufs pondus, contenus
dans I’abdomen et produits par ces femelles a été analysé avec des GLM (avec une fonction de
lien log et une structure d’erreur binomiale négative). Lorsqu’elles ont été nécessaires, des
comparaisons multiples entre les modalités d’un facteur ont été réalisées avec un test de Tukey

(Tukey, 1949) (package emmeans, Russell, 2020).
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3. Résultats
3.1. Mesures phénotypiques sur les milieux Ap3 carencés en acides aminés

Mesures de survie

L’analyse des données n’a pas révélé¢ d’effet statistiquement significatif de la
composition du milieu sur la survie de B. tabaci [¥*(3) = 7,58 ; P = 0,056] (Figure 17).
Toutefois, nous observons des tendances : le retrait de tous les acides aminés semble avoir un
effet négatif sur la survie de B. tabaci, qui est plus faible sur le milieu Ap3AA™que sur le milieu
Ap3 (rapport des risques : 1,26 ; intervalle de confiance 95% [0,84 ; 1,89]). A I’inverse, le retrait
spécifique de I’isoleucine, de la leucine et de la valine semble avoir un effet positif sur la survie
des femelles, qui est plus élevée sur le milieu Ap3ILV™ que sur le milieu Ap3 (rapport des
risques : 0,71 ; intervalle de confiance 95% [0,47 ; 1,07]) (Figure 17). D’une manicre générale,
la survie est meilleure sur le milieu Ap3ILV" que sur tous les autres milieux, et elle est moins
bonne sur le milieu Ap3AA™ que sur tous les autres milieux. Nous n’avons pas détecté d’effet
du cytotype de I’insecte [¢*(1) = 0,00030 ; P = 0,98], ni de différence entre génotypes [¢*(2) =
4,52 ; P=0,10]. Il n’y a pas non plus d’interaction entre la composition du milieu nutritif et le
cytotype [%*(3) =3,15 ; P=0,37], ou entre la composition du milieu nutritif et le génotype [}*(6)
=3,71;P=0,72].

100 Figure 17. Survie de B. tabaci en

Milieu nutritif
— Ap3 fonction de la composition du
— Ap3AA milieu artificiel. Les nombres en
& - Ap3ILV- couleur au niveau des courbes de
< -~ Ap3Lys’ survie indiquent le nombre de
E 50 répétitions par milieu (toutes les
g femelles F1 confondues). Ap3:
n milieu artificiel complet contenant
25 tous les acides aminés ; Ap3AA :
milieu Ap3 sans acides amings ;
. . Ap3ILV':  milieu Ap3  sans

40 isoleucine, leucine et valine;
Ap3Lys™ : milieu Ap3 sans lysine.
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Mesures de fécondité

De maniere générale, le nombre d’ceufs pondus sur les milieux artificiels est nul ou
faible. En effet, 42% des femelles n’ont pas pondu, et les 58% restantes ont pondu en moyenne
5,8 ceufs (Figure 18A). Ces résultats obtenus sur des milieux artificiels différent grandement
de nos précédentes observations sur plante. En effet, sur une méme période (7 jours), B. tabaci
pond en moyenne une trentaine d’ceufs sur hibiscus sur les trois lignées utilisés dans ce travail
(Benhamou et al., 2021). 1l est possible que sur ces milieux nutritifs artificiels, les femelles B.
tabaci (i) refusent de pondre leurs ceufs et/ou (ii) soient physiologiquement limitées dans leur

capacité a en produire.

Afin vérifier cette deuxiéme hypothese, ces mémes femelles ont ét¢ disséquées au terme
des 7 jours de ponte pour déterminer le nombre d’ceufs contenus dans leur abdomen (Figure
18B). Nos résultats indiquent que B. tabaci est capable de produire des ceufs, puisque les
femelles posseédent en moyenne 9,4 (SE : 0,8) ceufs dans leur abdomen sur le milieu Ap3AA",
jusqu’a 14,3 ceufs en moyenne (SE: 0,9) sur le milieu Ap3 complet. Ces résultats sont
comparables a de précédentes observations réalisées chez des femelles des trois lignées utilisées
dans cette thése élevée sur I’hibiscus, dont I’abdomen contient en moyenne une dizaine d’ceufs

(chez les trois lignées de B. tabaci, Sylvain Benhamou, observations personnelles).

Pour obtenir une vue d’ensemble de la capacité de B. tabaci a produire des ceufs, nous
avons calculé le nombre total d’ceufs produits par femelle (nombre d’ceufs pondus + nombre
d’ceufs contenus dans I’abdomen) (Figure 5C). Il y a un effet statistiquement significatif de la
composition du milieu sur le nombre total d’ceufs produits par femelle [¥*(3) = 37,82 ; P <
0,001]. Le nombre total d’ceufs produits est le plus élevé sur le milieu Ap3 complet (moyenne :
18,2 ; SE : 1,0), tandis qu’il est le plus faible sur le milieu Ap3AA™ (moyenne : 9,7 ; SE : 0,9),
et a un niveau intermédiaire sur les milieux Ap3ILV™ (moyenne : 13,8 ; SE : 1,0) et Ap3Lys
(moyenne :12,7 ; SE : 0,9) (P <0,05) (les comparaisons 2 a 2 des milieux sont indiquées sur la
Figure 18C). Ces résultats indiquent que les apports nutritionnels en lysine et en isoleucine,
leucine et/ou valine sont importants pour la production des ceufs chez B. tabaci. En revanche,
il n’y a pas d’effet statistiquement significatif du cytotype de I’insecte [y*(1) =3,25 ; P=0,072],
de différence entre génotypes au sein de chaque cytotype [¥*(3) = 0,67 ; P = 0,88], ni
d’interaction entre la composition du milieu nutritif et le génotype [¥*(6) = 5,17 ; P =0,52]. Il
n’y a pas non plus d’interaction entre la composition du milieu et le cytotype [¥*(3) =4,75; P

= 0,19]. Toutefois, le nombre total d’ceufs produits sur le milieu Ap3ILV" semble plus élevé
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chez les femelles du cytotype Q2-ARW (moyenne : 16,2 ; SE : 1,5) que chez celles du cytotype
QI1-HW (moyenne : 11,1 ; SE : 1,2). Ces observations suggerent une influence marginale du
cytotype sur la capacité de B. tabaci a produire des ceufs lors d’une carence alimentaire en ILV

(taille d’effet (Cohen’s d): 0,33 ; intervalle de confiance 95% [0,085 ; 0,57]).
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Figure 18. Capacité de B. tabaci a produire des ceufs sur milieu Ap3 carencé en acides aminés en
fonction du cytotype et du génotype de I’insecte. (A) Nombre d’ceufs pondus, (B) contenus dans
I’abdomen et (C) total des ceufs produits (pondus + contenus dans I’abdomen) par femelle au terme des
7 jours d’expérience. Chaque point représente une mesure pour une femelle, les barres horizontales a
I’intérieur des diagrammes en boites correspondent a la valeur médiane et la longueur des boites
représente I’intervalle interquartile. Les moustaches s’étendent jusqu’aux valeurs de données les plus
hautes et les plus basses dans un intervalle égal a 1,5 fois I’intervalle interquartile a partir du haut et du
bas des boite (n =5 a 15 mesures par modalité). Toutes les mesures ont été réalisées sur des femelles F1
obtenues par croisement a partir de deux lignées de laboratoire AA(Q1-HW) et CC(Q2-ARW). Femelles
F1 : génotype nucléaire : la premiére lettre indique le génotype nucléaire hérité de la meére, la seconde
lettre indique celui hérit¢ du pere; cytotype: groupe mitochondrial (Q1 ou Q2) + symbiotes
secondaires (A : Arsenophonus ; H : Hamiltonella ; R : Rickettsia ; W : Wolbachia). Milieux artificiels :
Ap3 : milieu nutritif artificiel complet contenant tous les acides aminés ; Ap3AA™: milieu Ap3 sans
acides aminés ; Ap3ILV™: milieu Ap3 sans isoleucine, leucine et valine ; Ap3Lys™: milieu Ap3 sans
lysine. Les lettres au-dessus des diagrammes en boites dans le cadran (C) indiquent I’appartenance a un
groupe statistique donné déterminé par comparaisons multiples (Test de Tukey, P < 0.05).
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En conclusion, le nombre d’ceufs pondus ou le nombre d’ceufs produits (= pondus +
contenus dans I’abdomen des femelles) par B. tabaci sur les différents milieux artificiels testés
est inférieur aux 30 ceufs pondus ou aux 40 ceufs produits en moyenne sur I’hibiscus par les
trois lignées utilisées dans cette thése (Sylvain Benhamou, observations personnelles). Ces
résultats suggerent que 1’¢levage de B. tabaci sur le milieu Ap3 et ses dérivés impacte de
manicre potentiellement non exclusive deux paramétres : (i) le comportement de ponte de

I’insecte et (ii) sa capacité a produire des ceufs.

3.2. Elaboration du milieu nutritif artificiel Bt1

Bien que le milieu Ap3 complet soit plus adapté a la production des ceufs que les trois
milieux Ap3 carencés en acides aminés, il ne semble pas optimal pour B. tabaci car le nombre
d’ceufs produits sur ce milieu (moyenne : 18,2 ; SE : 1,0) est bien inférieur au nombre d’ceufs
produits sur I’hibiscus (40 en moyenne, Sylvain Benhamou, observation personnelle.). Ce
constat nous a encouragé a retravailler la formulation du milieu Ap3 afin de I’optimiser pour B.
tabaci. Nous avons ainsi ¢laboré le milieu Bt1, dont la composition en acides aminés est dérivée
du profil en acides aminés totaux moyen de B. fabaci (Tableau 10). Ce profil est exprimé en
pourcentage relatif de chaque acide aminé individuel par rapport au contenu total en acides
aminés de I’insecte, toutes lignées confondues. Par exemple, 1’arginine représente 4,65% du

contenu total en acides aminés de B. tabaci.

Tableau 10. Profil en acides aminés totaux de B. tabaci, déterminé par analyse HPLC sur
des groupes de femelles des trois lignées AA(Q1-HW), BB(Q1-HR) et CC(Q2-ARW) (n=3
groupes de 5 femelles par modalité) (% relatif, moyenne + écart-type).

. . . Lignée Profil
Acide aminé p

AA(Q1-HW) BB(Q1-HR) CC(Q2-ARW) moyen

Essentiel Arginine 4,69 + 0,11 4,62 £ 0,10 4,65 =+ 0,25 4,65
Histidine 2,61 + 0,17 2,50 £ 0,05 2,86 £ 0,14 2,66

Isoleucine 519 + 0,25 518 + 0,12 522 + 0,13 5,20

Leucine 7,00 + 0,21 697 + 0,13 7,17 £ 0,21 7,05

Lysine 6,80 + 0,31 7,08 £ 0,28 7,86 £+ 0,75 7,25

Methionine 1,31 + 0,22 1,53 + 0,37 1,87 + 0,20 1,57

Phenylalanine 400 == 0,12 395 + 0,08 3,79 = 0,14 391

Thréonine 4,64 + 0,14 4,69 =+ 0,07 491 £+ 0,25 4,75

Valine 6,08 + 0,10 5,87 + 0,07 6,24 =+ 0,10 6,06

Non Alanine 9,68 £+ 0,65 9,40 + 0,11 10,10 + 0,53 9,73
essentiel Asx? 8,95 =+ 0,13 9,01 + 0,18 901 =+ 0,17 8,99
Glx¢ 1421 =+ 1,31 14,57 + 024 12,36 £ 0,61 13,71

Glycine 9,02 =+ 047 8,54 + 0,25 8,85 + 0,12 8,80

Proline 542 + 0,12 6,38 + 0,44 4,99 + 1,08 5,60

Serine 6,51 + 0,27 6,21 £ 0,38 6,29 =+ 0,46 6,34

Tyrosine 390 + 049 347 += 0,12 383 + 0,26 3,73

“Profil moyen des trois lignées utilisé pour 1’élaboration du milieu Bt
b Asx: aspartate + asparagine
¢ Glx: glutamate + glutamine
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Le milieu Btl posséde la méme concentration molaire totale en acides aminés que le

milieu Ap3 (260mM), mais avec une répartition de chaque acide aminé différente (Tableau

11), correspondant a leur pourcentage relatif dans le profil moyen de B. tabaci (Tableau 10).

Les changements les plus importants par rapport a la composition du milieu Ap3 concernent

I’acide aminé essentiel phénylalanine (-44%) et les acides aminés non essentiels glutamine (-

46%), alanine (+23%), proline (+27%), serine (+36%) et tyrosine (+345%).

Tableau 11. Composition en acides aminés des milieux nutritifs artificiels Ap3 et Btl.

Ap3
Acide aminé Masse molaire ~Concentration  Concentration Concentration  Concentration Ratio
(g/mol) molaire massique molaire massique Bt1/Ap3
(mmol/L) (mg/100 mL) (mmol/L) mg/100 mL

Essentiel Arginine 174,20 14,06 24493 11,83 206,01 0,84
Histidine 209,63 6,49 136,05 6,75 141,53 1,04
Isoleucine 131,18 12,56 164,76 13,21 173,35 1,05
Leucine 131,18 17,65 231,53 17,91 235,00 1,01

Lysine 182,65 19,22 351,05 18,42 336,38 0,96
Méthionine 149,21 4,85 72,37 3,99 59,57 0,82
Phénylalanine 165,19 17,83 294,53 9,95 164,34 0,56
Thréonine 119,12 10,67 127,10 12,07 143,75 1,13
Tryptophane 204,23 2,09 42,68 2,09 42,68 1,00

Valine 117,15 16,29 190,84 15,42 180,64 0,95

Non essentiel ~ Alanine 89,09 20,06 178,71 24,73 220,28 1,23
Alanine-f 89,10 0,70 6,24 0,70 6,24 1,00
Asparagine 150,14 19,88 298,48 17,14 257,39 0,86
Aspartate 133,11 6,63 88,25 5,72 76,10 0,86
Cystéine 121,16 2,44 29,56 2,44 29,56 1,00
Glutamate 147,13 10,15 149,34 8,71 128,10 0,86
Glutamine 146,15 30,49 445,61 26,15 382,25 0,86
Glycine 75,07 22,19 166,58 22,38 167,99 1,01
Ornithine 168,62 0,56 9,44 0,56 9,44 1,00

Proline 115,13 11,23 129,29 14,23 163,86 1,27

Serine 105,09 11,83 124,32 16,11 169,33 1,36
Tyrosine 181,19 2,13 38,59 9,49 171,91 4,45

3.3. Mesures phénotypiques sur le milieu Bt1

L’adéquation du milieu Btl pour I’¢élevage de B. tabaci a été évalué chez des femelles

de la lignée CC(Q2-ARW) (Tableau 7). La survie de ces femelles et leur capacité a produire

des ceufs sur le milieu Btl ont été comparées a des données obtenues simultanément sur le

milieu Ap3 et sur hibiscus.

I n’y a pas d’effet statistiquement significatif du type de régime alimentaire sur la survie

des femelles [%*(2) =2,80 ; P =0,2] (Figure 19). Ainsi, la modification de formulation du milieu

Ap3 pour ¢élaborer le milieu Btl n’a pas eu d’incidence sur la survie des individus, et les

résultats obtenus sur ces milieux sont comparables a ceux obtenus sur I’hibiscus.
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100 Régime alimentaire  Figure 19. Survie de B. tabaci sur
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Il y a un effet statistiquement significatif du régime alimentaire sur le nombre d’ceufs
pondus par femelle pendant les 7 jours d’expérience [*(2) = 42,3 ; P <0,001] (Figure 20A).
Le nombre d’ceufs pondus sur les milieux artificiels Ap3 (moyenne : 3,7 ; SE: 1,1) et Btl
(moyenne : 4,5 ; SE : 1,2) est similaire. Par contre il est inférieur au nombre d’ceufs pondus sur
hibiscus (moyenne : 24,5 ; SE : 4,5) (Figure 20A). Au terme des 7 jours de ponte, ces mémes
femelles ont été disséquées pour analyser le nombre d’ceufs contenus dans leur abdomen
(Figure 20B), et calculer le nombre total d’ceufs qu’elles ont produit pendant ces 7 jours
(Figure 20C). 11 y a un effet significatif du type de régime alimentaire sur le nombre d’ceufs
contenus dans 1I’abdomen des femelles [¥*(2) = 16,1 ; P < 0,001] (Figure 20B). Le nombre
d’ceufs contenus dans I’abdomen des femelles élevées sur les milieux Ap3 (moyenne : 13,0 ;
SE : 2,0) et Btl (moyenne : 12,2 ; SE : 1,7) est similaire, et supérieur a celui des femelles
élevées sur I’hibiscus (moyenne: 6,5 ; SE: 0,8). Enfin, le type de régime alimentaire a
¢galement un effet significatif sur le nombre total d’ceufs produits [¥*(2) = 26,2 ; P < 0,001]
(Figure 20C). Les femelles ¢levées sur les milieux Ap3 (moyenne : 16,7 ; SE: 2,1) et Btl
(moyenne : 16,8 ; SE : 2,0) ont produit un nombre d’ceufs équivalent, mais moins élevé que sur
I’hibiscus (moyenne : 31,1 ; SE : 2,6). Ces résultats indiquent que 1’ajustement de formulation
du milieu Ap3 afin d’élaborer le milieu Btl ne permet pas d’améliorer la capacité de B. tabaci

a produire des ceufs sur milieu nutritif artificiel.
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Figure 20. Capacité des femelles B. tabaci CC(Q2-ARW) a produire des ceufs sur I’hibiscus ou sur
les milieux nutritifs artificiels Ap3 et Btl. (A) Nombre d’ceufs pondus, (B) contenus dans 1’abdomen
et (C) total des ceufs produits (pondus + contenus dans 1’abdomen) par femelle au terme des 7 jours
d’expérience. Chaque point représente une mesure pour une femelle, les barres horizontales a I’intérieur
des diagrammes en boites correspondent a la valeur médiane et la longueur des boites représente
I’intervalle interquartile. Les moustaches s’étendent jusqu’aux valeurs de données les plus hautes et les
plus basses dans un intervalle égal a 1,5 fois I’intervalle interquartile a partir du haut et du bas des boite
(n = 10 a 19 par régime alimentaire). Les lettres au-dessus des diagrammes en boites indiquent
I’appartenance a un groupe statistique donné déterminé par comparaisons multiples (Test de Tukey, P
<0.05).
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4. Discussion

L’¢levage de B. tabaci sur des milieux nutritifs artificiels concerne majoritairement des
milieux simples a base d’eau et de saccharose (de 20 a 30%) (e.g., Davidson et al., 1996), avec
parfois I’ajout d’extraits de levure (5%) (e.g., Jancovich et al., 1997) comme source d’acides
aminés et de vitamines. S’il est possible de maintenir des adultes en vie sur ces milieux,
I’accomplissement d’un cycle de développement complet est tres difficile a réaliser en raison
d’une importante mortalité larvaire. En effet, de précédentes études ont rapporté un taux de
développement (% de larves L1 devenant adulte) allant de 0,5 a 2% sur milieu artificiel (30%
sucrose + 5% extraits de levure) (Jancovich et al., 1997; Davidson et al., 2000). Chez 1’adulte,
ces milieux ont été utilisés dans le cadre d’études toxicologiques (e.g., Davidson et al., 1996;
Blackburn et al., 2005; Xia et al., 2021; Zhang et al., 2021) et métaboliques (e.g., Ren et al.,
2020, 2021; Wang et al., 2020) in vitro, ou pour 1’administration orale d’antibiotiques (e.g.,
Zhang et al., 2015; Shan et al., 2016, 2019; Lv et al., 2018; Ren et al., 2020, 2021; Wang et al.,
2020) et d’ARN interférents (e.g., Upadhyay et al., 2011; Ren et al., 2020, 2021; pour revue,
voir aussi Grover et al., 2018). Ces milieux ont également été utilisés dans des expériences plus
approfondies visant a déterminer 1’influence des acides aminés (Thompson, 2006), de certains
sucres (Salvucci et al., 1997; Salvucci et al., 1998; Salvucci et Crafts-brandner, 2000) et des
parametres physico-chimiques du milieu (Salvucci et al., 1997) sur la performance et la
physiologie de B. tabaci. Etonnamment, ces travaux n’ont pas abouti au développement d’un

milieu artificiel optimisé pour 1’élevage de B. tabaci.

Influence du cytotype sur les capacités métaboliques de B. tabaci

Les expériences de ce chapitre ont pu €tre réalisées grace au milieu nutritif artificiel de
composition contrdlée Ap3, initialement optimisé pour 1’élevage du puceron du pois 4. pisum
(Febvay et al., 1987), puis adapté a la cochenille du manioc P. manihoti (Calatayud et Rahbe,
1998; Calatayud, 2000), deux hémipteres phloémophages proches de B. tabaci. Le milieu Ap3
semble adéquat pour la survie de B. tabaci au stade adulte, qui montre sur ce milieu des
performances comparables au milieu A5, une version plus sucrée (30% saccharose) du milieu
Ap3 utilisée par Upadhay et collaborateurs (Upadhyay et al., 2011, 2016). Le milieu Ap3
pourrait donc étre utilisé dans le cadre d’expériences impliquant un séjour prolongé de 1’adulte
sur le milieu, comme dans le cadre de traitements antibiotiques ou a base d’ARN interférents.
Sur le milieu Ap3, la ponte de B. tabaci observée (0,5 ceuf/femelle/jour) est faible en
comparaison a nos précédentes observations sur 1’hibiscus (5,6 ceufs/femelle/jour) et le tabac

(5,4 ceufs/femelle/jour), deux plantes favorables pour B. tabaci. Elle est méme plus faible que
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sur le lantana (2,4 ceufs/femelle/jour), une plante non-favorable (Benhamou et al., 2021). Ainsi
le milieu Ap3 n’est pas optimal pour la ponte de B. tabaci. Pour obtenir une vue d’ensemble de
la capacité de B. tabaci a produire des ceufs sur le milieu Ap3 complet et ses dérivés carencés
en acides aminés spécifiques, nous avons disséqué les femelles, et calculé le nombre total
d’ceufs produits (nombre d’ceufs pondus + nombre d’ceufs contenus dans leur abdomen) par ces
dernieres. Cette analyse nous a montré que 1’¢levage sur milieu Ap3 et ses dérivés interfere

¢galement avec le nombre total d’ceufs produits, en plus de limiter la ponte

La modification de la composition en acides aminés du milieu Ap3 nous a permis
d’étudier les conséquences d’une carence nutritionnelle impliquant tous les acides aminés
(milieu Ap3AA’), la lysine (milieu Ap3Lys’) ou les trois acides aminés branchés, 1’isoleucine,
la leucine et la valine (milieu Ap3ILV") sur la survie et la capacité de B. tabaci a produire des
ceufs.

Les résultats obtenus sur le milieu Ap3AA™ indiquent que 1’apport nutritionnel d’acides
aminés contribue a la survie et la production des ceufs chez B. tabaci. lls suggerent également
que la biosynthése d’acides aminés par 1’hote et ses symbiotes n’est pas suffisante pour
compenser une carence alimentaire impliquant ces nutriments. Ces résultats sont cohérents avec
une précédente étude menée chez B. tabaci, montrant que 1’ajout de certains acides aminés a
des concentrations spécifiques dans un milieu a base uniquement de sucrose et d’eau améliore
la survie (notamment I’asparagine, la glutamine et la thréonine) et stimule la ponte (notamment
la proline, 1’aspartate et I’alanine) de B. tabaci (Thompson, 2006).

Une carence nutritionnelle en lysine (milieu Ap3Lys’) n’a pas eu d’incidence sur la
survie de B. tabaci, ce qui indique que cet insecte n’est pas dépendant d’un apport nutritionnel
en lysine pour sa survie. Pourtant, une étude spécifiquement menée chez B. tabaci a montré
qu’une faible quantité¢ de lysine dans le milieu nutritif artificiel pouvait étre corrélée a une
réduction de la survie de I’insecte (Thompson, 2006). Dans notre étude, il est possible que la
biosynthése de la lysine par 1’hdte et ses symbiotes soit suffisante pour assurer la survie de
I’insecte. En revanche, cette carence nutritionnelle en lysine est associée a une réduction du
nombre d’ceufs produits par B. tabaci, ce qui indique que c’est un acide aminé important
I’ovogénese chez B. tabaci. Ce résultat est corroboré par une précédente étude montrant qu'une
réduction de la quantité de lysine libre dans le corps de I’insecte (via I’extinction du geéne lysA
de B. tabaci intervenant dans la voie de biosynthése de la lysine) pouvait étre corrélée a une
réduction de la fécondité de I’insecte (Bao et al., 2021). Nos résultats suggerent également que

cet apport endogene en lysine ne subvient pas totalement aux besoins nutritionnels de B. tabaci.
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Enfin, nous n’avons pas observé de différence entre cytotypes infectés ou non par Rickettsia,
ce qui suggere que ce symbiote secondaire n’intervient pas de maniere significative dans la
production de ce métabolite pour I’holobionte, contrairement a ce qui a été proposé par Bao et
collaborateurs (Bao ef al., 2021).

La survie des femelles élevées sur le milieu carencé en ILV (milieu Ap3ILV") tend a
étre plus élevée que sur le milieu Ap3 complet. Ce phénomeéne pourrait étre lié a une
concentration trop importante d’isoleucine dans le milieu Ap3 (1,65 mg.ml ™), qui aurait un
impact négatif sur la survie de B. tabaci. En effet, une précédente étude menée chez B. tabaci
a montré que I’ajout d’isoleucine dans le milieu nutritif pouvait étre corrélé a une réduction de
la survie des adultes, allant de 90% de survie aprés 4 jours pour 0,004 mg.mL! d’isoleucine, a
65% de survie pour 4,0 mg.mL™! (Thompson, 2006). En revanche, cette étude n’a pas montré
d’effet négatif de la leucine et de la valine sur la survie de B. fabaci. Ainsi, réduire la
concentration d’isoleucine dans le milieu Ap3 pourrait contribuer a améliorer le milieu Ap3
pour 1’¢levage de B. tabaci. A I’inverse, le nombre d’ceufs produits par B. tabaci sur le milieu
Ap3ILV est plus faible que sur le milieu Ap3, ce qui indique que ce sont des acides aminés

importants pour la production des ceufs.

En plus des différences observées dans le nombre d’ceufs produits entre les milieux Ap3,
Ap3AA°, Ap3lys et Ap3ILV", il semble y avoir une différence entre cytotypes sur le milieu
Ap3ILV". En effet, sur ce milieu, les femelles CA(Q2-ARW) tendent a produire plus d’ceufs
que les femelles AC(Q1-HW), alors qu’elles partagent le méme génotype. Au contraire, nous
n’avons pas observé de telles tendances entre des femelles ayant le méme cytotype, mais
différents génotypes [i.e., AA(QI-HW) et AC(Q1-HW) ou CC(Q2-ARW) et CA(Q2-ARW)].
Ces résultats suggerent que le cytotype influence la capacité de B. tabaci a produire des ceufs
lors d’une carence nutritionnelle en ILV. Comme d¢ja introduit dans le chapitre 1 de cette thése,
les symbiotes secondaires sont de bons candidats pour expliquer la différence observée entre
cytotypes, étant donné que certains d’entre eux (e.g., Hamiltonella et Rickettsia (Rao et al.,
2015; Opatovsky et al., 2018) ont conservé des génes impliqués dans les voies de biosynthéses
des acides aminés essentiels, absents du génome de Portiera (Rao et al., 2015).

Nos résultats suggerent que les femelles du cytotype Q2-ARW sont relativement moins
dépendantes d’un apport nutritionnel en ILV pour la production de leurs ceufs que celles du
cytotype QI-HW. Il est tentant d’associer cette différence a la présence de Rickettsia chez les
femelles du cytotype Q2-ARW. En effet, Rickettsia est le seul symbiote secondaire de B. tabaci

a avoir conservé le géne ilvE, codant pour I’enzyme réalisant la derniére réaction de la voie de
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biosynthése de I’isoleucine, de la leucine et de la valine, et qui est absent du génome de Portiera
(Chen et al., 2016) (Figure 13A). Ainsi, il est possible que ce symbiote secondaire contribue a
la biosynthese de ces trois acides aminés essentiels en complémentant la voie de biosynthese
de Portiera, et qu’il apporte un avantage a son hote d’une carence nutritive en ILV.
L’influence du cytotype sur les capacités métaboliques de B. tabaci pourrait avoir
d’importantes conséquences écologiques pour I’insecte. En effet, nous avons montré dans le
premier chapitre de ce manuscrit de these (Chapitre 1, Benhamou et al., 2021), que la ponte
de B. tabaci est plus faible sur le lantana en comparaison a I’hibiscus ou au tabac, ce qui pourrait
étre expliqué par des quantités plus faibles d’isoleucine, de leucine et de valine dans cette plante
(Benhamou et al. 2021). Nous avons €galement montré que sur le lantana, la ponte était
différente entre cytotypes : certains cytotypes (QI-HR et Q2-ARW) pondent plus d'ceufs que
d'autres (QI-HW). Ces différences entre cytotypes pourraient directement s’expliquer par
I’influence de Rickettsia sur la capacité de 1’insecte a produire des ceufs lorsqu’il s’alimente

d’un régime alimentaire pauvre en ILV.

En résumé, ce travail montre que le cytotype influence la capacité de B. tabaci a produire
des ceufs lors d’une carence nutritive en ILV. Il est possible que ce résultat soit directement li¢
a la complémentation de la voie de biosynthese de 1’isoleucine, de la leucine et de la valine de
Portiera par le géne ilvE du symbiote secondaire Rickettsia. L’exploration plus approfondie de
cette hypothese nécessiterait I'utilisation de lignées de B. tabaci qui ne se distingueraient que
par I’absence/présence de Rickettsia. En ce sens, Zhao et collaborateurs (Zhao et al., 2019) ont
récemment réussi a éliminer Rickettsia et établir des lignées non infectées chez B. tabaci
MEAMI par le biais d’un traitement antibiotique (rifampicine). Nous avons essay¢ de réaliser
ces traitements au laboratoire, mais nous n’avons pas réussi a obtenir de lignées viables. En
effet, dans notre cas, le traitement a la rifampicine a entrainé une élimination systématique et
non ciblée de tous le symbiotes (y compris Portiera) dans la F1. B. tabaci semble également
pouvoir complémenter la voie de biosynthese de Portiera, via le géne BCAT. Ainsi, il serait
intéressant de pouvoir inhiber I’expression de ce gene, via un traitement a base d’ARN
interférents (e.g., Ren ef al., 2020, 2021; Wang et al., 2020; Bao et al., 2021). Cette méthode,
couplée a la manipulation du cortége symbiotique de B. tabaci, pourrait permettre de déterminer
clairement les contributions respectives des geénes ilvE de Rickettsia et BCAT de I’insecte a la
biosynthése de I’isoleucine, de la leucine et de la valine. Ces deux traitements (antibiotique et
a base d’ARN interférents) pourraient étre réalisés grace au milieu Ap3, qui s’est révélé étre

adapté a la survie de B. tabaci.
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Optimisation du milieu Ap3 pour I’élevage de B. tabaci

Concernant la moins bonne performance de B. tabaci sur le milieu artificiel Ap3 en
comparaison a ce qui peut étre observée sur une plante, il est possible qu'un élément de la
composition du milieu Ap3 et/ou du dispositif expérimental limite directement la ponte des
ceufs par B. tabaci, ou indirectement, en limitant I’appétence de I’insecte pour le milieu. Cette
situation est comparable a celle observée avec le puceron du pois A. pisum pour lequel le milieu
Ap3 a pourtant été développé (Tableau 12). De maniere plus générale, les hémipteres
phloémophages ont du mal a pondre sur ces milieux artificiels, que ce soit par exemple chez
différentes especes de pucerons (e.g., Karley et al., 2002; Wille et Hartman, 2008), les psylles
(e.g., Hall et al., 2010) ou les cicadelles (e.g., Koyama, 1988). En régle générale, I’optimisation
de la composition de ces milieux a surtout permis d’améliorer le développement et survie des
insectes (Febvay et al., 1987; Karley et al., 2002; Wille et Hartman, 2008). Concernant la
possible amélioration des performances de B. tabaci sur milieu artificiel, nous avons avant tout
voulu jouer sur sa composition en acides aminés, I’'un des parameétres ayant plus d’importance
chez les hémipteres (Febvay et al., 1987; Thompson, 2006). Pour cela, nous avons ajusté la
formulation du milieu Ap3, dont le développement était basé sur le profil en acides aminés
totaux de 4. pisum (Febvay et al., 1987), pour €élaborer le milieu Btl, dérivé du profil en acides
aminés totaux de B. tabaci. Toutefois, ces modifications de composition n’ont pas permis
d’obtenir de meilleurs résultats (Tableau 12) : nous n’avons pas observé une meilleure ponte,
ni une meilleure survie sur le milieu Btl en comparaison au milieu Ap3, qui restent tous deux

inférieurs a ce qu’on peut observer sur I’hibiscus.

Tableau 12. Fécondité et longévité moyenne de B. tabaci et de A. pisum sur milieu Ap3 et
leurs plantes hotes respectives.

Fécondité moyenne (SE) Longévité moyenne (SE)
Organisme Régime alimentaire [nombre d’oeufs (B. tabaci) ou de (jours)
larves (4.pisum) pondu(e)s par jour]
Ap3 0,5 (0,2) 10,3 (2,6)
B. tabaci® Btl 0,6 (0,2) 11,0 (2,6)
hibiscus 3,5(0,4) 15,3 (3,0)
A. pisum® Ap3 3,5 33
féverole 6,0 45

2 Données obtenues dans cette étude, expérience ‘Mesures phénotypiques sur milieu Bt1’.
bKaren Gaget (BF2i), communication personnelle. Les erreurs standard ne sont pas disponibles.
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D’autres stratégies pourraient €tre envisagées pour améliorer les performances de B.
tabaci sur milieu artificiel. Il serait notamment pertinent de reproduire le profil en acides aminés
libres de I’insecte (Benhamou et al., 2021). En effet, le profil en acides aminés libres d’un
organisme est un bon marqueur de son statut métabolique, il refléte la mobilisation des acides
aminés individuels, et met en évidence ceux qui sont importants pour sa physiologie. Il serait
¢galement intéressant de prendre pour modele le contenu en acides aminés de 1’hibiscus
puisqu’il s’agit d’une plante adéquate pour I’élevage de B. tabaci (Benhamou et al., 2021). En
effet, des milieux reproduisant le contenu en acides aminés des plantes ont permis d’améliorer
la performance de certains insectes phloémophages. Par exemple, des milieux basés sur la
composition du phloéme de la féverole (Vicia faba) (Febvay et al., 1999) ou de la pomme de
terre (Solanum tuberosum) (Karley et al., 2002), ont permis d’élever avec succes différentes

especes de pucerons (e.g., Febvay et al., 1999; Karley et al., 2002; Wille et Hartman, 2008).

Outre la composition en acides aminés du milieu, d’autres facteurs pourraient expliquer
le plus faible nombre d’ceufs produits par B. tabaci. 1l est possible qu’un facteur important pour
ce processus soit simplement manquant dans la composition du milieu Ap3. Par exemple, van
Emden et Wild ont récemment mis en évidence que 1’ajout d’acétate de sodium (impliqué dans
la biosynthese des lipides chez les insectes) dans un milieu artificiel complet semblable a Ap3
était associé a une meilleure reproduction du puceron vert du pécher Myzus persicae, qu’ils ont
ainsi pu maintenir en élevage sans retour a la plante hote pendant plus de 30 ans (van Emden et
Wild, 2020)! Néanmoins, ce méme milieu n’a pas permis d’obtenir les mémes résultats avec
d’autres especes de pucerons (i.e., le puceron noir de la féve, Aphis fabae ; le puceron centré du
chou, Brevicoryne brassicae ; le puceron du lupin, Macrosiphum albifrons ; et le puceron du
blé, Sitobion avenae). Ainsi, les résultats obtenus avec M. persicae pourraient étre liés a la
grande adaptabilité et oligophagie de ce puceron, qui est capable de s’alimenter sur un large
spectre d’hotes et de milieux. Il est également tout a fait envisageable que I’absence de signaux
physiques ou chimiques associés a la plante hote pourrait décourager la prise alimentaire et la
ponte de I'insecte. Par exemple, [’absence de couleur verte est un facteur limitant la prise
alimentaire du psylle Diaphorina citri (Hall et al., 2010) et la ponte de la cicadelle Maiestas
dorsalis (Koyama, 1988), qui peuvent étre stimulées par 1’ajout de colorants dans le milieu
artificiel. Toutefois, une tentative d’ajouter des extraits de courgette (Cucurbita moschata) dans
le milieu n’a pas eu d’effet stimulant sur la prise alimentaire chez B. tabaci (Davidson et al.,

1996). Ainsi, a ce jour, la nature de ces signaux reste inconnue.
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DI1SCUSSION GENERALE

Au cours de cette thése, nous nous sommes intéressés a la relation entre les insectes et
leur environnement, en cherchant plus particuliecrement a appréhender I’influence des
microorganismes symbiotiques sur I’exploitation et la sélection de la plante hote par les insectes
phytophages. Pour y parvenir, nous avons considéré 1’aleurode du tabac B. tabaci et son cortege
de bactéries symbiotiques. Plus spécifiquement, nous avons étudi¢ trois lignées de B. tabaci

associées a des cortéges de symbiotes secondaires différents.

Afin de mieux appréhender les interactions entre B. fabaci, ses symbiotes et la plante
hote nous avons considéré trois especes de plantes hotes : I’hibiscus, le lantana et le tabac. Nous
avons d’abord montré que ces trois plantes différent dans leur contenu en acides aminés. Nous
avons ensuite analysé la capacité de B. tabaci a exploiter cet environnement nutritif contrasté.
Nous avons mis en évidence une influence de 1’espéce de plante hdte sur les réponses
phénotypique et physiologiques de B. tabaci et de ses symbiotes, suggérant un role important

des propriétés nutritives de la plante.

Ce premier travail nous a ensuite permis d’explorer I’influence de symbiotes
secondaires dans I’utilisation et la sélection de la plante hote par B. tabaci. Afin de s’affranchir
de potentielles différences génétiques nucléaires entre nos trois lignées, nous avons travaillé
avec des femelles hybrides F1 partageant le méme génotype nucléaire, mais associées a
différents cytotypes (compartiment cytoplasmique d’un individu, dont ses symbiotes et ses
mitochondries). Nous avons démontré que le cytotype influence a la fois I'utilisation et la
sélection de la plante hote de ponte par B. tabaci, potentiellement a travers son influence sur le

métabolisme des acides aminés de I’insecte.

D’une maniére générale, ce travail de thése aura permis de mieux appréhender
I’incidence des symbiotes sur le métabolisme et 1’écologie de de B. fabaci. 1l souléve également
la question de I’incidence des symbiotes dans I’importante diversification de ce complexe

d’especes, éléments qui seront abordés dans la suite de cette discussion générale.
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1. Influence de la plante hote sur B. tabaci et ses symbiotes

Pour étudier les interactions entre B. tabaci, ses symbiotes et la plante hote, nous avons
analysé les réponses phénotypiques et physiologiques de B. tabaci (fécondité, profil en acides
aminés livres) et de ses symbiotes (densit¢ symbiotique) dans un environnement nutritif
contrasté. Pour cela, nous avons analysé les propriétés nutritives de 1’hibiscus, du tabac et du
lantana, trois plantes hotes de B. tabaci. Nous avons montré que ces plantes différent dans leur
contenu foliaire en acides aminés. Notamment, le lantana présente des quantités plus faibles de
certains acides aminés essentiels en comparaison a I’hibiscus et au tabac, qui présentent des
caractéristiques nutritives similaires. Nous avons ensuite montré que I’espeéce de plante hote
influence simultanément la fécondité et le profil en acides aminés libres de B. tabaci, ainsi que
la densité de son symbiote primaire et de ses symbiotes secondaires. La Figure 21 présente une

synthése de ces résultats.
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Figure 21. Influence de la plante hote sur B. tabaci et ses symbiotes. Glu : Glutamine, Ile : Isoleucine,
Leu : Leucine, Met : Méthionine, Phe : Phénylalanine, Val : Valine.
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Sur le lantana, nous avons observé une fécondité réduite par rapport a 1’hibiscus ou au
tabac. Il est tentant d’associer ces résultats aux propriétés nutritionnelles du lantana. En effet,
nous avons démontré que le lantana contenait une quantité plus faible des acides aminés
essentiels isoleucine (Ile), leucine (Leu), phénylalanine (Phe) et valine (Val), en comparaison a
I’hibiscus ou au tabac. Outre le fait que ces acides aminés sont considérés comme essentiels au
développement, a la survie et a la reproduction de tous les métazoaires, des études portant
spécifiquement sur B. tabaci ont montré que de faibles quantités d’lle alimentaires étaient
corrélées a une réduction de la fécondité (Thompson, 2006, 2011). De plus, les résultats obtenus
au cours de cette thése ont montré qu’un déficit en acides aminés essentiels (Ile, Leu, Val) dans
un milieu nutritif artificiel était également associé¢ a une production d’ceufs réduite chez B.
tabaci (Chapitre 3). De maniére plus générale, un ensemble de travaux menés sur des modéles
d’hémipteres ont suggéré que la teneur en acides aminés des plantes peut influencer leur
reproduction (Stout et al., 2006). Sur la base de ces résultats et de la littérature (Romba et
Gnankiné, 2018), il apparait clairement que le lantana est la moins favorable des trois plantes

testées pour les groupes Q1 et Q2 de I’espéce de B. tabaci MED.

Nous avons également observé des différences dans les profils en acides aminés libres
de B. tabaci entre les femelles €levées sur lantana et celles s’étant développées sur 1’hibiscus
ou le tabac. Le profil en acides aminés libres d’un tissu, d’un organe ou d’un individu, est un
indicateur de son état physiologique, ainsi que des métabolites directement mobilisés et/ou
mobilisables par I’hote et/ou ses partenaires symbiotiques. Nos résultats indiquent donc une
différence d’état physiologique entre les insectes €élevés sur une plante défavorable, le lantana,
et ceux ¢€levés sur des plantes favorables, 1’hibiscus et le tabac. Chez les insectes €levés sur le
lantana, cinq acides aminés essentiels (Ile, Leu, Lys, Met et Phe) et un acide aminé non-essentiel
(Glu) sont présents en plus grande proportion que chez les insectes élevés sur I’hibiscus ou le
tabac. A I’inverse, la glutamine (Gln) est moins représentée. La glutamine joue un role central
dans le métabolisme des acides aminés chez les insectes phloémophages: c’est I’'un des
principaux précurseurs des acides aminés essentiels synthétisés par les symbiotes nutritionnels
(Douglas, 2014; Price et al., 2014; Upadhyay et al., 2015; Feng et al., 2019). Ce profil en acides
aminés libres spécifique aux individus élevés sur le lantana pourrait témoigner d’une
augmentation de la production d’acides aminés essentiels par le cortége symbiotique de B.
tabaci, soutenue par une consommation de la glutamine libre. Cette potentielle production
d’acides aminés essentiels viendrait en partie compenser les déficits nutritionnels (en Ile, Leu

et Phe) du lantana. D’une maniére plus générale, le role central de la glutamine dans le maintien
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du métabolisme des acides aminés, en particulier lors d’un stress nutritif a également été montré
chez une autre espeéce de B. tabaci, ’espéce MEAM1 (Crafts-Brandner, 2002). Dans cette
¢tude, il a été observé une forte réduction de la proportion de glutamine libre dans le corps
d’individus élevés sur des plants de coton pauvres en acides aminés. Simultanément, il a été
observé une augmentation de la proportion de trois acides aminés essentiels (histidine,
méthionine, thréonine) et de trois acides aminés non essentiels (alanine, glutamate, glycine)

dans le corps de ces insectes.

Enfin, nous avons observé de plus fortes densités en symbiotes primaire et secondaires
sur le lantana en comparaison aux deux autres plantes. De précédentes études suggerent que la
composition en acides aminés des plantes peut influencer la densité¢ des symbiotes chez B.
tabaci. Liu et collaborateurs (Liu et al., 2020) ont par exemple montré qu’une plus faible
abondance en acides aminés essentiels dans certaines especes de plantes pouvait étre corrélée a
une augmentation de la quantité relative de Portiera, potentiellement pour répondre aux besoins
nutritionnels de 1’héte. Dans notre étude, il est possible que 1’augmentation de la densité de
Portiera chez les femelles élevées sur le lantana contribue a compenser les déficits nutritionnels
de cette plante. Cette hypothése est corroborée par le fait que I’augmentation de la densité de
Portiera est corrélée a I’augmentation de la proportion de certains acides aminés essentiels (Ile,
Leu, Lys, Met et Phe) (apportés par les symbiotes nutritionnels) dans le corps de I’insecte. Ces
résultats font écho a des données disponibles chez le puceron 4. pisum, chez qui 1’élimination
du symbiote primaire B. aphidicola a entrainé une diminution de la quantité d’acides aminés
essentiels et une accumulation de leur précurseurs dans le corps de I’insecte (Liadouze ef al.,
1995). De maniére analogue, il est possible que les densités plus ¢levées de symbiotes
secondaires chez les femelles ¢levées sur le lantana répondent a un besoin physiologique de
I’hote, étant donné que certains d’entre eux ont conservé des fonctions nutritionnelles. Nos
lignées possedent notamment les bactéries Arsenophonus, Hamiltonella et Wolbachia. Les
données génomiques disponibles pour ces symbiotes suggerent qu’Arsenophonus chez I’espece
Asia 13 (Zhu et al., 2021), Hamiltonella chez 1’espéce MED (Rao et al., 2015) et Wolbachia
chez ’espéce Asia 113 (Zhu et al., 2021) peuvent contribuer a la biosynthése de la lysine.
Toutefois, de récentes données expérimentales suggerent qu’Hamiltonella ne participe a cette
biosynthése (Bao et al., 2021). En revanche, les contributions d’Arsenophonus et de Wolbachia
a la biosynthése de ce métabolite ne sont pas connues. Ainsi, la plus forte densité de ces deux
symbiotes secondaires chez les femelles élevées sur le lantana pourrait expliquer la plus forte

abondance de lysine dans le corps de ces individus.
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Nos résultats conduisent a un constat contradictoire : malgré une densité symbiotique et
une biosynthese d’acides aminés plus importantes, la fécondité des individus sur le lantana
demeure plus faible que sur les autres plantes. Une explication possible est que ces changements
ne permettent pas de complétement satisfaire les besoins métaboliques de 1’insecte. En outre,
d’autres facteurs associés a la plante hote, autres que son profil nutritionnel, sont susceptibles
d’impacter négativement la fécondité des insectes. Ces facteurs peuvent étre des défenses
physiques (e.g., des trichomes ou structures de la feuille) ou chimiques (e.g., des composés de

défenses) produits par la plante, mais qui n’ont pas été caractérisés au cours de notre étude.
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2. Effet du cytotype : qui tire les ficelles ?

L’utilisation d’hybrides F1 nous a permis de démontrer que le cytotype, mais pas le
génotype nucléaire, influence 1’utilisation (Chapitre 1) et la sélection (Chapitre 2) de la plante
hoéte par B. tabaci ainsi que, potentiellement, sa capacité a faire face a une carence alimentaire
impliquant des acides aminés essentiels spécifiques (Chapitre 3). La limite de notre approche
expérimentale est qu’elle ne permet pas d’isoler les différentes composantes du cytotype pour
en déterminer les influences respectives sur B. tabaci. En effet, plusieurs entités génétiques
cohabitent dans le cytoplasme de B. fabaci : les mitochondries, le symbiote primaire et, dans
notre cas, deux a trois symbiotes secondaires, soit autant d’acteurs potentiellement responsables
de Deffet observé du cytotype (Figure 22). Par ailleurs, d’autres éléments transmis
maternellement pourraient se confondre a I’effet du cytotype, qu’il s’agisse du génome

nucléaire du bactériocyte, ou d’effets maternels génétiques et/ou environnementaux.

Cellule somatique
(hors bactériocyte)

Génome nucléaire

Mitochondries

Symbiote primaire Cytotype

Symbiotes secondaires

Génome nucléaire
du bactériocyte

Figure 22. Diversité des entités génétiques intracellulaires chez B. tabaci
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2.1. Variabilité mitochondriale entre cytotypes

La mitochondrie est une organelle responsable d’importantes fonctions cellulaires
comme la transduction de 1’énergie, I’apoptose, la détoxification cellulaire, la transduction de
signaux et la production d’énergie (ATP) (Clary et Wolstenholme, 1985; Simcox et Reeve,
2016). Une contribution du génome mitochondrial de B. tabaci MED a 1’exploitation de la
plante parait peu probable. Premic¢rement, il a un répertoire réduit de genes (37), dont 13 codant
pour des protéines, 2 pour des ARN ribosomaux et 22 pour des ARN de transfert (15 632 paires
de bases) (Wang et al., 2013). Deuxiemement, une analyse récente a révélé que les génomes
mitochondriaux des groupes MED-Q1 et MED-Q?2 étaient tres proches (entre 0.15% et 1.09%
de divergence selon les populations considérées) (Vyskocilova et al., 2018). Au cours de ce
projet, nous nous sommes focalisés sur trois cytotypes de I’espéce MED : Q1-HW, QI1-HR et
Q2-ARW. Or, nous avons montré que les cytotypes Q1-HW et Q1-HR, théoriquement les plus
proches en termes de génome mitochondrial, différent par leur phénotype, leur physiologie et
leur comportement. A I’inverse, les cytotypes Q1-HR et Q2-ARW, théoriquement plus €loignés
sur le plan mitochondrial que Q1-HW et Q1-HR, sont comparables sur le plan phénotypique,
physiologique et comportemental. En conclusion, I’hypothése selon laquelle le génome

mitochondrial est responsable des différences observées entre cytotypes peut €tre écartée.

2.2. Le symbiote primaire, Portiera

Bien que les trois cytotypes partagent le méme symbiote primaire, il est envisageable
que de potentielles variations génétiques et/ou dans la régulation de I’expression des geénes de
Portiera entre cytotypes puissent expliquer 1’effet observé. Les génomes de Portiera de
I’espece MED n’ont été séquencés que chez des individus du groupe mitochondrial Q1. Ils
témoignent d’une trés forte similarité génomique, notamment une méme taille et un méme
contenu génétique, entre populations du groupe Q1 (Santos-Garcia et al., 2012; Rao et al.,
2015). La comparaison des génomes de Portiera issus de différentes especes de B. tabaci (Asia
IT 3, China 1, MED, MEAMI1, SSAT) a révélé de fortes similitudes génomiques au sein de ce
complexe d’especes (Zhu et al., 2019; Santos-garcia et al., 2020; Zhu et al., 2021). Par exemple,
les génomes des Portiera des especes MED et MEAM1 ont une similarité de séquence de 99.8%
et posseédent un contenu identique en genes de biosynthése des acides aminés essentiels,
vitamines et cofacteurs (Zhu et al., 2019). Ainsi, il est difficilement envisageable que les
différences observées entre cytotypes, faisant partie de la méme espéce MED, soient liées a des

différences génétiques entre leur Portiera.
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I1 est également peu probable qu’une variation dans 1’expression des génes de Portiera
entre cytotypes soit responsable de ces différences. Chez les bactéries, la régulation de la
biosynthese des acides aminés se fait principalement au niveau transcriptionnel (e.g., via des
facteurs de transcription) (Turnbough, 2019) et traductionnel [e.g., via les petits ARN (sRNA,
small RNA) ou le systéme riboswitch] (Serganov et Patel, 2009). Le processus de réduction
génomique des symbiotes li¢ a leur mode de vie intracellulaire s’accompagne le plus souvent
d’une forte réduction de leurs fonctions de régulation transcriptionnelle, traductionnelle et post-
traductionnelle (McCutcheon et Moran, 2012), y compris celles liées a la régulation de la
biosynthese des acides aminés (Hansen et Moran, 2014). Chez d’autres insectes phloémophages
symbiotiques, comme le puceron du pois 4. pisum, le symbiote primaire B. aphidicola a gardé
la capacité de réguler au niveau transcriptionnel la synthése de certains acides aminés via des
stratégies alternatives, comme le déplacement de génes sur des plasmides (génes de biosynthése
de la leucine,Vinuelas et al., 2011) ou par le biais de SRNA (arginine et autres acides aminés,
Thairu et al., 2018; Thairu et Hansen, 2019). Il est intéressant de noter que ces régulations
varient en fonction du milieu nutritionnel (Vifiuelas et al., 2011) ou de la plante sur laquelle est
¢leve A. pisum (Thairu et Hansen, 2019), mais I’incidence de ces mécanismes de régulation par
le symbiote sur 1I’écologie du puceron n’est pas encore connue. Les analyses réalisées jusque-
la sur les génomes de Portiera de différentes especes de B. tabaci (Asia 113, China 1, MEAM1
et MED) n’ont pas permis de trouver de génes de régulation transcriptionnelle de la biosynthese

des acides aminés (Zhu et al., 2019), ni d’autres régulations.

2.3. Les symbiotes secondaires

Contrairement aux mitochondries et au symbiote primaire, les symbiotes secondaires
sont de tres bons candidats pour expliquer I’effet observé du cytotype sur 1’utilisation et la
s¢lection de la plante hdte par B. tabaci, et sur sa capacité a faire face a une carence alimentaire
impliquant des acides aminés essentiels spécifiques. Chez B. tabaci, les symbiotes secondaires
pourraient complémenter le symbiote primaire et contribuer directement a la biosynthése des
acides aminés essentiels, étant donné que certains d’entre eux (par exemple, Hamiltonella et
Rickettsia) ont conservé les génes des voies de biosynthése absents ou non-fonctionnels chez le
symbiote primaire, Portiera (Rao et al., 2015; Opatovsky et al., 2018). Cette interaction
métabolique entre symbiotes est d’autant plus probable qu’elle est facilitée, chez B. tabaci, par
la co-localisation du symbiote primaire et des symbiotes secondaires au sein des mémes

bactériocytes (Gottlieb et al., 2008).
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Nous avons montré dans le chapitre 1 que certains cytotypes semblent faciliter
I’utilisation du lantana par B. fabaci. En effet, la fécondité des femelles des cytotypes Q1-HR
et Q2-ARW ¢était plus élevée sur le lantana que celle des femelles du cytotype Q1-HW. Ces
deux cytotypes présentaient également des proportions plus élevées des acides aminés
essentiels leucine, méthionine et phénylalanine, tandis que l'inverse était observé pour I’acide
aminé non-essentiel glutamine. Comme discuté dans la premiere partie de cette discussion
générale, ce profil métabolique suggere une production d’acides aminés essentiels (produits par
les symbiotes) plus ¢levée dans les cytotypes Q1-HR et Q2-ARW. Ainsi il est trés probable que
la fécondité de B. tabaci sur le lantana soit médiée par I'impact des symbiotes sur le
métabolisme des acides aminés de leur hote, qui pourraient contribuer a la production de
certains métabolites ou, au contraire, peser sur le métabolisme global en prélevant des

métabolites.

L’influence des symbiotes secondaires sur le métabolisme des acides aminés pourrait
avoir des conséquences sur la réponse physiologique de B. tabaci dans un environnement
contrasté en nutriments. En effet, lors d’expériences de choix entre I’hibiscus et le lantana
(Chapitre 2), nous avons montré que les femelles du cytotype Q1-HW pondent plus souvent
sur I’hibiscus que sur le lantana, tandis que les femelles des cytotypes QI1-HR et Q2-ARW ne
montrent pas de préférence de plante pour la ponte.

Chez B. tabaci, la sélection de la plante hote se fait par ’acquisition de signaux olfactifs
et gustatifs. La stratégie de recherche basée sur 1’olfaction de B. fabaci semble reposer sur
I’évitement des plantes non-favorables, plutot que la recherche active d’une plante favorable
(Islam et al., 2017; Mrisho et al., 2021). Lorsque B. tabaci arrive sur une nouvelle plante,
I’insecte réalise des ponctions cellulaires qui lui permettent d’évaluer si celle-ci est favorable
pour son alimentation et pour la ponte de ses ceufs. Ce choix se fait sur la base des propriétés
nutritives de la plante (e.g., son contenu en acides aminés, Powell et al., 2006) et de ses défenses
chimiques (Walling, 2008).

Dans notre étude, il est possible que la préférence des femelles du cytotype Q1-HW
envers |’hibiscus soit le produit d’un évitement du lantana en raison de leur cytotype
relativement désavantageux vis-a-vis de cette plante hote. Selon cette hypothése, les femelles
des cytotypes Q1-HR et Q2-ARW, qui ne montrent pas de préférence, pourraient étre moins
sélectives en raison de leurs cytotypes facilitant I’utilisation du lantana. Des résultats évocateurs
ont été obtenus chez la mouche de I’olive B. oleae, chez qui un traitement antibiotique ciblant

le microbiote intestinal est associ¢ a une ponte moins fréquente sur les fruits. Il a été proposé
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que ce comportement bénéficie a I’insecte, lui évitant de pondre sur des ressources nutritives
difficile a utiliser en 1’absence de symbiotes nutritionnels (Jose et al., 2019). Les symbiotes
secondaires pourraient influencer le comportement de ponte de B. tabaci a travers leur impact
sur le métabolisme des acides aminés de leurs hotes. Selon cette hypothése, la plus forte
production d’acides aminés essentiels observée chez les femelles des cytotypes Q1-HR et
Q2ARW (Benhamou ef al. 2021) pourrait expliquer pourquoi ils ne montrent pas de préférence
entre des plantes ayant des quantités ¢levées (I’hibiscus) et faibles (le lantana) de ces acides
aminés. Au contraire, la plus faible production d’acides aminés essentiels chez les femelles du
cytotype Q1-HW (Benhamou et al. 2021) pourrait expliquer leur comportement d’évitement du
lantana. Toutefois, les mécanismes par lesquels I’insecte pourrait /) détecter des variations dans
son métabolisme des acides aminés et ii) intégrer cette information au niveau comportemental

sont encore inconnus.

L’hypothése selon laquelle 1’effet du cytotype pourrait reposer sur I’influence des
symbiotes secondaires sur le métabolisme des acides aminés de leurs hdtes est en partie
corroborée par nos résultats obtenus sur des milieux nutritifs artificiels (Chapitre 3). En nous
focalisant sur deux cytotypes, nous avons montré que la capacité des femelles du cytotype Q2-
ARW a produire des ceufs sur un milieu artificiel carencé en isoleucine, leucine et valine (ILV)
¢tait plus élevée que celles des femelles du cytotype Q1-HW. Ce résultat indique que les
femelles du cytotype Q2-ARW sont relativement moins dépendantes d’un apport nutritionnel
en ILV que les femelles du cytotype QI-HW, ce qui pourrait expliquer les différences
phénotypiques, métaboliques et comportementales observées entre ces deux cytotypes sur le

lantana, une plante particulierement pauvre en ILV.

L’ensemble des données obtenues au cours de cette thése semble donc appuyer
I’hypothese selon laquelle la composition du cortége symbiotique secondaire influence
I’exploitation de la plante hote par B. fabaci, potentiellement a travers leur impact sur le

métabolisme des acides aminés de leurs hotes, comme présenté dans le modele en Figure 23.
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Figure 23. Modele d’utilisation de la plante hote facilitée par les symbiotes secondaires chez B.
tabaci. Symbiotes secondaires : A, Arsenophonus, H ; Hamiltonella ; R, Rickettsia ; W, Wolbachia.
Acides aminés : Ile, Isoleucine ; Leu, Leucine ; Phe, Phénylalanine ; Val, Valine.

L’effet observé du cytotype sur I’exploitation du lantana par B. tabaci pourrait résulter
de l'incidence de I’ensemble de la communauté symbiotique sur I’hdte, ou de la
présence/absence d’un seul symbiote secondaire. Le symbiote secondaire Rickettsia, associé
aux deux cytotypes Q1-HR et Q2-ARW, est le seul symbiote dont la présence peut étre corrélée
a la capacité¢ de I’insecte a utiliser le lantana. Il est intéressant de noter que ce symbiote a
conserve le géne i/lvE (Chen ef al., 2016) réalisant la derniere étape de la biosynthese des trois
acides aminés branchés isoleucine, leucine et valine (ILV), absente chez le symbiote primaire
Portiera (Rao et al., 2015). Ainsi, Rickettsia pourrait contribuer a la biosynthese des ILV et
apporter un avantage a son hdte lors d’une carence nutritionnelle impliquant ces acides aminés.
Cette hypothése permettrait d’expliquer la meilleure fécondité des femelles Q1-HR et Q2-ARW
en comparaison aux femelles Q1-HW lorsqu’elles sont élevées sur le lantana (Figure 23). Ce

potentiel role métabolique pourrait expliquer les avantages de performance associés a Rickettsia
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(notamment, une meilleure fécondité¢) observé dans les populations naturelles de B. tabaci de
I’espéce MEAMI1 aux Etats-Unis (Himler ez al., 2011). Toutefois, ce phénotype est variable ;
il n’a pas été retrouvé dans les populations de la méme espece en Israél, alors que les génomes
des souches de Rickettsia dans ces deux pays sont trés proches (Cass et al., 2015), ni dans les
populations des Etats-Unis une décennie plus tard (Bockoven et al., 2019), suggérant des
différences géographiques et temporelles dans I’interaction entre ce symbiote et son hote. Cette
variation dans le phénotype associé¢ a I’infection par Rickettsia peut étre expliquée par des
différences dans le génotype nucléaire de 1’hote (Cass et al., 2016; Hunter et al., 2017), bien
que les bases génétiques de cette variation ne soient pas connues. Dans 1’ensemble de nos
travaux, nous n’avons pas détect¢ d’interaction entre le génotype nucléaire de I’hdte et son
cytotype, que ce soit sur 1’utilisation et la sélection de la plante hote par B. tabaci, ou sur sa
capacité a faire face a une carence nutritionnelle en acides aminés. Ce résultat suggere que dans
notre cas, la modification du génotype nucléaire de I’hote n’a pas d’influence sur la réponse de

I’insecte a la présence/absence de symbiotes secondaires.

Sous I’hypothése que Rickettsia apporte un avantage a son hote sur lantana, on pourrait
s’attendre a trouver ce symbiote secondaire en plus grande prévalence dans les populations
naturelles de B. tabaci colonisant le lantana que dans les populations colonisant d’autres
plantes. Cependant, une étude de terrain réalisée au Burkina a rapporté une prévalence plus
faible de Rickettsia dans les populations du groupe Q3 de I’espéce MED colonisant le lantana
(26,6%) que celles trouvées sur le tabac (90%) (Gnankiné et al., 2013). Des études

supplémentaires seraient nécessaires pour aborder cette question plus en détail.

2.4. Le bactériocyte, une cellule somatique héritée maternellement

En plus des mitochondries et des symbiotes, une troisieme entité génétique est transmise
de manicre verticale de la mere a ses descendants, pouvant ainsi se confondre a I’effet du
cytotype : le bactériocyte et son génome nucléaire. En effet, chez B. tabaci, la transmission
maternelle des symbiotes est assurée par I’intégration d’un bactériocyte de la mere dans chaque
ovocyte (Buchner, 1965). Ce bactériocyte persiste dans 1I’embryon, se divise au cours du
développement de I’insecte, puis est a nouveau transmis a la génération suivante (Luan et al.,
2016, 2018). Les bactériocytes forment ainsi une lignée cellulaire héritée exclusivement par la
mere et génétiquement différenciée des autres cellules somatiques de I’insecte (Luan ef al.,
2018; Xu et al., 2019). Le génotype nucléaire des bactériocytes des femelles F1 n’est donc pas

hybride, contrairement au génotype nucléaire de leurs autres cellules somatiques.
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Le bactériocyte occupe une place importante dans la symbiose, puisqu’il est le
médiateur des échanges métaboliques entre 1’hdte et ses symbiotes en réponse aux signaux
arrivant a I’holobionte depuis le milieu nutritionnel (Douglas, 2014; Upadhyay et al., 2015,
Colella et al., 2018). Cette question a été abordée en détail chez le puceron du pois 4. pisum,
chez qui la biosynthese des acides aminés essentiels est réalisée par le métabolisme intégré du
puceron et de son symbiote nutritionnel B. aphidicola (Shigenobu et al., 2000; Wilson ef al.,
2010; Hansen et Moran, 2011). Comme évoqué précédemment, B. aphidicola a des capacités
de régulation de la biosynthese des acides aminés réduites (Reymond et al., 2006), et qui ne
concernent que certains acides aminés (partie 2.2 de ce chapitre). Pour d’autres acides aminés
(tyrosine et phénylalanine), cette biosyntheése est principalement régulée par I’hote, qui peut
réguler au niveau transcriptionnel les génes (eucaryotes) appartenant aux voies de biosynthése
partagées avec les génes du symbiote qui, eux, ne sont pas régulés (Rabatel et al., 2013).
D’autres niveaux de régulation peuvent impliquer les transporteurs de la membrane du
bactériocyte qui controlent la quantit¢ de précurseurs métaboliques (e.g., la glutamine)
disponibles dans le cytoplasme des bactériocytes pour la biosyntheése des acides aminés
essentiels par B. aphidicola (Price et al., 2014; Feng et al., 2019). Portiera ayant perdu les
capacités de réguler la biosynthése des acides aminés (Zhu et al., 2019), cette régulation
pourrait étre réalisée par B. tabaci, par le biais de transporteurs membranaires (Upadhyay et al.,
2015) ou de la régulation des geénes de 1I’hote qui complémentent les voies de biosynthése du

symbiote (Luan et al., 2015; Bao et al., 2021).

Malheureusement, nous ne disposons pas d’informations sur la variabilité qu’il pourrait
exister entre les bactériocytes de nos trois lignées en termes de contenu génétique et d’éléments
de régulation génétique. Toutefois, sous I’hypotheése que le génome bactériocytaire est
davantage similaire entre deux cytotypes du méme haplotype mitochondrial, on devrait
s’attendre a ce que si le bactériocyte influence 1’utilisation de la plante hote, les cytotypes Q1-
HW et Q1-HR présentent un phénotype similaire. Or ce n’est pas ce qui est observé : Q1-HW
et Q1-HR présentent des phénotypes différents tandis que le cytotype Q1-HR présente en
général le méme phénotype que Q2-ARW ! Ainsi I’implication du génome des bactériocytes
dans les différences observées entre cytotypes semble peu probable. Toutefois cette conclusion
repose sur une hypothese tres forte. En effet, le degré d’apparentement entre cytotypes n’est
pas garant du degré de similarité entre les génomes de leurs bactériocytes : on ne connait peu

de chose sur 1’évolution indépendante de chaque lignée bactériocytaire !
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Si I’'implication du génome du bactériocyte semble peu probable, ce dernier pourrait
contribuer a I’exploitation de la plante hote de maniére plus indirecte, par le biais de différentes
formes de régulations (transcriptionelle, traductionnelle, enzymatique, épigénétique) sous le
contréle de 1’hote. Par exemple, chez A. pisum, les réponses transcriptionnelles et cellulaires
des bactériocytes semblent jouer un role central dans la régulation de la physiologie de I’insecte
et dans sa capacité a faire face des carences nutritionnelles impliquant la tyrosine ou la
phénylalanine (Colella et al., 2018). Chez B. tabaci, le contrdle du dialogue moléculaire par
I’hote est facilité par la localisation des symbiotes primaires et secondaires dans les mémes
bactériocytes (Gottlieb et al., 2008). Il est notamment envisageable que le bactériocyte régule
différemment le dialogue moléculaire entre le corps de I’insecte, le symbiote primaire et les
symbiotes secondaires lorsque le cortége symbiotique n’est pas identique. Par exemple, il existe
une redondance fonctionnelle entre B. tabaci et le symbiote secondaire Hamiltonella pour la
complémentation de la voie de biosynthése de la vitamine B8 (Biotine) de Portiera. En effet
les génomes de B. tabaci (Chen et al., 2016) et d’Hamiltonella (Rao et al., 2015) posseédent tous
les deux les génes bioA, bioB et bioD de la voie de biosynthése de la biotine, absents du génome
de Portiera (Rao et al., 2015) (voir aussi partie ‘3.3. Role nutritionnel des symbiotes
secondaires’ de I’introduction de ce manuscrit, Figure 12). L’¢limination d’Hamiltonella par
traitement antibiotique a été associée a une augmentation de I’expression des genes bioA, bioB,
bioD du bactériocyte, qui pourrait compenser le manque de biotine produit par Hamiltonella
(Ren et al., 2020). A travers cet exemple, il est possible d’émettre I’hypothése que la présence
d’un symbiote secondaire influence la régulation des voies de biosynthése des nutriments
essentiels sous le contrdle de 1’hote, et les capacités métaboliques de I’insecte. Ainsi, le
bactériocyte et les symbiotes secondaires pourraient contribuer de maniére jointe a

I’exploitation de la plante hote par B. tabaci (Figure 24).
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Figure 24. Impacts direct et indirect des symbiotes secondaires sur le métabolisme des acides
aminés de B. tabaci.

2.5. Effets maternels et considérations méthodologiques

Enfin, nous ne pouvons pas exclure la possibilité que les différences observées chez les
femelles F1 soient la manifestation d’un effet maternel qui se confondrait a I’effet du cytotype.
Les effets maternels peuvent étre définis comme 1’influence causale du phénotype de la mere
sur le phénotype de ses descendants (Mousseau et Fox, 1998a; English et al., 2015). Le
phénotype maternel, comme la plupart des traits, peut lui-méme dépendre de variations
génétiques et environnementales. Dans ce cadre, le phénotype d’un individu n’est donc pas
seulement déterminé par son propre génotype et son environnement, mais aussi par le génotype
(effet maternel ‘génétique’) et I’environnement de la mere (effet maternel ‘environnemental’)
(Mousseau et Fox, 1998a; English ef al., 2015). Chez les insectes, les mécanismes sous-jacents
a cette influence maternelle peuvent, entre autres, prendre la forme de facteurs cytoplasmiques
transmis a I’ceuf par la mere (par exemple, des protéines, hormones ou ARN messagers) ou
d’¢états épigénétiques (comme la méthylation de I’ADN) qui influencent, in fine, le
développement de sa descendance (Mousseau et Fox, 1998b; English ef al., 2015). Notons que

ces effets maternels concernent le cytoplasme et le noyau de I’ovocyte, mais aussi ceux du
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bactériocyte, puisqu’il est transmis par la mere. Les protocoles développés au cours de cette
these ont considéré I’importance des effets maternels, et ont été pensés pour en minimiser
I’éventualité. Notamment, toutes les lignées parentales ont ét¢ maintenues dans les mémes
conditions d’¢levage (plante hote, température, hygrométrie, photopériode), limitant ainsi
I’influence de I’environnement des meres FO sur les traits étudiés chez leur descendantes F1.
En revanche, nous ne pouvons pas exclure une potentielle influence du génotype des méres sur

le phénotype de leurs descendantes (English ef al., 2015).
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3. La symbiose un moteur de spéciation ?

La compréhension des processus sous-jacents a la diversification et a la spéciation,
c’est-a-dire I’émergence d’un isolement reproductif entre populations, est une question centrale
en biologie évolutive. L’idée que la symbiose puisse contribuer a ce phénomene a gagné en
importance depuis le début du 20°™ siécle (Brucker et Bordenstein, 2012; Vavre et Kremer,
2014; Shropshire et Bordenstein, 2016), mais il existe encore peu de démonstrations empiriques
soutenant cette hypothése. Les résultats obtenus dans ce projet ouvrent la voie a 1’étude de
I’implication des symbiotes secondaires dans la diversification du complexe d’especes de B.
tabaci. D’autres approches pourraient également étre envisagées pour mieux cerner la

contribution de ces symbiotes a ce phénomene.
Contribution des symbiotes a I’adaptation écologique de I’hote

Les symbiotes pourraient contribuer a I’émergence d’un isolement reproductif lorsque
ces derniers sont impliqués dans 1’adaptation de leur hote a la niche écologique, et que
I’accouplement a lieu dans cette niche (Schluter, 2001; Bird et al., 2012). C’est le cas chez B.
tabaci, chez qui I’accouplement et la ponte ont lieu sur la plante ou les individus se nourissent
(Stansly et al. 2010). Au cours de ce projet, nous avons montré que le cytotype influence
I’utilisation (Chapitre 1) et la sélection (Chapitre 2) de la plante hote. Ces cytotypes étant
associés a des cortéges de symbiotes secondaires différents, il est trés probable que ces derniers
soient responsable des différences observées entre cytotypes. Il est possible qu’en modulant la
gamme de plantes hotes de B. fabaci, et selon la disponibilit¢ de ces plantes dans
I’environnement, les symbiotes puissent contribuer a limiter le flux de génes entre populations.
Pour étudier cette question plus en détail, il serait toutefois nécessaire d’étendre les recherches

a une plus grande diversité de cytotypes et de plantes hotes.
Contribution des symbiotes au choix du partenaire sexuel

Les symbiotes pourraient également contribuer a 1’isolement reproductif lorsque des
individus manifestent une préférence pour un partenaire sexuel partageant le méme statut
d’infection (i.e., ’homogamie positive) (Panhuis et al., 2001, Shropshire et Bordenstein, 2016).
Par exemple, des travaux menés chez la drosophile D. melanogaster ont montré que les
individus des deux sexes ont une préférence pour les partenaires sexuels présentant un
microbiote intestinal similaire (Sharon et al., 2010; Najarro et al., 2015). De maniére similaire,

chez le complexe d’espéces D. paulistorum, les femelles préférent s’accoupler avec un male

137



Discussion générale

infecté par la méme souche de la bactérie intracellulaire Wolbachia sp. (Miller et al., 2010,
Schneider et al., 2019). I a notamment été proposé que les symbiotes puissent influencer le
comportement de leur hdte en modifiant I’émission et la perception des signaux impliqués dans
le choix du partenaire (Miller et al., 2010; Sharon et al., 2010; Najarro et al., 2015; Schneider
et al., 2019; pour une revue traitant de I’influence des symbiotes microbiens sur la production

de phéromones par les insectes, lire aussi Engl et Kaltenpoth, 2018).

L’influence des symbiotes sur le choix du partenaire sexuel chez B. tabaci n’a pas
encore ¢été ¢tudiée, mais c’est un modele qui s’avere particulierement intéressant pour explorer
cette question. En effet, nous avons démontré que le cytotype, et potentiellement les symbiotes
secondaires, influencent le métabolisme des acides aminés libres de Bemisia tabaci. (Cf.
Chapitre 1). Or, chez les insectes, la majorité¢ des phéromones (y compris les phéromones
sexuelles) sont synthétisées de novo, et cette synthése dépend de précurseurs métaboliques
comme des acides gras, des terpénoides ou des acides aminés libres (Tillman et al., 1999). 1l
est donc envisageable qu’a travers leur influence sur le métabolisme des acides aminés libres,
les symbiotes secondaires modifient la production de phéromones impliquées dans le choix du

partenaire sexuel chez B. tabaci.

Deux approches pourraient notamment étre développées pour étudier I’influence des
symbiotes secondaires sur le choix du partenaire sexuel chez B. tabaci. Dans un premier temps,
il serait intéressant d’analyser l'attractivité a distance d'un individu pour le sexe opposé en
fonction de leurs cortéges symbiotiques respectifs en utilisant, par exemple, un olfactometre a
choix multiples. Chez B. tabaci, il semblerait que la recherche du partenaire soit effectuée par
le male (Li ef al., 1989). Ainsi, un male avec un cytotype donné pourrait par exemple se voir
proposer une femelle avec le méme cytotype et une femelle avec un cytotype différent. Cela
permettrait de déterminer si B. tabaci se base sur des signaux a longue distance pour identifier
ses partenaires, et si le cytotype a une influence sur le choix du partenaire. Des observations
d’accouplement pourraient ensuite permettre de déterminer si et a quelle étape de la parade les
symbiotes secondaires interférent avec le choix du partenaire sexuel du male et de la femelle.
Chez B. tabaci, le comportement de parade a été décrit pour la premiere fois chez I’espéce New
World (anciennement, le biotype A). Il se divise en 5 phases successives (Li ef al., 1989)
(Figure 25). L approche initiale male-femelle donne lieu a 1’alignement parallele des deux
partenaires (phase 1). Elle est suivie du tambourinage antennaire de la femelle par le male, qui
ondule également son abdomen de haut en bas (phase 2). Occasionnellement, la phase 2 peut
donner lieu a une phase 3 facultative (15% des accouplements), le ‘Body pushing’, au cours de
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laquelle le male bouscule la femelle. S’en suit une phase 4 (directement apres la phase 2 ou, le
cas échéant, apres la phase 3), ou les organes sexuels du male et de la femelle entrent en contact.
La phase 5 correspond a I’accouplement. A chaque étape, le male peut étre rejeté par la femelle.
Il semble exister des variations entre especes de B. tabaci. Par exemple chez I’espéce MEAMI,
le tambourinage antennaire et 1’ondulation de 1’abdomen (phase 2) n’ont pas lieu en méme
temps et constituent deux phases successives distinctes. De plus, il n’a pas été observé de phase
3 ‘Body pushing’ (Perring et Symmes, 2006). Ainsi, une étape préliminaire a ce travail serait
de caractériser finement le comportement de parade des lignées disponibles au laboratoire,

appartenant a I’espéce MED.

Phase

@ Premier contact et alignement des partenaires (<1min)

L'approche initiale méale-femelle se produit lorsque les méles se trouvent & moins de 2 a 3 mm
d'une femelle. Le méle ’encercle, puis place ses tarses antérieurs sur le bord de ses ailes ou la
touche avec ses antennes. Si le male n’est pas rejeté par la femelle (auquel cas elle bats des ailes,
des pattes ou s’envole), il se positionne parallélement a la femelle.

2) Tambourinage antennaire par le male (8-60min)

Aprés s’étre aligné parallélement a la femelle, le méle tambourine la partie
cenfrale de I’antenne la plus proche de femelle avec la partie centrale de sa
propre antenne (voir le schéma ci-contre). Simultanément, il ondule son
J' abdomen de haut en bas.

3 ‘Body pushing’ (2-5min)
En poursuivant la phase 2, le méle pousse la femelle avec la partie postérieure de son corps, les
deux partenaires effectuant un mouvement circulaire. Cette phase est facultative, elle n’arrive
que dans moins de 15% des accouplements.

o Mouvement des ailes et contact des organes reproducteurs (20s)
Le male cesse le tambourinage antennaire et souléve son aile la plus
proche de la femelle pour la recouvrir (voir le schéma ci-contre).
Simultanément, il positionne son abdomen sous celui de la femelle
pour mettre en contact leurs organes reproducteurs.

o Accouplement (125-265s)

Figure 25. Phases du comportement de parade de B. tabaci New World (Adapté de Li et al.,
1989).
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Contribution des symbiotes a l’isolement post-reproductif

Enfin, les symbiotes pourraient contribuer a l’isolement post-reproductif par des
mécanismes affectant la viabilité ou la stérilité des hybrides issus du croisement entre parents

associés a différents symbiotes (Brucker et Bordenstein, 2012; Vavre et Kremer, 2014).

L’incompatibilit¢ médiée par les symbiotes la plus connue est I’incompatibilité
cytoplasmique bidirectionnelle entrainant la non-viabilité des hybrides issus de croisements
entre individus infectés par différentes souches de Wolbachia (Werren et al., 2008). Chez les
insecte diploides, I’incompatibilité cytoplasmique est caractérisée par la mort des deux sexes,
et n’est donc pas associée a un biais du sexe ratio (Werren et al., 2008). En revanche, chez les
insectes haplo-diploides arrhénotoques (i.e., chez qui les males sont haploides, issus d’ceufs non
fécondés) comme B. tabaci, un tel phénomeéne pourrait se manifester par une mortalité des
femelles issues de la fécondation (Breeuwer, 1997; Vavre et al., 2001; Mouton et al., 2005),
et/ou leur développement en males fonctionnels (Breeuwer et Werren, 1990 ; Mouton et al.
2005). Dans les deux cas, il se traduirait par un sex-ratio biaisé vers les males a la génération
F1. Toutefois, aucun des symbiotes de B. tabaci n’est connu pour manipuler la reproduction de
son hote, et nous n’avons pas remarqué de tel phénomene lors de la réalisation des croisements

FI.

Il a récemment ¢été¢ proposé que les symbiotes puissent participer a I’isolement
reproductif post-zygotique de maniere plus indirecte. En effet, dans I’hypothese trés forte ou la
sélection exercée sur les interactions entre 1’hote et ses symbiotes conduit a des coadaptations
entre ces derniers, la rupture de ces coadaptations pourrait avoir des effets négatifs sur les
hybrides (Brucker et Bordenstein, 2012; Vavre et Kremer, 2014). Cette hypothése a notamment
¢été explorée chez des guépes du genre Nasonia (Brucker et Bordenstein, 2013). Le microbiote
intestinal de ces guépes (composé majoritairement de 10 genres bactériens), est propre a chaque
espece au sein de ce genre. Les hybrides issus des croisements entre ces especes présentent un
taux de mortalité larvaire important, associé a une altération du microbiote intestinal en termes
de d’abondance et de diversité bactérienne, en comparaison aux individus issus de croisements
entre males et femelles de la méme espeéce (Brucker et Bordenstein, 2013). Brucker et
Bordenstein ont montré que la mortalité de ces hybrides pouvait étre secourue par un traitement
antibiotique ciblant le microbiote intestinal. En revanche, I’inoculation de ces hybrides traités
aux antibiotiques avec un nouveau microbiote rétablit le fort taux de mortalité, mettant en

lumicére le role crucial du microbiote dans ce phénotype (Brucker et Bordenstein, 2013). Il a
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ainsi été proposé que ’altération du microbiote intestinal est a 1’origine de la mortalité des
hybrides, et que cette altération est causée par la perturbation des interactions génétiques
impliquées dans le contrdle du microbiote par 1’hdte (Brucker et Bordenstein, 2013). Dans
I’hypothése ou il existe des coadaptations entre le génotype nucléaire de B. tabaci et son cortége
symbiotique, les nouvelles associations Génotype(Cytotype), comme par exemple les femelles
F1 AB(Q1-HW) et AC(Q1-HW), devraient avoir une performance plus faible que 1’association
Génotype(Cytotype) d’origine, c’est-a-dire celle de la lignée maternelle AA(Q1-HW). Or, pour
tous les traits mesurés et pour un méme cytotype, nous n’avons pas observé d’effet du génotype.
Plus particuliérement, nous n’avons pas mis en évidence une performance moindre des
hybrides, c’est-a-dire pas de colit apparent associé¢ a la rupture de potentielles coadaptations
entre les compartiments nucléaires et cytoplasmiques de nos lignées. Toutefois, nous ne
disposons pas d’information quant a la stabilité et I’évolution de ces nouvelles associations au

cours des générations suivantes.

Ce dernier aspect est notamment étudié au sein du projet ANR de type PRC ‘Hmicmac’
(Coadaptations hote-microbiote : mécanismes et conséquences, ANR-16-CE02-0014)
développé de maniere conjointe par mes équipes d’accueil, en collaboration avec 1’Institut de
Génétique, Environnement et Protection des Plantes (IGEPP) de Rennes. Ce projet a pour
objectif de déterminer les conséquences de la rupture de potentielles coadaptations génétiques
entre 1’hote et ses symbiotes chez deux insectes hémiptéres phloémophages, B. tabaci et A.
pisum. De nouvelles associations Génotype(Cytotype) ont été obtenues chez B. tabaci par
hybridation, comme je 1’ai fait au cours de mon projet de these. Les conséquences de la rupture
de potentielles coadaptations génétique entre 1’hote et ses symbiotes ont été évaluées sur le plan
phénotypique (fécondité, taux d’éclosion des ceufs) et le plan physiologique (profil en acides
aminés libres) a la premiére génération, puis a intervalles réguliers pendant plus de 50
générations. Ces analyses ont été couplées a des approches transcriptomiques réalisées sur

I’hote et ses symbiotes afin de déterminer les mécanismes sous-jacents a ces coadaptations.
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4. Conclusion

S’il est aujourd’hui admis que la symbiose représente une source innovation évolutive,
I’influence des symbiotes microbiens dans ’adaptation de leur hote a de nouvelles conditions
environnementales sont encore peu connues. L’objectif de cette thése était de mieux
comprendre ’impact des symbiotes sur 1’écologie et 1’évolution de leur hoéte, a travers leur

influence sur I’exploitation de la plante hote par les insectes phytophages

Nos travaux menés sur I’aleurode du tabac B. tabaci et son cortége de bactéries
symbiotiques nous ont permis de répondre a cet objectif. Pour la premiere fois, nous avons
montré que le cytotype influence 1’utilisation et la sélection de la plante hote chez cet insecte.
Le cytotype étant associé a différents cortéges de symbiotes secondaires, nos travaux suggerent
que I’implication de ces symbiotes dans 1’exploitation de la plante hote par B. tabaci est trés
probable. De ces observations émerge la question des mécanismes sous-jacents a I’influence du
cytotype sur le phénotype de I’insecte. Par le biais d’analyses métaboliques, nous avons montré
que les plantes hotes de B. tabaci représentent un environnement nutritif contrasté, et que
certains cytotypes pourraient faciliter I’exploitation de certaines de ces plantes, potentiellement
via I’impact des symbiotes sur les capacités métaboliques de leurs hotes. Ce travail demeure
toutefois préliminaire, et de futures recherches devraient envisager de déterminer les influences
respectives de chaque symbiote secondaire sur le phénotype de leurs hétes. L’influence du
cytotype sur I’exploitation de la niche écologique par B. tabaci évoque également la question
de I’'influence des symbiotes sur la diversification du complexe d’espeéce de B. tabaci.
Cependant, pour aborder rigoureusement cette question, il serait nécessaire d’étendre les études

menées dans cette theése a une plus large diversité de cytotypes et de plantes hotes.

Ces travaux apportent de nouveaux ¢léments de compréhension de I’influence des
microorganismes sur divers aspects de leurs hotes : leur physiologie, comportement, écologie
et évolution. Pour reprendre 1’expression utilisée par Scott F. Gilbert (Gilbert, 2012) a propos

de la symbiose, il semblerait bien que nous n’ayons « jamais ét¢ des individus ».
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ABSTRACT

Microbial symbionts are universal in eukaryotes, and it is now recognized that symbiotic
associations represent a major source of biological and evolutionary innovation. However, the extent to
which symbionts contribute to their hosts' ecological adaptation and subsequent diversification is far
from being fully elucidated. The tobacco whitefly Bemisia tabaci is a highly diversified cryptic species
complex. All members of this species complex are associated with an obligate, so-called ‘primary’
symbiont, Portiera aleyrodidarum, which is essential to its host survival. Portiera provides B. tabaci
with nutrients (amino acids, vitamins) that are essential for its development and growth, nevertheless
limiting in its diet, the plant phloem sap. As in many phloemophageous insects, most B. tabaci
individuals also host one or more facultative ‘secondary’ symbionts whose roles remain poorly known.
In this projet, we investigated whether and how secondary symbionts influence host plant utilization and
selection by B. tabaci, using three lines differing in their secondary symbiont community. To better
apprehend the interactions between B. tabaci, its symbionts and plants, we first analyzed the life history
traits and physiology of these three lines when reared on three host plants with significantly different
nutritional properties (amino acid content): hibiscus, tobacco and lantana. We showed that insect
performance, free amino acid and symbiont density depend on the host plant species, suggesting a
critical role for the plant nutritional properties. Insects reared on lantana showed a different free amino
acid profile than insects reared on the other plants, higher symbiont density, and reduced fecundity.
Together, these results indicate that lantana is the least favorable plant for B. tabaci of the three plants
tested. These results allowed us to establish a framework in which we investigated the relative
contributions of the insect nuclear genotype and cytotype (corresponding to the cytoplasmic
compartment of an individual, including its symbiont and mitochondria) to B. tabaci life history traits
and physiology on these favorable and unfavorable plants, and the consequences on the insect’s plant
choice for oviposition. Using genetically homogeneous hybrids associated to different cytotypes
(corresponding to the cytoplasmic compartment of an individual, including its symbiont and
mitochondria), we showed that cytotype affects B. tabaci fecundity and amino acid profile on lantana.
Our plant choice experiments showed that cytotype also influences the behavior of B. tabaci. Indeed,
females with cytotype associated to higher fecundity on lantana choose this plant more frequently to lay
their eggs. Finally, using chemically defined artificial diets, we demonstrate that cytotype affects
whiteflies capacity to produce eggs upon a nutritional deficiency involving specific amino acids
(isoleucine, leucine and valine). This result could partly explain the influence of the cytotype on the
capability of the insect to feed and oviposit on lantana. As cytotypes differ in their secondary symbiont
community, we propose that these symbionts may mediate whiteflies’ suitable plant range, potentially
through their impact on their hosts’ amino acid metabolism and dietary requirements. This work
provides a better understanding of the influence of symbionts on the metabolism, behavior and ecology
of whiteflies. Furthermore, the influence of secondary symbionts on whiteflies’ suitable plant range also
raises the question of the role played by these symbionts in the ecological diversification of the B. tabaci
species complex.

Keywords: Symbiosis, Bemisia tabaci, Cytotype, Plant utilization, Plant selection
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REsumE

Les symbiotes microbiens sont universels chez les eucaryotes, et il est désormais admis que les
associations symbiotiques représentent une source d’innovation biologique et évolutive. Cependant, la
contribution des symbiotes a I’adaptation écologique et la diversification de leurs hdtes est encore
méconnue. L’aleurode du tabac Bemisia tabaci est un complexe d’espéces cryptiques tres diversifié.
Tous les membres de ce complexe sont associés a un symbiote obligatoire, dit ‘primaire’, Portiera
aleyrodidarum, qui est indispensable a la survie de son hote. Portiera fournit a B. tabaci des nutriments
(acides aminés, vitamines) essentiels a son développement et a sa croissance, mais qui sont trés peu
représentés dans son régime alimentaire, la séve phloémienne des plantes. Comme chez beaucoup
d’insectes phloémophages, la plupart des individus de B. tabaci hébergent également un ou plusieurs
symbiotes facultatifs, dits ‘secondaires’, dont les rdles ne sont pas encore totalement élucidés. Dans cette
these, nous avons exploré si et comment les symbiotes secondaires influencent 1’ utilisation et la sélection
de la plante hote par B. tabaci, en utilisant trois lignées associées a différents cortéges symbiotiques.
Afin de mieux appréhender les interactions entre B. tabaci, ses symbiotes et les plantes, nous avons
d’abord analysé les traits d’histoire de vie et la physiologie de ces trois lignées quand elles sont élevées
sur trois plantes dont les propriétés nutritives (contenu en acides aminés) différent significativement :
I’hibiscus, le tabac et le lantana. Nous avons ainsi montré que la performance, le profil en acides aminés
libres et la densité symbiotique des insectes sont dépendants de la plante hote, ce qui pourrait étre
partiellement expliqué par des différences dans leurs propriétés nutritives. Les insectes élevés sur le
lantana ont montré un profil en acides aminés libres différent de ceux élevés sur les autres plantes, une
densité symbiotique plus élevée, et une fécondité réduite. Ensemble, ces résultats indiquent que le
lantana est la moins favorable pour B. tabaci des trois plantes testées. Ce premier travail nous a ensuite
permis de tester les contributions relatives du génotype nucléaire et du cytotype (correspondant au
compartiment cytoplasmique d’un individu, dont ses symbiotes et ses mitochondries) aux traits
d’histoire de vie et a la physiologie de B. tabaci sur ces plantes favorables et moins favorables, et les
conséquences sur son choix de plante pour la ponte. En utilisant des femelles hybrides de méme
génotype mais avec différents cytotypes, nous avons montré que le cytotype influence la fécondité et le
profil en acides aminés libres de B. tabaci sur le lantana. Nos expériences de choix de plante ont montré
que le cytotype influence également le comportement de B. fabaci. En effet, les femelles des cytotypes
associés a une meilleure fécondité sur le lantana choisissent plus fréquemment cette plante pour y pondre
leurs ceufs. Enfin, grace a I’utilisation de milieux nutritifs artificiels de composition contrélée, nous
avons montré que le cytotype influence la fécondité de B. tabaci lors d’une carence nutritionnelle
impliquant des acides aminés spécifiques (isoleucine, leucine et valine). Ce résultat pourrait expliquer
en partie I’influence du cytotype sur la capacité de I’insecte a exploiter le lantana. Etant donné que les
cytotypes ont des corteges de symbiotes secondaires différents, nous proposons que ces symbiotes
influencent la gamme de plantes hotes favorables a B. fabaci, potentiellement a travers leur impact sur
le métabolisme des acides aminés de I’insecte. Ces travaux permettent de mieux comprendre 1’influence
des symbiotes sur le métabolisme, le comportement et 1’écologie de B. fabaci. Par ailleurs, I’influence
des symbiotes secondaires sur la gamme de plante hotes favorables a B. tabaci souléve également la
question du role joué par ces derniers dans la diversification écologique de ce complexe d’espéces.

Mots clefs : Symbiose, Bemisia tabaci, Cytotype, utilisation de la plante, sélection de la plante
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