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Évolution et dynamique du système di-symbiotique chez les 

pucerons du genre Cinara 

Résumé : 

Des systèmes pluri-symbiotiques ont été mis en évidence chez plusieurs espèces de 

pucerons (Hemiptera : Aphididae) et plus particulièrement chez les espèces du genre Cinara. 

La caractérisation taxonomique des symbiotes présents chez une soixantaine d’espèces de 

Cinara a permis de déterminer que Serratia symbiotica est la bactérie la plus fréquemment 

retrouvée comme symbiote secondaire obligatoire. De plus, la reconstruction de l’histoire 

évolutive des associations symbiotiques chez Cinara semble indiquer une acquisition ancestrale 

de Serratia symbiotica comme co-symbiote obligatoire, même si la présence d’autres bactéries 

chez certaines espèces indique que des évènements de remplacement ont eu lieu. L’’analyse 

des génomes de souches de Serratia symbiotica ont montré que ces symbiotes possèdent des 

caractéristiques génomiques différentes et des variations de leur forme et de leur localisation 

dans des bactériocytes. Ces données semblent montrer un gradient de modifications dans le 

passage d’une bactérie facultative à une bactérie endosymbiote fixée sur lequel se trouve 

l’ensemble des co-symbiotes obligatoires des Cinara. Au cours de cette thèse, à l’aide 

d’approches de phylogénomique, nous avons décrit l’histoire évolutive de Serratia symbiotica 

et mis en évidence de multiples acquisitions indépendantes de cette bactérie comme co-

symbiote obligatoire des Cinara. Ces transitions d’un mode de vie facultatif à obligatoire sont 

associées à des réductions de génome et de taux de G-C plus ou moins importantes selon les 

lignées, révélant l’ancienneté relative de l’association. Parmi les évènements d’acquisitions, 

nous avons montré que l’un d’entre eux avait conduit à une co-spéciation durant environ 20Ma 

des trois partenaires de la symbiose nutritionnelle (Cinara, Buchnera et Serratia). Dans ce 

clade, nous avons observé des structures cellulaires et des caractéristiques génomiques stables 

pour les deux co-symbiotes. De plus, l’analyse des taux de substitutions de chacun des 

partenaires a permis de décrire pour la première fois une évolution parallèle entre les deux 

symbiotes et leur hôte. L’analyse détaillée de la composition en gènes des bactéries co-

symbiotiques de ce clade a mis en évidence une complémentation forte pour la production des 

nutriments nécessaires à l’hôte. De plus, l’analyse de l’ensemble de leurs gènes a révélé qu’une 

forte sélection purifiante s’exerce sur eux. Dans une autre partie, une approche expérimentale 

de quantification des symbiotes au cours de développement sur trois espèces de Cinara suggère 

une différence de capacité de régulation du co-symbiote Serratia. Cette différence est observée 



 

 

entre deux espèces de Cinara pour lesquelles les Serratia sont issues d’acquisition 

indépendantes et dans lesquelles sa localisation est différente. Finalement, une analyse de 

comparaison génomique sur des phages APSE (bactériophage intégré) présents dans les co-

symbiotes de Cinara et procurant une défense contre les parasitoïdes a permis de décrire la 

diversité des APSE et de l'évolution de leur génome chez les pucerons. Cette analyse a aussi 

montré que les éléments mobiles pourraient jouer un rôle dans l'acquisition de nouveaux gènes 

dans la cassette de la toxine défensive. L’ensemble de ces travaux révèle un système pluri-

symbiotique dynamique dans lequel le nouveau partenaire bactérien est régulièrement remplacé 

au cours de l’évolution.  

Mots clefs : Endosymbiote – interaction interspécifique – bactérie – phylogénomique – 

co-évolution – pucerons 

  



 

 

Evolution and dynamic of di-symbiotic system in Cinara Aphids 

Abstract : 

The existence of multi-symbiotic systems has been demonstrated in several aphid species 

(Hemiptera: Aphididae) and more particularly in species of the genus Cinara. The taxonomic 

caracterisation of the symbionts present in about sixty species of Cinara has made it possible 

to determine that Serratia symbiotica is the most frequently found bacterium as an obligatory 

secondary symbiont. Furthermore, the reconstruction of the evolutionary history of symbiotic 

associations in Cinara species suggests an ancestral acquisition of Serratia symbiotica as an 

obligate co-symbiont, although the presence of other bacteria in some species indicates that 

replacement events have occurred. More recently, genome analysis of Serratia symbiotica 

strains associated have shown that these symbionts exhibit different genomic characteristics 

ranging and variations in their shape and localisation in bacteriocytes. These data seem to show 

a gradient of changes in the transition from a facultative life-style to obligate endosymbiont in 

which we observe all of the (now obligate) co-symbionts of Cinara. During this phd, using 

phylogenomics, we inferred the evolutionary history of Serratia symbiotica within Cinara and 

highlighted multiple independent acquisitions of this bacterium as a co-obligate symbiont of 

Cinara. These transitions from facultative to obligate life-style are associated with genome 

reductions and low G-C content that are more or less important depending on the lineage, 

revealing the relative age of the symbiotic association with Serratia. Among the inferred 

acquisition events, one in particular led to co-speciation over about 20 Ma of the three partners 

of the nutritional symbiosis (Cinara, Buchnera and Serratia). In this clade, we observed stable 

cellular and genomic structures with highly reduced genomes and low G-C content for both co-

symbionts. Furthermore, the analysis of the substitution rates of each partner allowed us to 

describe for the first time a parallel evolution between the two symbionts and their host. Further 

analysis of the gene composition of the co-symbiotic bacteria in this clade revealed strong 

complementation for the production of nutrients required by the host. Furthermore, the analysis 

of their set of genes revealed that they are under strong purifying selection. In addition an 

experimental approach aimed at quantifying the symbionts during development on three Cinara 

species suggest that aphid species differ in their capacity to regulate the co-symbiont Serratia. 

This difference is observed between two Cinara species for which the Serratia originated from 

independent acquisitions and in which its localisation is different. Finally, a genomic 

comparison analysis on APSE phages (integrated bacteriophage) present in Cinara co-



 

 

symbionts and providing defence against parasitoids allowed a description the diversity of 

APSEs and their genome evolution in aphids. This analysis also showed that mobile elements 

could play a role in the acquisition of new genes in the defensive toxin cassette. Altogether, this 

study reveals a dynamic multi-partner endosymbiosis where the new partner is recurrently 

replace. 

Key words : Endosymbiont – interspecific interaction – bacteria – phylogenomic – co-

evolution – Aphids 
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Depuis l'émergence de l'écologie en tant que discipline scientifique, les organismes 

tendent à être définis non seulement par leurs caractéristiques individuelles mais aussi par 

l'ensemble des interactions qu'ils ont avec leur environnement et avec les autres organismes 

(Boucher et al., 1982; Gilbert et al., 2012). En effet, les connaissances acquises durant les deux 

derniers siècles nous permettent aujourd'hui d'affirmer que chaque être vivant est en constante 

interaction avec une multitude d'autres organismes partageant le même environnement. Ainsi 

les notions d'interaction positive1 ou négative entre organismes sont apparues. L'ensemble de 

ces interactions, qu'elles soient néfastes, neutres ou bénéfiques pour les organismes qui y sont 

impliqués, ont un rôle important dans la diversification écologique et évolutive au sein du règne 

animal et végétal. En effet, celles-ci contraignent les organismes à se développer et évoluer 

conjointement. De cela découlent de nouveaux processus biologiques pouvant jouer un rôle 

important dans l’évolution des traits et la diversification des êtres vivants (Boucher et al., 1982; 

Christian et al., 2015; Gilbert et al., 2012; McFall-Ngai et al., 2013).  

Au cours du siècle dernier l'avancée des technologies a largement facilité la détection et 

l'observation des micro-organismes et a profondément changé notre façon d'étudier les 

organismes vivants. En effet, le séquençage haut débit couplé au développement de la 

bioinformatique et des capacités de calcul ont par exemple permis le développement de la 

métagénomique microbienne et la découverte de l’existence d’une grande diversité de micro-

organismes. L’amélioration des techniques de microscopie ont quant à elles facilité la 

description des bactéries ainsi que permis de décrire leur localisation et leur structuration dans 

différents environnements. Ces technologies ont donc permis de mettre en évidence 

l'omniprésence des micro-organismes dans l’environnement et leur grande diversité. Ces 

avancées ont également permis d’établir que les micro-organismes sont impliqués dans des 

relations multiples et complexes, non seulement entre eux, mais aussi avec l’ensemble des 

macro-organismes appartenant au règne animal et végétal.  

Ces associations peuvent être impliquées dans diverses fonctions biologiques essentielles 

telles que le développement (comme chez les souris (Hooper et al., 2001) ; les salamandres 

(Olivier and Moon, 2010) ; les calamars (McFall-Ngai et al., 2012), la digestion (chez l’humain 

(Le Chatelier et al., 2013) ; les termites (Brune, 2014)), la nutrition (chez les pucerons 

(Baumann, 2005a) ; les cochenilles (McCutcheon and von Dohlen, 2011) ; les plantes 

(Philippot et al., 2013)), la reproduction (chez les guêpes parasitoïdes (Dedeine et al., 2001; 

                                                 
1 Les termes en gras sont définis dans un encadré page 7 
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Giorgini et al., 2010)), l'immunité (chez la souris (Mazmanian et al., 2005) ; et divers autres 

mammifères (Lanning et al., 2005); mais aussi le corail (Rosenberg et al., 2007); les plantes 

(Herre et al., 2007)… Parmi toutes ces interactions, certaines sont aujourd'hui bien documentées 

et étudiées et peuvent être considérées comme des exemples assez emblématiques (ou systèmes 

d’études modèles) d’interactions durables entre macro-organismes et micro-organismes 

(Christian et al., 2015; Gilbert et al., 2012; McFall-Ngai et al., 2013). 

 Ainsi, chez les plantes, l’association de la famille des Fabacées avec les rhizobiums est 

particulièrement étudiée pour ses intérêts agronomiques, puisque celle-ci favorise la croissance 

de plantes via un apport d’azote par les bactéries en échange de substrat carboné apporté par la 

plante (Van rhijn and Vanderleyden, 1995). Chez l’humain le microbiote intestinal a fait l’objet 

de nombreuses études au cours de la dernière décennie et a amené à la découverte d’un 

écosystème complexe avec une grande diversité de micro-organismes aux rôles très divers et 

essentiels en santé humaine. En effet, en plus de son rôle majeur dans la digestion, le microbiote 

intestinal a un rôle important dans le métabolisme et les fonctions immunitaires de l’humain 

(Doré et al., 2013; Le Chatelier et al., 2013). Ces relations entre micro-organismes et macro-

organismes peuvent être transitoires (c’est-à-dire que les partenaires de ces interactions ne sont 

en contact que pendant une courte durée de leur cycle de vie). Mais il existe également de 

nombreux exemples d'interactions durables entre des micro-organismes et des macro-

organismes, on parle alors de symbiose.  

Par ailleurs, l'association entre micro-organismes est aujourd'hui considérée comme un 

facteur important dans l'innovation macro-évolutive (Margulis L. and Fester R., 1991). En effet, 

celle-ci est à l'origine de l'apparition de la cellule eucaryote dont les mitochondries et les 

chloroplastes sont respectivement issus d’association avec une alphaprotéobactérie et une 

cyanobactérie autrefois libre (Margulis, 1981; Moreira and Lopez-Garcıa, 1998; Muñoz-Gómez 

et al., 2022, 2017). L'interaction entre les bactéries et les protistes semble également pouvoir 

initier la multicellularité dans certains cas particuliers et pourrait être à l'origine de l'apparition 

d'organismes multicellulaires (comme observé chez des choanoflagellés) (Alegado et al., 2012; 

Dayel et al., 2011). 

Ces découvertes d’interactions intimes et omniprésentes ont profondément remis en 

question la vision généralement admise des "individus" et toutes les conceptions classiques de 

l'individualité rendant les limites de l'organisme plus floues et parfois difficiles à poser (Gilbert 

et al., 2012). Pour rendre compte de cette complexité, le terme "holobionte" a été introduit pour 
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décrire le complexe multi-espèces composé à la fois des éléments hôtes et des populations 

persistantes de symbiotes (Gilbert et al., 2012; Rosenberg et al., 2007). Ainsi, l'holobionte, avec 

sa communauté intégrée d'espèces, devient une unité de sélection naturelle. Face à cette 

nouvelle échelle de complexité du vivant, de nouveaux axes de recherches se sont mis en place 

dans lesquelles la diversité des associations avec des microorganismes devient une 

caractéristique centrale dans la description des espèces dans tous leurs aspects : 

développemental, physiologique, génétique et même évolutif (Christian et al., 2015; Gilbert et 

al., 2012). 

Dans ce contexte, l'étude de l’évolution de ces associations devient essentielle pour 

comprendre la diversité et le fonctionnement du vivant. Malgré les débats sur l’holobionte 

(Douglas and Werren, 2016; Moran and Sloan, 2015), les études sur les systèmes symbiotiques 

ne sont aujourd’hui plus ciblées uniquement sur quelques systèmes emblématiques, mais 

étendues à de nombreux systèmes biologiques. Cet essor a un fort impact sur les recherches 

fondamentales menées dans le domaine de l’écologie évolutive mais il permet également 

d’envisager des applications dans différents domaines de la biologie, en médecine ou en 

agronomie. 

La transplantation de microbiote intestinal est un exemple d’utilisation des découvertes 

récentes sur la diversité et le rôle prépondérant des micro-organismes en médecine. Elle est 

utilisée pour le traitement de l'infection récurrente à Clostridium difficile. Celle-ci permettrait 

de rétablir un microbiote intestinal normal qui agit comme barrière à la prolifération de C. 

difficile. Cette technique s'est avérée nettement plus efficace que l'utilisation d’antibiotiques 

(Gough et al., 2011). Un autre exemple de manipulation du microbiote est celui de la 

suppression de symbiotes essentiels à la survie d’insectes comme moyen écologique de lutter 

contre les vecteurs de maladies ou des ravageurs des cultures (Elston et al., 2022; Mendiola et 

al., 2020; Zindel et al., 2011). Un exemple emblématique en santé humaine concerne la 

manipulation de souches de Wolbachia (un endosymbiote répandu des arthropodes) qui a 

permis de bloquer la transmission de différents virus véhiculés par les moustiques (Dengue ou 

Zika) (Flores and O’Neill, 2018). De telles applications sont encore rares en agriculture, mais 

on a cependant pu montrer que la transmission de Xylella fastidiosa, une bactérie 

phytopathogène causant des épidémies importantes, est réduite lorsque son insecte vecteur est 

infecté avec une souche de Pantoea agglomerans (un symbiote intestinal des insectes) 

génétiquement modifiée pour exprimer des peptides antimicrobiens (Mendiola et al., 2020). 

Certains symbiotes intestinaux, du genre Asaia, semblent également capables de réduire la 
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transmission de phytoplasmes transportés par les cicadelles (Mendiola et al., 2020). Ces 

exemples montrent que la recherche sur le microbiote, les systèmes symbiotiques et l’étude des 

conséquences de ces associations sur le phénotype des hôtes peut avoir des enjeux importants 

dans de nombreux domaines d’application. 
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Définitions :  

Interaction positive : Les interactions positives sont toutes les interactions non 

prédatrices entre deux espèces ou plus qui ont un effet positif sur au moins une des espèces 

impliquées par une augmentation relative de leur fitness. L’autre espèce n’est quant à elle pas 

altérée par l’interaction ou bénéficie aussi d’un effet positif. Cela inclut donc les interactions de 

facilitation, de mutualisme (ou coopération entre espèces), de commensalisme et ce quelle que 

soit la nature facultative ou obligatoire de l’interaction (Bertness et Callaway 1994; Boucher, 

James, et Keeler 1982). 

Interaction négative : Les interactions négatives sont toutes les interactions entre deux 

espèces ou plus qui ont un effet négatif sur au moins une des espèces impliquées par une 

diminution relative de leur fitness. L’autre espèce quant à elle peut bénéficier de cette interaction 

ou au contraire être impactée négativement par celle-ci. Cela inclut donc les interactions de 

compétition, prédation, le parasitisme et ce quelle que soit la nature facultative ou obligatoire 

de l’interaction. 

Interaction durable : Les interactions durables sont toutes les associations prolongées 

(c’est-à-dire que l’on retrouve sur plusieurs générations) et intimes entre deux espèces ou plus 

et impliquent alors une adaptation réciproque (coévolution) des partenaires visant à rencontrer, 

échanger, communiquer, éviter, tuer, survivre ou exploiter le ou les individus des autres espèces. 

Elles englobent ainsi toutes les interactions négatives et positives. 

Symbiose : Plusieurs définitions de la symbiose existent aujourd’hui, dans le cadre de 

cette thèse, la définition énoncée par de Bary 1879 sera utilisée. Cette définition décrit la 

symbiose comme étant une interaction intime et durable pendant au moins une partie du cycle 

de vie entre des organismes d'espèces différentes, on appelle alors « hôte » l'organisme le plus 

grand et « symbiote » le plus petit. (de,Bary 1879 ; Moran, McCutcheon, et Nakabachi 2008). 

Holobionte : Dans cette thèse, le terme holobionte est utilisé pour décrire le complexe 

multi-espèces composé à la fois des éléments hôtes et des populations persistantes de symbiotes 

(Margulis and Fester 1991). Une deuxième définition plus large décrit l’holobionte comme le 

complexe formé par l’hôte et l’ensemble de ses microorganismes (aussi appelé microbiome) 

(Simon et al. 2019). L'holobionte, avec sa communauté intégrée d'espèces, serait alors l’unité 

principale sur laquelle agit la sélection naturelle (Gilbert, Sapp, et Tauber 2012; Rosenberg et 

al. 2007; Rosenberg et Zilber-Rosenberg 2016). 

Métagénomique microbienne : La métagénomique est une technique de séquençage et 

d'analyse de l'ADN contenu dans un milieu. Elle consiste à séquencer les génomes (shotgun) ou 

un gène particulier (metabarcoding) de plusieurs individus d'espèces différentes présents dans 

un environnement spécifique. Ainsi l’analyse nous permet de déterminer la composition du 

microbiome. C'est à dire quelles espèces sont présentes, parfois leurs abondances et leur 

diversités dans un environnement donné (Combes, 1995). 

Coévolution : La coévolution est le processus d’adaptation réciproque des partenaires 

d’une interaction interspécifique : il est utilisé pour décrire les cas où l'évolution d'une espèce 

affecte l'évolution d'une autre espèce (ou de plusieurs) et réciproquement. Il a été défini 

clairement par Janzen (1980) 

Cospéciation : La cospéciation correspond à une spéciation conjointe des partenaires 

d’une symbiose. Les évènements de spéciation des symbiotes suivent alors les évènements de 

spéciation de leurs hôtes. 
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I. Les symbioses mutualistes au sein des arthropodes 

Aperçu de la diversité des symbioses mutualistes au sein des arthropodes 

Dans la nature, les associations entre insectes et bactéries sont courantes et comportent 

une grande diversité, à la fois des espèces impliquées, du rôle et de la durabilité des associations 

(Moran et al., 2008a). Un des exemples les plus emblématiques d’une association entre un 

insecte et une bactérie est peut-être celui des pucerons et de leur bactérie nutritionnelle 

obligatoire Buchnera aphidicola. Cette association fut découverte par Paul Buchner. Il avait 

décrit chez plusieurs groupes d’hémiptères la présence d'endosymbiotes et avait fait le lien entre 

un régime alimentaire déficient en nutriments essentiels (les hémiptères se nourrissent de la 

sève des plantes, riche en sucre mais pauvre en vitamines et en acides aminées) chez ces insectes 

et l’établissement de symbioses bactériennes (Buchner, 1953a). Il a alors suggéré que la 

fonction des endosymbiotes était la synthèse des nutriments manquants pour l'hôte (Buchner, 

1953a).  

Aujourd’hui, cette symbiose est bien décrite, vérifiant ainsi les hypothèses de Buchner 

quant au rôle nutritionnel de Buchnera (Baumann, 2005b; Douglas, 1998a). Celle-ci sera décrite 

plus en détail dans la partie suivante de cette introduction. Parallèlement à ce système 

symbiotique emblématique, de nombreux autres symbioses nutritionnelles ont été décrites telles 

que celles entre les mouches tsétsé (Glossina sp.) et la bactérie Wigglesworthia glossinidia qui 

permet aussi la synthèse des nutriments manquants dans l’alimentation spécialisée en sang de 

son hôte (Aksoy, 1995; Chen et al., 1999). Chez le charançon Sitophilus oryzae, une association 

symbiotique impliquée dans la production de vitamines est aussi décrite avec une 

enterobactériaceae SOPE ((Heddi et al., 1999, 1998).  

Il existe également des lignées de symbiotes particulières qui sont retrouvées chez 

plusieurs hôtes parfois éloignés phylogénétiquement. C’est le cas de Wolbachia, qui est 

probablement le symbiote bactérien le plus commun et le plus répandu dans l’ensemble parmi 

les arthropodes (Hilgenboecker et al., 2008; Zug et al., 2012). Il est en effet associé à de 

nombreux ordres tels que les Hémiptères, Isopodes, Lépidoptères, Acariens, Hyménoptères, 

Thysanoptères, Coléoptères, Diptères, Lépidoptères and Pseudoscorpions, Orthoptères. Cette 

bactérie a également étendu sa niche au-delà des arthropodes puisqu’on la trouve associée à des 

nématodes (Fenn and Blaxter, 2007). Au sein de ces systèmes, Wobachia peut être associée à 

différents types de manipulation de la reproduction (Werren et al., 2008). D’autres exemples 
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d’endosymbiotes répandus existent comme Cardinium que l’on retrouve chez des Hémiptères, 

des Hyménoptères ainsi que chez différents Arachnides (Bressan et al., 2012; Duron et al., 

2008; Zchori-Fein and Perlman, 2004). On peut également citer Arsenophonus qui est lui aussi 

associé à plusieurs ordres d’insectes (Diptères (Nováková et al., 2009), Hémiptères (Jousselin 

et al., 2013), Hyménoptères (Taylor et al., 2011)). 

 Face à l’augmentation des études sur les systèmes symbiotiques et les nombreuses 

symbioses nouvellement décrites qui en découlent, il est difficile de faire une synthèse nouvelle 

(et à jour) sur ce sujet. Il existe déjà de nombreux articles de revues, concernant ces symbioses. 

Certaines portent sur l’importance de ces symbioses dans des groupes écologiques particuliers : 

par exemple chez les insectes phytophages (Frago et al., 2020, 2012; Giron et al., 2017; Hansen 

and Moran, 2014), chez les arthropodes hématophages (Duron et Gottlieb 2020). De nombreux 

articles portent sur une lignées de symbiotes en particulier et ses effets divers sur leurs hôtes, il 

existe ainsi plusieurs articles de synthèse sur différents aspects de la biologie et l’écologie des 

Wolbachia (e.g. (Serbus et al., 2008; Werren, 1997). Enfin, certaines synthèses sont centrées 

sur l’écologie et l’évolution de ces associations, c’est-à-dire comment ces systèmes se mettent 

en place et sont évolutivement stables et leur rôle dans l’écologie des leurs hôtes. Le but ici 

n’est pas de refaire une revue sur les symbiotes des arthropodes, la liste d’exemples présentés 

à travers cette introduction n’est pas exhaustive. Mon objectif ici sera plutôt d’exposer les 

caractéristiques de ces symbiotes qu’il est important de définir et de bien caractériser afin de 

comprendre le fonctionnement et l’évolution de ces associations. 

Caractérisation des symbioses mutualistes au sein des arthropodes 

Les symbioses peuvent tout d’abord être caractérisées selon la localisation du symbiote 

(Martin and Schwab, 2012). On parle ainsi d'ectosymbiose lorsque le symbiote vit hors de 

l'hôte. Celui-ci  peut être hébergé dans des structures spécialisées, c’est le cas par exemples des 

champignons symbiotiques associés à certains scolytes xylophages qui participent à la 

décomposition du bois et facilitent la nutrition de leurs insectes hôtes, ils vivent dans des 

invaginations cuticulaires appelées Mycangia (Six and Klepzig, 2004). Par opposition, lorsque 

le symbiote vit à l'intérieur de l'hôte on parle d'endosymbiose. Les symbiotes sont alors 

essentiellement des bactéries. Leur localisation peut être intracellulaire : c’est-à-dire qu’ils sont 

trouvés dans des cellules de l’hôte, c’est notamment le cas de Buchnera aphidicola chez les 

pucerons (Braendle et al., 2003; Buchner, 1953a). Ils peuvent aussi être extracellulaires et dans 
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ce cas on trouve ces symbiotes dans les tissus ou les cavités de l'hôte. C’est le cas des symbiotes 

intestinaux que l’on trouve dans le système digestif des termites (Brune, 2014).  

On peut également classer ces interactions selon les fonctions et les bénéfices (ou les 

couts) apportés par les symbiotes. Chez les insectes, les symbiotes participent à des processus 

physiologiques très divers tels que la reproduction (Dedeine et al., 2001; Kremer et al., 2009; 

Sicard et al., 2014a, 2014b; Wang et al., 2020), c’est le cas de la symbiose impliquant 

Wolbachia, que l’on retrouve chez de nombreux groupes d’insectes (Werren et al., 2008). Une 

des particularités de Wolbachia est la variabilité des bénéfices de son interaction avec l’hôte, 

en effet, dans certains cas un effet délétère de sa présence a été décrit. C’est par exemple le cas 

chez le scarabée noir de la farine (Tribolium madens) où la présence de Wolbachia induit la 

mort de tous les embryons mâles (Fialho and Stevens, 2000). Alors que dans d’autres cas celle-

ci est bénéfique pour l’hôte, c’est le cas pour Asobara tabida une guêpe parasitoïde pour qui 

elle est devenue indispensable pour l’oogénèse (Dedeine et al., 2001). Certains symbiotes 

participent également à la protection de l’hôte (Degnan and Moran, 2008; Haine, 2008; Parker, 

2021; Polin et al., 2015), notamment contre les ennemis naturels. C’est le cas  du symbiote 

Hamiltonella defensa qui engendre une protection contre les parasitoïdes chez les 

pucerons  (Oliver et al., 2003; Polin et al., 2015, 2014). Les symbiotes peuvent aussi apporter 

une protection contre des variations de l’environnements comme montré pour certaines souches 

de Serratia symbiotica dont la présence permet de protéger leurs pucerons hôtes des chocs 

thermiques (Chen et al., 2000; Montllor et al., 2002; Russell and Moran, 2006). Certains 

symbiotes ont la capacité de modifier le comportement de leur hôte (Hosokawa and Fukatsu, 

2020; Sochard et al., 2021), il a été constaté que les symbiotes secondaires portés par 

Acyrthosiphon pisum pouvaient avoir une influence sur la production de la progéniture ailée 

avec des conséquences potentielles sur la dispersion et la survie (Sochard et al., 2021). 

Finalement, le cas des symbiotes associés à la nutrition est courant, le répertoire métabolique 

des bactéries étant très vaste, l’association des insectes avec des bactéries permet une 

alimentation sur des substrats pauvres ou difficiles à digérer (Akman Gündüz and Douglas, 

2009; Douglas, 1998b; Duron and Gottlieb, 2020; Garber et al., 2021). C’est par exemple le cas 

chez les termites associées à toute une communauté de bactéries qui permettent la digestion du 

bois (Brune, 2014) ou encore des tiques pour complémenter leur alimentation pauvre en 

nutriments (Binetruy et al., 2020). L’ensemble de ces associations symbiotiques de par leur 

participation à des processus physiologiques, favorisent la colonisation de nouvelles niches 

écologiques par leurs hôtes (Moran et al., 2008a; Weber and Agrawal, 2014; Wernegreen, 2012) 
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et jouent probablement un rôle important dans la diversification des insectes (Chomicki et al., 

2019; Janson et al., 2008). 

Une autre caractéristique très importante à prendre en compte dans l’étude des symbiotes 

est le degré de dépendance des partenaires de l’interaction. En effet, parmi les endosymbioses, 

on peut discriminer deux catégories selon le niveau d’interdépendance hôte-symbiote, on parle 

ainsi de symbiose facultative quand les partenaires peuvent survivre et se reproduire l’un sans 

l’autre et de symbiose obligatoire lorsqu’ils ne le peuvent pas. Dans le cas d’une symbiose 

facultative, le symbiote n’est pas retrouvé chez tous les individus de l’espèce hôte et sa 

prévalence peut varier selon les populations. L’association avec ces symbiotes peut augmenter 

la valeur sélective des individus dans un environnement donné (Ferrari and Vavre, 2011; 

Moran, 2007; Oliver et al., 2010). Parmi ces symbiotes facultatifs, on peut retrouver 

fréquemment les symbiotes jouant un rôle dans la protection face aux ennemis naturels mais 

aussi les symbiotes manipulateurs de la reproduction comme Wolbachia. Ces derniers, a priori 

apportent rarement un bénéfice à l’hôte mais on suppose qu’ils peuvent parfois jouer un rôle 

dans la défense de leurs hôte (Zug and Hammerstein, 2015)  et peuvent également devenir des 

symbiotes obligatoires si ils manipulent suffisamment les défenses immunitaires de l’hôte pour 

que leur suppression empêche la reproduction de leur hôte (Dedeine et al., 2001; Pannebakker 

et al., 2007). Ainsi on voit que les bénéfices apportés par les symbiotes sont variables, parfois 

divers pour un même symbiote et dépendent fortement de l’environnement. La balance coût–

bénéfice pour ces symbiotes est donc parfois très difficile à mesurer et très souvent contexte 

dépendante.  

Les symbioses obligatoires quant à elles, impliquent que les partenaires sont dépendants 

l’un de l’autre pour leur survivre et/ou leur reproduction. Cette interdépendance implique alors 

que l’on retrouve le symbiote chez tous les individus de l’espèce hôte. Chez les insectes ces 

associations sont souvent retrouvées chez des espèces ayant une source alimentaire pauvre en 

nutriments essentiels tel que la sève des plantes ou le sang (Buchner, 1953a; Duron and 

Gottlieb, 2020; Manzano-Marín et al., 2015; Moran et al., 2008a; Wernegreen, 2012). Pour ces 

insectes, les symbiotes permettent une complémentation nutritionnelle en participant à la 

synthèse d’éléments essentiels manquant à leur alimentation (Baumann, 2005; Moran et al., 

2008). Ces symbioses mutualistes impliquent souvent des bactéries que l’on retrouve hébergées 

à l’intérieur de cellules spécialisées de l’organisme hôte, les bactériocytes (Baumann, 2005b). 

Ces structures cellulaires permettent le maintien de la symbiose mutualiste (Braendle et al., 

2003; Koga et al., 2012; Luan et al., 2016) et sont retrouvées dans de nombreux groupes : 
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Blattoptères (López-Sánchez et al., 2009), Coléoptères (Login et al., 2011), Diptères 

(Hosokawa et al., 2012), Hémiptères (Meseguer et al., 2017; Nakabachi et al., 2006), 

Hyménoptères (Stoll et al., 2010), Tiques(Duron et al., 2018; Perotti et al., 2006). Elles peuvent 

former un organe spécialisé, le bactériome. 

Dans tous les cas, que l’association soit facultative ou obligatoire, son maintien a un coût 

pour l’hôte, par exemple en terme de durée de vie ou de fécondité (Fleury et al., 2000; Oliver 

et al., 2006; Polin et al., 2014; Pons et al., 2019; Russell and Moran, 2006). Dans le cas des 

symbioses facultatives, ce coût (en terme de valeur sélective) doit être inférieur aux bénéfices 

afin que la symbiose soit qualifiée de mutualiste et que la sélection favorise les individus 

porteurs des symbiotes. Dans le cas de symbiotes obligatoires, l’association a également un 

coût mais les individus sans symbiotes ont une valeur sélective nulle, la sélection favorise 

cependant l’évolution de mécanisme de contrôle de la densité des symbiotes par les hôtes 

(Parker, 2021; Whittle et al., 2021). Ce contrôle est facilité par la compartimentation des 

symbiotes dans des structures spécialisées (Chomicki et al., 2020) et est également fortement 

dépendant du mode de transmission des symbiotes.  

En effet, une des caractéristiques les plus importantes pour comprendre l’évolution des 

associations est le mode de transmission de ces symbiotes. De nombreux symbiotes sont 

transmis de manière verticale (c’est-à-dire des parents aux descendants), parfois par les deux 

parents, parfois par la mère uniquement. Ce mode de transmission a pour conséquence d’aligner 

les intérêts reproducteurs des partenaires et joue un rôle primordial dans l’évolution des 

associations vers le mutualisme (Leigh, 2010; Werren and O’Neill, 1997; Yamamura, 1993). Il 

est souvent observé dans les symbioses obligatoires mais également dans beaucoup d’exemples 

de symbioses facultatives. Il est facilité par une localisation intra-hôte voire intracellulaire des 

symbiotes. La persistance de la transmission verticale sur plusieurs générations permet le 

maintien des associations sur de larges échelles de temps et peut générer des patrons de 

cospéciation (ou cocladogénèse) (Moran et al., 2008a).  

De façon alternative les symbiotes sont transmis aux insectes de manière horizontale,  

c’est-à-dire acquis dans l’environnement à chaque génération (Bright and Bulgheresi, 2010). 

Pour de nombreux symbiotes facultatifs des insectes, les deux modes de transmission 

coexistent. En effet, l’absence de patrons de cospéciation observée pour de nombreux 

symbiotes suggère que la transmission verticale n’a pas lieu à chaque génération sur de larges 

échelles de temps. En ce qui concerne plus particulièrement les symbiotes associés aux insectes 
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phytophages, on suppose assez fréquemment que la transmission horizontale peut avoir lieu via 

la plante hôte (Caspi-Fluger et al., 2012). Mais les preuves expérimentales des évènements de 

transmission sont assez rares et les études montrant ces évènements sont peu répétées. Ce mode 

de vie et de transmission des symbiotes est à l’origine de multiples modifications chez ceux-ci 

(Moran et al., 2008a; Perreau and Moran, 2021; Wernegreen, 2002; Werren and O’Neill, 1997). 

Ces modifications sont visibles très rapidement dans les génomes des symbiotes. 

II. Evolution des génomes endosymbiotiques bactériens 

Les pressions de sélection qui s’exercent sur les endosymbiotes sont très particulières. En 

conséquence, leurs génomes sont fortement modifiés et façonnés d’une manière caractéristique 

par rapport à leurs proches apparentés. Ainsi, on observe chez ceux-ci une convergence vers 

des génomes fortement réduits, avec de nombreux gènes perdu par rapport à leurs parents à vie 

« libre », ils présentent également une composition nucléotidique biaisée avec un faible contenu 

en GC (c'est-à-dire des fréquences de Guanine et Cytosine) (Degnan et al., 2009; McCutcheon 

et al., 2019; McCutcheon and Moran, 2012; Moran et al., 2008a; Perreau et al., 2021; Perreau 

and Moran, 2021; Toft and Andersson, 2010; Wernegreen, 2015, 2002). Dans la diversité 

existante des systèmes endosymbiotiques décrits à ce jour, le degré de réduction génomique, 

les taux de GC, ainsi que les catégories fonctionnelles des gènes perdus varient grandement et 

peuvent dépendre de la fonction apportée par le symbiote (Chong et al., 2019; Moran et al., 

2008a; Vasquez and Bennett, 2022; Wernegreen, 2002). Ils dépendent également fortement du 

mode de transmission de ces symbiotes. Le degré de réduction (voir de dégradation) des 

génomes peut alors être vu comme reflétant un gradient de l’organisme libre, à l’association 

facultative jusqu’au symbiote obligatoire à transmission verticale (et même jusqu’à l’organite) 

et ainsi être un indicateur de la nature de l’association hôte-symbiote (McCutcheon and Moran, 

2010, p. 201; Toft and Andersson, 2010) (Figure 1). 
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Figure 1 : Figure reprise de la publication de Toft & Andersson (2010). Montrant les différents étapes 

d’adaptation à la vie intra-hôte d’une bactérie libre à un organite.  

 

Dans le cadre de ma thèse et compte tenu que la grande majorité d’études a été conduite 

sur les symbioses nutritionnelles, les exemples utilisés par la suite dans cette introduction 

concerneront celles-ci. En effet, grâce à l'étude de différentes lignées d'endosymbiotes 

bactériens particulièrement étudiés dans les symbioses nutritionnelles nous connaissons 

aujourd’hui les principaux mécanismes de réduction et de spécialisation de leur génome 

(résumés sur la figure 2). 

Les changements génomiques observés ne sont pas toujours aléatoires, certains sont 

directement liés au mode de vie particulier des bactéries. Les gènes associés à la virulence, la 

défense, la réponse aux stress environnementaux, à l’enveloppe cellulaire, et autres fonctions 

qui sont indispensables pour les lignées bactériennes au mode de vie libre, deviennent 

« inutiles » dans l’environnement confiné et stable des bactériocytes (Moran et al., 2008a; 

Moya et al., 2008; Wernegreen, 2015). Par exemple, les gènes codant pour l’enveloppe 

cellulaire sont potentiellement compensés par des gènes du génome nucléaire de l'hôte, (Husnik 

et al., 2013; Smith et al., 2022). Par conséquent, ces gènes ne sont plus sous sélection purifiante 

et on observe une pseudogénisation et une perte des gènes associés à ces fonctions et cela de 

façon indépendantes chez divers endosymbiotes sous l’action de la dérive (Bennett and Moran, 

2015; McCutcheon et al., 2019). La dérive agit également sur l’ensemble du génome des 

endosymbiotes du fait de leur démographie. En effet, la vie intra-hôte induit une réduction de 

la taille efficace de la population des endosymbiotes bactériens (Ne) par rapport à des bactéries 

à stades de vie libre. Par ailleurs, lorsque les endosymbiotes sont transmis de façon verticale, 

seulement une partie des bactéries est transmise à la descendance, cela crée des goulots 

d’étranglement successifs dans les populations de symbiotes à chaque évènement de 
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reproduction qui augmentent l’effet de la dérive. Probablement sous l’effet de cette dérive, on 

observe que les gènes responsables de la réparation de l'ADN ou des mécanismes de réplication 

de l'ADN ont eux aussi été perdus indépendamment dans plusieurs lignées bactériennes 

endosymbiotique (Moran et al., 2008a; Moran and Wernegreen, 2000). Ces pertes ainsi que 

l'absence de recombinaison due à la ségrégation des bactéries dans les bactériocytes, renforcent 

l’accumulation de mutations neutres ou délétères dans des séquences codantes et les rendent 

non-fonctionnelles, augmentant le nombre de pseudogènes dans les génomes (un phénomène 

que l’on nomme cliquet de Muller) (Gabriel et al., 1993; McCutcheon and Moran, 2012; Moran, 

1996; Moran et al., 2009), mais aussi l'interdépendance entre les bactéries et leur hôte. Suite à 

la pseudogénistion d’une grande partie du génome sous l’effet de la dérive, les mécanismes 

conduisant à la réduction de la taille des génomes seraient dus à un biais mutationnel en faveur 

des délétions chez l’ensemble des Procaryotes (Danneels et al., 2018; Kuo and Ochman, 2009; 

Mira et al., 2001), bien que ce bais soit difficile à mettre en évidence (Kuo and Ochman, 2009; 

Lynch, 2006). Compte tenu du relâchement de la sélection sur une grande partie du génome 

(pseudogénisé par l’accumulation de mutations), ce biais conduirait à éliminer de nombreuses 

séquences. Les mécanismes à l’origine de cette diminution de la taille des génomes ne seraient 

donc pas un processus adaptatif des bactéries (Mira et al., 2001). De la même façon, les faibles 

taux de G-C observés dans les génomes des endosymbiotes semblent avoir pour origine un biais 

favorisant l’adénine et la thymine (A-T). En effet, le relâchement des pressions de sélection 

couplé à une détérioration de la machinerie de réparation de l’ADN semble pouvoir causer un 

appauvrissement des génomes en GC %, par un arrêt de correction de la désamination des 

Cytosines en Uracile et de l’oxydation des Guanines (Klasson and Andersson, 2006; Lind and 

Andersson, 2008).  

Par opposition, les gènes qui sont impliqués dans la symbiose sont sous forte sélection 

purifiante. C’est le cas des gènes impliqués dans la synthèse des acides aminés essentiels et des 

vitamines dans les symbioses nutritionnelles des Hémiptères (Chong et al., 2019; Clayton et al., 

2016; Hansen and Moran, 2011; Tamas et al., 2002; Toh et al., 2006). Ceux-ci ont en effet, un 

rôle majeur de complémentation de l’hôte au sein de la symbiose et sont donc indispensables 

au bon fonctionnement de celle-ci et donc à la survie de chacun des partenaires de la symbiose 

(Akman Gündüz and Douglas, 2009; Blow et al., 2020; Douglas, 1998b; Russell et al., 2014). 

Il existe alors une forte pression de sélection purificatrice qui agit sur ces gènes (Chong et al., 

2019; McCutcheon et al., 2009; Tamas et al., 2001; Vasquez and Bennett, 2022). Néanmoins, 

l’effet de la dérive est tellement fort que certains de ces gènes sont tout de même perdus. En 
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conséquence de ces pertes de gènes et de leur réduction, les génomes d’endosymbiotes 

obligatoires sont les plus petits génomes bactériens connus (seulement 132 kb chez Nasuia 

(Bennett and Moran, 2013)), avec une forte proportion de séquences codantes et principalement 

spécialisées dans les fonctions symbiotiques (Luan et al., 2015; Manzano-Marín et al., 2015; 

Manzano-Marı́n et al., 2020a; Mao et al., 2018; McCutcheon and von Dohlen, 2011; Tamas et 

al., 2001; Weglarz et al., 2018; Zientz et al., 2004) (Figure 2).  

Dans certain cas, la dérive peut cependant amener à la perte de certains gènes aux 

fonctions essentielles à la survie de l’hôte. Dans ce cas particulier le symbiote obligatoire 

primaire peut être remplacé par un nouveau micro-organisme déjà présent dans 

l’environnement et capable de remplir les fonctions perdues par le symbiote primaire. Une autre 

possibilité observée chez plusieurs systèmes symbiotiques est l’acquisition d’un co-symbiote 

obligatoire qui lui aussi compense les fonctions perdues par le symbiote primaire. Dans de tels 

systèmes di-symbiotiques, l’hôte dépend de deux partenaires bactériens obligatoires (Bennett 

and Moran, 2015). 

Figure 2 : Résumé schématique des différentes forces sélectives et étapes menant à la réduction des génomes 

endosymbiotiques (adapté d’après Annonier 2018) 
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III. Les systèmes di-symbiotiques dans lesquels les symbiotes 

assurent la nutrition de leurs hôtes 

La dépendance à l'égard de multiples symbiotes héréditaires obligatoires se retrouve chez 

de nombreux insectes, reflétant une acquisition successive au cours de l'évolution de leurs hôtes.  

Les processus impliqués dans la mise en place de telles symbioses sont encore peu décrits. 

Cependant, il semble que dans la majorité des exemples décrits à ce jour soit impliquée dans 

des complémentations nutritionnelles suggérant une acquisition de co-symbiote obligatoire 

pour compenser des pertes de fonctions du symbiote primaire (Douglas, 2016; Duron and 

Gottlieb, 2020; Husnik and McCutcheon, 2016). Cette complémentation nutritionnelle suggère 

que les interactions entre endosymbiotes sont importantes et peuvent jouer un rôle majeur dans 

le façonnement des traits fonctionnels et de l'histoire évolutive de ces endosymbioses multi-

partenaires. Les symbiotes co-obligatoires ont évolué à partir de différentes origines telles que 

des pathogènes, des bactéries environnementales, des symbiotes facultatifs ou même des 

bactéries phytopathogènes (Douglas, 2016; Husník et al., 2011). De la même manière que les 

symbiotes primaires, on les retrouve localisés dans des bactériocytes, le plus souvent différents 

de ceux qui contiennent les symbiotes primaires (Douglas, 2016) et de manière plus 

inhabituelle, imbriqués dans le symbiote primaire comme chez certaines cochenilles 

(McCutcheon and von Dohlen, 2011). Leur transmission se fait aussi de façon verticale 

similairement au symbiote primaire et en conséquence, on observe chez eux des génomes 

réduits avec de forts taux de GC (voir partie précédente).  

Un des exemples les mieux décrits de symbiose double est celui des Cicadelles, chez qui 

le symbiote primaire Sulcia cohabite avec le co-symbiote Baumannia et se complémentent 

mutuellement dans leur capacité à fournir des nutriments essentiels à leurs hôtes (McCutcheon 

and Moran, 2007; Wu et al., 2006). Ces deux symbiotes se sont co-diversifiés avec leurs hôtes 

sur une période représentant des millions d'années (Takiya et al., 2006). Plus généralement il 

semble que les symbioses multipartenaires soient très répandues chez les hémiptères (Bennett 

and Moran, 2015), ainsi chez certains insectes hématophages tels que les tiques (Buysse et al., 

2021) ou encore la mouche tsétsé (Nováková and Hypša, 2007; Rio et al., 2006). 

Parmi les divers exemples de symbioses multi-partenaires décrites aujourd’hui, il semble 

exister une multitude de cas de remplacements ou acquisitions indépendantes des symbiotes 

secondaires (Bennett and Moran, 2015; Dial et al., 2022; Husnik and McCutcheon, 2016; Koga 

et al., 2013; Meseguer et al., 2017; Michalik et al., 2021; Rosenblueth et al., 2012; Szabó et al., 



18 

 

2020, 2017; Elena R. Toenshoff et al., 2012; Urban and Cryan, 2012). En effet, on observe dans 

certains groupes une forte diversité de souches bactériennes présentes comme co-symbiotes 

(Bennett and Moran, 2015; Meseguer et al., 2017). Par opposition, quelques exemples montrent 

l’existence d’une co-spéciation à long terme (Manzano-Marı́n et al., 2020a; Vasquez and 

Bennett, 2022), mais aucune étude n’a encore permis de déterminer quels facteurs sont 

impliqués dans ces différences de dynamique de remplacement symbiotique. 
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IV. Les pucerons (Hemiptera : Aphididae) 

Les Aphides (Aphididae Latreille, 1802) sont un groupe appartenant à l’ordre des 

hémiptères ; il comprend plus de 5000 espèces réparties en 24 sous-familles 

(http://aphid.speciesfile.org) (Favret et al., 2015; Peccoud et al., 2010). Ils sont caractérisés par 

un cycle de vie particulier avec une alternance de reproduction sexuées et asexuée selon les 

conditions environnementales (Figure 3). 

Figure 3: Le cycle de vie classique d’un puceron, la parthénogénèse cyclique, consiste en une succession de phases 

de reproduction sexuée et asexuée. La phase de reproduction asexuée a lieu durant la belle saison (printemps et 

été) et consiste en plusieurs générations parthénogénétiques apomictiques (sans recombinaison) : des femelles 

asexuées vivipares produisent des descendants génétiquement identiques à elles-mêmes. 
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Ce sont des insectes exclusivement phytophages et la plupart des espèces sont très 

spécifiques vis-à-vis de leur gamme de plantes hôtes. Il existe cependant des espèces 

polyphages, on compte parmi elles des ravageurs des cultures notoires tels Myzus persicae. 

Leur alimentation constituée de sève élaborée (sève circulant dans le phloème), contient une 

faible densité d’acides aminés essentiels et de vitamines, ils sont donc associés à des bactéries 

intracellulaires obligatoires qui supplémentent leur alimentation (Akman Gündüz and Douglas, 

2009; Douglas, 1992; Mittler, 1971; Nakabachi and Ishikawa, 1999; Poliakov et al., 2011; 

Prosser and Douglas, 1991; Shigenobu and Wilson, 2011; Wilkinson and Ishikawa, 2000). Chez 

la plupart des espèces de pucerons c’est une gama-protéobactérie Buchnera aphidicola qui est 

retrouvée comme symbiote nutritionnel (Buchner, 1953a). Ces bactéries sont retrouvées dans 

des cellules spécialisées de l’hôte, les bactériocytes, qui sont eux même regroupés pour former 

un organe : le bactériome (Figure 4). Leur caractère obligatoire et leur localisation particulière 

sont associés à une transmission exclusivement verticale. Lors des épisodes de reproduction 

clonale le transfert des Buchnera a lieu d’un bactériocyte de la mère à un embryon en 

développement (Braendle et al., 2003; Koga et al., 2012; Michalik, 2010; Michalik et al., 2014; 

Wilkinson et al., 2003). 

Figure 4 : A gauche, schéma d’une coupe transversale de puceron montrant les bactériocytes contenant Buchnera 

aphidicola, la chaine embryonnaire dont les embryons contiennent déjà leur propre bactériome. A droite,une 

photo en TEM reprise de Michalik et al. 2014, montrant chez Pemphigus spyrothecae (Eriosomatinae) un fragment 

d’un bactériocyte B1 – bacterium Buchnera aphidicola, BN – nucleus du bactériocyte, (barre en blanc = 4µm) 
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Cette ségrégation intracellulaire de Buchnera implique que celle-ci soit régulée par son 

hôte afin d’éviter l’invasion ou l’augmentation du coût de sa présence  (Whittle et al., 2021). 

Comme il a été décrit chez Acyrtosyphon pisum, la dynamique intra-hôte de la bactérie 

endosymbiotique Buchnera semble corrélée aux besoins nutritionnels du puceron. En effet, il 

semble y avoir une forte augmentation de la densité du symbiote primaire jusqu’au dernier stade 

larvaire puis une diminution lente à l’âge adulte qui s’accélère après la dernière reproduction 

(Lu et al., 2014; Nishikori et al., 2009; Simonet et al., 2016a). De plus, cette dynamique semble 

être totalement sous le contrôle de l’hôte avec une régulation du nombre de bactériocytes via la 

dégénérescence cellulaire et la dégradation de Buchnera par le système lysosomal de la cellule 

(Simonet et al., 2018b, 2016b). 

Depuis le séquençage du premier génome de Buchnera (Shigenobu et al., 2000a), de 

nombreuses autres lignées ont été séquencées et étudiées, révélant que celles-ci avaient un 

génome relativement réduit (de 420 Mb à 644 Mb, contenant de 381 à 644 gènes), (Manzano-

marin, 2022), des taux de G-C bas (de 22 à 27% de GC) et préservaient dans une large mesure 

une synténie. De plus, les études phylogénétiques faites sur Buchnera montrent qu’il existe une 

congruence quasi parfaite avec la phylogénie de l’hôte. On estime que celle-ci co-évolue depuis 

84-164 millions d’années avec les pucerons, en faisant ainsi l’endosymbiote nutritionnel acquis 

ancestralement par le groupe (Douglas, 1998a; Jousselin et al., 2009; Moran, 1993; Sandström 

and Moran, 1999; Von Dohlen and Moran, 2000). Compte tenu de ces études, il semble qu’une 

réduction rapide du génome et une perte des éléments mobiles ait eu lieu avant la diversification 

des pucerons (Tamas et al., 2002; van Ham et al., 2003). 

De nombreux symbiotes facultatifs ont également été mis en évidence (Shigenobu et al., 

2000a) chez les pucerons (Oliver et al., 2010). Ces symbiotes facultatifs ne sont pas nécessaires 

à la survie de l’hôte mais peuvent tout de même conférer des avantages aux individus qui les 

hébergent dans certaines conditions environnementales (Burke et al., 2009; Henry et al., 2013; 

Oliver et al., 2010, 2003; Sakurai et al., 2005). Par exemple, la bactérie endosymbiotique 

Hamiltonella defensa, connue pour être présente chez plusieurs espèces d'hémiptères, confère 

une protection contre les guêpes parasitoïdes chez les pucerons (Brandt et al., 2017; Oliver et 

al., 2009). Cette protection est apportée par des gènes de toxines portés par des phages : les 

APSEs (pour Acyrthosiphon pisum secondary endosymbiont) premièrement décrit chez les 

endosymbiotes du puceron du pois (Asplen et al., 2014; Degnan and Moran, 2008; Hopper et 

al., 2018; Lenhart and White, 2017; Leybourne et al., 2020; Moran et al., 2005; van der Wilk 

et al., 1999). 
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V. Les pucerons du genre Cinara 

Le genre Cinara Curtis, 1835 (Hemiptera : Aphididae : Lachninae) représente plus de la 

moitié de la diversité de la famille des Lachninae, avec plus de 248 espèces décrites, il est le 

deuxième genre de pucerons le plus diversifié et l'un des rares à se nourrir sur des conifères 

(Chen et al., 2016; Favret et al., 2015; Meseguer et al., 2015) (Figure 5). En effet, ce groupe 

semble s'être diversifié par une radiation rapide à la fin du Cénozoïque (45 Ma), après le passage 

d'un ancêtre se nourrissant d'angiospermes à un hôte gymnosperme (Chen et al., 2016). Les 

espèces de Cinara décrites jusqu'à présent se rencontrent presque exclusivement sur deux 

familles de plantes, les Pinaceae et les Cupressaceae ; la plupart des espèces se nourrissent sur 

Pinus, Abies et Picea, et présentent un haut niveau de spécificité envers une ou quelques espèces 

hôtes d’un de ces genres (Figure 5). De précèdents travaux moléculaires sur les membres du 

genre Cinara ont confirmé que ce dernier était monophylétique, et ont divisé le genre en trois 

clades phylogénétiques majeurs, appelés simplement A, B et C (Meseguer et al., 2017, 2015). 
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Figure 5 : A gauche représentation de la phylogénie des Cinara (à partir de 92 espèces) et de l’histoire des 

associations avec les genres hôtes (d’après Meseguer etal. 2015). Le dessin à gauche représente Cinara splendens 

(d’après Jorge Mariano Collantes Alegre).
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Plusieurs études ont montré que Buchnera n'est pas le seul fournisseur d'acides aminés 

essentiels et de vitamines chez les Cinara, mais que dans cette  sous famille, le puceron s’appuie 

sur un système di-symbiotique : un deuxième symbiote coexiste avec Buchnera et est essentiel 

pour la nutrition de l'hôte (Lamelas et al., 2008; Meseguer et al., 2017; Monnin et al., 2020). 

Grâce au séquençage de plusieurs génomes de Buchnera au sein de ce groupe (les génomes de 

Buchnera associées à 14 espèces de Cinara ont été publiés avant le début de ma thèse), il a été 

observé chez chacune des espèces étudiées une perte de la capacité de synthétiser la biotine 

(B7) et la riboflavine (B2) par Buchnera (Manzano-Marín et al., 2016; Manzano-Marín and 

Latorre, 2016; Meseguer et al., 2017; Pérez-Brocal et al., 2006). Par ailleurs, plusieurs lignées 

bactériennes coexistant avec Buchnera dans leur hôte ont été mises en évidence chez les Cinara 

(Manzano‐Marín et al., 2017; Meseguer et al., 2017) grâce au séquençage du gène bactérien 

16S rRNA (Figure 6).  

Parmi ces partenaires endosymbiotiques de Cinara et Buchnera, on retrouve diverses 

gammaprotéobactéries Fukatsuia symbiotica, et Serratia symbiotica (Manzano-Marı́n et al., 

2020a; Meseguer et al., 2017) (Figure 6) ; qui sont habituellement trouvées comme symbiotes 

facultatifs des pucerons (Zytynska and Weisser, 2016). Ainsi que des espèces moins 

fréquemment retrouvés tel Sodalis ou des apparentées à des bactéries phytopathogènes telles 

Erwinia.  Parmi ces symbiotes certains sont « fixés » à l’intérieur des espèces (c’est-à-dire 

qu’ils sont retrouvés chez tous les individus de l’espèce) (Meseguer et al., 2017). L’étude du 

génome de plusieurs de ces symbiotes et l'inférence de leur capacité métabolique chez 

différentes espèces de Cinara montrent que : 1) ces symbiotes ont un génome extrêmement 

réduit symptomatique de symbiose obligatoire 2) qu’ils ont les capacités métaboliques 

permettant de suppléer aux déficits de Buchnera (Figure 7).  

Par ailleurs, plusieurs de ces symbiotes diffèrent de ceux retrouvés dans d'autres groupes 

de pucerons de par leur localisation et leur forme cellulaire (Buchner, 1953a; Fukatsu and 

Ishikawa, 1998; Manzano‐Marín et al., 2017; Michalik et al., 2014; Pyka-Fosciak and 

Szklarzewicz, 2008). Ils sont en effet trouvés le plus souvent dans des bactériocytes 

indépendant de ceux de Buchnera que l’on retrouve localisés à proximité des bactériocytes de 

Buchnera (Manzano‐Marín et al., 2017). La présence de cette diversité de co-symbiotes, leurs 

caractéristiques génomiques et phénotypiques montrent qu'ils forment des systèmes di-

symbiotiques avec Buchnera et qu’ils se sont probablement établis à travers plusieurs 

acquisitions et remplacements indépendants tout au long de la diversification de leurs hôtes 

(Manzano‐Marín et al., 2017; Meseguer et al., 2017).   
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Figure 6 : A gauche représentation de la phylogénie des Cinara et de l’histoire de leurs associations avec leur co-

symbiotes (d’après Meseguer etal. 2017). Le dessin à gauche represente Cinara brauni (d’après Jorge Mariano 

Collantes Alegre). 
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Clade C 

Clade B 
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Figure 7 : Représentation schématique de la présence ou absence des différents gènes impliqué dans la 

biosynthèse des vitamines. A gauche photographie des différentes espèces de puceron, schéma de leur plante hôte 

et schéma du puceron. 

 

Bien que différentes bactéries aient été trouvées associées aux Cinara, de nombreuses 

espèces de cette sous-famille sont associées à Serratia symbiotica (Burke et al., 2009; Lamelas 

et al., 2008; Manzano‐Marín et al., 2017; Meseguer et al., 2017). Un scénario parcimonieux 

expliquant l’histoire de l’association obligatoire avec cette bactérie serait qu’elle a été acquise 

avant la diversification des Cinara, facilitée par une perte de la voie de biosynthèse de la 

riboflavine chez Buchnera. Elle aurait ensuite été perdue de nombreuses fois et remplacée par 

d’autres bactéries. Pourtant, l’histoire semble plus compliquée. Ces souches de Serratia 

symbiotica, forment deux groupes phylogénétiquement distincts, l'une phylogénétiquement très 

proche de Serratia que l’on trouve de manière facultative dans l’ensemble des pucerons (c’est 

le cas de Serratia symbiotica retrouvée chez C. tujafilina avec une taille de génome de 2.5 Mb 

(Manzano-Marín and Latorre, 2014), l'autre qui a des caractéristiques génomiques de type 

"obligatoire" (taille de génome de 1 à 1.7 Mb) c’est le cas des souches de Serratia retrouvées 

chez C. cedri et C. fornacula (Lamelas et al., 2011a; Meseguer et al., 2017). Ces différences 

génomiques sont aussi retrouvées au niveau morphologique, les Serratia de C. cedri étant de 

petite taille et rondes alors que celles retrouvées chez C. tujafilina sont de plus grande taille et 

ont une forme de bacille. De plus, il a été observé chez C. tujafilina que Serratia n’était pas 

localisée uniquement dans des bactériocytes mais en périphérie des bactériocytes de Buchnera. 

L’ensemble de ces éléments semble donc être en faveur d’un scénario évolutif comportant 

plusieurs acquisitions indépendantes de Serratia. Compte tenu de la particularité de ce système 

Buchnera-Serratia chez les Cinara, celui-ci constitue un modèle intéressant pour étudier les 
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symbioses multipartenaires, leur évolution, leur mise en place et l'évolution des génomes 

bactériens. 

VI. Objectifs 

Afin d’approfondir l’étude des processus évolutifs associés à l’évolution des symbioses, 

ma thèse porte sur l’étude des symbioses obligatoires comportant deux bactéries observées chez 

les pucerons du genre Cinara. Mon projet se concentre sur l’origine évolutive de l’acquisition 

de nouvelles bactéries, en examinant la dynamique de remplacement de symbiote, les processus 

évolutifs menant à ces remplacements ainsi que la dynamique cellulaire des symbiotes. 

Dans un premier chapitre, je présente les analyses menées pour reconstruire l’histoire 

évolutive de l’acquisition de co-symbiote obligatoire en me focalisant sur le couple de bactéries 

Buchnera-Serratia prédominant chez les Cinara. Pour ce faire, les génomes de symbiotes de 

45 espèces de Cinara ainsi que les génomes mitochondriaux de leur hôte ont été de novo 

séquencés et assemblés (préalablement à ma thèse). A partir de ces génomes, j’ai reconstruit de 

façon indépendante la phylogénie des Cinara, de Buchnera et celle de Serratia. Nous avons 

alors retracé les différents scenarii possibles de l’histoire évolutive de Serratia symbiotica chez 

les Cinara, en répertoriant les différentes acquisitions et remplacements de symbiote ayant eu 

lieu. Pour cela des analyses de réconciliation ont été effectuées sur les phylogénies des 

différentes partenaires de la symbiose. 

Dans le deuxième chapitre, je me suis focalisée sur treize espèces de Cinara formant un 

groupe monophylétique, hébergeant Serratia symbiotica et Buchnera aphidicola comme 

symbiotes et pour lesquelles il semble y avoir une diversification conjointe avec une parfaite 

co-spéciation. Pour celles-ci je me suis consacrée à caractériser les taux de substitution des deux 

bactéries, les changements génomiques, ainsi que les pertes de gènes ou les changements de 

régimes de sélection qui s’exercent sur les gènes des deux bactéries symbiotiques. En utilisant 

des datations obtenues dans des travaux précédents ma thèse, j’ai pu mesurer les taux 

d’évolution des deux symbiotes. L’ensemble des génomes bactériens ont été annotés et 

caractérisés et l’ensemble des pertes de gènes ayant eu lieu ont été relevées et décrites. Pour 

caractériser les changements de régime de sélection, plusieurs stratégies ont été utilisées afin 

de tester la présence de sélection positive, purifiante ou neutre sur chacun des gènes. 
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Dans le troisième chapitre, dans le but d’étudier si et comment le puceron hôte régule ses 

symbiotes dans un système di-symbiotique, je présente des analyses de quantification de 

symbiotes chez deux espèces de Cinara qui ont été effectuées à plusieurs stades de 

développement des pucerons. Pour cela, nous avons dû mettre en place un élevage de pucerons 

et développer un protocole d’échantillonnage des pucerons à différents stades et de 

quantification par qPCR de chacun des deux symbiotes. Pour cette partie, nous avons choisi 

deux espèces de Cinara (C. palaestinensis et C. tujafilina) étant associées à Serratia symbiotica 

comme co-symbiote mais pour lesquelles les caractéristiques suggèrent des acquisitions 

indépendantes. En effet, les symbioses avec Serratia dans ces deux espèces diffèrent en terme 

de localisation, caractéristique cellulaire, taille de génome et âge d’acquisition. En parallèle, 

nous avons mené la même étude de quantification sur une espèce de puceron associée à Erwinia 

pour laquelle il y a eu une acquisition suivie de co-spéciation durant 20 Ma. Dans ce groupe 

des caractéristiques morphologiques, structurelles et génomiques similaires ont été mises en 

évidence chez toutes les Erwinia observées (Manzano-Marı́n et al., 2020a). La comparaison de 

la dynamique bactérienne chez ces modèles nous permet donc d’obtenir des premières 

informations quant au degré et au type de régulation des symbiotes par leur hôte, selon l’âge 

d’acquisition de la symbiose, et la souche bactérienne. 

Finalement, dans un quatrième chapitre, une analyse de génomique comparative a été 

effectuée sur des phages APSE présents dans les co-symbiotes Hamiltonella de Cinara et 

procurant une défense contre les parasitoïdes. Afin de comprendre la diversité et la trajectoire 

évolutive de ce phage défensif, nous avons assemblé et annoté les génomes complets de 16 

phages APSE et effectué des analyses phylogénétiques sur Hamiltonella et ses phages APSE 

associés. Les différents réarrangements du génome des APSE et l’évolution des toxines 

présentes ont été décrits.
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Chapitre 1 

 Histoire évolutive de l’acquisition de Serratia 

symbiotica comme co-symbiote obligatoire dans 

le genre Cinara. 

 

 

(projet d’article, rédigé pour l’instant en français)
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Contexte de l’étude 

Cette étude a émergé de la mise en évidence de plusieurs bactéries co-symbiotique 

obligatoire chez les pucerons du genre Cinara, parmi lesquelles Serratia symbiotica est la plus 

représentée. La description des caractéristiques génomiques et structurelles, ainsi que la 

reconstruction phylogénétique des pucerons hôtes couplée à l’identification par 16S de leurs 

bactéries symbiotiques, suggèrent plusieurs acquisition et/ou remplacement du co-symbiotes 

Serratia au cours de la diversification des Cinara. Cependant, aucune étude à ce jours n’a décrit 

l’histoire évolutive de l’association des Cinara et de leur co-symbiote Serratia. 

Dans ce cadre-là, un large projet d’échantillonnage de 45 espèces de Cinara répartie dans 

le monde a été effectué préalablement à ma thèse afin de disposer de données représentatives 

de la diversité de se groupe. Pour chacune de ces espèces, un séquençage des symbiotes et des 

mitochondries a été effectué et l’ensemble des génomes bactériens et mitochondriaux ont été 

assemblé eux aussi préalablement à ma thèse.  

Ce premier chapitre présente les analyses effectuées à partir de ces génomes symbiotiques 

et mitochondriaux, ayant pour objectif de décrire l’histoire évolutive de l’acquisition de 

Serratia comme co-symbiote au sein des Cinara. Cela permettra d’estimer le nombre 

d’acquisitions et/ou de pertes indépendantes de Serratia en tant que co-symbiotes obligatoires 

et ainsi inférer le nombre de transitions de bactéries facultatives vers des bactéries obligatoires 

ayant eu lieu lors de la diversification de l’hôte. Pour cela, les objectifs de cette partie sont donc 

de : 1) Reconstruire de façon indépendante la phylogénie des Cinara, de Buchnera et celle de 

Serratia. 2) Retracer les différents scenarii possibles d’acquisitions et de remplacements de 

symbiote par des analyses de réconciliation. 3) Décrire la localisation des bactéries dans le 

puceron 4) Etudier la structure des génome endosymbiotique par une description de ceux-ci en 

terme de taille de génome, taux de GC et nombre de CDS.  

Les hypothèses de cette étude sont que la distribution chez les Cinara de Serratia 

symbiotica comme symbionte obligatoire est issu de plusieurs acquisitions indépendantes avec 

transition d’un mode de vie facultatif vers obligatoire. On suppose que ces acquisitions suivies 

de transition de mode de vie sont associées à une convergence évolutive de la structure de la 

symbiose. Mais aussi à une convergence de la structure des génomes endosymbiotiques avec 

des tailles de génome réduites, des taux de GC bas et un faible nombre de CDS. 
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I. Introduction 

Depuis la découverte des systèmes symbiotiques obligatoires chez les arthropodes, de 

nombreuses études ont cherché à caractériser ces relations que ce soit leur fonctionnement, leur 

origine ou leur évolution. La grande majorité des symbioses obligatoires décrites sont des 

associations avec des bactéries à transmission verticale, généralement intracellulaires parfois 

localisées dans des cellules spécialisées de l’hôte, les bactériocytes (Braendle et al., 2003; 

Michalik et al., 2014; Wilkinson et al., 2003). Parmi les endosymbioses obligatoires les 

associations avec des bactéries qui synthétisent des nutriments essentiels absents de 

l’alimentation semblent être prédominantes. C’est notamment le cas des arthropodes se 

nourrissant de sang ou de sève, qui sont des aliments pauvres en vitamines B. Les 

endosymbioses sont donc intégrées à l’hôte jusqu’au cœur de ses cellules et de sa reproduction, 

mais ces modes de vie affectent aussi fortement les pressions de sélection sur les symbiotes et 

façonnent leurs génomes. En effet, des traits tels que la taille des génomes, les remaniements 

qui s’y opèrent ou le taux en GC sont affectés par le mode de vie particulier des endosymbiotes. 

On peut alors observer un gradient dans les caractéristiques des génomes bactériens des 

organismes libres jusqu’aux symbiotes obligatoires avec pour stade intermédiaire les 

associations facultatives. Ainsi, ces caractéristiques génomiques  peuvent être de bons 

indicateurs de la force de l’association hôte-symbiote (McCutcheon and Moran, 2012; Toft and 

Andersson, 2010).  

Dans certains cas, la dégénérescence des génomes peut amener à la perte de gènes aux 

fonctions essentielles à la symbiose. En effet, la perte de gènes tels que ceux impliqués dans la 

biosynthèse des acides aminées essentiels ou des vitamines par les symbiotes obligatoires peut 

mettre en péril la survie de l’hôte et donc de ses symbiotes obligatoires. Dans ces systèmes 

particuliers on peut alors observer l’existence de remplacements de symbiotes primaires par 

une nouvelle bactérie possédant encore toutes les capacités métaboliques nécessaires à 

complémenter l’hôte (Bennett and Moran, 2015). Mais on retrouve également des cas dans 

lesquels de nouveaux symbiotes sont acquis par l’hôte formant ainsi des systèmes multi-

symbiotiques. Dans ces systèmes, l’hôte dépend alors de deux partenaires bactériens 

obligatoires pour assurer son alimentation, ceux-ci pouvant se complémenter pour compléter 

les voix de biosynthèse des nutriments. Les cas de remplacements de symbiotes et/ou de 

systèmes multi-symbiotiques ont été observés dans plusieurs groupes d’arthropodes (voir 

synthèses de (Bennett and Moran, 2015; Moran et al., 2008). 
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Dans ce contexte, l'une des questions évolutives les plus fondamentales concernant la 

symbiose insecte-bactérie est l'origine et les relations phylogénétiques des différentes lignées 

symbiotiques. En effet, cette connaissance est indispensable à la compréhension de la 

dynamique et des mécanismes d'établissement et de maintien des symbioses. Chez les pucerons 

(Hemiptera : Aphididae), l’association avec le symbiote primaire Buchnera aphidicola (γ-

protéobactérie) est très stable, celle-ci est maintenue depuis son acquisition estimée à près de 

80 à 150 millions d’années (Dohlen and Moran, 2000). Cette association, est indispensable pour 

la compensation des carences alimentaires de l’hôte qui se nourrit exclusivement de sève 

élaborée (Bermingham et al., 2009; Blow et al., 2020; Buchner, 1953; Douglas, 1998)). Comme 

décrit précédemment, le génome de Buchnera est fortement réduit, comptant seulement 0.6 

millions de paires de bases chez le puceron du pois, Acyrthosiphon pisum (Shigenobu et al., 

2000). Cependant, dans la sous-famille des Lachninae l’analyse des génomes de différentes 

lignées de Buchnera (associées à 15 espèces dans le genre Cinara et une espèce du genre 

Tuberolachnus, voir Table 1, S1) a permis de mettre en évidence la perte de plusieurs gènes 

impliqués dans la synthèse de certaines vitamines (la Biotine, la Riboflavine) et d’acides aminés 

essentiels indispensables à la survie des pucerons hôtes (Lamelas et al., 2011; Manzano‐Marín 

et al., 2017; Manzano-Marín and Latorre, 2014; Manzano-Marı́n et al., 2020; Meseguer et al., 

2017). De plus, dans cette lignée de pucerons, les génomes de Buchnera avec 0.44 Mb en 

moyenne (Gil et al., 2002; Manzano-Marı́n et al., 2020) sont plus petits que ceux de la souche 

associée aux pucerons du pois. Ces systèmes comportent  des co-symbiotes obligatoires 

compensant les fonctions perdues par Buchnera (Lamelas et al., 2011, 2008; Manzano‐Marín 

et al., 2017; Manzano-Marı́n et al., 2020; Meseguer et al., 2017). 

Les deux tiers de la diversité des Lachninae appartiennent au genre Cinara qui compte 

plus de 200 espèces (Chen et al., 2016; Meseguer et al., 2015). Dans ce groupe, la 

caractérisation de la diversité des co-symbiotes selon les lignées hôtes a révélé la présence de 

différentes bactéries suggérant un système dynamique aux multiples remplacements et/ou 

acquisitions indépendantes (Meseguer et al., 2017). Parmi les co-symbiotes obligatoires décrits 

chez les Cinara, le plus fréquent est la γ-protéobactérie Enterobacteriaceae Serratia symbiotica. 

Cette bactérie connue pour être présente chez de nombreuses espèces de pucerons en tant que 

symbiote facultatif (Zytynska and Weisser, 2016) semble avoir subi une transition vers une 

forme obligatoire dans de nombreuses lignées de Cinara. L’étude des génomes de quatre 

lignées de Serratia co-obligatoires chez des  espèces de Cinara montrent que celles-ci ont les 

capacités métaboliques pour complémenter les fonctions perdues par Buchnera (Lamelas et al., 
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2011; Manzano-Marín et al., 2018, 2016; Manzano-Marín and Latorre, 2016; Meseguer et al., 

2017). L’histoire évolutive de l’acquisition de Serratia comme co-symbiote obligatoire au 

cours de la spéciation du genre Cinara est cependant encore mal connue. En effet, les 

différentes études génomiques existantes sur Serratia semblent montrer l’existence de plusieurs 

lignées aux origines et caractéristiques différentes. On retrouve ainsi la présence d’une Serratia 

intracellulaire au génome hautement réduit chez C. cedri, C. fornacula ainsi que chez 

Tuberolachnus salignus (Lachninae proche des Cinara) (Lamelas et al., 2011; Manzano-Marín 

et al., 2016; Meseguer et al., 2017) (Table 1). Ces données pourraient suggérer une acquisition 

ancestrale de cette bactérie dans la sous-famille. Cependant, la présence d’une Serratia 

présentant un génome plus gros que celle de C. cedri chez C. tujafilina ainsi que chez C. strobi 

avec une forme cellulaire filamenteuse plutôt que ronde, et hébergée à la périphérie des 

bactériocytes de Buchnera rappelle les formes facultatives (Manzano-Marín and Latorre, 2016). 

De plus, l’existence d’autres lignées bactériennes présentes comme co-symbiote obligatoire 

(par exemple, Erwinia, Sodalis ou Fukatsuia), laissent supposer que Serratia a été acquise à de 

multiples reprises de façons indépendantes par les Cinara. 
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Table 1 : Récapitulatif des caractéristiques génomiques et histologiques des Serratia symbiotica « co-obligatoires » associées à la famille des Lachninae. Dans les autres genres 

de Lachninae décrits :  Stomaphis, Lachnus, Maculolachnus, , Nippolachnus, , Essigella, Eulachnus d’autres endosymbiotes obligatoires ont été généralement identifiés par 

séquençage du gène 16S rDNA chez quelques espèces de chaque genre  et parois des études FISH (Manzano-Marín et al. 2017). Dans trois genres, Longistigma, Protrama, 

Pyrolachnus, aucune donnée n’existe sur l’identité du co-symbiote comblant une perte ancestrale de la capacité de biosynthèse de vitamines B  et de Riboflavine chez Buchnera.      

cellules coocoides,  cellules bacilliformes ○ 

Genre(nb d’espèces 
décrites) 

Espèce Taille Génome 
de Serratia  

Références Localisation de  Serratia et forme des 
cellules  

Références 

Cinara (> 240 sp) cedri 1.78 Mb (Lamelas et al. 2011) bactériocytes, ○ (Gomez-Valero et al. 2004), 
(Manzano-Marín et al. 2017) 

 cupressi ? (Manzano-Marín et al. 2017) Périphérie,    (Manzano-Marín et al. 2017) 

 tujafilina 2,5 MB (Manzano-Marin & Latorre 2014) Périphérie,  (Manzano-Marín et al. 2017) 

 fornacula 1.17 MB (Meseguer et al. 2017) ?  

 strobi 2,24 MB (Manzano-Marín et al. 2018). ?  

Tuberolachnus (2) salignus 0,65 MB (Manzano-Marín et al. 2016) bactériocytes, ○ (Manzano-Marín et al. 2017) 

Trama  (15) caudata ?  bactériocytes, ○ (Manzano-Marín et al. 2017) 

Pterochloides (1) persicae ?  bactériocytes, ○ (Manzano-Marín et al. 2017) 
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Les études phylogénétiques de Serratia symbiotica ne concernent que quelques espèces. 

L’’étude de Manzano-Marín et al (2018), sur la souche de Serratia symbiotica associée à Cinara 

strobi, montre une phylogénie basée sur des génomes complets de deux Serratia facultatives et 

quatre Serratia co-obligatoires. Elle révèle un regroupement des espèces à génomes réduits mais 

avec beaucoup d’incertitudes et de très longues branches. Les phylogénies basées sur un seul 

gène (gène 16S rRNA), des Serratia symbiotica associées à une plus large diversité de pucerons, 

sont-elles aussi très incertaines (Figure 1). Les réductions, remaniements, évolution rapide des 

génomes et taux de GC faibles favorisent les convergences moléculaires et induisent des biais 

tels que l’artefact d’attraction des longues branches (Husník et al., 2011; Philippe and Roure, 

2011), ce qui rend les relations de parenté des bactéries endosymbiotiques difficiles à 

reconstruire et donc les différents scénarii d’acquisitions difficiles à décrypter.  

Ici nous avons cherché à reconstruire l’histoire évolutive de l’acquisition de Serratia 

symbiotica au sein des Cinara, afin de déterminer le nombre d’acquisitions et/ou de pertes 

indépendantes en tant que symbiotes obligatoires et ainsi inférer le nombre de transitions de 

bactéries secondaires facultatives vers des bactéries obligatoires. Pour cela nous avons 

reconstruit les phylogénies de Cinara, Buchnera et Serratia à l’aide de méthodes probabilistes 

et de modèles d’évolution moléculaire. A partir de ces inférences phylogénétiques nous avons 

effectué des analyses de réconciliation pour analyser la plausibilité de différents scenarii de co-

spéciation entre l’hôte et ses symbiotes. Parallèlement à cette analyse, la localisation des 

bactéries dans le puceron a été décrite chez plusieurs espèces afin de vérifier l’existence d’une 

corrélation avec l’histoire évolutive de l’association. Cela permettra notamment de vérifier 

l’existence d’un gradient de « domestication » du symbiote variant avec l’âge d’acquisition, 

mais aussi une convergence de la structure de la symbiose chez des bactéries acquises 

indépendamment. On peut en effet supposer que les symbiotes récemment acquis ne sont pas 

toujours dans des bactériocytes propres comme chez Cinara tujafilina contrairement à ce que 

l’on observe pour des symbioses plus anciennes. Finalement, nous étudierons la convergence 

de la structure des génome endosymbiotique par une description de ceux-ci en terme de taille 

de génome, taux de GC et nombre de CDS. Pour effectuer ces analyses, nous avons utilisé un 

jeu de données génomiques représentatif de la diversité des Cinara. Pour chacune des espèces 

de pucerons utilisées étaient associés le génome mitochondrial complet de l’hôte, le génome 

complet de Buchnera aphidicola et, lorsqu’elle était présente, le génome de Serratia 

symbiotica.
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Figure 1 : Figure extraite et modifiée de Meseguer et al. 2017 : les espèces surlignées en orange sont les espèces 

de Cinara pour lesquelles nous avons pu obtenir un génome pour Buchnera, Serratia et un génome mitochondrial 

de pucerons. Les espèces ont été choisies afin d’être représentatives de la diversité des Cinara ayant Serratia 

symbiotica pour co-symbiote obligatoire et pour lesquelles nous disposions de suffisamment de matériel en alcool 

pour construire les librairies de séquençage.
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II. Matériel et méthode 

Collecte des pucerons, extraction de l'ADN, séquençage et assemblage 

Préalablement à ma thèse, des échantillonnages de colonies de pucerons du genre Cinara 

(Curtis 1835 ;Lachninae : Eulachnini) ont été effectués comme rapportés dans (Meseguer et al., 

2015) et (Meseguer et al., 2017) et stockés dans de l'éthanol à 70% à 6 °C dans la collection 

CBGP. Ces colonies ont été utilisées pour préparer des échantillons d'ADN enrichis en bactéries 

comme décrit dans (Jousselin et al., 2016) pour le séquençage du génome entier par le projet 

France Génomique MicroPhan. Les espèces utilisées dans cette étude sont soulignées dans la 

figure 1 extraite de l’article de Meseguer et al. 2017. Pour cela, 15 à 20 pucerons d'une même 

colonie ont été regroupés. L'ADN extrait a été utilisé pour préparer deux librairies. En résumé, 

5 ng d'ADN génomique ont été fragmentés, en utilisant l'appareil E220 de Covaris (Covaris, 

USA). Les fragments ont été réparés en bout de chaîne et des adaptateurs de barcode PCR libres 

NEXTflex (Bioo Scientific, USA) ont été ajoutés en utilisant le kit de préparation de librairie 

NEBNext® Ultra II pour Illumina (New England Biolabs, USA). Les produits de ligature ont 

ensuite été purifiés par Ampure XP (Beckman Coulter, États-Unis) et les fragments d'ADN 

(>200 pb) ont été amplifiés par PCR (2 réactions PCR, 12 cycles), en utilisant des amorces 

spécifiques aux adaptateurs d'Illumina et le kit NEBNext ® Ultra II Q5 (NEB). Après l'analyse 

du profil de la librairie par le bioanalyseur Agilent 2100 (Agilent Technologies, États-Unis) et 

la quantification par qPCR, à l'aide du kit de quantification de bibliothèque KAPA pour les 

librairies Illumina (Kapa Biosystems, États-Unis), les librairies ont été séquencées, en read 

appariée de 251 pb sur un séquenceur Illumina HiSeq2500. L’ensemble de ces librairies et du 

séquençage a été réalisé par une équipe du génoscope. 

Après séquençage, pour chaque librairie, les reads obtenus ont été filtrés et assemblés 

suivant le protocole de Manzano-Marin et al. 2020. Ces étapes ont été réalisées avant le début 

de ma thèse. En résumé, seuls les reads Illumina d’une qualité minimum de 20 ont été conservés 

en utilisant FASTX-Toolkit v0.0.14 (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/). Les reads de 

moins de 75 pb ont été éliminées. PRINSEQ v0.20.4 (Schmieder and Edwards, 2011) a été 

utilisé pour supprimer les reads contenant des nucléotides non définis ainsi que ceux qui 

n'avaient pas de paires après le processus de filtrage. Les reads résultants ont été assemblées, 

en utilisant SPAdes v3.10.1 (Bankevich et al., 2012), avec les options --only-assembler et des 

http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/
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tailles de k-mer de 33, 55, 77, 99 et 127. Parmi les contigs résultantes, celles qui étaient plus 

courtes que 200 pb ont été éliminées. Les contigs restantes ont été classées, en utilisant les 

résultats d'une recherche BLASTX (Altschul, 1997) (meilleur résultat par contig) par rapport à 

une base de données constituée du protéome du puceron du pois et d'une sélection de bactéries 

symbiotiques du puceron trouvées précédemment dans les protéomes des espèces de Cinara et 

des espèces apparentées vivant librement (voir (Manzano-Marı́n et al., 2020; Meseguer et al., 

2017) pour plus de détails sur les protéomes de référence). Les contigs attribuées ont été 

examinées manuellement à l'aide du serveur web BLASTX (recherche dans la base de données 

nr) afin d'assurer une attribution correcte. Ce processus d'assignation a confirmé la présence de 

Serratia symbiotica, telle que déduite du séquençage des fragments du gène de l'ARNr 16S de 

plusieurs spécimens (Jousselin et al., 2016; Meseguer et al., 2017) et du séquençage des 

endosymbiotes de C. fornacula rapporté dans Meseguer et al. (2017). Nous avons également 

toujours récupéré une contig d'environ 16000 pb représentant les génomes mitochondriaux des 

hôtes des pucerons. Les contigs obtenues ont ensuite été utilisées comme référence pour mapper 

les reads et l'assemblage de génomes individuels a été fait par A. Manzano-Marin à l'aide de 

SPAdes, comme décrit ci-dessus, avec correction des erreurs de lecture.  

Phylogénie 

Parmi les génomes assemblés, 43 espèces représentatives de la diversité phylogénétique 

des Cinara et de leurs co-symbiotes obligatoires ont été sélectionnées en gardant uniquement 

celles pour lesquelles nous disposions des génomes du symbiote primaire Buchnera aphidicola 

et du symbiote co-obligatoire associé (Table S1, Figure 1). L’ensemble des paires de génomes 

du duo Buchnera+Serratia pour lesquelles l’assemblage était satisfaisant a été utilisé. Les 

génomes de Buchnera des lignées associées aux Cinara dépourvues de Serratia mais abritant 

une autre bactérie co-obligatoire ont été inclus dans nos analyses de réconciliation (Table S1) 

afin d’inférer correctement les évènements de pertes de Serratia au cours de la spéciation des 

Cinara. Des espèces externes aux Cinara ont également été utilisées pour enraciner les 

phylogénies. Ainsi nous avons utilisé les génomes complets de 43 Buchnera associées au 

Cinara, et de quatre Buchnera associées à d’autres genres comme groupes externes. Parmi les 

groupes externes nous avons sélectionné deux Lachninae Lachnus roboris et Eulachnus 

mediterraneus et trois espèces de groupes plus éloignés Acyrtosiphon pisum, Aphis fabae et 

Aphis gossypii totalisant 48 espèces. Les génomes de Buchnera hébergées par A. pisum, Aphis 

fabae et Aphis gossypii, ainsi que ceux de 13 espèces de Cinara étaient préalablement publiés, 
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les 30 autres sont nouvellement séquencés. Pour les Serratia nous avons utilisé les génomes 

complets appartenant à 32 espèces, dont 28 associées aux Cinara (24 nouvellement séquencées 

et 4 génomes préalablement publiés). Toutes les Serratia associées à Cinara séquencées pour 

cette étude sont obligatoires, exceptée celles de Cinara curtihirsuta qui est facultative : elle 

n’est pas fixée dans l’espèce, et il a été démontré que c’était la bactérie Erwinia qui 

complémentait Buchnera chez ce puceron et non Serratia (Meseguer et al., 2017). Trois espèces 

de pucerons d’un autre genre que Cinara ont été utilisées comme groupes externes 

(Acyrtosiphon pisum, Aphis fabae et Aphis gossypii) et dans lesquelles Serratia symbiotica est 

facultative. Finalement, la bactérie au mode de vie libre Serratia marcescens a été choisie 

comme groupe plus externe.  

Phylogénie mitochondriale de Cinara 

Afin de reconstruire la phylogénie des pucerons hôtes, nous avons utilisé les treize gènes 

mitochondriaux (atp6, atp8, cob, cox1, cox2, cox3, nad1, nad2, nad3, nad4, nad4L, nad5, nad6) 

pour chacune des espèces de Cinara séquencée ou récupérée sur NCBI. Pour cela, les génomes 

mitochondriaux ont été annotés à l’aide de Mitos Web (Bernt et al., 2013) puis vérifiés 

manuellement sur Geneious v11.1.5 (https://www.geneious.com). Nous avons sélectionné cinq 

espèces utilisées comme outgroup (Adelges tsugae (Adelgidae), Acyrthosiphon pisum, Aphis 

gossypii, Aphis fabae,) rassemblées à partir du NCBI et Lachnus. roboris un outgroup de la 

famille des Lachninae nouvellement séquencé dans cette étude (Table S1). Pour chaque gène, 

les alignements de séquences ont été réalisés à l'aide de Macse v2.03. (Ranwez et al., 2018) et 

vérifiés visuellement à l'aide de SeaView v4 (Gouy et al., 2010). Nous avons ensuite supprimé 

les blocs divergents et aligné de manière ambiguë en utilisant Gblocks v0.91b (Talavera and 

Castresana, 2007) avec les paramètres par défaut et en veillant à conserver le cadre de lecture. 

Les longueurs nucléotidiques des alignements par gène ont été relevées afin de créer un fichier 

de partitions pour l’analyse phylogénétique et ont ensuite été concaténées. Pour tenir compte 

des variations possibles dans la vitesse d’évolution entre les différents gènes ainsi que les 

différentes positions de codon, un partitionnement de l’alignement a été effectué à l’aide du 

logiciel PartitionFinder 2.1.1 (Lanfear et al., 2016) avec des blocs de données définies pour 

chaque position de codon (première, deuxième et troisième) dans chaque gène. Une première 

phylogénie a par la suite été reconstruite par maximum de vraisemblance avec IQtree multicore 

1.6.2 (Nguyen et al., 2015) avec la meilleure partition trouvée par PartitionFinder et 1000 

itérations bootstraps ultra-rapides pour estimer le soutien statistique des clades.  
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Par la suite, des analyses phylogénomiques par inférences bayésiennes ont été faites avec: 

MrBayes v3.2.7 (Ronquist et al., 2012) avec la meilleur partition sélectionnée par 

PartitionFinder disponible dans MrBayes (selon la métrique du critère d'information bayésien 

(BIC). Deux analyses indépendantes avec quatre chaînes chacune pour 3 000 000 de générations 

ont été réalisées et la convergence de celle-ci a été vérifié. 

Phylogénies des symbiotes : Buchnera et Serratia  

Les séquences codantes (CDS, CoDing Sequences) ont été recherchées dans les génomes 

endosymbiotiques à l’aide de Prodigal 2.6.3 (PROkakyotic Dynamic programming Gene-

Finding Algorithm, (Hyatt et al., 2010)). Puis une recherche de groupes d’orthologues a été 

réalisée à partir des résultats en acides aminés (AA) de Prodigal avec OrthoFinder-2.5.4 (Emms 

and Kelly, 2015). Enfin, seuls les gènes les plus conservés, présents chez toutes les espèces 

séquencées en un seul exemplaire ont été utilisés pour constituer les jeux de données. 

Nous avons ainsi obtenu 480 gènes partagés par toutes les espèces de Serratia et 304 

gènes partagés par toutes les espèces de Buchnera. Pour chaque ensemble de données, les 

séquences d'acides nucléiques ont été alignées à l'aide de MAFFT v7.450 (avec un maximum 

de 1 000 itération) (Katoh and Standley, 2013) et concaténées. Les blocs divergents et alignés 

de manière ambiguë ont été supprimés à l'aide de Gblocks (Talavera and Castresana, 2007) 

(paramètres par défaut et option –b5 h, pour éliminer une position que si au moins la moitié des 

séquences comportent un gap). Compte tenu de la vitesse d’évolution élevée des 

endosymbiotes, seul les alignements en AA ont été utilisés pour la suite des analyses. En effet, 

les taux de substitution trop élevés des positions nucléotidiques risquent d’augmenter les 

homoplasies, et donc de fausser les inférences phylogénétiques en rendant difficile la détection 

de substitutions multiples. Le choix des modèles de substitution sur les ensembles de données 

pour chaque symbiote a été conduit à l'aide de ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017) 

(option –MFP+MERGE pour tester les modèles d’évolution protéiques classiques et -madd 

pour l’explorer l’ensemble des modèles additionnels implémentés dans IQ-TREE 1.6.8) en 

utilisant le critère d'information bayésien (BIC). Les inférences phylogénétiques par ML ont 

ensuite été réalisées à l'aide de IQ-TREE 1.6.8 (Nguyen et al., 2015) avec 1000 itérations 

bootstraps ultra-rapides pour estimer le soutien statistique des clades. 

Pour chacun des symbiotes, les inférences bayésiennes ont également été faites avec le 

modèle CAT, implémenté dans Phylobayes 4.1c (Lartillot et al., 2009) avec une distribution 

des vitesses d’évolution entre sites suivant une loi Γ discrétisée en 4 catégories (Γ4). Afin de 
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tenir compte des taux d’évolution rapides des endosymbiotes et pour éviter de masquer des 

changements passés dans les séquences, nous avons effectué un recodage des acides aminés en 

6 catégories selon la matrice de Dayhoff6. Celui-ci a permi de les regrouper selon leurs 

caractéristiques physico-chimiques. En effet, lorsque les taux de substitution sont élevés, les 

séquences en acides aminés, peuvent atteindre la saturation, c’est à dire que les substitutions 

passées risquent de ne pas pouvoir être recouvrées. Quatre chaînes ont été lancées pour 20 000 

cycles (3200 au moment du rendu du manuscrit) pour chacun des symbiotes. Finalement, « la 

phase d’allumage » a été retirée (20% des cycles) et la convergence des runs a été regardée à 

l’aide de la fonction tracecomp de Phylobayes afin de vérifier que la différence d’estimations 

des paramètres entre 2 chaînes est bien inférieure à 0.3, et que la taille efficace (ESS) est 

supérieure à 50.  

Réconciliation 

Afin de tester les différents scénarii de cospéciation entre les Cinara, Buchnera et 

Serratia, des analyses de réconciliations d’arbres phylogénétiques par maximum de parcimonie 

ont été réalisées (Encadré). Pour cela le programme Mowgli (Doyon et al., 2011) a été utilisé. 

Pour chaque analyse, la phylogénie de Buchnera réalisée par inférence bayésienne avec 

Phylobayes a été utilisée comme référence. Les tests des scénarii de cospéciation ont alors été 

effectués avec les deux phylogénies de Serratia obtenues par l’analyse en Maximum de 

Vraisemblance (IQtree) et par Inférences Bayésiennes (Phylobayes). Afin d’orienter les 

réconciliations, l’option -b de Mowgli a été utilisée permettant de contraindre les racines des 

symbiotes à correspondre entre elles. Le groupe servant à raciner les phylogénies représente un 

groupe externe hypothétique (Serratia marcescens pour les Serratia associées de façon 

artéfactuelle à Eulachnus mediteraneus utilisé pour enraciner la phylogénie de Buchnera) et 

permet de proposer des sources de transferts de Serratia externes aux pucerons étudiés. En effet, 

l’origine d’un co-symbiote étant généralement inconnue, une Serratia pourrait provenir de 

l’environnement (autre insecte, sol, sève, etc…) et non d’une co-spéciation avec les Cinara. 

Pour cette raison des groupes externes de Serratia qui ne sont pas issus des Cinara sont 

indispensables. Pour permettre aux réconciliations d’associer la racine de l’arbre des Serratia à 

un ancêtre d’une lignée extérieure qui ne provient pas des Cinara présents dans notre jeu de 

données. Les réconciliations ont ensuite été visualisées dans l’interface graphique SylvX 

(Chevenet et al., 2016).  
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Encadré 1 : Réconciliations par Maximum de Parcimonie (MPR) : 

Les méthodes de co-phylogénie visent à éclairer l’histoire co-évolutive entre un hôte et 

un associé (parasite ou mutualiste) sur la base de phylogénies. Une des premières méthodes, 

l’Analyse de Parcimonie de Brooks, (BPA : Brooks, 1981), consistait à considérer les symbiotes 

comme des états de caractères de l’hôte et à minimiser le nombre de changements d’états 

(transitions entre présence et absence du symbiote). Page, dans les années 1990, proposa 

l’analyse de réconciliation, qui considère cette fois les associés comme des lignées évolutives. 

Cette méthode tente de faire correspondre la phylogénie des associés à celle des hôtes pour 

reconstruire le scénario le plus parcimonieux, c’est à dire le moins coûteux en événements. Ces 

événements étant de 4 grands types, chacun étant associé à un coût (voir tableau) : 1) 

cospéciation : spéciation quasi simultanée des 

hôtes et de leurs associés, 2) extinction : la 

lignée du symbiote s’éteint, 3) spéciation ou 

duplication intra-hôte: les associés divergent 

en deux ou plusieurs lignées dans leurs hôtes 

qui eux ne subissent pas de spéciation et 4) 

changement d’hôtes : un symbiote va coloniser 

un hôte plus ou moins apparenté à son hôte 

d’origine.  

Une des difficultés rencontrées par ces méthodes est la congruence temporelle lors des 

changements d’hôtes. En effet, un échange de symbiotes entre deux lignées ne peut exister que 

si celles-ci sont contemporaines : par exemple, un transfert ne peut s’effectuer vers une branche 

disparue car cela reviendrait à revenir vers le passé (flèche orange ci-dessous). 

Pour éviter ce problème, 

l’utilisation d’algorithmes de 

programmation dynamique 

peut être une solution : le 

temps dans lequel évoluent 

les partenaires est découpé 

en courts intervalles, et la 

réconciliation est réalisée par 

pas de temps, du présent (t0) 

en remontant vers le passé. 

De cette manière, des 

changements d’hôtes 

entraînant des incongruences temporelles ne peuvent être proposés (accolade et flèche vertes). 

De plus, cette décomposition facilite la résolution de ce problème et limite ainsi le temps de 

calcul : les coûts sont optimisés à chaque pas de temps au lieu de l’être globalement. Cette 

technique permet normalement de trouver le scénario de réconciliation le plus parcimonieux. 

Adapté de Annonier 2018 
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Localisation et morphologie des co-symbiotes obligatoires  

La localisation des bactéries dans le puceron (bactériocytes spécifiques/partagés ou 

extracellulaires) ainsi que la forme des bactéries ont été observés chez plusieurs espèces à l’aide 

de FISH (fluorescence in-situ hybridation), Ces observations ont été réalisées, chez C. cedri 

(espèce témoin pour laquelle on connait déjà les localisations), C. palaestinensis et C. pinea 

(deux espèces du clade A), C.confinis, C.pectinatae, (clade C sur la phylogénie pucerons). En 

plus de celles-ci, des FISH ont été réalisées dans des études précédentes sur d’autres espèces de 

Cinara telle que C. tujafilina (cf chapitre 3 (Manzano‐Marín et al., 2017)). Des individus de 

chacune des espèces nommées ci-dessus ont d'abord été fixés lors de la collecte dans un fixateur 

de Carnoy modifié (6 chloroforme : 3 éthanol absolu : 1 acide acétique glacial) et laissés 

pendant la nuit, en suivant le protocole de (Koga et al., 2009). Les individus ont ensuite été 

transférés dans une solution de 6% de H2O2 diluée dans de l'éthanol absolu et ont été laissés 

dans cette solution pendant 2 semaines (en changeant la solution tous les 3 jours). Les individus 

ont ensuite été lavés deux fois avec de l'éthanol absolu et disséqués dans de l'éthanol absolu 

pour extraire les embryons. L'hybridation a été réalisée pendant une nuit à 30 °C dans un tampon 

d'hybridation standard (20mM Tris-HCl [pH 8,0], 0,9M NaCl, 0,01% SDS et 30% formamide), 

puis lavée (20mM Tris-HCl [pH 8,0], 5 mM EDTA, 0,1M NaCl et 0,01% SDS) avant la 

préparation des lames (Manzano-Marı́n et al., 2020). Les embryons d'un maximum de 10 

individus ont été observés sous un microscope confocal. Nous avons utilisé plusieurs sondes 

spécifiques compétitives pour Buchnera et Serratia selon les espèces (Table 2). Les images au 

format TIFF ont été exportées à l'aide de la suite d'applications X de Leica. Les images 

exportées ont été importées dans Inkscape v0.92.4 pour construire les figures. 
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Table 2 : Liste des amorces utilisées pour la microscopie à hybridation in situ par fluorescence. 

Espèce hôte Bactérie Sonde Séquence Origine 

Cinara 

tujafilina 
Buchnera 

BLach-2x6-

FAM 

5'-2x6-FAM-

CCCGTTYGCCGCTCGCCGTCA-3' 

(Manzano-

Marín et al., 

2017) 

Cinara 

tujafilina 
Serratia Ssym-Cy3 5'-Cy3-CTCGTCACCCAGAGAGCA-3' 

(Manzano-

Marín et al., 

2017) 

Cinara 

palaestinensis 
Buchnera BLach-FITC 

5'-FITC-

CCCGTTCGCCGCTCGCCGGCA-FITC-

3' 

(Manzano-

Marín et al., 

2017) 

Cinara 

palaestinensis 
Serratia 

SeJR5Cinara-

Cy3 

5'-Cy3-CCGTYCGCCGCTCGTCACC-

Cy3-3' 
Cette etude 

Cinara 

pinea 
Buchnera BLach-FITC 

5'-FITC-

CCCGTTCGCCGCTCGCCGGCA-FITC-

3' 

(Manzano-

Marín et al., 

2017) 

Cinara 

pinea 
Serratia 

SeJR5Cinara-

Cy3 

5'-Cy3-CCGTYCGCCGCTCGTCACC-

Cy3-3' 
Cette etude 

Cinara  

cedri 
Buchnera BccFITC 

5'-FITC-

CCCGTTCGCCGCTCGCCGGCA-FITC-

3' 

(Gosalbes et 

al., 2008) 

Cinara  

cedri 
Serratia SCcCy3 5'-Cy3-CCGCCGCTCGTCACCCAAA-3' 

(Manzano-

Marín et al., 

2017) 

Cinara 

confini 
Buchnera BuconfFITC 

5'-FITC-

CCGTTTGCCGCTCGCCGTCAGAA-

FITC-3' 

Cette etude 

Cinara 

confini 
Serratia 

SeJR5Cinara-

Cy3 

5'-Cy3-CCGTYCGCCGCTCGTCACC-

Cy3-3' 
Cette etude 

Cinara 

pectinatae 
Buchnera BLach-FITC 

5'-FITC-

CCCGTTCGCCGCTCGCCGGCA-FITC-

3' 

(Manzano-

Marín et al., 

2017) 

Cinara 

pectinatae 
Serratia 

SeJR5Cinara-

Cy3 

5'-Cy3-CCGTYCGCCGCTCGTCACC-

Cy3-3' 
Cette etude 
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III. Résultats  

Caractéristiques génomiques 

Nous avons généralement obtenu des génomes complets pour Buchnera avec une taille 

moyenne de 0.45 Mb contre 1.68 Mb pour Serratia (Table S1). Les résultats montrent que les 

génomes de Buchnera sont très stables, en terme de nombre de taille et de pourcentage en GC, 

alors que ceux de Serratia montrent des caractéristiques génomiques variables (Figures 2 et 3, 

Table S1). 

 
Figure 2 : Caractéristiques génomiques de Buchnera aphidicola le long de leur phylogénie avec à gauche la 

phylogénie reconstruite en Maximum de Vraisemblance (IQtree1.6.2) et représentée en cladogramme 

(ultramétrique). Les noms des espèces-hôtes (pucerons) sont indiqués aux feuilles). Les diagrammes en barres 

représentent les taux de Guanine+Cytosine génomiques et la taille des génomes de Buchnera en kilobases. 
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 Figure 3 : Caractéristiques génomiques des Serratia symbiotica le long de leur phylogénie avec à gauche la 

phylogénie reconstruite en Maximum de Vraisemblance (IQtree1.6.2) et représentée en cladogramme 

(ultramétrique). Les noms des espèces-hôtes (pucerons) sont indiqués aux feuilles). Les diagrammes en barres 

représentent les taux de Guanine+Cytosine génomiques et la taille des génomes de Serratia en Megabases. 

Phylogénies 

Les analyses phylogéniques de Buchnera obtenues sont congruentes entre les différentes 

méthodes avec celle obtenues pour les Cinara. Ces résultats sont conformes avec l’hypothèse 

déjà bien étayée par d’autres études d’une cospéciation entre Buchnera et les pucerons. On 

retrouve ainsi les différents clades décrit précédemment chez les Cinara (Burke et al., 2009; 

Lamelas et al., 2008; Meseguer et al., 2017) (Figure 2, S1, S3). 

En ce qui concerne Serratia, nous obtenons quatre groupes bien distincts (Figure 3, S2, 

S4), le clade A dont les relations phylogénétiques sont parfaitement congruentes avec celles de 

leur puceron hôte (voir chapitre 2). Un groupe composé de Serratia obligatoires anciennement 

acquises (clade C) pour lesquelles la présence de longues branches pourrait indiquer un artefact. 

Enfin les lignées restantes forment le clade B dont les positions des nœuds profonds changent 

selon la méthode utilisée (Figure.S2, S4). Un groupe frère du clade B, regroupe les souches de 
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Serratia symbiotica connues comme bactéries facultatives chez les pucerons en dehors des 

Cinara ainsi que les souches associées à Cinara tujafilina et Cinara cembrae. 

Réconciliation 

La visualisation des réconciliations dans l’interface graphique SylvX (Chevenet et al., 

2016) nous a permis de décrire différents scénarii possibles de la cospéciation entre les Cinara 

et leurs endosymbiotes obligatoires. Etant donnée la phylogénie peu stable de Serratia dans les 

nœuds profonds, il existe plusieurs scénarii. Dans tous les scénarii il y a cospéciation parfaite 

entre les Cinara du clade A et leurs symbiotes, certaines souches de Serratia ont été acquises 

très récemment (celle de C. tujafilina et de C. cembrae) et finalement le clade B semble être 

issu d’une acquisition récente avec de la cospéciation (Figure 4, 5). Pour les autres associations 

(avec C. cedri ainsi que les espèces du clade C : C. occidentalis, C. confinis et C. todocola) 

étant donnée les incertitudes sur leurs positions phylogéntiques, les variations dans leurs 

caractéristiques génomiques il est difficile de conclure sur le nombre d’acquisitions 

indépendantes. 

Les scénarii les plus parcimonieux ; inférés par les réconciliations sont dans tous les cas 

à modérer, certains transferts sont en effet biologiquement impossibles. Par exemple, pour ce 

qui est de C.occidentalis, il semble impossible qu’un transfert ait eu lieu depuis Cinara cedri 

(Figure 4), de même pour un transfert entre C. strobi et C. anelia et C. moketa (Figure 4, 5) 

puisque la transmission d’un symbiote obligatoire d’une espèce à l’autre parait très improbable. 

Le scénario figure 5 (inféré à partir de la phylogénie de Serratia obtenue avec PhyloBayes), 

semble biologiquement plus probable (car il y a peu de transferts horizontaux de symbiotes 

obligatoires) et il suggère ainsi que les associations avec C. occidentalis, C. confinis et C. 

todocola) résultent d’une ancienne acquisition ancestrale à la diversification du clade C (Figure 

4).
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Figure 4 : Réconciliations de la phylogénie des Serratia sur la phylogénie des Buchnera de pucerons (arbre gris 

en fond) réalisées avec Mowgli, et visualisées avec SylvX. La topologie de Serratia est issue de l’inférence en 

Maximum de Vraisemblance (IQtree) et celle de Buchnera de l’inférence Bayésienne (Phylobayes) Les Serratia 

facultatives sont représentées avec une étoile rouge. Les transferts de symbiote sont représentés par des flèches. 

Les clades A et B sont représentés par des accolades. 
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 Figure 5 : Réconciliations de la phylogénie des Serratia sur la phylogénie des Buchnera de pucerons (arbre gris 

en fond) réalisées avec Mowgli, et visualisées avec SylvX. La topologie de Serratia est issue de l’inférence 

Bayésienne (Phylobayes) et celle de Buchnera de l’inférence Bayésienne (Phylobayes). Les Serratia facultatives 

sont représentées avec une étoile rouge. Les transferts de symbiote sont représentés par des flèches. Les clades A 

et B sont représentés par des accolades. 
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 FISH 

 Les microscopies par FISH ont révélé que les Serratia symbiotica dans le clade A sont 

dans des bactériocytes indépendants des bactériocytes de Buchnera et présentent une forme de 

cellule coccoïde plus petite que les cellules de Buchnera (Figure 6). Ces résultats sont en accord 

avec nos attentes, puisque les Serratia ont des génomes très réduits (~1 Mbp) dans ce groupe 

et sont similaires à ce qui a pu être décrit dans les endosymbiotes d'autres espèces de pucerons 

avec un génome de symbiote fortement réduit (Manzano-marin, 2022; Manzano-Marín et al., 

2017). 

Figure 6 : Images microscopiques FISH fusionnées d'embryons de pucerons provenant de pucerons Cinara 

sélectionnés. Le signal de Serratia est indiqué en rouge, celui de Buchnera en vert. Le DAPI (qui colore l'ADN et 

met en évidence les noyaux de l'hôte) est visible en bleu. Le nom scientifique de chaque espèce est indiqué en haut 

de chaque panneau et le code couleur de chaque sonde fluorescente et de son groupe cible est indiqué dans chaque 

cadre. 

 

Pour ce qui est du clade C, les Serratia observées dans des bactériocytes sont coccoïdes, 

mais leur taille semble différente selon l’espèce. Nous avons mis en évidence la présence d’une 

Serratia de très grande taille dans des bactériocytes spécifiques chez C. confinis (environ 4µm ; 

Figure 7). Pour C. pectinatae (proche de C. occidentalis, C. costata et C. todocola), nous avons 

mis en évidence des Serratia de petite taille dans des bactériocytes spécifiques (environ 2 µm, 

comme chez C. cedri ; Figure 7), cela pourrait suggérer que celle-ci est plus anciennement 

acquise. Ces analyses semblent en accord avec nos analyses phylogénomiques montrant 

plusieurs acquisitions indépendantes de Serratia symbiotica. De plus, de précédentes 

observations sur C. tujafilina ont révélé la présence de Serratia localisées hors des bactériocytes 

à la périphérie des bactériocytes de Buchnera, et celles-ci ont la particularité d’être 

bacilliformess (Manzano-Marín et al., 2017). 



 

54 

 

 
Figure 7 : Images microscopiques FISH fusionnées d'embryons de pucerons provenant de pucerons Cinara 

pectinatae à droite et Cinara confinis à gauche sélectionnés. Le signal de Serratia est indiqué en rouge, celui de 

Buchnera en vert. Le DAPI (qui colore l'ADN et met en évidence les noyaux de l'hôte) est visible en bleu. 

 

IV. Discussion 

Y-a-t-il eu cospéciation entre les trois partenaires de cette symbiose tri-partite ? 

Pour les 49 Buchnera aphidicola étudiées ici, nous reportons des tailles de génome et des 

teneurs en G+C faibles et relativement similaires entre elles (entre 0.42 et 0.44 Mb, et entre 20 

et 26 % de G+C). Ces résultats confirment qu’il y a eu une réduction des génomes ancestrale 

dans le genre Cinara et probablement avant la diversification des Lachninae. En effet, une étude 

sur Tuberochnaus salignus, une autre espèce de Lachninae montre que la Buchnera associée 

est de taille réduite (0.44 Mb) (Manzano-Marín et al., 2016). Dans de précédentes études, dans 

lesquelles les génomes de Buchnera de différentes espèces de Cinara ont été partiellement 

annotés et comparés à la Buchnera associée au puceron du pois,  il a été montré que cette 

réduction était concomitante à la perte de fonctions essentielles chez Buchnera (synthèse de 

Biotine et Riboflavine) qui a accompagné l’acquisition de co-symbiote obligatoire dans cette 

sous-famille (Manzano-Marín et al., 2016; Meseguer et al., 2017). 

Les analyses phylogénomiques utilisant les génomes mitochondriaux des pucerons et les 

génomes entiers de Buchnera ont permis de confirmer que les deux partenaires ont des histoires 

phylogénétiques parallèles avec une congruence parfaite de leur phylogénie respective. Ces 

résultats étaient attendus, puisque l’acquisition de Buchnera est considérée comme ancestrale 

aux Aphididae (Munson et al., 1991) et toutes les études phylogénétiques ayant testé 
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l’hypothèse de cospéciation entre les deux partenaires obligatoires l’ont confirmée dans 

différentes lignées de pucerons (Jousselin et al., 2009; Liu et al., 2013; Moran, 1993).  

Similairement, nous montrons que la plupart des Serratia présentes comme co-symbiote 

des Cinara ont des génomes réduits avec un faible taux de G-C symptomatique d’une 

association obligatoire à long terme avec leurs hôtes (Moran et al., 2008). Cependant, leurs 

niveaux de réduction et leur taux de G-C observés sont différents selon l’espèce hôte révélant 

alors la présence de plusieurs souches assez divergentes de Serratia. Les reconstructions 

phylogénomiques de la bactérie Serratia symbiotica ainsi que les analyses de réconciliations 

entre Buchnera et Serratia ont quant à elles révélé une histoire évolutive complexe. Les lignées 

de Serratia sont ainsi probablement issues de plusieurs acquisitions indépendantes plus ou 

moins récentes au sein des Cinara. Une de ces acquisitions indépendantes de Serratia est à 

l’origine du clade A pour lequel il semble y avoir diversification parallèle de l’hôte et de ses 

deux symbiotes. Cette histoire et ses conséquences sur l’évolution du génome des deux 

symbiotes sera l’objet du chapitre 2. 

D’après nos analyses de réconciliation, une acquisition de Serratia indépendante suivie 

d’une cospéciation semble avoir eu lieu dans un autre clade de Cinara (le clade B : Figure 4, 

5). Au sein de ce clade B, les bactéries ont aussi des génomes réduits et des taux de G-C faibles 

ce qui suggère comme dans le clade A une longue histoire co-évolutive avec leurs hôtes. 

Par contre, les Serratia obligatoires associées à deux espèces de Cinara sont très 

similaires aux facultatives et apparaissent phylogénétiquement proches dans nos 

reconstructions phylogénétiques. Elles forment ainsi un clade (clade C) qui est le plus proche 

de la bactérie libre Serratia marcescens dans nos phylogénies avec des branches extrêmement 

courtes comparées aux autres bactéries. C’est le cas des Serratia associées à C. tujafilina et à 

C. cembrae chez lesquelles la taille des génomes (environ 2.5Mb) est proche des facultatives 

décrites chez A. pisum, C. curtihirsuta, et A. fabae (respectivement 2.8 Mb, 2.8 Mb et 3.6 Mb) 

et dont les taux de G-C sont identiques (environ 50%). Cela suggère que la transition d’un mode 

de vie facultative à obligatoire de ces Serratia chez ces hôtes est probablement récente. 

Alternativement, la présence de ces courtes branches dans la phylogénie et le regroupement de 

ces Serratia avec les symbiotes facultatifs pourraient être un artéfact issu d’échanges plus 

importants entre ces bactéries qui homogénéiseraient davantage leurs génomes (cela pourrait 

être favorisé par une localisation extracellulaire) ou encore un taux de mutation plus faible chez 

ces bactéries comparées aux taux élevés caractéristiques des anciens symbiotes. Il est cependant 
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plus probable, étant donnée la dynamique évolutive de ce système et les multiples 

remplacement de Serratia symbiotica par d’autres symbiotes, que ces Serratia représentent une 

acquisition indépendante de celles du clade A ou du clade B. 

Finalement, pour ce qui est des souches de Serratia associées à C. confinis, C. 

occidentalis, C. cedri, C. todocola) leurs positions dans les phylogénies sont variables selon les 

méthodes de reconstructions utilisées. Ces reconstructions génèrent ainsi des scénarii de 

réconciliations alternatifs complexes (et parfois peu probables biologiquement car supposant 

des transferts de symbiotes obligatoires entre espèces) avec des origines potentiellement 

différentes de Serratia chez ces espèces de pucerons et de potentiels évènements de co-

spéciation avec les pucerons hôtes. Les génomes des endosymbiotes obligatoires étant en 

quelque sorte aberrants (très biaisés, très petits), ils peuvent se regrouper artificiellement dans 

des phylogénies par convergence dans leurs caractéristiques (Husník et al., 2011; Murray et al., 

2016). Malgré l’utilisation de modèles d’évolution adaptés à pallier au phénomène d’attraction 

des longues branches, l’histoire de leur association avec leurs hôtes est donc toujours complexe 

à inférer. Une façon de consolider nos résultats serait de pouvoir mieux explorer l’architecture 

des génomes de Serratia : la synténie des génomes indique en effet que les souches sont très 

proches. Malheureusement, certains génomes étaient trop fragmentés pour conduire cette 

analyse à l’échelle du genre Cinara. 

Ces inférences issues de nos réconciliations sont en partie corroborées par les images 

FISH obtenues sur sept espèces (C. pinea, C. magrhebica, C. palaestinensis, C. cedri, C. 

confini, C. pectinatae et C. tujafilina) qui montrent l'existence de caractéristiques cellulaires 

différentes pour Serratia selon l’espèce hôte. A l’exception de C. tujafilina, ces images 

montrent la présence de deux types de bactériocytes proches l'un de l'autre, l'un contenant des 

cellules de Buchnera et l'autre des cellules de Serratia. Les Serratia observées dans des 

bactériocytes sont coccoïdes, mais leur taille semble différente selon l’espèce, avec dans le 

clade A et dans C. cedri et C. pectinatae des bactéries de petite taille (environ 2 µm) comparée 

aux grandes bactéries de C. confinis (clade C) (environ 4 µm). Ainsi ces différences de taille et 

de forme observées peuvent être également le reflet d’acquisitions indépendantes de Serratia. 
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Une histoire de co-diversification complexe : quels processus expliquent cette 

dynamique ? 

Ainsi, nous suggérons dans cette étude que plusieurs acquisitions indépendantes de 

Serratia ont eu lieu au sein des Cinara, mais aussi probablement des remplacements de 

Serratia. En effet, plusieurs autres bactéries, Erwinia, Fukatsuia, Sodalis sont associées à 

diverses lignées de Cinara (Meseguer et al., 2017) et nos reconstructions suggèrent qu’une 

Serratia « ancienne » est parfois remplacée par une plus jeune. Afin de comprendre l’histoire 

évolutive de ces associations, et en particulier l’origine des transferts il serait intéressant de 

mieux comprendre les sources de transfert potentielles en échantillonnant à fois plus d’espèces 

de Cinara mais aussi en appréhendant la diversité intra-espèces des symbiotes chez les Cinara 

ainsi que la diversité des bactéries qu’ils peuvent rencontrer dans leur environnement. En effet, 

Meseguer et al. (2017), ont montré que certaines espèces de Cinara pouvaient héberger deux 

souches de Serratia (deux haplotypes 16S bien distincts). La cooccurrence de deux souches 

(une obligatoire, une facultative) peut expliquer que l’une remplace l’autre assez facilement. 

Cela nécessite que la nouvelle Serratia puisse supplanter la première dans le bactériome du 

puceron. 

Dans les systèmes di-symbiotiques des pucerons étudiés jusqu’à présent, la similarité des 

structures et localisations des « nouveaux » symbiotes avec les bactériocytes de Buchnera, 

suggère que les co-symbiotes suivent tous les mêmes voies de transmission verticale que celle 

de Buchnera. Cela interroge alors sur le mode d’acquisition et de mise en place de ces co-

symbiotes dans les différentes espèces, celui-ci pouvant être par colonisation de bactériocytes 

de Buchnera, ou encore par remplacement d’un ancien co-symbiote dans ses bactériocytes. 

L’histoire évolutive complexe des Cinara n’est pas unique puisque des résultats 

similaires démontrant l'instabilité des systèmes di-symbiotiques ont été observés dans plusieurs 

clades d'hémiptères. En effet, dans plusieurs systèmes d’études des remplacements de co-

symbiotes ont été observés à de grandes échelles de temps évolutif (Dial et al., 2022; Husnik 

and McCutcheon, 2016; Koga et al., 2013; Rosenblueth et al., 2012; Szabó et al., 2017; 

Toenshoff et al., 2012; Urban and Cryan, 2012).  

Les scénarii évolutifs expliquant cette dynamique de multiples remplacement de co-

symbiotes sont encore incertains. Meseguer et al (2017) a exploré si différents facteurs 

écologiques (i.e. le genre de plante hôte, le régime alimentaire, la niche climatique) étaient 

corrélés à l’identité du co-symbiote présent mais aucun facteur significatif n’a été identifié par 
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ces analyses comparatives. Afin d’approfondir cette hypothèse, une analyse des capacités de 

chaque co-symbiote permettrait de vérifier s’il existe des différences dans les capacités de 

complémentation de la symbiose en nutriments essentiels par les différentes lignées de Serratia 

ou encore si celles-ci peuvent amener d’autres compétences (e.g. une résistance à des ennemis 

naturels). Ainsi, il est possible qu’une souche apporte une nouvelle fonction à l’hôte, qui 

favorise son installation. Une hypothèse alternative à celle-ci serait que les remplacements 

puissent se faire avec toute bactérie présente dans le microbiote et capable de remplir les 

fonctions de complémentation des pertes de gènes de Buchnera. Ainsi, à partir du moment où 

Buchnera aurait perdu certaines fonctions essentielles, seule la « disponibilité » relative des 

différentes bactéries au sein des pucerons engendrerait des remplacements successifs de 

souches en compétition pour la même niche (Meseguer et al., 2017). 

Conclusion 

Dans l'ensemble, nos résultats démontrent que la symbiose entre Buchnera et la bactérie 

endosymbiotique Serratia symbiotica est apparue a de multiples reprises de façon indépendante 

au sein du genre Cinara. Plus généralement, nous pouvons affirmer que l’acquisition de 

nouveau co-symbiote a évolué à de multiples reprises dans ce genre de puceron. Cela montre 

que l’association des pucerons Cinara avec leur co-symbiote est encore plus dynamique que ne 

le laissaient penser les travaux de Meseguer et al. (2017) et Manzano-Marín et al. (2017). Ces 

résultats sont cohérents avec ce qui est observé pour d’autres hémiptères (Cigales : Husnik and 

McCutcheon, 2016 ; Adeligidae : von Dohlen et al. 2017) montrant que même dans des 

endosymbioses très anciennes, de nouveaux co-symbiotes peuvent être acquis et que ces 

systèmes sont particulièrement dynamiques. Cependant, l’origine et les mécanismes de ces 

remplacements successifs de symbiotes restent à explorer que ce soit le résultat de compétition 

entre symbiotes et/ou d’une sélection par l’hôte.  
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Chapitre 2 

Dual nutritional symbionts in conifer feeding 

aphids: cospeciation and parallel evolution in 

symbiont genomes  
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Contexte de l’étude 

Lors du premier chapitre, nous avons décrit l’histoire évolutive de l’acquisition du co-

symbiote Serratia chez les 45 espèces de Cinara étudiées. Dans les résultats de celui-ci, nous 

avons observé la présence d’un clade de treize espèces de Cinara pour lequel il semble y avoir 

eu une co-spéciation des trois partenaires de la symbiose (puceron, Buchnera et Serratia). Nous 

avons donc utilisé pour ce chapitre 2, ce clade de treize espèces comme sous jeu de données, 

pour lequel j’ai annoté l’ensemble des génomes bactérien et mitochondriaux. 

Ce deuxième chapitre présente donc les analyses effectuées à partir de ces treize génomes 

symbiotiques et mitochondriaux, ayant pour but de décrire l’évolution des génomes de Serratia 

et de Buchnera dans le contexte d’une co-spéciation au sein d’un clade de Cinara. Cela 

permettra de déterminer si les deux bactéries symbiotiques ont évolué de la même manière au 

cours du temps, mais aussi d’observer les conséquences sur les génomes et leurs compositions 

en gènes d’une telle symbiose. 

Pour cela, les objectifs de cette partie sont donc de : 1) Vérifier l’existence d’une co-

spéciation à l’échelle d’un clade de 13 espèces de Cinara. 2) Décrire les changements 

génomiques au sein des génomes bactériens (taille, taux de GC, inversion). 3) Annoter et décrire 

l’ensemble des pertes de gènes ayant eu lieu. 4) Mesurer et comparer les taux de substitution 

des deux bactéries. 5) Caractériser les régimes de sélection qui s’exercent sur les gènes des deux 

bactéries symbiotiques. 

Les hypothèses de cette étude sont que les génomes de Serratia symbiotica comme ceux 

de Buchnera sont relativement stables dans le temps avec des tailles, taux de GC similaires et 

pas d’inversions. On suppose que la présence de deux bactéries symbiotiques est associée à la 

perte de nombreux gènes et notamment les gènes redondants du métabolisme. Compte tenu de 

la bibliographie, on s’attend à observer des taux d’évolutions différents entre les deux bactéries 

symbiotiques au cours de leur co-spéciation. Finalement, nous espérons observer un 

relâchement des pressions de sélection purifiante sur certains gènes bactériens du fait de leur 

redondance fonctionnelle ou de leur inutilité dans un environnement symbiotique. 
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Abstract : 

Nutritional obligate symbiont have evolved many times with insects that live on nutrient 

poor diets. For instance, most aphids are engaged into an obligate symbiosis with a 

gammaproteobacterium, Buchnera aphidicola, on which they rely for essential amino acids and 

B vitamins provisioning. During the long-term co-evolution between Buchnera and aphids, 

Buchnera has undergone genome erosion and specialization towards metabolic functions that 

benefit their hosts. In several aphid clades, Buchnera has lost some of these functions and dual 

symbiosis systems have evolved between aphids, Buchnera and a younger bacterial co-

symbiont, often Serratia symbiotica, which complements Buchnera.  Though Serratia is found 

as a co-obligate partner in many aphid species, it is unknown if and how long it co-speciates 

with its hosts. It is also unknown whether this co-symbiont evolves at the same pace as 

Buchnera and whether its presence, that creates gene redundancy with the primary symbiont, 

modifies the selective regime of the primary symbiont and promotes further genome erosion. 

Here we used - endosymbiont whole genome sequences of thirteen species in a clade of Cinara 

aphids that harbour Serratia symbiotica as a co-obligate partner of Buchnera. Through 

phylogenomics and datation analyses, we reveal a perfect cospeciation pattern and inferred 

identical substitution rates in both symbionts.  The newly sequenced Serratia strains are 

characterized by small (~1Mbp), A+T rich and syntenic genomes. Fluorescence in-situ 

hybridisation reveals that Serratia and Buchnera inhabit independent bacteriocytes. 

Investigating both interspecific and intraspecific variations in both symbionts in two Cinara 

species, we observe low rate of indels and nonsynonymous substitution for almost all coding 

genes in the two symbionts. We found no evidence for relaxed selection on  protein-coding 

genes that are shared between symbionts but accumulation of indels in non-coding sequence 

were found in Serratia genome, suggesting an ongoing genomic reduction in this new 

nutritional symbionts. Our results show that this di-symbiotic system has undergone long-term 

co-evolution and that two symbionts with different ages of acquisitions and stages of 

degeneration can evolve at the same pace. We can therefore hypothesize that both symbionts 

are subject to the same demographics events and the same selection regime. 
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I. Introduction 

Microbial symbioses have independently appeared countless times in distant insect clades 

bringing new physiological processes; favouring the colonization of ecological niches by their 

hosts (McFall-Ngai et al., 2013; Moran, 2007; Sudakaran et al., 2017, 2015; Wernegreen, 

2012). Colonisation of nutrient-poor substrate, like blood or phloem-sap, is a well-known case 

where the metabolic capacity brought by endosymbionts have enabled insect ecological 

diversification. Indeed, blood and phloem- sap being poor in essential amino acid and/or 

vitamins; arthropods that are obligate blood or sap feeders depend on nutritional obligate 

endosymbiont association for nutrient supplementation (Baumann, 2005b; Douglas, 2009; 

Duron and Gottlieb, 2020; Meseguer et al., 2017; Moran et al., 2008b; Wernegreen, 2012).  

Over evolutionary time, host and obligate endosymbionts have coevolved and become 

inextricably linked leading to extreme modifications of symbiotic microbes and their inaptitude 

to live outside of their host (Moran et al., 2008b). Bacterial symbionts of arthropods are 

generally localised inside specific host cells (bacteriocytes) that can be grouped as an organ 

(bacteriome) and this compartmentalization is coupled with vertical transmission (Aksoy, 1995; 

Braendle et al., 2003; Koga et al., 2012; Toenshoff et al., 2012; Buchner, 1953). As a result of 

this particular lifestyle, endosymbiont genomes have converged towards very specific 

characteristics (Moran et al., 2009; Wernegreen, 2002). They harbour greatly reduced genomes 

having lost many genes in comparison to their free-living relatives and display biased 

nucleotide composition with low GC content (McCutcheon et al., 2019; McCutcheon and 

Moran, 2012; Toft and Andersson, 2010). 

Gene losses in endosymbionts are not random, genes associated with free-living habit 

such as genes involved in the production of cell envelope components stress response synthesis 

(Moran, 2002; Moran et al., 2008b; Moran and Wernegreen, 2000),are often lost which then 

reinforces the interdependency between the bacteria and their host. In opposition genes that 

serve symbiotic functions such as genes involved in essentials amino acids and vitamins 

synthesis are conserved (Chong et al., 2019; Clayton et al., 2016; Hansen and Moran, 2011; 

Tamas et al., 2002; Toh et al., 2006). Consequently, obligate symbiont genomes are among the 

smallest known bacterial genomes, with a high proportion of coding sequences needed to 

complement the need of the host (Luan et al., 2015; Manzano-Marín et al., 2015; Manzano-

Marı́n et al., 2020a; Mao et al., 2018; McCutcheon and von Dohlen, 2011; Tamas et al., 2001; 

Weglarz et al., 2018; Zientz et al., 2004). Within the existing diversity of endosymbiotic 
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systems, the degree of genome reduction and the functional categories of the genes that have 

been lost vary greatly and may depend on the role carried by the symbiont (Chong et al., 2019; 

Moran et al., 2008b; Plague et al., 2008; Vasquez and Bennett, 2022; Wernegreen, 2002). The 

study of different endosymbiont lineages has allowed a description of the processes leading to 

their genome reduction and specialisation. These mechanisms include purifying selection that 

acts on genes involved in essential functions for the bacterium and its host, and positive 

selection on genes involved in the adaption to the host (e.g. genes involved in host-symbiont 

exchange functions) (Chong et al., 2019; McCutcheon et al., 2009; Tamas et al., 2001; Vasquez 

and Bennett, 2022). In contrast, genes unnecessary for intracellular life-style and not needed in 

the symbioses are lost through strong genetic drift induced by lack of selection. Vertical 

transmission that creates successive bottlenecks in endosymbiont populations also results in 

radical changes in population structures that result in lowered efficacy of selection even on 

required genes. The consequence is a greater rate of fixation of mildly deleterious mutations. 

The lack of recombination due to segregation in bacteriocytes,) and loss of genes (like DNA 

repair) accelerates the accumulation of irreversible mutations (Muller ratchet) (Gabriel et al., 

1993; Moran, 1996; Moran et al., 2009; Woolfit, 2003)  

In some case, this process of genomic erosion can lead to the loss of essential metabolic 

functions with negative consequence on host fitness. One way to compensate for this loss is to 

acquire a secondary obligate symbiont that either replace or complement the primary symbiont 

metabolic losses (Koga and Moran, 2014; Lamelas et al., 2011b, 2008; Manzano-Marı́n et al., 

2020a), these new symbionts are often called co-obligate symbionts. Nutritional symbioses 

involving two partners have been found in blood feeders (ticks (Buysse et al., 2021; Liu et al., 

2016), and tse-tse flies (Dalet and Maudlin, 1999; Nováková and Hypša, 2007)) and various 

lineages of sap-feeders within Hemiptera such as Psyllidae, whiteflies, Cicadas, coccids (Dial 

et al., 2022; Douglas, 2016; Meseguer et al., 2017), but also Diptera (Dalet and Maudlin, 1999; 

Nováková and Hypša, 2007). Despite being common, the origin and evolutionary stability of 

multi-endosymbiotic systems are not well described. One feature commonly found in these 

biological systems is a high endosymbiont turnover and multiple independent acquisitions 

during host diversification (Bennett and Moran, 2015; Koga et al., 2013; Meseguer et al., 2017; 

Michalik et al., 2021; Szabó et al., 2020, 2017). Nevertheless, the evolutionary span of multi-

partner endosymbioses are not often documented: it is not known how long co-obligate 

symbionts stay on board throughout  the evolutionary history of their host and how or why they 

get replaced or in some cases manage to evict the primary companion. Furthermore, the 
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consequences of their presence on primary symbiont genome evolution is seldom investigated 

(but see Vasquez and Bennet 2022).  

Aphids (Hemiptera: Aphididae) represent a well-known insect group that exhibits long-

term co-speciation with a primary symbiont. Indeed, they have been associated with Buchnera 

aphidicola (Gammaproteobacteria: Enterobacteriaceae) that provides the missing nutrient from 

their phloem sap diet  for more than 150 MY and co-speciation between aphids and this 

symbiotic partner has been demonstrated at different evolutionary scales (Baumann et al., 1995; 

Dohlen and Moran, 2000; Funk et al., 2000; Jousselin et al., 2009). These mutualistic partners 

are localized in bacteriocytes (Buchner, 1953b). The evolutionary dynamics of Buchnera 

genome is well studied ; it exhibits a reduced genome, a low GC content  and a fair part of its 

genome is specialised in the host metabolic complementation (Chong et al., 2019; Dohlen and 

Moran, 2000; McCutcheon et al., 2009; Tamas et al., 2002, Manzano-Marin et al. 2022). 

Recently, several studies have shown that Buchnera is not always the sole provider of essential 

amino acids and vitamins in aphids. In several aphid sub-families, a co-obligate symbiont co-

exists with Buchnera and both of them are essential for their host nutrition (Lamelas et al., 

2008; Manzano-marin, 2022; Manzano‐Marín et al., 2017; Meseguer et al., 2017; Monnin et 

al., 2020; Yorimoto et al., 2022). This has first been reported in species of the Cinara genus 

(Aphididae: Lachninae) (Lamelas et al., 2008; Pérez-Brocal et al., 2006). In all Cinara species 

studied so far, and actually all aphid species from the same sub-family, Buchnera has lost the 

ability to synthesise two essential B vitamins: biotin (B7) and riboflavin (B2) (Manzano-Marín 

et al., 2016; Manzano-Marín and Latorre, 2016; Meseguer et al., 2017). Consequently, aphids 

and their associated Buchnera rely on an additional endosymbiont for B7 and B2 synthesis. 

These co-symbiotic partners belong to diverse gammaproteobacteria Fukatsuia symbiotica, 

Erwinia, Sodalis and in most species Serratia symbiotica (Manzano-Marin et al. 2017, 

Manzano-Marı́n et al., 2020; Meseguer et al., 2017;).  

A recent study has shown that a strain of Erwinia, named Erwinia haradae  has co-

speciated with  a specific clade of Buchnera and their host without being replaced for at least 

20 millions years, and preserving genes that complements Buchnera (Manzano-Marı́n et al., 

2020a). However the historical association with Serratia symbiotica remains to be investigated, 

though ubiquitous as a co-obligate-symbiont of Cinara species (Meseguer et al., 2017), we do 

not known how long it is maintained over evolutionary times. Genome studies of two Serratia 

associated with Cinara, (C. cedri and C. tujafilina (Lamelas et al., 2011b, 2008; Manzano-

Marín and Latorre, 2016, 2014) suggest that they can be at different stages of genomic erosion 
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(they exhibit differences in term of genome size, GC content and gene content) (Gosalbes et 

al., 2008a; Lamelas et al., 2011a; Manzano-Marín and Latorre, 2014) which might suggest 

independent acquisitions. Furthermore, little is known about the pattern of genome evolution 

of these newly acquired symbionts. We do not know if the evolutionary rate of co-obligate 

symbiont is similar to the observed rate of Buchnera. It is also possible that the co-symbiont 

presence influences Buchnera genome, relaxing selective pressures on symbiotic genes (i.e. 

genes involved in the host metabolism) that are redundant between the two symbionts  

In the present study, we focused on a clade of Cinara described in (Meseguer et al., 2017, 

2015) as Clade A known to be associated uniquely with Serratia symbiotica as a cosymbiotic 

partner of Buchnera. We used phylogenomic analyses to investigate whether Serratia 

symbiotica derived from a single or multiple acquisitions of facultative Serratia. We further 

assessed substitution rates in both Buchnera and Serratia genomes based on interspecific and 

intraspecific genetic variation in order to determine whether Buchnera and Serratia evolve at 

the same pace. We finally looked at genome wide signature of selection in both symbionts in 

order to investigate which evolutionary forces shape symbiont genome evolution in this 

tripartite system. Altogether, these analyses aim at providing an overview of the evolutionary 

processes that govern the evolution of obligate partners in multi-partner endosymbioses. 

II. Materials and methods 

Aphid collection, DNA extraction and sequencing  

From aphid colonies samples reported in (Meseguer et al., 2015) and (Meseguer et al., 

2017),  stored in 70% ethanol at 6 °C in the CBGP collection, we used samples from twelve 

species from a clade of Serratia-associated Cinara aphid (supplementary Table S1) and for two 

species in this clade, Cinara mariana, Cinara fornacula we used respectively 7 and 6 

independent samples. We prepared DNA samples enriched with bacteria as described in 

(Jousselin et al., 2016) for whole genome sequencing. For this,15 to 20 aphids from a single 

colony were pooled together. Extracted DNA was used to prepare two custom paired-end 

libraries. Briefly, 5 ng of genomic DNA were sonicated, using the E220 Covaris instrument 

(Covaris, USA). Fragments were end-repaired, 3’-adenylated, and NEXTflex PCR free 

barcodes adapters (Bioo Scientific, USA) were added by using NEBNext® Ultra II DNA library 

prep kit for Illumina (New England Biolabs, USA). Ligation products were then purified by 
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Ampure XP (Beckman Coulter, USA) and DNA fragments (>200 bp) were PCR-amplified (2 

PCR reactions, 12 cycles), using Illumina adapter-specific primers and NEBNext ® Ultra II Q5 

Master Mix (NEB). After library profile analysis by Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent 

Technologies, USA) and qPCR quantification, using the KAPA Library Quantification Kit for 

Illumina Libraries (Kapa Biosystems, USA), the libraries were sequenced, using 251 bp paired-

end reads chemistry on a HiSeq2500 Illumina sequencer for the 12 species, and 100  bp paired-

end reads chemistry for intraspecific data . 

Fluorescence in situ hybridisation microscopy 

From the afore mentioned twelve strains of Serratia-, we investigated symbiont 

localisation patterns in individuals from three species: Cinara palaestinensis, Cinara 

magrhebica, and Cinara pinea. Those were first fixed upon collection in modified Carnoy’s 

fixative (6 chloroform: 3 absolute ethanol: 1 glacial acetic acid) and left overnight, following 

the protocol of (Koga et al., 2009). Individuals were then dissected in absolute ethanol to extract 

embryos and transferred into a 6% solution of H2O2 diluted in absolute ethanol and were then 

left in this solution for 2 weeks (changing the solution every 3 days). Embryos were then 

washed twice with absolute ethanol. Hybridization was performed overnight at 30 °C in 

standard hybridization buffer (20mM Tris-HCl [pH 8.0], 0.9M NaCl, 0.01% SDS, and 30% 

formamide) and then washed (20mM Tris-HCl [pH 8.0], 5 mM EDTA, 0.1M NaCl, and 0.01% 

SDS) before slide preparation (Manzano-Marı́n et al., 2020a). The embryos of up to 10 

individuals were viewed under a confocal microscope. We used two competitive specific probes 

for Buchnera (BLach-FITC [5'-FITC-CCCGTTCGCCGCTCGCCGGCA-FITC-3'], from 

(Manzano‐Marín et al., 2017)) and Serratia symbionts in Cinara (SeJR5Cinara-Cy3 [5'-Cy3-

CCGTYCGCCGCTCGTCACC-Cy3-3'], this study). TIFF-formatted images were exported 

using the Leica application suite X. Exported images were imported into Inkscape v0.92.4 for 

building the published figures. 

Genome assembly and annotation 

For each library, Illumina reads were right-tail clipped (minimum quality threshold of 

20), using FASTX-Toolkit v0.0.14 (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/). Reads shorter 

than 75 base pairs (bp) were dropped. Additionally, PRINSEQ v0.20.4 (Schmieder and 

Edwards, 2011) was used to remove reads containing undefined nucleotides as well as those 
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left without a pair after the filtering and clipping process. The resulting reads were assembled, 

using SPAdes v3.10.1 (Bankevich et al., 2012), with the option --only-assembler option and k-

mer sizes of 33, 55, 77, 99 and 127. From the resulting contigs, those that were shorter than 200 

bp were dropped. The remaining contigs were binned, using results from a BLASTX (Altschul, 

1997) search (best hit per contig) against a database consisting of the pea aphid’s proteome and 

a selection of aphid’s symbiotic bacteria previously found in Cinara species  and free-living 

relatives’ proteomes (see Meseguer et al. 2017, Manzano-Marin et al 2020 for details on 

reference proteomes). The assigned contigs were manually screened using the BLASTX web 

server (searching against the nr database) to insure correct assignment.  

This binning process confirmed the presence of Serratia symbiotica, as inferred from 16S 

rRNA gene fragment sequencing from several specimens (Jousselin et al., 2016; Meseguer et 

al., 2017) and the sequencing of C. fornacula endosymbionts reported in Meseguer et al. (2017). 

We also always retrieved a contig of about 16000 bp representing the aphid host mitochondrial 

genomes. The resulting contigs were then used as reference for read mapping and individual 

genome assembly using SPAdes, as described above, with read error correction.  

We generally obtained a complete Buchnera in one to 40 contigs (amounting to a scaffold 

of about 460 Mb as other previously sequenced Buchnera strains associated with Cinara) plus 

the leucine and tryptophan plasmid (Table S2). Serratia genomes were scattered into 6 to 13 

contigs (Table S3) that were scaffolded using as a reference Serratia associated with C. 

fornacula a species from clade A sequenced in Meseguer et al. (2017). For the 12 newly 

sequenced aphid species, and the previously sequenced endosymbionts of Cinara fornacula,  

the resulting Buchnera aphidicola and Serratia symbiotica genomes were annotated by 

submitting the data to the MicroScope platform pipeline (Vallenet et al., 2019). This annotation 

was followed by manual curation of the genes on Geneious v11.1.5 

(https://www.geneious.com) and using the MicroScope platform (Vallenet et al., 2019) using 

BlastX against available Buchnera and Serratia genomes of Cinara (Manzano-Marı́n et al., 

2020a). The resulting coding sequences (CDSs) were considered to be putatively functional if 

all essential domains for the function were found, if a literature search supported the truncated 

version of the protein as functional in a related organism, or if the CDS displayed truncations 

but retained identifiable domains (as shown by Tamas et al., 2008)). Mitochondrial genome 

were annotated using Mitos WebServer (Bernt et al., 2013) followed by manual curation of the 

genes in Geneious v11.1.5. 

http://www.geneious.com/
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Intraspecific variation in symbiont genomes in two Cinara species 

Illumina reads were processed as previously described to obtain Serratia and Buchnera 

assemblies for each sample. When several contigs were obtained for a symbiont, genome 

scaffolding was conducted by whole genome alignment between resulting contigs and reference 

endosymbiont genomes of C. mariana and C. fornacula obtained above using Mauve Contig 

Mover algorithm (implemented in Geneious v11.1.5 (Darling et al., 2004). Finally, genome 

pair-wise alignments were visually verified and annotations were transferred from reference 

genome using Geneious tools (“transfer annotation”). Manual curation of start and stop codons 

of all CDS was conducted in Geneious v11.1.5. 

Phylogenetic analyses 

Cinara mitochondrial phylogeny 

In order to reconstruct the phylogeny of the aphid hosts (clade A of Cinara species) we 

used all thirteen mitochondrial genes (atp6, atp8, cob, cox1, cox2, cox3, nad1, nad2, nad3, nad4, 

nad4L, nad5, nad6) from the 13 newly sequenced and annotated Cinara species. We selected 

three outgroup species (A. pisum, C. cedri and C. tujafilina) gathered from NCBI (Table S4). 

For each gene, sequence alignments were conducted using Macse v2.03 (Ranwez et al., 

2018) and visually checked using SeaView v4 (Gouy et al., 2010). We then removed divergent 

and ambiguously aligned blocks using Gblocks v0.91b (Talavera and Castresana, 2007) and 

concatenated the resulting alignments. A partitioned scheme was selected using PartitionFinder 

v2.1.1 (Lanfear et al., 2016) with one data block defined for each codon position (first, second, 

and third) in each gene. Phylogenetic inferences were performed with Maximum likelihood 

(ML) as implemented in IQ-TREE 1.6.8 (Nguyen et al., 2015) with the best PartitionFinder 

scheme and ultrafast bootstrap approximation with 1000 replicates. We also ran a Bayesian 

phylogenetic inference using MrBayes v3.2.7 (Ronquist et al., 2012) with the best 

PartitionFinder scheme available in MrBayes (according to Bayesian Information Criterion 

metric (BIC) under a greedy algorithm) and running two independent analyses with four chains 

each for 3,000,000 generations and checked for convergence. 

Buchnera and Serratia Symbiont phylogenies 

For performing symbiont phylogenetic inferences, we extracted orthologous protein-

coding gene from previously annotated Buchnera and Serratia genome dataset on Geneious. 
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We then obtained 691 genes with 545 shared by all Serratia species and 372 genes with 357 

shared by all Buchnera species. For each dataset, nucleic acid sequences were aligned using 

MAFFT v7.450 (maxiterate 1,000 localpair) (Katoh and Standley, 2013) and concatenated. 

Divergent and ambiguously aligned blocks were removed using Gblocks. Substitution models 

on the concatenated datasets for each symbiont were selected using ModelFinder 

(Kalyaanamoorthy et al., 2017) (MF option implemented in IQ-TREE 1.6.8) using the Bayesian 

Information Criterion. ML phylogenetic inferences were conducted using IQ-TREE 1.6.8 

(Nguyen et al., 2015) with GTR+F+R4 model and 1000 ultrafast bootstrap. Bayesian 

phylogenetic reconstructions were conducted with MrBayes v3.2.7 MPI (Ronquist et al., 2012) 

under the GTR+I+G model (Ronquist et al., 2012), running two independent analyses with four 

chains each for 300,000 generations (sampling every 1000 generations and 20% discarded as 

burn-in) and checked for convergence. 

Examining patterns of genome evolution in co-evolving symbionts  

Estimating evolutionary rates 

Calibration of Cinara’s phylogeny was inferred in Beast v.1.8 (Drummond et al., 2012) 

over the previously described mitochondrial DNA matrix using the best PartitionFinder 

scheme. The selected priors were a Birth-Death model with an uncorrelated lognormal 

molecular clock and fixed tree topology using ML tree (obtained as previously described 

removing outgroup). We used previous studies to define three calibration points for the 

estimation of absolute ages of divergence and substitution rates. The crown age of Cinara 

clades A was dated as 25 Ma by (Meseguer et al., 2015) and used as root calibration age. Tree 

root was calibrated using a normal prior distribution: mean of 25, stdev of 3. We used the two 

oldest nodes of the tree as others calibration points (mean of 21, stdev of 2 and mean of 21.7, 

stdev of 2). We ran one MCMC chain of 70 million generations and assessed Convergence 

using Tracer 1.7 (Rambaut et al., 2018).  After removing 20% of the samples as burn-in, we 

used TreeAnnotator 1.8 to generate a maximum clade credibility (MCC) tree with the median 

age estimate of nodes. 

As there was a perfect congruence between the phylogenies of Serratia, Buchnera and 

their host (see results); we used host calibration point in order to calibrate symbiont 

phylogenies. Absolute ages of divergence events in symbiont were calculated as previously 
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described for the mitochondrial data, on both symbiont datasets, using GTR+I+G4 substitution 

model, and two MCMC chain of 300 million generations. 

Evolutionary rate correlation 

Dating analyses resulted in very similar estimate of the substitution rates by sites by 

millions of years for each symbiont (Buchnera, Serratia) (see results). In order to compare pace 

of genome evolution between Serratia and Buchnera we also investigated correlation of branch 

lengths along co-paths (Arab et al., 2020; Arab and Lo, 2020) from the ML trees for both 

symbionts and hosts. Using R (R Core Team, 2022), we plotted  branch length (measured as 

substitution by site) along parallel branches of the phylogenies . We then tested the correlation 

between parallel branches of Serratia and Buchnera trees, but also between symbionts and host 

trees.  

We then restricted the analyses to shared genes between Buchnera and Serratia, to 

investigate whether genes with the same functions evolved at the same pace. We first inferred 

genes sharing the same functional annotation between Serratia and Buchnera, ran trees as 

previously described, built phylogenies using these set of genes and we then plotted branch 

lengths of co-path for this data sub-set.  

Test of positive and relaxed selection 

Using the 13 Buchnera genomes and the 13 Serratia genomes within clade A, we 

performed molecular evolution analyses to identify genes in which positive selection has driven 

ongoing evolutionary change in encoded proteins. For each dataset (Buchnera and Serratia), 

we identified protein-coding genes shared by these 13 genomes (357 for Buchnera genomes 

and 545 for Serratia genomes). Genes shorter than 200 nucleotides were eliminated (seven 

genes for Buchnera and Serratia) and alignments were conducted using Macse v2.05 (Ranwez 

et al., 2018). Using the ML tree obtained above and gene alignments of each symbiont, we 

performed tests of diversifying selection on Serratia and Buchnera genes. BUSTED (Murrell 

et al., 2015), implemented in the HyPhy (Pond et al., 2005) and codeml program of the PAML 

v4.9 package  (Yang, 2007) were used to compare neutral to positive selection models (Yang, 

2007) for each gene (as in (Chong et al., 2019; Vasquez and Bennett, 2022). BUSTED analysis 

were conducted using all branches as the foreground branch set to test for gene-wide positive 

selection across the tree. The M0 model was used to test for selection across all codon sites, 

ratio of nonsynonymous to synonymous substitutions (ω =dN/dS) were generated for each gene. 

Then we used the ratio of nonsynonymous to synonymous substitutions to assess the selective 
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regime, where ω > 1 indicate positive selection, ω = 0 neutral selection and ω < 1 purifying 

selection (Yang and Bielawski, 2000).  

M0 model being not a sufficiently realistic model to detect signatures of positive selection 

that operate at finer scales (Anisimova et al., 2001). We tested specifically for positive selection. 

We used two nested models implemented in codeml program, M1a-M2a and M7-M8 

(Anisimova et al., 2001). Both test are composed by a constrained model disallowing positive 

selection (M1a and M7) and an unconstrained model, allowing for positive selection (M2a and 

M8). We used chi-squared test; (p-value = 0.05) to compare likelihood scores within paired 

models to assess significant positive selection for genes. We subsequently considered uniquely 

genes identified as being under significant positive selection by both tests for downstream 

analysis.  

We additionally test if selection is relaxed on genes shared by Buchnera and Serratia 

(redundant genes), we performed a test of selection relaxation on the 254 protein-coding genes 

shared by all symbionts genome (the 13 Buchnera and the 13 Serratia). As above, genes shorter 

than 200 nucleotides were eliminated and alignments were conducted using Macse v2.06. An 

ML tree was inferred by IQ-TREE v1.6.8 (Nguyen et al., 2015) with each concatenated gene 

alignment including both symbiont and using ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017) to 

choose the best substitution model. Finally using the ML tree and gene alignment of each shared 

genes, we performed tests of relaxed selection with RELAX (Wertheim et al., 2015), 

implemented in HyPhy (Pond et al., 2005). RELAX analysis were conducted using Buchnera 

branches as the background branch and Serratia branches as the foreground branch set to test 

for gene-wide relaxed selection across the tree. In a second step, we set Serratia branches as 

the background branch and Buchnera branches as the foreground. 

Intraspecific variations in symbiont genomes 

For both species for which we had gathered intraspecific data (Cinara mariana and 

Cinara fornacula), we reconstructed both symbiont phylogenies to examine patterns of 

phylogenetic congruence at the intraspecific level. Maximum likelihood phylogenetic analyses 

were conducted as described for intraspecific data. For each aphid species and for each 

symbiont, we extracted all ortholog genes from annotated Serratia and Buchnera genomes using 

geneious v11.1.5 (https://www.geneious.com). For each symbiont orthologous genes were 

aligned using MAFFT v7.450 (maxiterate 1,000 localpair) (Katoh and Standley, 2013). 

Divergent and ambiguously aligned blocks were removed using Gblocks and genes alignment 

http://www.geneious.com/
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were concatenated. Phylogenetic reconstruction was conducted with IQ-TREE v1.6.8 (Nguyen 

et al., 2015) (1000 ultrafast bootstraps) using -m MFP+MERGE option for substitution model 

selection (GTR+F+G4 were used for both symbionts for the species studied here). 

We then plotted of these trees, loses of genes if any and inferred deletion/insertion and 

single nucleotide polymorphism (SNP) patterns as done previously by (Moran et al., 2009) on 

9 genomes of Buchnera associated with the pead aphid. We then compared patterns of genomes 

evolution in Serratia and Buchnera for C. mariana and C. fornacula. 

III. Results 

Endosymbiont Gene content 

The genomes of thirteen Buchnera-Serratia pairs from Cinara species were successfully 

sequenced, assembled and annotated. Buchnera genomes are all composed of a single circular 

chromosome and two plasmids that code for tryptophan (pTrp) and leucine (pLeu) synthesis. 

Buchnera genomes have a size between 461.94 and 465.15 kb with a G+C content between 

23.3 and 28.1 % (Supplementary Table S2). Their gene contents are highly conserved with 366 

to 372 proteins coding genes, which are almost identical to those encoded by Buchnera strains 

harboured by Cinara species associated with Erwinia as a co-symbiont (Manzano-Marı́n et al., 

2020a). As for Serratia symbionts, once scaffolded we retrieved a chromosome and sometimes 

a plasmid for all strains; genomes have a size between 1.10 and 1.28 Mb with an average G+C 

content between 28.3 and 35.8 % (Supplementary Table S3). Their gene content are highly 

conserved with 631 to 681 protein coding genes. Finally, a single conserved copy of 16S/ 

23S/5S rRNA operon were found in all 13 Buchnera genomes and 31 and 33 to 35 tRNAs in 

Buchnera and Serratia respectively. 

Buchnera genomes are very stable with a variation of up to six genes between species and 

exhibit a perfect synteny between the thirteen lineages (Figure 1). Those variations were 

characterized by 12 genes (trmD, murE, hinT, ffs, argB, fliO, flgI, fis, yciC, FlgH, yoaE, orn; 

Figure 1) whose loss occurred in at least one lineage, representing 3.23% of all genes. Among 

these genes, three are involved in flagellum biosynthesis (fliO, flgH-I) and one in arginine AAE 

biosynthesis (argB). Some of these losses appear to be single, independent events, while others 

have been lost several times in a convergent manner (e.g. murE lost three times is a component 

of cell walls, Figure 1).
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Figure 1: phylogenetic reconstruction for Buchnera strains, using the Buchnera associated with C. tujafilina, A. pisum and E. mediteraneus as outgroups. The genes lost in the 

different strains are represented in red. From left to right, the size of each Buchnera genomes in kilobase are represented in green. Dark green representing the coding 

proportion and light green the non coding proportion, the pourcentage of GC content of each available strain are represented in light green. Genome synteny is represnted on 

the far right. 
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Figure 2: Phylogenetic reconstruction for Serratia, using facultative Serratia (from cinara tujafilina and Acyrtosyphon pisum) and Serratia marcescens as outgroup. The 

pourcentage of GC content of each available strain are represented in light blue. The size of each Serratia genomes in megabase are represented in blue. Dark blue representing 

the coding proportion and light blue the non coding proportion. 
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For Serratia genomes, we found a variation up to 39 genes between species and the 

presence of inversions shared by several lineages (Figure 2). Those variations were 

characterized by 145 genes (Figure S1) of Serratia whose loss occurred in at least one lineage, 

representing 21.29% of all genes. These losses are found in all Clusters of Orthologous Genes 

(COG; Figure 3) with a particularly high proportion of genes implicated in Cog R, S, E, T, C, 

K P (see Table S5) function lost at least one time. Those results suggest ongoing gene losses in 

Serratia.  

 
Figure 3: Bar chart showing the amount of genes lost and present across Buchnera (richt) and Serratia (left) 

genomes from Cinara species. Genes are binned into their Clusters of Orthologous Groups (COGs) functional 

categories (Tatusov et al., 2000). Bars are color coded according to the number of independent losses (i.e.,genes 

lost in no species in blue, genes lost once in orange and genes with multiple independent losses in red).  
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Endosymbionts nutritional complementation 

To infer the dependence of both Buchnera and Serratia for nutritional complementation 

of the aphid, we compared the gene repertoire relating to the biosynthesis of EAAs, vitamins, 

and co-factors in the 13 pairs of genomes from endosymbionts and looked at overlap and 

complementarity in these nutritional functions (Figure 4) Serratia have lost most EAAs’ 

biosynthetic genes, and therefore depend on Buchnera for the provision of these nutrients. 

Similarly to Serratia symbiotica co-obligate symbionts of other Lachninae studied so far, 

Serratia strains encode genes that are missing from Buchnerato accomplish the biosynthesis of 

both riboflavin (full pathway) and biotin (bioA, bioD, and bioB genes). In addition, Serratia 

encode for proteins involved in the biosynthesis of thiamine (thiF, thiI, thiH, thiG, thiC, thiD, 

thiE, and thiL), as Erwinia in its associated clade of Cinara (Manzano-Marı́n et al., 2020a). 
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Phylogenetic history of Cinara di-symbiotic system 

After filtration by Gblock, we obtain an alignment of 10 583 sites for mitochondrial 

genes. For Buchnera and Serratia genomes we obtained alignments of 359451 and 544886 sites 

respectively. All phylogenetic analyses indicate that Serratia symbiotica of the thirteen Cinara 

species used in this study form a well-supported monophyletic group (Figure 2). Moreover, 

comparison between Cinara, Buchnera and Serratia phylogenies in this monophyletic group 

showed a perfect congruence of their evolutionary history (Figure 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5: Phylogenetic reconstruction based on bayesian analysis of Buchnera, Serratia and host mitochondrial 

genomes. A phylogenetic reconstruction for clade A Cinara species, using mitogenomes from cinara tujafilina and 

Acyrtosyphon pisums as an outgroup. B phylogeny of the corresponding Buchnera strains, using the Buchnera 

associated with C. tujafilina, A. pisum and E. mediteraneus as an outgroup. C phylogenetic reconstruction for 

Serratia, using facultative Serratia (from cinara tujafilina and Acyrtosyphon pisum) and Serratia marcescens as 

an outgroup. Posterior probability are writed for each node. 

Endosymbionts genome evolution 

Beast analyses carried out made it possible to measure evolutionary rates for the whole 

clade for each partner. Thus, respective substitution rates of 10.5*10-3 substitution per site per 

million years (sbst/ste/My) and 9.25*10-3 sbst/ste/My for Buchnera and Serratia. For the 

mitochondrial genomes, a rate of 4.66*10-9 sbst/ste/My (95% HPD interval [3.95*10-9, 

5.44*10-9]) was obtained.  
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Rate correlation 

Comparison of parallel branches in host and symbiont phylogenies (schema Figure S6) 

revealed a significant correlation between their rates of substitutions by site (host-Buchnera : 

R =0.83, p = 7.7e-10; host-Serratia : R =0.63, p = 3.3e-6; Figure 6). Correlation were also 

found between branch lengths inferred by ML (in substitution by site) analysis using Serratia 

and Buchnera phylogenies (R= 0.87, p = 1.5e-11; Figure 6). We also found a correlation 

between lengths of parallel branches in Serratia and Buchnera phylogenies (Figure S3), when 

using Bayesian analysis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6: Comparison of evolutionary rates of Serratia and Buchnera symbionts and their host Cinara. Top left 

correlation of branch distances in phylogenies of Serratia and Buchnera, inferred using maximum-likelihood 

analysis of CDS from each data set. Top right correlation of branch distance in phylogenies of Cinara 

mitochondrial genome and Buchnera, inferred using maximum-likelihood analysis of Buchnera CDS and 

mitochondrial genes data set. Bottom correlation of branch distance in phylogenies of Cinara mitochondrial 

genome and Serratia inferred using maximum-likelihood analysis of Serratia CDS and mitochondrial genes data 

set. 
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Signature of selection across endosymbiont genomes 

Using M0 model in Codeml we found mostly genes undergoing strong purifying selection 

in Buchnera (avg. ω = 0.0625 [range = 0.0053-0.9999, n = 289]), few genes undergoing relaxed 

purifying selection (avg. ω = 0.1328 [range = 0.1003-0.2556, n = 86]) and no genes were found 

under positive selection. In Serratia, most genes are undergoing strong purifying selection (avg. 

ω = 0.0682 [range = 0.0001-0.0999, n = 142]), while comparatively few genes are experiencing 

relaxed purifying selection (avg. ω = 0.1590 [range = 0.1000-0.4025, n =432]). Additionally, 

no genes under positive selection were found. 

Concerning positive selection tests, all the results were subjected to a correction for 

multiple testing. For Buchnera genes, we found 1 to 51 genes under positive selection (p<0.01) 

via respectively the use of the M1a-M2a and M7-M8 codeml Nested model respectively. As 

for the results obtained using Busted, 10 genes under positive selection (p<0.01) were obtained. 

Among these genes, no genes have strong evidence of positive selection supported by all three 

tests. Concerning Serratia genes, we found 3 to 48 genes under positive selection (p<0.01) via 

the use of the M1a-M2a and M7-M8 codeml Nested model respectively. As for the results 

obtained using Busted, 9 genes under positive selection (p<0.01) were obtained. Among these 

genes, no genes have strong evidence of positive selection supported by all three tests. 

Finally, the search for relaxed selection using relax (HYPHY) on genes shared by both 

symbionts resulted in 92 genes under relaxed selection found in Buchnera using Serratia genes 

as reference. In addition, 95 genes under relaxed selection were found in Serratia using 

Buchnera genes as reference. 

Intraspecific variations in symbiont genomes 

Using intraspecific genome dataset we reconstructed phylogenetic tree of both symbionts 

and found a perfect congruence between Buchnera and Serratia phylogeny (Figure S7). We 

then analysed polymorphisms and indels at the intraspecific level (Table S6: C. mariana and 

S7: C. fornacula). In the two species, we found strikingly similar patterns of mutations between 

co-existing symbionts: in the two species, co-existing Buchnera and Serratia exhibit similar 

number of SNP/kb in coding  and non-coding sequences  and in both cases non coding regions 

exhibiting higher (almost twice as high) number of substitutions. Number of indels are 50 to 

hundred times higher in non-coding regions than coding regions. In Serratia in one of the 

species higher number of indels/ kb than Buchnera were found and may be a sign of ongoing 

process of reduction in Serratia. In both symbiont genomes indels are localized mostly in 
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intergenic region (more than 90%) which constitute only 17.6% of Buchnera genomes and 47% 

of Serratia genomes. 

Localisation of Serratia symbiotica in Cinara species 

FISH investigations revealed that Serratia of the three species examined were exclusively 

present inside bacteriocytes independent from Buchnera bacteriocytes, but distributed in the 

same body area (Figure 7) Serratia also present coccoid cell shape smaller than Buchnera cells 

as previously described in endosymbionts from other Cinara species with highly reduced 

symbiont genome (Manzano‐Marín et al., 2017; Manzano-Marı́n et al., 2020a).  

 

 

 

 

 

 

Figure 7: Merged FISH microscopic images of aphid embryos from selected Cinara aphids. Serratia signal is 

shown in red, Buchnera’s in green, and DAPI’s (staining DNA, highlighting host nuclei) in blue. The scientific 

name for each species are shown at the top of each panel and colour code for each fluorescent probe and its target 

group are shown on the left part. 

IV. Discussion 

Previous studies have shown that Serratia symbiotica is found as a co-obligate symbiont 

of Buchnera in several subfamilies of Aphididae (Manzano-marin, 2022; Monnin et al., 2020). 

It is more specifically associated with many species of Cinara (Lachninae) (Meseguer et al., 

2017). However little is known about its history in this clade of aphids, and though comparisons 

of different strains of Serratia have shown that it undergoes  fast genome reduction once it 

becomes obligate (Manzano-Marín and Latorre, 2016), its pace of genome evolution once 

associated with aphids over long evolutionary time scales has not been estimated. In addition, 

the reciprocal effect of the co-symbiont presence on Buchnera genome evolution has seldom 

been investigated. Addressing these issues necessitates a comparative analysis of symbionts 

genomes in a clade where Buchnera and Serratia share a long history of coevolution. 
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Serratia symbiotica has co-speciated with a clade of Cinara 

Here, we first confirmed the presence of a Serratia symbiotica in all Cinara species of 

clade A (Meseguer et al., 2017), showing that each of them have reduced genome and low G-

C levels reflecting a long-term obligate association with their aphid hosts (Moran et al., 2008b). 

Phylogenomic analyses using aphid mitochondrial genomes, Buchnera and Serratia whole 

genomes reveal that all three partners have parallel phylogenetic histories. At the intraspecific 

level, in two species, phylogenetic analyses corroborates the pattern of co-divergence of 

Buchnera and Serratia observed at the clade level. Together, this supports the hypothesis of an 

ancestral acquisition of Serratia followed by co-speciation with Buchnera and associated 

aphids for about 25 My according to Cinara’s datation analyses (Meseguer et al., 2015). It 

suggests vertical transmission of Serratia at broad and fine evolutionary scale in this clade of 

Cinara. These inferences are corroborated by the FISH images obtained from three species 

from this clade (C. pinea, C. magrhebica and C. palaestinensis) that show the existence of 

identical cell structures for Serratia. These images show the presence of two types of 

bacteriocytes close to each other, one containing Buchnera cells and another containing 

Serratia cells. This long co-evolutionary history contrasts with the instability of the di-

symbiotic systems  observed in several clades of Hemipterans where co-symbiont replacements 

have been observed at large evolutionary time-scales (Dial et al., 2022; Husnik and 

McCutcheon, 2016; Koga et al., 2013; Rosenblueth et al., 2012; Szabó et al., 2017; Elena R. 

Toenshoff et al., 2012; Urban and Cryan, 2012).  

Few cases of long-term co-speciation in multi-symbiotic system have been uncovered. 

There is nonetheless examples of co-speciation patterns between planthoppers and their two 

ancestral symbionts Sulcia muelleri and Nasuia deltocephalinicola since their acquisition 300 

My ago (Michalik et al., 2021; Takiya et al., 2006; Vasquez and Bennett, 2022). Our results 

mirrors the results of Manzano-Marin et al. (2020) that showed that long-term co-speciation of 

Erwinia and Buchnera occurred in another clade of Cinara. Altogether, this indicates that 

durable symbiosis between Buchnera and a new symbiont evolved multiple times in Cinara 

species. In both these study systems, the co-symbiont is found in specialised bacteriocytes, very 

similar in structure and localisation to Buchnera’s bacteriocytes, suggesting that the co-

symbiont probably follows the same pathways of vertical transmission than the primary 

symbiont. In addition, to the ability to hitch-hike on the transmission route of the primary 

symbiont, the relative stability of the association in comparison to other study systems might 

also stem from the functions carried by the symbiont. Similarly to other cases of di-symbiotic 
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associations observed now in aphids, we show that the Serratia strains sequenced here are able 

to complement Buchnera for the losses of essential genes, here genes involved in the 

biosynthesis of B vitamin (Manzano-marin, 2022; Monnin et al., 2020) that have been lost in 

the common ancestor of all Lachninae (Manzano‐Marín et al., 2017). It has been hypothesized 

that any symbiont that can fulfil these functions could be “adopted” as a co-obligate partner of 

Buchnera. The ubiquity of these functions in aphid facultative symbiont genomes might explain 

instability and successive symbiont replacement (Manzano-Marı́n et al., 2020a; Meseguer et 

al., 2017). However, in both Erwinia associated Cinara and the Cinara clade studied here, the 

co-symbiont brings a metabolic function that is seldom observed in Buchnera: the thiamine 

synthesis capability. In Manzano-Marin et al. (2020), it was suggested that the acquisition and 

maintenance of Erwinia in their hosts  might be associated with an advantage brought by this 

new function, it might favour the development of aphids on diet  with low levels of thiamine , 

i.e. here conifer sap, mainly Abies, Larix and Picea. The only Buchnera that have retained this 

function are indeed the ones associated with two aphid genera (Neophyllaphis and Mindarus) 

that also feed on these conifer genera (Manzano-marin, 2022). The aphid species studied here 

share the same range of host plants and also include Pinus species. There is no data comparative 

data on the thiamine content of conifer sap vs angiosperm sap. Testing the role of the thiamine 

biosynthetic capability in the stability of this di-symbiotic system will necessitate a thorough 

comparison of the composition of ingested sap of aphids hosting symbionts with and without 

this capacity. Alternatively the relative stability of the system might also be due to relative rarity 

of “alternative” symbionts in the clade studied. If symbiont replacements in multi-partner 

symbioses throughout evolution occurs through successive replacements of strains competing 

for the same niche (as suggested by Mesguer et al, 2017 in the Cinara genus, but also by 

Amblyomma ticks (Binetruy et al., 2020)), a lack of “competitors” might explain why some 

associations are more stable  

Serratia and Buchnera evolve at the same pace 

Using previous datation analyses on Cinara, an average substitution rate for Buchnera 

aphidicola of 10.5*10-9 substitution/sites/years (s/s/y) (95% HPD interval [9.19*10-9, 

11.9*10-9]) was inferred. The rate of evolution of Buchnera genomes exceed that of the 

mitochondria (average = 4.66*10-9 s/s/y; 95% HPD interval [3.95*10-9, 5.44*10-9]). This rate 

is very similar to Buchnera evolutionary rates inferred from, previous studies (inference of 

substitution rates vary between 4.3*10-9 to 8*10-9 s/s/y (Clark et al., 1999; Gómez-Valero et 

al., 2007; Manzano-Marín et al., 2016; Ochman et al., 1999; Pérez-Brocal et al., 2011; Tamas 
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et al., 2002; van Ham et al., 2003) (table S8). Faster substitution rate for Buchnera has been 

estimated by Moran et al., (2009), but this has been conducted at a different evolutionary scale 

(within one species). Finally, our estimation shows that Buchnera evolved twice as fast as free-

living bacteria as E. coli which have an evolutionary rate of approximately 0.45*10-9 s/s/y 

(Ochman et al., 1999). 

 For the first time, due to the co-speciation pattern revealed here, we are able to estimate 

the evolutionary rates observed in Serratia symbiotica.  Our analyses also show that Serratia 

evolves at a very similar rates (range = 9.25*10-9 s/s/y; 95% HPD interval [7.98*10-9, 10.5*10-

9]) and we observe a strong correlation of branch lengths between Serratia and Buchnera trees. 

The patterns of intraspecific variation in two species confirms the two symbionts evolve at a 

very similar pace. Significant correlation with those of the mitochondria and Buchnera were 

found, making this the first di-symbiotic system where correlated evolution of the evolutionary 

rates of three partners is observed despite symbionts being sequestered in separate 

bacteriocytes. These results contrast with those observed for the di-symbiotic system of 

Nesophrosyne leafhoppers that host Nasuia and Sulcia as obligate symbionts. Indeed, in this 

group, the evolutionary rates of the two bacteria are relatively different from each other, with a 

rate of 1.13 x 10-7 s/s/y for Nasuia, corresponding to 10.7 and 12.2 times those of Buchnera 

and Serratia respectively (Vasquez and Bennett, 2022). As for Sulcia, its evolutionary rate is 

the lowest of all bacterial symbiotic systems observed with a rate of 3.24 x 10-9 s/s/y, which is 

0.3 and 0.35 times those of Buchnera and Serratia respectively (Vasquez and Bennett, 2022). 

In addition to the correlation observed between symbiont evolutionary rates, we also 

reveal a significant correlation between mitochondrial and symbionts evolutionary rates. Our 

results corroborate those found previously in the Buchnera-aphids mono-symbiotic system 

(Arab and Lo, 2020) but also with those found in other mono-symbiotic systems (Blochmannia-

Carpenter Ants in Degnan et al., (2004) ; Blattabacterium-Cockroaches in Arab et al., (2020)). 

Nevertheless, these results are in opposition to those previously found in other di-symbiotic 

systems of hemipterans, where decoupled substitution rates was found between the three 

partners (Sulcia, Nasuia, mitochondria) (Vasquez and Bennett, 2022). 

Evolutionary rates of symbiotic bacteria are known to be influenced by generation times 

(Degnan et al., 2005; Silva and Santos-Garcia, 2015), so that bacteria with shorter and more 

frequent generations may undergo more mutations and substitutions per unit time. Given our 

results, we can hypothesise that Buchnera and Serratia have similar generation times in this 
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system. In addition to generation times very, these results also suggest that similar selective 

force are acting on the genomes. This might stem from shared dependency on host genes (e.g. 

host DNA repair genes taking over from those lost in the symbiont genes; (Mao et al., 2018; 

McCutcheon et al., 2019; McCutcheon and Moran, 2012)) or shared metabolic pathways (e.g. 

(Lamelas et al., 2011a; Manzano-marin, 2022; Manzano-Marín et al., 2018, 2016, 2015; 

Manzano-Marín and Latorre, 2014). Finally, it also strongly suggest that the two symbionts 

undergo very similar demographic events, such as bottlenecks of similar sizes during vertical 

transmission. Quantitative measure of symbiont density during aphid development and 

symbiont transmission events will help testing these assertions 

Patterns of gene losses, signature of selection across genomes in aphid di-symbiotic systems  

The genomes of vertically transmitted endosymbionts are characterised by numerous 

gene losses (McCutcheon and Moran, 2012; Moran et al., 2008b; Toft and Andersson, 2010). 

This process appears to occur rapidly after the acquisition of an obligate life-style (Boscaro et 

al., 2017; McCutcheon et al., 2019). In line with previous studies (Manzano-Marín et al., 2016; 

Manzano-Marı́n et al., 2020a; Pérez-Brocal et al., 2006), we have shown here a high degree of 

gene conservation and relatively stable genomes between different Buchnera lineages. In the 

Serratia sequenced here despite some ancient inversion, we notice a strong conservation of 

genes (545 genes shared by all lineages) and highly reduced genomes (1.154 Mpb on average) 

in comparison with its free-living relatives (5.1-5.4 Mpb) or even facultative Serratia 

symbiotica (2.4 Mb). Hence, our analyses support an evolutionary history with rapid genome 

reduction after the transition from a free-living to obligate symbiont of Serratia in this clade. 

This process mirrors what is assumed for Buchnera and other obligate endosymbionts (Chong 

et al., 2019; Moran et al., 2009, 2008b, p. 200; Patiño-Navarrete et al., 2013; Vasquez and 

Bennett, 2022; Wernegreen, 2015) and suggests that the evolutionary factors leading to genome 

shrinkage of vertically transmitted obligate symbionts are common to all bacterial lineages. 

The description of a large number of Buchnera genomes has highlighted their small 

genome sizes and the low number of coding genes (354-587 protein-coding genes) (Chong et 

al., 2019).  This is particularly true of the Buchnera associated with a co-obligate symbiont 

(Manzano-Marín et al., 2016; Manzano-Marı́n et al., 2020a; Pérez-Brocal et al., 2006). It has 

sometimes been hypothesized that the presence of the co-symbiont might accelerate the process 

of genome erosion in Buchnera, as it makes it redundant for several functions (Lamelas et al., 

2011a). On the other hand, the newly acquired symbiont also loses genes that are no longer 
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necessary for its life inside the host but also genes that encode metabolic functions that are 

fulfilled by the primary symbionts. This complementarity suggests an ongoing co-evolutionary 

path that may be similar to the black-queen hypothesis (Morris et al., 2012). We confirm here 

the complementarity in metabolic functions of the two symbionts. We show that Serratia has 

lost most amino acid biosynthetic genes that are brought by Buchnera. Mapping ongoing gene 

losses for both symbionts on their phylogenies reveal only few losses in metabolic functions 

(Figures 1 and 2). Therefore, it seems that the process of genome losses is very rapid upon 

acquisition as a co-obligate symbiont. 

The loss of genes involved in cell wall, DNA repair or DNA recombination are functions 

that are often lost by obligate symbionts in hemipterans but also in other species. These losses 

are thought to be due to the particular and stable lifestyle of the symbionts which would make 

the presence of these genes unnecessary and high genetic drift (McCutcheon and Moran, 2007; 

Moran et al., 2009, 2008b; Tamas et al., 2002; Wernegreen, 2015). We further investigated 

whether the process of genome erosion could be detected through signatures of selections across 

symbiont genomes. Our positive selection tests on the genes of each symbiont did not find any 

genes for which there is strong evidence of positive selection. This result is congruent with the 

dN/dS measurements, which show that all genes of both symbionts are subject to strong 

purifying selection. In contrast to our results, previous studies have shown the presence of genes 

under positive selection in hemipteran symbiotic genomes. For example, in the aphid those 

Buchnera mono-symbiotic system, 29 genes were found to be under positive selection (Chong 

et al 2019) and 97 and 4 genes in Sulcia and Nasuia respectively in the leafhoppers di-symbiotic 

system (Vasquez and Bennett, 2022). However, these studies were conducted at different time 

scales, among hosts that had diversified in different ecological niches. Among the genes found 

under positive selection in previous study (Chong et al., 2019; Vasquez and Bennett, 2022), all 

were under purifying selection or lost in our symbionts genomes. Despite many lost genes, it 

seems that selection on remaining genes takes place to maintain their function. In this context, 

gene losses may be more a random process and occurs via rapid accumulation of mutations 

with high rates of molecular evolution and fixation via high genetic drift (Wernegreen, 2015, 

2002). Indeed, genome reduction correlated to increase in mutation rate has been documented 

for several obligate symbionts (Bourguignon et al., 2020; Kinjo et al., 2021; Vasquez and 

Bennett, 2022). In this context of overall “drifting system”, it might not be easy to detect 

signature of selection and we observe that genes are either there or not. 
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To complement our analyses, we tested whether some genes were under relaxed selection 

for one of the two symbionts. This analysis recovered very few genes, they did not specifically 

belong to categories involved in host metabolism (as you would expect under a scenario where 

Buchnera loses functions under relaxed selection caused by redundancy with Serratia), some 

of these genes were sometimes identified as undergoing positive selection in other tests. In such 

systems, it might be difficult to differentiate relaxed from positive selection. To find the genes 

under relaxed selection, future analyses might also need free-living bacterial genomes as 

background for the analysis.  

Our intraspecific analyses of two Cinara species describe low snps/kb and indels/kilo-

base in the coding regions of the Buchnera and Serratia genomes suggesting that purifying 

selection is acting also at this scale. On the other hand, we observed the presence of a higher 

rate of indels in the non-coding sequences, especially in Serratia genomes. Observation of high 

levels of indels may indicate that genome reduction is undergoing. Indeed, the process of 

endosymbiotic genome reduction previously described involve pseudogenisation (by fixation 

of deleterious mutation) followed deletion in non-coding region (due to deletional bias) 

(Andersson and Andersson, 1999; Mira et al., 2001; Moran and Mira, 2001; van Ham et al., 

2003).Overall, the patterns observed for both obligate symbionts are very similar to the only 

intraspecific investigation conducted on Buchnera genomes on the pea aphid (Moran et al., 

2009). The presence of a greatly reduced Buchnera has been demonstrated in other sub-families 

such as the Phyllaphidinae and Calaphidinae, the latter having the smallest Buchnera genomes 

sequenced to date without evidence of association with a co-symbiont (Manzano-marin, 2022). 

Thus, the data so far suggests that this extreme reduction observed in Buchnera may not be due 

to the presence of co-symbiont but to higher rates of evolution that would increase the 

likelihood that a random mutation would turn off a gene and then be fixed by the high genetic 

drift that occurs (Wernegreen, 2015). 

 Conclusions 

Our study here shows that a multi-partner symbiosis can also be stable over long periods 

with parallel co-speciation of partners, as previously described in other systems (Manzano-

Marı́n et al., 2020a; Vasquez and Bennett, 2022). We also describe the first di-symbiotic model 

for which both symbionts evolve at the same pace, suggesting relatively similar symbiotic 

processes. We also support the hypothesis of a convergence of symbiotic genomes towards a 

stable reduced form where only essential genes remain. Process of genome erosion seems to 
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happen rapidly in the early stage after co-symbiont acquisition, therefore it is difficult to 

characterise even at the gene scale. Finally, this work supports the important role of these new 

symbionts in complementing the primary symbiont Buchnera comfort the idea that mechanisms 

by which free-living bacteria establish themselves as obligate partners in multi-partner 

endosymbioses the same in Cinara species are very similar across lineages. 
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Chapitre 3 

Dynamique des endosymbiotes nutritionnel et 

régulation de l’hôte. 

 

 

(projet d’article) 
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Contexte de l’étude 

Nous avons pu observer dans les chapitres précédents l’existence chez les Cinara d’une 

symbiose à deux partenaires obligatoires relativement dynamique, avec de multiples 

remplacements de co-symbiotes. Il découle de ces remplacements successifs, la présence de co-

symbiote dont l’âge d’acquisition est ancien et par opposition d’autres pour lesquelles la 

transition vers un mode de vie obligatoire est récente. Nous avons également mis en évidence 

l’existence de localisations différentes des bactéries co-symbiotiques ainsi que des génomes de 

tailles et taux de GC variables selon l’espèce étudiée. Malgré cette grande diversité au sein des 

co-symbiotes, les capacités ainsi que les modes de régulation des symbiotes dans ces systèmes 

multi-symbiotiques restent totalement inconnus. 

Nous avons donc voulu dans cette étude effectuer des premières analyses afin de 

déterminer s’il existe une régulation des symbiotes dans les systèmes di-symbiotiques des 

Cinara, et si celle-ci varie entre espèces. Pour ce faire, deux espèces ont été choisies pour les 

caractéristiques différentes de leur co-symbionte (en termes de taille de génome, taux de GC, 

âge d’acquisition et localisation). Celles-ci ont été échantillonnées et élevées en laboratoire pour 

nous permettre de mesurer la quantité de symbiote au cours de leur vie. 

Pour cela, les objectifs de cette partie sont donc de : 1) Quantifier à différents stades de 

vie les symbiotes (Buchnera et Serratia) de deux espèces de Cinara. 2) Comparer la dynamique 

de population bactérienne de Buchnera et de Serratia chez chacune des deux espèces. 3) 

Comparer les dynamiques bactériennes des deux espèces de Cinara.  

Les hypothèses de cette étude sont que les co-symbiontes Serratia de nos deux espèces 

(C. palaestinensis et C. tujafilina) ont des dynamiques différentes du fait de leur acquisition 

indépendante et de leurs caractéristiques différentes. On suppose que chez C. tujafilina pour 

qui Serratia est issu d’une acquisition récente et dont la localisation est extracellulaire, la 

régulation du symbiote est moins efficace. Par opposition, on s’attend à une dynamique 

similaire à celle de Buchnera dans l’espèce C. palaestinensis pour laquelle Serratia est 

intracellulaire et a été acquise il y a plus de 15 Ma.  
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Abstract 

Many insects carry intracellular bacterial symbionts located in bacteriocytes, on which 

they depend for their nutrition in essential amino acids and vitamins. An increasing number of 

systems in which multiple obligate symbionts cohabit are described, yet little attention has been 

paid to the coordination of these systems. However, it is to be expected that they may compete 

or cooperate for space, nutrients and transmission. In order to determine the nature of these 

interactions, it is important to know more about how they interact, their location, and the 

abundance of each symbiont species. Aphids of the genus Cinara (Lachninae) typically harbour 

di-symbiotic systems in which metabolic capabilities of the former obligate symbiont Buchnera 

aphidicola are complemented by those of a more recently acquired nutritional symbiont, often 

belonging to the species Serratia symbiotica. Here, we used real-time quantitative PCR 

approaches to characterise the abundance and dynamics of symbionts at different 

developmental stages of the di-symbiotic system formed by Buchnera. aphidicola and Serratia 

symbiotica. For this purpose, we used two Cinara species (C. palaestinensis and C. tujafilina) 

for which Serratia was derived from two independent acquisitions and for which the 

localisation of the bacteria was verified by fluorescence in situ hybridisation. Our results 

showed that the density of Buchnera was lower than that of Serratia at all host developmental 

stages analysed. Indeed, the endosymbiont population increases exponentially throughout 

nymphal development and then gradually decreases as the insect ages. Finally, our observations 

show that, the localisation of Serratia differs between the two species with an intracellular 

localisation in C. palaestinensis and an extracellular localisation in C. tujafilina. In summary, 

these results show a coordination of cell dynamics between the two obligate symbionts which 

might reveal a regulation of these according to the nutritional needs of the host during 

development. They further suggest that symbionts that are extracellular cannot be as finely 

regulated  
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Résumé 

De nombreux insectes sont porteurs de symbiotes bactériens intracellulaires localisés 

dans des bactériocytes et dont ils dépendent pour leur nutrition en acides aminés essentiels et 

vitamines. De plus en plus de systèmes pour lesquels il y a cohabitation de plusieurs symbiotes 

obligatoires sont décrits et pourtant, peu d’attention a été portée sur la coordination de ces 

systèmes. Cependant, on peut s’attendre à ce que ceux-ci puissent entrer en compétition ou 

coopérer pour l'espace, les nutriments et la transmission. Afin de déterminer la nature de ces 

interactions, il est important d'en savoir plus sur la façon dont ils interagissent, leur localisation, 

et l'abondance de chaque espèce de symbiote. Les pucerons du genre Cinara (Lachninae) 

abritent typiquement des systèmes di-symbiotiques dans lesquels les capacités métaboliques de 

l'ancien symbiote obligatoire Buchnera aphidicola sont complétées par celles d'un symbiote 

nutritionnel plus récemment acquis, appartenant souvent à l'espèce Serratia symbiotica. Ici, 

nous avons utilisé des approches de PCR quantitative en temps réel pour caractériser 

l’abondance et la dynamique des symbiotes à différents stades de développement du système 

di-symbiotique formé par B. aphidicola et S. symbiotica. Pour cela nous avons utilisé deux 

espèces de Cinara (C. palaestinensis et C. tujafilina) pour lesquelles Serratia est issue de deux 

acquisitions indépendantes d’âges différents et pour lesquelles la localisation des bactéries a été 

vérifiée par hybridation in situ en fluorescence. Nos résultats ont montré que la densité de 

Buchnera était plus faible que celle de Serratia à tous les stades de développement de l'hôte 

analysés, même si elles affichaient toutes deux une tendance similaire. En effet, la population 

d'endosymbiotes augmente de façon exponentielle tout au long du développement nymphal, 

puis diminue progressivement au cours du vieillissement de l'insecte pour les deux co-

symbiotes. Finalement, nos observations montrent que la localisation de Serratia diffère entre 

les deux espèces avec une localisation intracellulaire chez C. palaestinensis et extracellulaire 

chez C. tujafilina. En résumé, ces résultats montrent une coordination de la dynamique 

cellulaire entre les deux symbiotes obligatoires et révèlent une régulation de ceux-ci selon les 

besoins nutritionnels de l'hôte au cours du développement. 
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I. Introduction 

Les interactions mutuellement bénéfiques entre les bactéries et les insectes sont 

omniprésentes dans la nature. Parmi celles-ci on retrouve des symbioses spécifiques et durables 

dans lesquelles l’association est nécessaire à la survie et à la reproduction de l'hôte et où la 

bactérie ne peut généralement pas vivre en dehors de l’hôte. Ces symbiotes décrits comme 

"obligatoires" sont pour la plupart localisés à l’intérieur de cellules hôtes spécialisées appelées 

bactériocytes (Braendle et al., 2003; Michalik, 2010) et leur acquisition se fait par une 

transmission verticale du parent aux descendants, le plus souvent par transmission maternelle  

(Bright and Bulgheresi, 2010) assurant ainsi le maintien de l'association. Ces symbiotes 

apportent des bénéfices écologiques à leur hôte, tels que l'apport de nutriments essentiels 

trouvés en quantité insuffisante dans le régime alimentaire des insectes. L’établissement de ces 

associations a permis à de nombreux insectes de s'adapter à des régimes nutritionnellement 

limités, comme la sève des plantes dont s’alimentent les pucerons (Douglas, 1998a) ou le sang 

dont se nourrissent les tiques et mouches Tsétsé (Wang et al., 2013). Mais ces associations ne 

sont pas sans coûts pour les hôtes, il existe des coûts notamment associés à la fourniture 

d'énergie et de nutriments pour maintenir la population de symbiotes hébergés par les insectes 

(par exemple (Engl et al., 2020; Jamin and Vorburger, 2019)). Ainsi, le bénéfice net d’une 

association symbiotique pour un hôte peut être défini comme la différence entre les bénéfices 

et les coûts de la présence du symbiote.  

La densité de la population de symbiote a un rôle important dans cette balance des 

bénéfices et des coûts pour l’hôte. En effet plus la population de symbiotes sera importante plus 

son « hébergement » sera consommatrice d’énergie pour l’hôte. La population doit être 

cependant suffisamment abondante pour assurer la production des services mutualistes 

(production de nutriments ou de système de défense par exemple). Il a été notamment montré  

chez une drosophile que la protection antivirale apportée par la présence de Wolbachia dépend 

de sa densité dans l’hôte (Lu et al., 2012; Osborne et al., 2012). Afin de maintenir cette balance 

coût-bénéfice à leur avantage, les hôtes doivent donc réguler  la densité de leurs symbiotes 

(López-Madrigal and Duarte, 2019; Ratzka et al., 2012; Whittle et al., 2021; Wilkinson and 

Douglas, 1998). Il a été montré que la densité des symbiotes est ainsi influencée par plusieurs 

facteurs tels que la température (Chen et al., 2009), l'âge de l’hôte (Baumann and Baumann, 

1994), le sexe de l'hôte (Rio et al., 2006), le cycle de reproduction (Wolschin et al., 2004). Dans 

la plupart de ces études, ces variations sont interprétées comme étant le résultat de la régulation 

par l’hôte en fonction de leurs besoins physiologiques, qui peuvent dépendre de leur stade de 
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développement, leur sexe et de facteurs environnementaux. Un des exemples emblématiques 

de cette capacité de régulation des hôtes, est le cas du charançon du riz Sitophilus oryza. Chez 

cet insecte, l’endosymbiote Sodalis pierantinnus participe à la production de composants 

essentiels à la formation de la cuticule. Il a été montré qu’il proliférait après la métamorphose 

de son hôte et était éliminé par l’hôte lorsque sa cuticule était définitivement formée (Vigneron 

et al., 2014). Cette dynamique semble parfaitement adaptée aux besoins de l’hôte. 

Dans les systèmes symbiotiques dans lesquels il y a cohabitation de plusieurs symbiotes 

obligatoires, le contrôle de la densité des symbiotes devient complexe. L’hôte doit en effet  

réguler chacun de ses partenaires dans des conditions où il existe probablement une compétition 

entre symbiotes pour l’espace et les ressources (Goto et al., 2006; Perreau et al., 2021). Il a 

cependant été montré que les insectes pouvaient contrôler leur densité de symbiotes dans des 

systèmes pluri-symbiotiques. C’est le cas chez l’aleurode, Diaphorina citri chez lequel on 

retrouve deux symbiotes obligatoires Carsonella ruddii et Proftella armatura  dont la 

dynamique au cours de la vie de l’hôte est parallèle malgré une plus grande proportion de  

Profftella (Dossi et al., 2014). Par ailleurs, il semble que l’hôte puisse exercer une régulation 

discriminante entre ses différents symbiotes selon ses besoins. Par exemple, chez la mouche G. 

morsitans on observe des dynamiques symbiotiques différentes chez deux symbiotes 

obligatoires Sodalis et Wigglesworthia, et des variations entre les mâles et les femelles de cette 

espèce pour lesquels les besoins nutritionnels différent (Rio et al., 2006). Cependant, dans la 

plupart des cas, les processus impliqués dans le contrôle des symbiotes sont encore inconnus.  

Chez les pucerons l’association symbiotique obligatoire avec Buchnera aphidicola 

comblent les déficits en AA essentiels et en vitamines manquant à leur alimentation (Buchner, 

1953a; Douglas, 1998a; Gosalbes et al., 2008b). Ces bactéries sont localisées dans des 

bactériocytes dont la dynamique intra-hôte, a été décrite chez l’espèce Acyrthosiphon pisum. 

La dynamique de Buchnera se caractérise par une forte augmentation de sa densité de la 

naissance du puceron jusqu’au dernier stade larvaire puis par une diminution lente à l’âge adulte 

qui s’accélère après la dernière reproduction (Lu et al., 2014; Nishikori et al., 2009; Simonet et 

al., 2016a). Cette dynamique semble corrélée aux besoins nutritionnels du puceron lors de son 

développement (Simonet et al., 2016a). Les processus régulant cette dynamique symbiotique 

ont eux aussi été décrits par (Simonet et al., 2018a) chez  A. pisum, chez qui il a été observé une 

dégénérescence des bactériocytes suivie de leur mort cellulaire.  

La découverte de l’existence de plusieurs bactéries obligatoires acquises 

indépendamment chez diverses espèces de pucerons appartenant au genre Cinara (Manzano-
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Marín et al., 2017; A. S. Meseguer et al., 2017), interroge sur la capacité de régulation de la 

densité de symbiotes dans ce système. De plus, comme décrit par Meseguer et al., (2017) et 

Manzano-Marín et al. 2017 les Cinara ne possèdent pas toutes les mêmes co-symbiotes, ceux-

ci appartiennent à différentes lignées bactériennes. Leur localisation dans le bactériome varie 

aussi selon les espèces : ils peuvent être hébergés dans des bactériocytes spécifiques ou bien à 

la périphérie des cellules contenant Buchnera (Manzano-Marín et al., 2017; Manzano-Marı́n et 

al., 2020b). Pour la plupart des co-symbiotes obligatoires étudiés jusqu’à présent, un rôle dans 

la supplémentation nutritionnelle a été inféré par des analyses génomiques. Dans la plupart des 

cas, les gènes impliqués dans la synthèse de la riboflavine et la biotine, absents du génome de 

Buchnera aphidicola chez ces espèces, ont été identifiés et annotés chez les co-symbiotes. 

Buchnera continue de produire tous les Acides Aminés essentiels (sauf chez Cinara cedri, 

(Gosalbes et al., 2008b)) et les co-symbiotes sont impliqués dans la production de vitamines B. 

Mais des études plus complètes des génomes, chez un de ces symbiotes, Erwinia haradae 

associé à un clade particulier de Cinara, ont aussi montré que celui-ci avait une capacité 

métabolique supplémentaire : la synthèse de thiamine (Manzano-Marı́n et al., 2020b). La 

dépendance vis-à-vis de ce symbiote au cours du développement du puceron n’est donc peut-

être pas concomitante de celle existante vis-à-vis de Serratia. 

Ici nous avons mesuré la densité en symbiotes au cours de leur développement chez trois 

espèces de Cinara associées à Buchnera aphidicola comme symbiote primaire et à différents 

co-symbiotes acquis indépendamment : Serratia symbiotica récemment acquise et 

partiellement extracellulaire chez l’espèce C. tujafilina, Serratia symbiotica anciennement 

acquise et intracellulaire chez l’espèce C. palaestinensis et Erwinia haradae anciennement 

acquise et intracellulaire chez l’espèce C. cuneomaculata. Ainsi, nous voulions tester 

différentes hypothèses et leurs prédictions quant à l’influence de ces différentes caractéristiques 

du co-symbiote sur la variation de la dynamique symbiotique et donc sur la capacité de 

régulation du puceron. 1) Les deux bactéries ne peuvent pas être régulées indépendamment par 

le puceron ou les besoins pourvus par chacun des symbiotes (apport en AA pour Buchnera, 

apport en vitamines B pour le co-symbiote) sont synchrones au cours du développement des 

pucerons, on s’attend alors à des dynamiques très similaires entre Buchnera et le co-symbiote 

quelles que soient l’espèce hôte et la souche bactérienne nouvellement acquise. 2) La régulation 

est plus efficace chez les symbiotes les plus anciennement acquis (ayant donc une longue 

histoire co-évolutive avec leurs hôtes) et intracellulaires. Dans ce cas on s’attend à avoir des 

dynamiques variables entre symbiotes selon l’espèces hôte et, avec une moins bonne régulation 
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de Serratia symbiotica chez C. tujafilina. 3) Les pucerons peuvent réguler leurs co-symbiotes 

au cours de leur développement en fonction de leurs besoins. Dans ce cas, comme sous 

l’hypothèse 2, on s’attend à avoir des dynamiques variables des deux symbiotes selon les 

espèces hôtes et au cours du développement, pas nécessairement liée à l’âge de la symbiose. 

Malheureusement, les quantifications de symbiotes chez l’espèce C. cuneomaculata (associée 

à Erwinia) n’ayant pas encore été finalisées, celles-ci ne seront pas présentées dans la suite. 

II. Matériels et méthodes 

Matériel biologique 

Nous avons utilisé trois espèces de Cinara qui abritent des co-symbiotes acquis de façon 

indépendante : 1) Cinara tujafilina dont la Serratia est récemment acquise, cette Serratia a un 

génome proche des Serratia facultatives et se retrouve à la périphérie des bactériocytes de 

Buchnera, 2) Cinara palaestinensis dont la Serratia est ancestralement acquise dans un clade 

de Cinara (Meseguer et al. 2017, voir chapitres 1 et 2), 3) Cinara cuneomaculata associé au 

co-symbiote Erwinia haradae qui a une longue histoire co-évolutive avec un clade de Cinara 

(Manzano-Marı́n et al., 2020b). Pour chacune de ces espèces, des individus ont été récoltés sur 

le terrain, puis mis en élevage à partir de colonies distinctes (Table 1). Chacun des élevages a 

été mis en place à partir d’un seul individu parthénogénétique afin d’obtenir des lignées 

clonales. Pour chacune des espèces trois lignées distinctes (c’est-à-dire des individus issus de 

trois colonies différentes) ont été utilisées (Table 1).  

Les élevages sont réalisés sur les plantes hôtes spécifiques des espèces de Cinara, sur des 

arbres de petites taille: Thuya orientalis (30-40cm) pour C. tujafilina, Pinus halepensis (15-

30cm) pour C. palaestinensis et Larix decidua pour Cinara cuneomaculata, achetés 

régulièrement en pépinière. Les jeunes plants sont placés à l'intérieur d'une cage de plexiglass 

et les cages sont disposées dans une chambre climatique maintenue à température constante 

21°C et un cycle journalier de 16h jour et 8h nuit, pour maintenir la reproduction asexuée 

(Figure 1). 
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Table 1 : Localisation d’échantillonnage des différentes lignées de Cinara qui ont été mises en élevage. 

Espèce Lignée Localité 
Date de 

collecte 
GPS Plante hôte 

C. tujafilina 1 

Montpellier 

(Occitanie, 

Hérault) 

26/11/2020 
43.614365 ; 

3.861511 
Thuya orientalis 

C. tujafilina 2 
Aquitaine 

 
13/11/2020 

43.945405 ; 

-0.522269 
Thuya orientalis 

C. tujafilina 3 
Aquitaine 

 
13/11/2020 

43.945405 ; 

-0.522269 
Thuya orientalis 

C. palaestinensis 1 

Montpellier 

(Occitanie, 

Hérault) 

03/07/2020 
43.682302 ; 

3.874883 
Pinus halepensis 

C. palaestinensis 2 

Montpellier 

(Occitanie, 

Hérault) 

03/07/2020 
43.682302 ; 

3.874883 
Pinus halepensis 

C. palaestinensis 3 

Montpellier 

(Occitanie, 

Hérault) 

03/07/2020 
43.682302 ; 

3.874883 
Pinus halepensis 

C. cuneomaculata 1 
Le Vigan 

(Occitanie, Gard) 
20/10/2020 

44.090565 ; 

3.545675 
Larix decidua 

C. cuneomaculata 2 
Le Vigan 

(Occitanie, Gard) 
17/11/2020 

44.090565 ; 

3.545675 
Larix decidua 

C.cuneomaculata 3 
Le Vigan 

(Occitanie, Gard) 
17/11/2020 

44.090565 ; 

3.545675 
Larix decidua 
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Figure 1 : Dispositif expérimental d’élevage des pucerons C. tujafilina sur Thuya orientalis. 

Echantillonnage des stades de développement 

Dans une étude préliminaire nous avons déterminé le temps de développement à 21°C de 

chacune des espèces, ainsi que le nombre de stades larvaires et les âges approximatifs auxquels 

ont lieu les mues (Table 2, Figure S1, S2 et S3) (Durak and Borowiak-Sobkowiak, 2013). Cela 

nous a permis de calibrer notre expérimentation en déduisant les différents âges auxquels 

prélever des individus afin de quantifier les symbiotes à chacun des stades larvaires et durant 

toute la vie du puceron. 

 

Table 2 : Résumé des paramètres de développement de C.tujafilina, C.palaestinensis et C. cuneomaculata à 21°C. 

décrivant le nombre de stades larvaires, le nombre de jours post naissance auquel les mues ont lieu, ainsi que la 

durée de vie des pucerons. 

Espèce Nb stades 
Mue 1 

(jours) 

Mue 2 

(jours) 

Mue 3 

(jours) 

Adulte 

(jours) 

Durée de 

vie 

(jours) 

C.tujafilina 3 2-3 6-7 NA 11-12 39-42 

C.palaestinensis 4 4-6 8-9 10-11 12-13 38-41 

C. cuneomaulata 4 3-4 5-6 8-9 11-12 36-39 
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Pour obtenir des individus du même âge, des femelles adultes sont récupérées à l’aide 

d’un pinceau et placées sur un plant vide et laissés 24h pour leur permettre de produire des 

larves. Une fois les adultes retirés, les larves sont laissées sur le jeune plant afin de leur 

permettre de grandir. Par la suite, afin de quantifier les symbiotes, nous avons prélevé des 

individus à différents âges pour chacune des espèces. Pour C. tujafilina les individus ont été 

prélevé à 1, 3, 7, 10, 13, 24 et 38 jours, pour C. palaestinensis à 1, 3, 6, 9, 11, 14, 24 et 38 jours 

et pour C. cuneomaculata à 1, 4, 6, 9, 11, 14, 24 et 38. Cela nous a permis de récupérer des 

pucerons de chaque stade larvaire ainsi que des adultes jeunes et âgés. Pour chaque classe d’âge, 

20 individus sont récupérés au total et conservés dans des tubes d'alcool 96°. 

Pour quantifier les symbiotes au sein des pucerons, nous avons utilisé des PCR 

quantitatives en temps réel (qPCR) (voir encadré ci-dessus). Celle-ci nous ont permis de 

comptabiliser le nombre de copies de génome de chaque bactérie à partir du gène monocopie 

gyrB et le nombre de copies du génome du puceron à partir du gène monocopie ef1-alpha. Pour 

cela des qPCR ont été réalisées sur des extraits d’ADN des individus échantillonnés tout au 

long du développement de chaque lignée. Pour obtenir des quantifications absolues du nombre 

de copies génomiques, nous avons utilisé des gammes étalons réalisées par clonage bactérien. 
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Protocole de quantification  

 

Extraction 

Nous avons extrait l'ADN de chaque individu de chaque classe d’âge (Oliver et al., 2006) 

en suivant le protocole d’extraction du kit BioBasic Inc, EZ-10 96 Well Plate Genomic DNA 

Isolation Kit (For Animal). Celles-ci sont faites sur des individus entiers et sans broyage. Pour 

chaque individu, on récupère 90µL de solution d’élution d’ADN qui est alors stocké à -20°C. 

Conception des amorces 

Afin de pouvoir quantifier par qPCR les symbiotes bactériens Buchnera, Serratia et 

Erwinia chez nos trois espèces, des amorces ont été conçues à partir des séquences de référence 

des génomes des symbiotes avec le logiciel geneious v11.1.5 (https://www.geneious.com). Les 

amorces ont été produites pour amplifier un fragment du gène monocopie GyrB (DNA gyrase 

subunit B) présent chez chacun des symbiotes ainsi que pour un fragment du gène monocopie 

du puceron hôte Ef1alpha (Elongation Factor 1-alpha) (Table 3). Ce dernier nous permet de 

normaliser nos résultats. Les amorces ont été construites de manières à respecter les conditions 

suivantes :  une taille comprise entre 18 et 24 bp, un Tm de 60+-1 degrés Celsius, une extrémité 

3’ contenant au moins 3 bases discriminantes parmi les 4 premières bases, contenir au moins 8 

Le principe de la PCR en temps réel repose sur la possibilité de suivre la quantité 

d'ADN présente dans la réaction à tout instant. Des sondes fluorescentes se fixent soit sur 

l'ADN double brin grâce à la technologie SYBR pour laquelle la quantité intercalée dans la 

double hélice est proportionnelle à la quantité et à la longueur des doubles hélices d'ADN 

présentes dans la solution. Ces sondes ne fluorescent qu'une fois fixées à l'ADN. Un seuil 

de fluorescence est établi par le programme de l'appareil de PCR en temps réel. Une fois 

que la quantité d'ADN permet aux sondes fluorescentes de dépasser ce seuil alors on obtient 

un nombre de cycles PCR appelé « Ct » pour « Threshold Cycle » soit « cycle seuil ». C'est 

cette valeur qui est à la base des calculs pour quantifier l'ADN de façon absolue ou relative. 

Il est important de connaître l'efficacité E de la PCR. Pour cela, on effectue une PCR en 

temps réel sur des échantillons de dilution croissante pour obtenir une courbe étalon 

correspondant au fragment d'intérêt. Plus souvent, une PCR en temps réel sur une série de 

dilution avec une quantité d'ADN initiale connue permet de calculer l'efficacité de la 

réaction et ainsi en déduire la quantité d’ADN dans les échantillons testés.  

http://www.geneious.com/
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bases discriminantes au total et une position permettant d’obtenir des amplicons entre 150 et 

300 pb. Une fois les amorces construites, celle-ci sont vérifiées à l’aide du logiciel Perlprimer 

1.1 afin de vérifier qu’elles ne produisent pas de dimère d’amorce. Le logiciel BLAST est utilisé 

afin de déterminer la spécificité des amorces c’est-à-dire de vérifier si les amorces ne 

s’accrochent pas sur d’autres parties du génome ou d’autres bactéries.  

Courbe standard : clonage 

Afin de produire des gammes étalons pour la qPCR, il nous a fallu synthétiser les 

fragments de gènes en quantité élevée et connue grâce à un clonage bactérien. Le clonage 

consiste à insérer des fragments d'ADN amplifiés par PCR dans un vecteur qui lui-même sera 

introduit dans une bactérie. Un vecteur ne reçoit qu'un seul fragment d'ADN amplifié et une 

bactérie ne reçoit qu'un vecteur. Les bactéries mises en culture vont se multiplier et donner 

naissance à des colonies. Toutes les bactéries d'une même colonie possèdent donc le même 

insert. Dans notre cas, le clonage a été effectué pour chacun des fragments de gènes décrit 

précédemment (Table 3).  

Nous avons donc dans un premier temps effectué une PCR de chacun de nos fragments 

de gènes avec les amorces précédemment décrites (Table 3). Les fragments amplifiés ont alors 

été purifiés (kit nucleospin gel and PCR clean-up) et la quantité d’ADN a été mesurée via Qubit 

pour vérifier la présence d’une quantité d’ADN suffisante pour le clonage. Le clonage a été 

effectué avec le kit PROMEGA pGEM®-t. Les amplicons ont été insérés par une réaction de 

ligation dans les vecteurs pGEM®-T easy (kit PROMEGA pGEM®-t). Une transformation de 

bactérie hautement compétente OneShot® TOP10 (Invitrogen) a ensuite été effectuée pour 

insérer le vecteur contenant l’amplicon. Cette insertion confère alors à la bactérie une résistance 

à l’ampicilline. Les bactéries transformées ont été mises en culture dans des boites de pétrie 

contenant du milieu LB (bouillon lysogène) avec agar, 100 mg/mL d’ampiciline, X-gal (5-

bromo-4chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside) et IPTG ; seules les colonies contenant le 

vecteur se développent. La présence des réactifs (X-gal et IPTG) sur le milieu de culture permet 

de distinguer les colonies possédant l’insert dans le vecteur (colonies blanches) de celles qui ne 

l’ont pas (colonies bleues). Les colonies contenant l’insert souhaité ont ensuite été mises en 

culture liquide pour augmenter la quantité d’ADN.  

 



 

107 

 

Table 3 : Liste des amorces utilisées pour les qPCR, ainsi que la longueur des amplicons associés. 

Nom forward ;  

Nom reverse 
Espèces Cibles 

Séquences forward ; 

Séquences reverse  

Longueur de 

l’amplicon (pb) 
Efficacité 

Ef1a_Ctuj_F757 ; 

Af1a_Ctuj_R949 
C. tujafilina Ef1-alpha 

TTGGAACAGTCCCAGTTGGTC ; 

TTGTGTCACCAGCAACGAAAC 
213 2 

gB_Bu_Ct_F814 ; 

gB_Bu_Ct_R971 
C. tujafilina 

GyrB ; 

Buchnera 

GTACCTCAAAAAGATGGTGGAAGT ; 

TGATAGCTGTTAGTCCTTCACGAAT 
151 1.88 

gB_Se_Ct_F523 ; 

gB_Se_Ct_R767 
C. tujafilina 

GyrB ; 

Serratia 

TCAGACCTTCACTAACGCCAC ; 

CTACTTCCACGCCGATGTCAT 
245 2 

Ef1a_Cpala_F339 ; 

Ef1a_Cpala_R493 
C. palaestinensis Ef1-alpha 

TGCTTTCGTCCCAATCTCA ; 

GACTGGGTGGCAGGATAG 
155 2 

gB_Bu_Cp_F991 ; 

gB_Bu_Cp_R974 
C. palaestinensis 

GyrB ; 

Buchnera 

TGCTATGCAATGGAACGAAACC ; 

AGTGCTGTTAATCCTTCTCTTGTA 
204 1.97 

gB_Se_Cp_F1,685 ; 

gB_Se_Cp_R1,813 
C. palaestinensis 

GyrB ; 

Serratia 

TCGCAATAGATAGTACATACCTGC ; 

CAATCGGTTAAGCAGTGACGC 
152 1.94 

Ef1a_Cpala_F339 ; 

Ef1a_Cpala_R493 
C. cuneomaculata Ef1-alpha 

TGCTTTCGTCCCAATCTCA ; 

GACTGGGTGGCAGGATAG 
155 NA 

GyrB_Bu_Ccune_1,121F ; 

GyrB_Bu_Ccune_1,278R 
C. cuneomaculata 

GyrB ; 

Buchnera 

GATCCTCCTGCTGAATCACCT ; 

GCAAGATCTAGAGAAGCGGCA 
158 NA 

GyrB_Er_Ccune_86F ; 

GyrB_Er_Ccune_272R 
C. cuneomaculata 

GyrB ; 

Erwinia 

ATACAGATGACGGCACAGGTC ; 

GCAGCAGACACTCCTTCTTCT 
187 NA 
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Une méthode de lyse alcaline a été utilisée pour extraire les plasmides et un screening 

PCR effectué avec les amorce T7 et SP6 (kit PROMEGA pGEM®-t) pour vérifier la présence 

de l’insert et sa correspondance avec la taille du fragment d’intérêt via une électrophorèse sur 

gel d'agarose à 1.5 %. Les amplifications de plasmide contenant la taille d'insertion correcte ont 

ensuite été purifiées (kit quiagen minipreps) pour obtenir des Minipreps qui ont été dosées (par 

Qubit) et séquencées pour vérifier que l’insert soit bien le fragment de gêne d’intérêt. 

Finalement, des dilutions sérielles au dixième des Minipreps ont été faites, celle-ci seront 

utilisées pour réaliser les courbes standards pour chacun des gènes.  

Le nombre de copies de l’amplicon du gène gyrB des deux bactéries endosymbiotiques 

et le nombre de copies de l’amplicon du gène ef1-alpha des pucerons dans les Minipreps ont 

été calculées avec l’équation suivante : 

𝑁 =
𝑞𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑡é 𝑑’𝐴𝐷𝑁 (𝑔. µ𝐿−1) × 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑀𝑖𝑛𝑖𝑝𝑟𝑒𝑝𝑠 (µ𝐿)

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒 𝑚𝑜𝑙𝑎𝑖𝑟𝑒 (𝑣𝑒𝑐𝑡𝑒𝑢𝑟 + 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡) (𝑔. 𝑚𝑜𝑙−1)
× 6.022 × 1023𝑚𝑜𝑙−1 

N correspond au nombre de copies, la quantité d’ADN correspondant est celle mesurée 

dans les Minipreps en g/µL, 6.022*1023 mol-1 est le nombre d’Avogadro (nombre de molécules 

dans une mol) et la masse molaire du vecteur et de l’insert est calculée à l’aide de la formule :  

(An × 313.2) + (Tn × 304.2) + (Cn × 289.2) + (Gn × 329.2) + (Tn × 313.2) + (An × 304.2) 

+ (Gn × 289.2) + (Cn × 329.2) (https://www.thermofisher.com/fr/fr/home/references/ambion-

tech-support/rna-tools-and-calculators/dna-and-rna-molecular-weights-and-conversions.html) 

avec An= nombre d’adénine, Tn= nombre de thiamine, Cn= nombre de cytosine et Gn= nombre 

de guanine.  

PCR quantitative 

Les réactions qPCR en temps réel ont été réalisées sur une machine LightCycler 480 

(Roche), avec une étape initiale de dénaturation à 95 C° pendant 10 minutes et 45 cycles de 95 

C° pendant 5s, 60 C° pendant 15s et 72C° pendant 10s (amplification). Pour chaque réaction 

une mesure des températures de fusion a été réalisée pour vérifier la présence d’un seul 

amplicon. Chaque réaction de 10µL comprenait : 0.5µL de chaque amorce à 10µM, 5µL de 

SYBRGREEN à 2X, 2µL d’eau et 2µL d'ADN. Nous avons effectué trois réplicats techniques 

pour chaque réaction (pour chacun des individus et chacun des trois gènes). Des mix avec de 

l’eau stérile à la place de l’ADN ont été utilisés comme contrôles négatifs dans les essais de 

qPCR. Au total, 4320 réactions qPCR ont été faites pour C. palaestinensis (soit 3 lignées x 8 

https://www.thermofisher.com/fr/fr/home/references/ambion-tech-support/rna-tools-and-calculators/dna-and-rna-molecular-weights-and-conversions.html
https://www.thermofisher.com/fr/fr/home/references/ambion-tech-support/rna-tools-and-calculators/dna-and-rna-molecular-weights-and-conversions.html
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âges x 20 individus x 3 replicats x 3 gènes) et 2835 pour C.tujafilina (soit 3 lignées x 7 âges x 

15 individus x 3 replicats x 3 gènes) l’ensemble sur des plaques PCR 384 puits. 

Nous avons calculé une valeur Ct pour chaque individu en calculant la valeur Ct moyenne 

des trois réplicats techniques puis, si celles-ci étaient cohérentes entre elles. La densité des 

symbiotes a été obtenue comme mesure du nombre de copies du gène cible sélectionné en 

utilisant les valeurs Ct obtenues pour chaque échantillon par rapport à la courbe standard 

produite pour chaque gène cible.  

Pour cela nous avons d’abord estimé l’efficacité de l'amplification des amorces (reporté 

Tab 3) avec l’équation de la courbe des standards : 

𝐶𝑡 =
𝐿𝑜𝑔(𝑁𝐶)

𝐿𝑜𝑔(𝐸)
− 

𝐿𝑜𝑔(𝑁0)

𝐿𝑜𝑔(𝐸)
 

Soit :   

𝐸 = (
𝑁𝐶

𝑁0
)

1
𝐶𝑡 

E étant l’efficacité de la PCR. 𝑁𝐶 est le nombre de produit PCR présent au Ct (Cycle 

Threshold) et 𝑁0 est le nombre de copie de du vecteur + amplicon dans la solution de départ.  

Nous avons ensuite utilisé l’équation de la courbe standard pour déterminer le nombre de 

copies absolues de nos échantillons. L'abondance (ou le titre de symbiote) est définie ici comme 

le rapport entre le nombre de gènes à copie unique du symbiote et le nombre de gènes à copie 

unique de puceron, et constitue donc une estimation du nombre de génomes de symbiote par 

rapport au nombre de cellules hôtes dans un échantillon. Le calcul de ce ratio nous permet 

d’obtenir une abondance normalisée et donc de se détacher de potentiels biais pouvant venir de 

la taille de l’individu ou de la qualité de l’extraction d’ADN. L’ensemble du traitement des 

données sortie de l’appareil qPCR a été autommatisé par script R studio (R Core Team, 2022). 

Analyses 

 Une fois le log No calculé pour chaque gène, nous avons estimé des « densités » de 

bactéries, en calculant les ratio (logNo Buchnera)/(logNo pucerons) et (logNo Serratia)/(logNo 

pucerons) pour chaque échantillon. Ainsi les estimations du No des deux bactéries sont 

normalisées avec les No du puceron, ceci afin de bien mesurer un effet « stade de 
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développement » et non un effet de la variation de tailles et du nombre de cellules du puceron 

extrait.  

Microscopie à hybridation in situ par fluorescence 

Nous avons étudié la localisation et la morphologie des symbiotes chez des individus des 

trois espèces. Ceux-ci ont d'abord été fixés lors de la collecte sur le terrain dans un fixateur de 

Carnoy modifié (6 chloroforme : 3 éthanol absolu : 1 acide acétique glacial) et laissés pendant 

la nuit, en suivant le protocole de (Koga et al., 2009). Les individus ont ensuite été blanchis 

dans une solution de 6% de H2O2 diluée dans de l'éthanol absolu et ont été laissés dans cette 

solution pendant 2 semaines (en changeant la solution tous les 3 jours), puis lavés deux fois 

avec de l'éthanol absolu. Ils ont ensuite été disséqués dans de l'éthanol absolu pour extraire les 

embryons. L'hybridation a été réalisée pendant une nuit à 30 °C dans un tampon d'hybridation 

standard (20mM Tris-HCl [pH 8,0], 0,9M NaCl, 0,01% SDS et 30% formamide), puis lavée 

(20mM Tris-HCl [pH 8,0], 5 mM EDTA, 0,1M NaCl et 0,01% SDS) avant la préparation des 

lames (Manzano-Marı́n et al., 2020b). Les embryons d'un maximum de 10 individus ont été 

observés sous un microscope confocal. Nous avons utilisé des sondes spécifiques compétitives 

pour les symbiotes Buchnera et Serratia dans Cinara (Table 4). Les images au format TIFF ont 

été exportées à l'aide de la suite d'applications X de Leica. Les images exportées ont été 

importées dans Inkscape v0.92.4 pour construire les figures publiées. 

 

Table 4 : Liste des amorces utilisées pour la microscopie à hybridation in situ par fluorescence. 

Espèce hôte Bactérie Sonde Séquence Référence 

C. tujafilina Buchnera BLach-2x6-FAM 
5'-2x6-FAM-

CCCGTTYGCCGCTCGCCGTCA-3' 

(Manzano-Marín et al., 

2017) 

C. tujafilina Serratia Ssym-Cy3 5'-Cy3-CTCGTCACCCAGAGAGCA-3' 
(Manzano-Marín et al., 

2017) 

C.palaestinensis Buchnera BLach-FITC 
5'-FITC-

CCCGTTCGCCGCTCGCCGGCA-FITC-3' 

(Manzano-Marín et al., 

2017) 

C.palaestinensis Serratia SeJR5Cinara-Cy3 
5'-Cy3-CCGTYCGCCGCTCGTCACC-

Cy3-3' 
Cette etude 

C. 

cuneomaculata 
Buchnera BLach-FITC 

5′FITC-CCCGTTYGCCGCTCGCCGTCA-

FITC-3′ 

(Manzano-Marín et al., 

2017) 

C. 

Cuneomaculata 
Erwinia ErCinara-Cy3 5′Cy3-CCCGTTCGCCACTCGTCGBCA-3′ 

(Manzano-Marı́n et al., 

2020b) 
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III. Résultats 

Quantification de la densité en symbiote dans les espèces de Cinara 

Les résultats obtenus montrent tout d’abord l’existence d’une grande variabilité 

interindividuelle de la quantité de symbiotes que ce soit en quantité absolue ou relative au 

nombre de cellules hôtes. Pour C. palaestinensis nos résultats montrent une dynamique de 

Serratia et de Buchnera similaire, on peut remarquer une plus grande proportion de Serratia 

entre 6 et 14 jours de développement ce qui correspond au stade de développement Larve 3 et 

4 ainsi que jeunes adultes (Figures 3 et 4).  

Les résultats obtenus pour C. tujafilina montrent une dynamique de Serratia et de 

Buchnera différente, avec une dynamique stable de Buchnera alors que la densité de Serratia 

augmente tout au long de la vie de l’hôte. On peut remarquer une plus grande densité de Serratia 

dès le troisième jour de développement soit au stade larvaire 2 avec un écart de densité de 

symbiotes qui augmente jusqu’à l’âge adulte (Figures 5 et 6).  
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Figure 3 : Boxplot de la densité absolue en nombre de copie de gène bactérien et hôte, de Serratia (bleu), Buchnera 

(vert) et hôte (rouge) (quantifié via qPCR des gènes monocopies gyrB pour les symbiotes et ef1-alpha pour l’hôte) 

en fonction de l’âge de C. palaestinensis. Chaque point correspond à un individu. 

 

 

Figure 4 : Boxplot de la densité (en nombre de copie de gène bactérien par copie de gène hôte) de Serratia (bleu) 

et Buchnera (rouge) (quantifié via qPCR des gènes monocopies gyrB pour les symbiotes et ef1-alpha pour l’hôte) 

en fonction de l’âge de C. palaestinensis Chaque point correspond à un individu. 
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Figure 5 : Boxplot de la densité absolue en nombre de copie de gêne bactérien et hôte, de Serratia (bleu), Buchnera 

(vert) et hôte (rouge) (quantifié via qPCR des gènes monocopies gyrB pour les symbiotes et ef1-alpha pour l’hôte) 

en fonction de l’âge de C. tujafilina Chaque point correspond à un individu. 

 

 

Figure 6 : Boxplot de la densité (en nombre de copie de gêne bactérien par copie de gènes hôte) de Serratia (bleu) 

et Buchnera (rouge) (quantifié via qPCR des gènes monocopies gyrB pour les symbiotes et ef1-alpha pour l’hôte) 

en fonction de l’âge de C. tujafilina Chaque point correspond à un individu. 
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Localisation des co-symbiotes dans les espèces de Cinara 

Les microscopies par FISH ont révélé que Serratia symbiotica chez C. palaestinensis sont 

dans des bactériocytes indépendants des bactériocytes de Buchnera (Figure 7). De précédentes 

observations sur C. tujafilina ont révélé la présence de Serratia localisées hors des bactériocytes 

à la périphérie des bactériocytes de Buchnera, et celles-ci ont la particularité d’être 

bacilliformes (Manzano-Marín et al., 2017) (Figure 7). Quant à C. cuneomaculata, les FISH 

ont révélé la présence de Erwinia localisée dans des bactériocytes indépendants des 

bactériocytes de Buchnera (Manzano-Marı́n et al., 2020b) (Figure 7). De plus, les Serratia de 

C. palaestinensis et Erwinia de C. cuneomaculata présentent également une forme de cellule 

coccoïde plus petite que les cellules de Buchnera, comme décrit précédemment dans les 

endosymbiotes d'autres espèces de de pucerons avec un génome de symbiote fortement réduit 

(Manzano-Marín et al., 2017). 

Figure 7: Images microscopiques FISH fusionnées d'embryons de pucerons provenant de pucerons Cinara 

sélectionnés. Le signal de Serratia et Erwinia est indiqué en rouge, celui de Buchnera en vert pour C. 

palaestinensis et C. cuneomaculata et en bleu pour C. tujafilina. Le DAPI (qui colore l'ADN et met en évidence 

les noyaux de l'hôte) est visible en bleu pour C. palaestinensis et C. cuneomaculata. Le nom scientifique de chaque 

espèce est indiqué en haut de chaque panneau et le code couleur de chaque sonde fluorescente et de son groupe 

cible est indiqué dans chaque cadre. Les FISH de C. tujafilina et C. cuneomaculata proviennent respectivement 

de Manzano-Marín et al., 2017 ; Manzano-Marı́n et al., 2020. 
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IV. Discussion 

Dans le système di-symbiotique des Cinara, il semble y avoir une régulation de Buchnera 

dans les deux espèces que nous avons étudié avec une densité de symbiotes relativement stable 

au cours du développement. Dans le cas de C. palaestinensis, on observe une diminution en fin 

de vie rappelant la dynamique de Buchnera observée chez le puceron du pois (Simonet et al., 

2016a). Pour ce qui est des co-symbiotes Serratia symbiotica présents chez la majorité des 

Cinara, nous avons montré l’existence de dynamiques symbiotiques différentes chez les deux 

espèces étudiées. Pour la première, C. palaestinensis, abritant une Serratia anciennement 

acquise et intracellulaire (voir chapitre II), la dynamique observée est parallèle à celle de 

Buchnera suggérant une régulation fine de la bactérie. Le même phénomène a été observé au 

cours du développement pour le système di-symbiotique de Diaphorina citri (Hemiptera, 

Liviidae) abritant Carsonella et Profftella comme symbiotes obligatoires (Dossi et al., 2014). 

Les fluctuations similaires de la densité des deux symbiotes suggèrent un ajustement continuel 

de leur nombre au fur et à mesure du développement de l'hôte selon les besoins métaboliques. 

Dans ce cas, Buchnera et Serratia agissent comme des partenaires syntrophiques et sont 

responsables de la biosynthèse des composés requis pour soutenir la croissance et le 

développement de l'hôte (Sloan and Moran, 2012; Wilkinson et al., 2007).  

En revanche, pour la deuxième espèce, C. tujafilina, abritant une Serratia récemment 

acquise et extracellulaire, la dynamique observée est différente de celle de Buchnera avec une 

augmentation de la population de symbiotes tout au long de la vie de l’hôte suggérant alors une 

faible régulation par l’hôte. La croissance continue de Serratia pourrait être attribuée à leur 

tolérance/échappement au système immunitaire de l'hôte, comme cela a été suggéré pour 

d'autres complexes symbiote-hôte (Login and Heddi, 2013; Ratzka et al., 2012; Rio et al., 

2006). Mais, elle pourrait également être due à des niveaux d'interactions différents avec leur 

hôte en raison de l'histoire évolutive de leur association avec l'hôte et des interactions entre 

symbiotes. En effet, Buchnera, le symbiote le plus ancien, dispose de taux de croissance plus 

faibles que Serratia acquis récemment qui lui se développe à un rythme rapide. Ces résultats 

sont donc en accord avec notre hypothèse 2 puisque nous observons une régulation moins 

efficace de la lignée de Serratia récemment acquise. Néanmoins, l’absence de résultats pour la 

lignée de co-symbiote Erwinia, ne permet pas de conclure quant à l’existence d’une dynamique 

symbiotique finement régulée chez les co-symbiotes anciens tel qu’observé chez C. 

palaestinensis. De plus, l’effet de la présence de co-symbiotes appartenant à une lignée 

différente reste à élucider. 
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Les premiers résultats suggèrent tout de même que le puceron contrôle moins bien un 

nouveau partenaire qui est généralement à la périphérie des bactériocytes. Cela parait cohérent 

avec ce que l’on sait des mécanismes de régulation de la densité de Buchnera par le puceron du 

pois. Chez celui-ci, la dynamique intra-hôte a été décrite comme un processus activé 

progressivement tout au long de l'âge adulte du puceron et se caractérise par : 1) une 

accumulation cytoplasmique de vacuoles non autophagiques, 2) une séquence de réponses au 

stress cellulaire avec formation d'autophagosomes dans les espaces inter-vacuolaires et 

activation de dérivés réactifs de l'oxygène et 3) une dégradation de Buchnera par le système 

lysosomal. On peut alors se demander si ces processus de régulation sont les mêmes pour 

Serratia, ce qui expliquerait la différence de régulation que nous observons entre nos deux 

lignées. Ainsi, même si il a été montré dans d’autres systèmes que la régulation symbiotique 

peut être faite via les défenses immunitaires innés de l’hôte (Login et al., 2011b; Login and 

Heddi, 2013; Ratzka et al., 2012; Weiss et al., 2012), la compartimentation dans des 

bactériocytes joue probablement un rôle important pour la régulation des co-symbiotes des 

Cinara, comme observé dans la plupart des systèmes symbiotiques (Chomicki et al., 2020). 

Celle-ci permet par exemple de réguler les services rendus par les symbiotes en fonction des 

besoins de l’hôte par la régulation de l’expression des gènes du symbiote ou la provision en 

substrats nécessaires aux réactions métaboliques réalisées par les symbiotes (Macdonald et al., 

2011; Pers and Hansen, 2021). 

Cependant afin de confirmer nos résultats, il sera nécessaire d’effectuer des mesures 

absolues du nombre de bactéries (par exemple par cytométrie de flux et suivi par FISH). En 

effet, de précédentes études ont montré que les bactéries endosymbiotiques chez les pucerons 

sont fortement polyploïdes (Komaki and Ishikawa, 1999) et que le nombre de copies de génome 

varie au cours du développement de l’hôte (Komaki and Ishikawa, 2000). Il nous est donc 

difficile d’évaluer le nombre de bactéries au cours du temps via qPCR, or, les mécanismes de 

régulation de symbiote décrit à ce jour agissent sur le nombre de bactérie et du bactériocyte et 

non sur la ploïdie.  

Afin de vérifier l’existence d’une régulation en fonction des besoins du puceron, de 

futures recherches consisteront à élever des pucerons sur milieu artificiel suppléé et/ou privé 

des nutriments apportés par les symbiotes, afin de tester si le puceron ajuste sa quantité de 

symbiotes en fonction de sa nutrition. Ceci a été démontré pour Buchnera par des 

expérimentations sur le puceron du pois en réponse à une manipulation du contenu en acides 

aminés du régime alimentaire (Colella et al., 2018; Viñuelas et al., 2011), et en réponse à une 
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manipulation des apports en azote (Wilkinson et al., 2007). Dans d’autres modèles tels que la 

mouche tsétsé, des expérimentations similaires ont également démontré la présence d’une 

régulation des symbiotes en fonction de l’apport en thiamine (Snyder et al., 2012, 2010). En 

parallèle, une meilleure connaissance des besoins au cours du développement pourrait 

également amener à mieux comprendre ces dynamiques. Notamment par des analyses de la 

composition de l’alimentation des pucerons via stylectomie qui permet de récupérer le phloème 

ingéré par les pucerons afin d’analyser son contenu (Gaupels et al., 2008a, 2008b).  

Néanmoins, tester si in fine le contrôle de la densité des symbiotes améliore réellement 

la valeur sélective de l’insecte hôte est difficile compte tenu de la difficulté de prédire la densité 

de symbiotes optimale en fonction des besoins de l’insecte et surtout du manque de 

connaissances quant aux besoins de l’hôte. Le genre Cinara utilisé dans cette étude semble 

cependant être un modèle prometteur pour mener à bien des tests et des analyses comparatives 

de la régulation des symbiotes puisque ce groupe dispose d’une grande diversité de co-

symbiotes aux âges d’acquisitions différents, aux fonctions potentiellement variables ainsi 

qu’aux structures différentes. 
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Chapitre 4 

The protector within: Comparative genomics of 

APSE phages across aphids reveals rampant 

recombination and diverse toxin arsenals 
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Contexte de l’étude 

Les données de séquençage disponibles ont également révélé la présence de génomes de 

bactériophages chez certaines espèces de pucerons du genre Cinara. Les données sur la 

diversité de ces virus chez les bactéries endosymbiotiques et leur rôle dans leur histoire 

évolutive étant rares, nous avons également effectué une étude phylogénomique sur ces phages. 

Les bactériophages sont des virus qui infectent et se répliquent dans les bactéries, ils présentent 

des génomes très dynamiques (Dion et al., 2011). Les APSEs (pour Acyrthosiphon pisum 

secondary endosymbiont) sont un type de phage qui ont été décrits dans un premier temps chez 

les endosymbiotes de A. pisum (van der Wilk et al., 1999). Par la suite, ce phage a été trouvé 

associé à la bactérie endosymbiotique Hamiltonella defensa présente chez plusieurs espèces 

d'hémiptères. Dans le cas des pucerons, il est admis que les gènes de toxines portés par ce phage 

confèrent un phénotype protecteur contre les guêpes parasitoïdes (Brandt et al., 2017; Oliver et 

al., 2009). L'analyse microscopique et le séquençage de plusieurs génomes de ce phage ont 

montré qu’il en existe plusieurs types (7 décrits aujourd’hui) (Degnan and Moran, 2008; Moran 

et al., 2005). Parmi ces différents types d’APSE, des études ont montré l’existence de 

différences dans le niveau de protection selon l’association d'espèces / génotypes de pucerons 

et de combinaisons Hamiltonella-APSE (Asplen et al., 2014; Hopper et al., 2018; Lenhart and 

White, 2017; Leybourne et al., 2020).  

Afin d’élargir nos connaissances sur la diversité des phages APSEs chez les espèces de 

pucerons, nous avons assemblé et annoté les génomes complets de 16 phages APSE qui 

infectent les endosymbiotes de Hamiltonella dans 10 espèces d'insectes, dont plusieurs 

pucerons et Bemisia tabaci (Manzano-Marin). Nous avons effectué des analyses 

phylogénétiques sur Hamiltonella et ses phages APSE associés afin de comprendre la diversité 

et la trajectoire évolutive de ce phage défensif. Par le biais de la génomique comparative, nous 

avons étudié le réarrangement du génome des APSE (génome de 35kb environ comportant 34 

à 42 gènes codants) et regardé plus spécifiquement l'évolution de la cassette de toxines  
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Discussion générale  
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Les systèmes multi-symbiotiques ont émergé à de multiples reprises au sein des 

arthropodes et leur récente étude a permis de mettre en évidence une grande diversité et 

complexité de ces systèmes. Dans le genre Cinara plusieurs co-symbiotes ont été décrits 

(Lamelas et al., 2011a; Manzano-Marı́n et al., 2020a; Meseguer et al., 2017) et ces études ont 

mis en évidence la prédominance de la bactérie Serratia symbiotica comme co-symbiote 

associé au symbiote primaire Buchnera aphidicola. Cependant, aucun scénario n’existait pour 

retracer l’histoire de cette association. C’est pourquoi, dans ce travail de thèse nous avons 

essayé de reconstruire l’histoire évolutive de l’association de Serratia avec Buchnera et le 

puceron hôte. A travers nos travaux nous avons voulu décrire comment évolue une symbiose à 

partenaires multiples et ce à l’échelle de leurs génomes mais aussi de leur localisation et 

régulation au sein de l’hôte. 

Une histoire évolutive complexe 

De multiples acquisitions 

Serratia symbiotica est présente comme co-symbiote obligatoire dans plusieurs sous-

familles d'Aphididae (Manzano-marin, 2022; Monnin et al., 2020) et plus particulièrement dans 

le genre Cinara (Lachninae) (Meseguer et al., 2017), dans lesquelles elle forme alors un 

système di-symbiotique avec le symbiote primaire Buchnera aphidicola. Au fil des différentes 

études sur ces systèmes symbiotiques particuliers, différentes souches de Serratia ont été mises 

en évidence chez les Cinara. En décrivant ces différentes lignées de Serratia, nous avons 

observé que plusieurs d’entre elles avaient des caractéristiques différentes. Tout d’abord leurs 

génomes varient en taille du simple au double (1.1Mb à 2.5Mb) et elles ont des taux de G-C 

variant de l’attendu de 50% à des taux relativement faibles de 30%. Mais ces symbiotes varient 

également au niveau de leurs caractéristiques cellulaires avec des localisations intra ou extra-

cellulaires, des formes coccoïdes ou baciliformes et des tailles variables. (Manzano-Marín, 

Simon, et Latorre 2016; Meseguer et al. 2017; Lamelas et al. 2011; Manzano-Marín et Latorre 

2016; chapitre 1 et 2). Ces résultats reflètent des associations obligatoires de plus ou moins long 

terme avec leurs pucerons hôtes (Moran et al., 2008b). Les analyses phylogénomiques utilisant 

les génomes mitochondriaux des pucerons et les génomes entiers de Buchnera et Serratia ont 

permis de confirmer que Buchnera s’est diversifié parallèlement avec les Cinara dans certaines 

lignées ; mais aussi pour la première fois que plusieurs acquisitions indépendantes plus ou 
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moins récentes de lignées distinctes de Serratia symbiotica ont eu lieu au sein des Cinara. Ainsi, 

l’histoire évolutive de l’association des Cinara et de leur co-symbiote semble bien plus 

complexe et dynamique que ce que l’on pensait. En effet, plusieurs souches de bactéries 

différentes présentes comme co-symbiotes avait déjà été observées par (Meseguer et al 2017) 

et nous venons de montrer que même les hôtes disposant de la même bactérie co-symbiotique 

peuvent l’avoir obtenue via des acquisitions indépendantes d’âges différents. Néanmoins, le 

nombre exacte d’acquisitions de Serratia reste difficile à déterminer et nécessitera dans l’avenir 

un échantillonnage plus important dans certains groupes de Cinara pour lesquels l’origine de 

l’acquisition reste incertaine. Par ailleurs, les données existantes dans une autre sous-famille de 

pucerons, les Chaitophorinae, chez lesquels trois espèces au moins sont associées à Serratia 

symbiotica de manière obligatoire (Manzano-marin, 2022; Monnin et al., 2020; Renoz et al., 

2022) ou à l’échelle des Lachninae (Meseguer et al., 2017), suggèrent que l’histoire de Serratia 

symbiotica, comme nouveau partenaire obligatoire complémentant Buchnera, est emprunte 

d’acquisitions et de pertes successives, Cette complexité de l’histoire évolutive de l’association 

avec des co-symbiotes n’est pas exceptionnelle puisque des résultats similaires d'instabilité des 

systèmes di-symbiotiques ont été observés dans plusieurs clades d’insectes et notamment chez 

les hémiptères (Dial et al., 2022; Husnik and McCutcheon, 2016; Koga et al., 2013; 

Rosenblueth et al., 2012; Szabó et al., 2017; Elena R. Toenshoff et al., 2012; Urban and Cryan, 

2012).  

Et de la co-spéciation 

Une des acquisitions indépendantes de Serratia que nous avons décrites a eu lieu dans un 

clade (clade A) pour lequel nous avons montré une diversification parallèle de l’hôte et de ses 

deux symbiotes. Ce patron de co-spéciation soutenu par les analyses phylogénomiques, la 

synténie et l’observation de taille de génome et de taux de GC homogènes et faibles semble 

provenir d’une acquisition relativement ancienne de Serratia symbiotica, il y a 25 Ma. 

L’existence de cette co-spéciation dans une symbiose à trois partenaires n’est pas 

exceptionnelle chez les Cinara puisque Manzano-Marı́n et al. (2020) avais déjà décrit une co-

spéciation du même type avec le co-symbiote Erwinia et Buchnera. C’est aussi le cas chez 

d’autres hémiptères comme les Cicadelles (Vasquez and Bennett, 2022). Cependant, nous 

avons décrit pour la première fois un système dans lequel la vitesse d’évolution de chacun des 

trois partenaires est corrélée et où l’ensemble des gènes des deux bactéries évoluent sous une 

forte pression de sélection purifiante, à la même vitesse. Cette découverte suggère que chacun 

des symbiotes est soumis à des évènements démographiques similaires au cours de la vie de 
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leur hôte et lors de leur transmission. Cette hypothèse est corroborée pour une espèce de ce 

clade pour laquelle nos analyses de quantification bactérienne ont montré une dynamique 

populationnelle similaire entre Buchnera et Serratia au cours du développement du puceron. 

De prochaines expériences seront cependant nécessaires afin de vérifier si les évènements 

démographiques subis par les deux symbiotes sont les mêmes lors de leur transmission à la 

descendance. 

Pourquoi une telle dynamique et pourquoi Serratia symbiotica ? 

La raison de la présence simultanée chez les Cinara de systèmes di-symbiotiques stables 

se diversifiant par co-spéciation et de multiples remplacements de co-symbiotes reste à 

découvrir. En effet, plusieurs hypothèses peuvent être faites impliquant le rôle nutritionnel des 

symbiotes, la compétition intra-hôte entre les bactéries ou encore un avantage évolutif autre que 

nutritionnel apporté par le symbiote pour son hôte. 

Toutes les symbioses multipartenaires décrites chez les pucerons se sont révélées 

permettre la complémentation des pertes de fonctions de Buchnera. C’est le cas chez les Cinara 

et d’autres espèces étudiées précédemment ou parallèlement à cette thèse (Lamelas et al., 

2011a; Manzano-marin, 2022; Manzano-Marín et al., 2018, 2016; Manzano-Marín and Latorre, 

2016; Meseguer et al., 2017; Renoz et al., 2022) et nous l’avons également  mis en évidence 

pour l’ensemble des espèces du clade A (chapitre 2). Pour l’ensemble de ces espèces, Serratia 

symbiotica permet principalement la synthèse de vitamine B (Biotine et Riboflavine), ces gènes 

ayant été perdus par Buchnera. Les Cinara ne sont pas une exception puisque la plupart des 

symbioses à partenaires multiples décrites à ce jour sont elles aussi nutritionnelles (Buysse et 

al., 2021; Dial et al., 2022; Douglas, 2016; Duron and Gottlieb, 2020). Mais quels sont les 

facteurs qui favorisent la fixation de Serratia symbiotica dans les populations de pucerons hôtes 

(et parfois son remplacement dans certaines lignées) ?  

Un avantage évolutif pour l’hôte 

Une hypothèse serait que cette nouvelle bactérie apporte de nouvelles compétences à ses 

hôtes et la dynamique observée serait donc le résultat de la sélection sur l’hôte. Cette 

compétence pourrait être nutritionnelle et l’acquisition d’un nouveau co-symbiote par l’hôte lui 

procurerait un avantage évolutif pour s’alimenter sur certains substrats. Meseguer et al (2017) 

ont exploré cette hypothèse en analysant s’il existait une corrélation entre l’identité 

taxonomique du co-symbiote et le genre de plante hôte du puceron ou l’organe attaqué sur la 
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plante. Cette analyse n’a pas montré de lien significatif entre co-symbiote et genre de plante 

hôte. Les analyses des génomes d’Erwinia haradae associées à un clade de Cianara, ont par 

contre montré que celles-ci pouvaient synthétiser la Thiamine (Manzano-Marı́n et al., 2020a), 

une compétence métabolique absente de la plupart des génomes de Buchnera. En effet, seules 

les Buchnera associés à deux autres genres de pucerons se nourrissant sur conifères 

(Neophyllaphis et Mindarus) peuvent synthétiser la Thiamine (Manzano-Marin et al. 2022). 

Nos analyses génomiques au sein du clade A (Chapitre 2) montrent élégamment que Serratia 

symbiota peut synthétiser cette vitamine. Par contraste, Serratia symbiotica, associée à 

Tuberolachnus salignus (se nourrissant sur chêne) n’a pas cette compétence (Manzano-Marín 

et al., 2016). On peut donc émettre l’hypothèse que cette « nouvelle » compétence (apportée 

par Serratia dans un clade Cinara et par Erwinia dans un autre) a peut-être permis la fixation 

de ces bactéries chez les espèces de pucerons se nourrissant sur conifères.  

Pour vérifier l’hypothèse selon laquelle les nouveaux symbiotes peuvent augmenter les 

capacités métaboliques de leurs hôtes (et pas seulement compléter celles apportées par 

Buchnera), il serait nécessaire d’annoter tous les génomes de Serratia symbiotica disponibles 

chez les pucerons (ainsi que ceux des autres endosymbiotes obligatoires) afin de prendre en 

compte les capacités métaboliques de chaque co-symbiote. Dans la plupart des études sur les 

systèmes di-symbiotiques chez les pucerons, les génomes des co-symbiotes sont partiellement 

annotés (Monnin et al., 2020; Renoz et al., 2022; Yorimoto et al., 2022) pour vérifier la présence 

des gènes comblant les déficiences de Buchnera, mais les nouvelles capacités des co-symbiotes 

sont insuffisamment explorées. D’autre part, la composition exacte de l’alimentation des 

pucerons dans ce genre n’a pas été étudiée, il pourrait exister des différences dans la 

composition de la sève élaborée que le puceron ingère. Il n’existe pas non plus d’études 

comparative de la composition de la sève des conifères et des angiospermes, la seule étude 

récente dans ce domaine compare les contenus en sucres et non la présence d’acides aminés et 

de vitamines (Gallinger and Gross, 2018). Des études complémentaires consisteraient donc à 

comparer de façon précise : capacités métaboliques du co-symbiote et composition du phloème. 

Les co-symbiotes pourraient également apporter un avantage évolutif non nutritionnel, 

leur fixation dans les populations et leur dynamique à long terme pourraient être le résultat de 

la sélection sur des traits autres que la nutrition. De précédents travaux sur des Serratia 

symbiotica facultatives ont mis en évidence que leur présence augmentait la résistance aux 

chocs thermiques de l’hôte (Burke et al., 2010; Montllor et al., 2002). Ainsi on peut supposer 

que les pucerons porteurs de cette bactérie soient avantagés dans certaines conditions 
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environnementales et que Serratia symbotica puisse être fixée dans les populations 

correspondantes. Lors de la perte de certaines gènes essentiels chez le symbiote primaire 

Buchnera, Serratia symbiotica pourrait alors combler les déficits de Buchnera. Il est difficile 

cependant de comprendre pourquoi cette Serratia symbiotica, dans certains cas, serait 

remplacée par une nouvelle souche de la même espèce de bactérie (comme suggérée par nos 

analyses chapitre 1) ou un nouveau symbiote. Les avantages conférés par les symbiotes à leurs 

hôtes varient (Cass et al., 2016; Doremus et al., 2018; Polin et al., 2015) et la dynamique 

observée pourrait être le résultat de sélection sur diverses caractéristiques. En ce qui concerne 

Hamiltonella (chapitre 4), cette bactérie procure une défense contre les guêpes parasitoïdes 

conférée par les APSE (bacteriophages) (Lynn-Bell et al., 2019; Oliver and Higashi, 2019). 

L’analyse de ces APSE a révélé que leurs génomes sont hautement conservés, la plupart des 

variations étant localisées dans la cassette de la toxine protectrice. Il n’existe qu’une espèce de 

Cinara chez laquelle Hamiltonnella est potentiellement impliquée dans une symbiose 

obligatoire (Manzano-Marı́n et al., 2020a), mais les phages associés n’ont pas été décrits. De 

manière générale les phages sont encore peu décrits parmi les bactéries endosymbiotiques 

obligatoires. Il serait donc intéressant d’effectuer une recherche de phages plus exhaustive au 

sein des différents génomes de symbiotes présents chez les Cinara.  

Ou une compétition entre endosymbiotes bactériens 

Une hypothèse alternative expliquant l’histoire évolutive de cette association, consisterait 

non plus à l’apport d’un avantage évolutif du symbiote pour l’hôte, mais plutôt des 

remplacements via des mécanismes de sélection à l’échelle des populations bactériennes. En 

effet, plusieurs études ont mis en évidence chez les pucerons la présence de bactéries 

facultatives plus ou moins diverses selon l’espèce hôte (Manzano-marin, 2022; Zytynska and 

Weisser, 2016). Ainsi, plusieurs partenaires alternatifs sont potentiellement présents dans le 

« microbiote » de l’hôte. Compte tenu de l’ubiquité des fonctions perdues par Buchnera chez 

les bactéries libres ou facultatives, n’importe quelle bactérie présente avec « les bonnes » 

capacités métaboliques (Biotine et Riboflavine) pourrait remplacer le co-symbiote. De plus, 

l’existence de compétition intra-bactériocyte entre différentes lignées bactériennes a déjà été 

mise en évidence par l’étude de Perreau et al., (2021)  pour différentes souches de Buchnera. 

Ainsi, les remplacements successifs de co-symbiotes chez les Cinara pourrait provenir d’une 

compétition entre les bactéries présentes chez l’hôte. La perte de fonctions essentielles chez 

Buchnera, ouvrirait une niche écologique pouvant être remplie par n’importe quel symbiote 

présent et capable d’occuper cette niche. Si l’on accepte cette hypothèse, les patrons de co-
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spéciation durant de longues périodes pourraient en partie être le résultat d’une absence de 

compétition. La rareté de partenaires alternatifs (c’est-à-dire l’absence de bactéries secondaires 

alternative chez certains Cinara et/ou leur incapacité compétitive à remplacer l’ancien co-

symbiote) expliquerait la dynamique évolutive observée. Cette hypothèse s’accorde avec la 

présence majoritaire de Serratia symbiotica comme co-symbiote des pucerons puisque celle-ci 

est retrouvée comme symbiote facultatif dans un grand nombre d’espèces de pucerons (Burke 

et al., 2009; Pons et al., 2021; Zytynska and Weisser, 2016). 

Régulations de l’interaction hôte co-symbiote 

La régulation des symbiotes obligatoires par l’hôte parait primordiale pour lui permettre 

d’une part de minimiser les coûts de la symbiose et d’autre part de maximiser les bénéfices 

qu’il en retire et notamment la production des différents nutriments selon ses besoins au cours 

de son développement. Cette régulation, précédemment mise en évidence pour Buchnera chez 

le puceron du pois par Simonet et al., (2018, 2016) a aussi été observée dans nos analyses chez 

les Cinara. Cependant, cette régulation semble ne pas être présente ou du moins être différente 

selon l’espèce hôte. Les reconstructions phylogénomiques, la description des génomes et 

l’observation des bactéries et de leur localisation, semble indiquer que cette différence de 

régulation est corrélée à des différences entre les lignées de Serratia. En effet, les Serratia 

étudiées proviennent d’acquisitions indépendantes plus ou moins anciennes et disposent de 

génomes dont la taille et le taux de GC diffèrent. De plus, leur localisation pour l’une 

intracellulaire et pour l’autre extracellulaire suggère qu’il existe une importance particulière du 

passage à un mode de vie intracellulaire pour permettre la régulation du symbiote par l’hôte, ce 

qui est en accord avec les études montrant que la compartimentation des symbiotes est 

importante pour leur régulation (Chomicki et al., 2020).  

Afin d’approfondir les connaissances sur la régulation des co-symbiotes par l’hôte, de 

futures analyses utilisant des élevages de puceron sur des milieux artificiels déficients ou 

complémentés permettrons de vérifier si l’hôte peut contrôler sa densité de co-symbiotes selon 

ses besoins. En effet, une telle régulation a déjà été montré pour Buchnera (Colella et al., 2018; 

Viñuelas et al., 2011; Wilkinson et al., 2007) et dans d’autres modèles Hémiptères (Snyder et 

al., 2012, 2010). Nous pourrions ainsi manipuler le milieu en vitamines (produites par le co-

symbiote) ou en acides aminés (produits par Buchnera) et vérifier si les pucerons régulent leurs 

deux symbiotes en fonction de cette manipulation. 
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Réduction des génomes symbiotiques 

A travers nos résultats nous confirmons l’existence d'une convergence des génomes 

symbiotiques vers une forme réduite stable où seuls les gènes essentiels subsistent. En effet, 

hormis les souches de C. cembrae et C. tujafilina dérivant très vraisemblablement d’une 

acquisition très récente, la plupart des lignées de Serratia séquencées disposent malgré leurs 

acquisitions indépendantes de génomes réduits. Un des points marquants de nos analyses est le 

manque voire l’absence de certains intermédiaires entre les bactéries facultatives faiblement 

réduites et les co-symbiotes obligatoires montrant une longue histoire co-évolutive avec leurs 

hôtes et ayant un génome fortement réduit. De la même manière les études précédentes sur les 

Lachninae mais aussi sur d’autres groupes d’Hémiptères disposant de co-symbiotes ne 

décrivent pas ou peu de stades intermédiaires dans cette transition de mode de vie facultatif à 

obligatoire. Ensemble, ces données semblent indiquer que le processus d'érosion du génome 

lors de cette transition se produit rapidement dans la phase initiale après l'acquisition du co-

symbiote, ce qui expliquerait la difficulté que nous avons à le caractériser même à l'échelle des 

gènes. En effet, nos mesures des taux d’évolution du clade A des Cinara ne semblent pas 

montrer d’accélération et peu de pertes de gènes entre les différentes espèces, ce qui 

impliquerait que la réduction initiale du génome de Serratia symbiotica s’est produit avant la 

diversification de ce clade A. Cependant, les mécanismes impliqués dans cette réduction rapide 

sont inconnus. Les scénarii expliquant cette réduction (voir introduction) suggèrent que ce 

processus est entièrement dû à la dérive génétique (absence de sélection sur certaine gènes et 

effets démographiques) (Toft and Andersson, 2010). Mais il est également parfois suggéré que 

l’érosion génomique pourrait provenir d’une sélection par l’hôte sur les symbiotes plus petits, 

permettant une réduction des coûts de la symbiose et une plus grande stabilité (Ankrah et al., 

2018), mais aussi d’une sélection intra-hôte avec une compétition entre les symbiotes (Perreau 

et al., 2021). Une autre question qui reste en suspens est jusqu’à quelle limite continue la 

réduction des génomes symbiotiques ? En effet, si la première phase de réduction semble être 

rapide, nous avons aussi mis en évidence la perte de gènes des symbiotes entre les différentes 

espèces du clade A des Cinara ce qui indique que les génomes continuent leur érosion à un 

rythme plus lent. Cette perte de gènes continue pourrait être un des facteurs impliqués dans les 

remplacements de symbiote en rendant certains co-symbiotes incapables de complémenter 

Buchnera à long terme. 
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Conclusion 

L’ensemble des travaux effectués pendant cette thèse ont permis d’approfondir les 

connaissances et la compréhension générale de la symbiose multipartenaire chez les pucerons. 

Premièrement, nous avons confirmé la grande dynamique de ces systèmes symbiotiques dans 

lesquels de multiples remplacements se produisent, mais aussi des périodes de co-spéciation 

pendant plusieurs dizaines de millions d’années. Nous avons aussi montré qu’à chaque 

acquisition indépendante décrite il existe une convergence vers des génomes bactériens réduits. 

Cependant, les mécanismes à l’origine de cette instabilité restent difficiles à déterminer et 

paraissent surprenants en comparaison avec l’extrême stabilité de l’association avec le symbiote 

primaire Buchnera dans l’ensemble des pucerons. Deuxièmement, nous avons pu montrer pour 

la première fois l’existence d’une évolution parallèle entre chacun des partenaire d’une 

symbiose multipartenaire en mesurant leur taux d’évolution au cours de leur co-spéciation. 

Nous avons également proposé comme raison de cette évolution parallèle la présence de 

processus démographiques équivalents chez chacun des symbiotes. Finalement, ce travail 

confirme le rôle important de ces nouveaux symbiotes dans la complémentation du symbiote 

primaire Buchnera confortant l'idée que les mécanismes par lesquels les bactéries libres 

s'établissent comme partenaires obligatoires dans des endosymbioses multi-partenaires sont les 

mêmes chez les espèces Cinara avec des rôles très similaires à travers les lignées. En outre, ce 

travail souligne que le genre Cinara est un modèle d’étude d’intérêt pour l’étude des 

mécanismes impliqués dans la mise en place et l’évolution des symbioses à plusieurs 

partenaires de par la grande diversité de systèmes présents dans des espèces 

phylogénétiquement proches. 
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Table S1: Résumé des données génomiques utilisées. Mb= Mégabases. 

Classification des pucerons hôtes 
Buchnera associée Serratia associée 

Sous-famille Tribu Nom d’espèce 
Taille du 

génome (Mb) 
GC% génomique n° GenBank 

Taille du 
génome (Mb) 

GC% génomique n° GenBank 

Lachninae Eulachnini Eulachnus mediterraneus 0.420251 21.7         

Yersiniaceae   
Serratia marcescens souche 
Db11* 

      5.177725 59.5 NZ_HG326223.1 

Aphidinae Aphidini Aphis gossypii** 0.628098 25.4   3.191354 51.9   

Aphidinae Aphidini Aphis fabae** 0.634931 24.2   3.581747 52.1 CCES00000000.1 

Aphidinae Macrosiphini Acyrthosiphon pisum** 0.655725 26.4 BA000003.2 2.78922 52 AENX00000000.1 

Lachninae Lachnini Lachnus roboris 0.42432 20.7   0.712306 22.5   

Lachninae Eulachnini Tuberolachnus salignus 0.421426 21.6 LN890285.1 0.650317 20.9 LN890288.1 

Lachninae Eulachnini Cinara anelia 0.447517 24.2   1.548732 42.2   

Lachninae Eulachnini Cinara brauni 0.449249 25   1.129658 30.9   

Lachninae Eulachnini Cinara cedri 0.426561 20.4 CP000263.1 1.785389 29.2 CP002295.1 

Lachninae Eulachnini Cinara cembrae mongolica** 0.458493 25.8   2.907517 51.4   

Lachninae Eulachnini Cinara contortae 0.445934 25.9   1.130103 35   

Lachninae Eulachnini Cinara curtihirsuta** 0.433729 21.2   2.801016 51.7   

Lachninae Eulachnini Cinara edulis 0.441743 25.2   1.200872 34.6   

Lachninae Eulachnini Cinara formosana 0.445712 24.3   1.126283 28.4   

Lachninae Eulachnini Cinara fornacula 0.448244 28.1 LT667500.1 1.147624 32.2   

Lachninae Eulachnini Cinara gudaris 0.446616 24.7   1.101076 30.7   

Lachninae Eulachnini Cinara maghrebica 0.445319 26.5   1.109775 35.8   

Lachninae Eulachnini Cinara mariana 0.450741 27.7   1.183691 32.5   

Lachninae Eulachnini Cinara moketa 0.459159 24.2   1.551839 42.5   

Lachninae Eulachnini Cinara occidentalis 0.440589 23.2   1.079026 34.4   

Lachninae Eulachnini Cinara palaestinensis 0.445286 26   1.133647 35.5   

Lachninae Eulachnini Cinara pinea 0.448598 25.4   1.139137 30.2   

Lachninae Eulachnini Cinara pinimaritimae 0.448675 24.9   1.127874 31   

Lachninae Eulachnini Cinara pruinosa 0.455279 25.6   1.275538 33.5   

Lachninae Eulachnini Cinara schwarzii 0.454085 25.7   1.197744 35.4   

Lachninae Eulachnini Cinara strobi 0.440065 23.9   2.436813 40.3   

Lachninae Eulachnini Cinara tujafilina 0.444925 23 CP001817.1 2.500326 52.1 GCA_900002265.1 

Lachninae Eulachnini Cinara watanabei 0.444552 24.6   2.004754 41.9   

Lachninae Eulachnini Cinara confinis 0.443747 24   1.251054 26.2   

Lachninae Eulachnini Cinara obscura 0.448034 29.5   1.227235 31.4   

Lachninae Eulachnini Cinara pilicornis 0.452523 25.9   1.272682 32.8   

Lachninae Eulachnini Cinara ponderosa 0.443838 25.6   1.109917 34.9   

Lachninae Eulachnini Cinara todocola 0.429364 21.9   0.970484 32.5   

Lachninae Eulachnini Cinara cf costata 0.434665 21.2         

Lachninae Eulachnini Cinara coloradensis 0.435339 20.9         

Lachninae Eulachnini Cinara cuneomaculata 0.431261 23.6         

Lachninae Eulachnini Cinara curtihirsuta 0.433448 21.2         

Lachninae Eulachnini Cinara curvipes 0.434179 21.2         

Lachninae Eulachnini Cinara glabra 0.445575 25.3         

Lachninae Eulachnini Cinara juniperi 0.446614 23.5         

Lachninae Eulachnini Cinara kochi 0.434877 23.2         

Lachninae Eulachnini Cinara kochiana 0.433965 23.3         

Lachninae Eulachnini Cinara laricifoliae 0.437074 22.3         

Lachninae Eulachnini Cinara laricis 0.435435 22.8         

Lachninae Eulachnini Cinara piceae 0.435435 21.9         

Lachninae Eulachnini Cinara pseudotaxifoliae 0.447111 24.1 LT635893.1        

Lachninae Eulachnini 
Cinara pseudotsugae sensu 
Palmer 

0.446142 23.8         

Lachninae Eulachnini 
Cinara splendens 
pseudotsugae 

0.445035 23.9         

Lachninae Eulachnini Cinara splendens sensu Palmer 0.445737 23.6         

*Nom de la bactérie libre, pas d’hôte         

** Serratia facultative        
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Figure S1 : Phylogénie de Buchnera aphidicola reconstruite en Maximum de Vraisemblance (IQtree1.6.2). Les 

noms des espèces-hôtes (pucerons) sont indiqués aux feuilles. Les valeurs de soutien aux nœuds sont indiquées en 

pourcentages de bootstraps non-paramétriques. 

  



 

177 

 

Figure S2 : Phylogénie des Serratia symbiotica reconstruite en Maximum de Vraisemblance (IQtree1.6.2). Les 

noms des espèces-hôtes (pucerons) sont indiqués aux feuilles. Les valeurs de soutien aux nœuds sont indiquées en 

pourcentages de bootstraps non-paramétriques. Les Serratia facultatives sont représentées avec une étoile rouge 

et la libre avec une verte. 
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Figure S3 : Phylogénie de Buchnera aphidicola reconstruite par inférence Bayésienne (Phylobayes). Les noms 

des espèces-hôtes (pucerons) sont indiqués aux feuilles. Les probabilités postérieures en soutien aux nœuds sont 

indiquées. 
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Figure S4 : Phylogénie de Serratia symbiotica reconstruite par inférence Bayésienne (Phylobayes). Les noms des 

espèces-hôtes (pucerons) sont indiqués aux feuilles. Les probabilités postérieures en soutien aux nœuds sont 

indiquées. Les Serratia facultatives sont représentées avec une étoile rouge et la libre avec une verte. 
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Table S1 : Collection data and accession numbers for Cinara species analysed in this study 

Voucher ID Species Latitude Longitude Collection date Host plant 

ACDA2806 Cinara pruinosa 43.25833333 76.95638889 19_May_2010 Picea sp. 

ACDA2827 Cinara brauni 43.23416667 76.95000000 26_May_2010 Pinus nigra 

ACDA2836 Cinara pinimaritimae 43.75619888 -1.32882226 08_Jun_2010 Pinus pinaster 

ACDA2891 Cinara edulis 39.66666667 -106.83194444 06_Jul_2010 Pinus edulis 

ACDA2912 Cinara fornacula 37.51583333 -106.76916667 11_Jul_2010 Picea sp. 

ACDA2925 Cinara gudaris 43.77916667 3.54416667 13_Aug_2010 Pinus nigra var.salzmannii 

ACDA2971 Cinara schwarzii 34.19337800 -116.71914900 31_May_2011 Pinus ponderosa 

ACDA3032 Cinara pinea 48.08069800 -123.10309600 17_Jun_2011 Pinus contorta 

ACDA3046 Cinara mariana 47.73658100 -122.64060600 17_Jun_2011 Picea sp. 

ACDA3310 Cinara formosana 42.55998600 140.74579700 22_Aug_2012 Pinus sp 

ACDA3375 Cinara contortae 46.438109 -115.098486 16_Aug_2013 Pinus contorta 

ACDA3460 Cinara palaestinensis 34.890530 32.866229 16_Apr_2015 Pinus brutia 

ACDA3544 Cinara magrhebica 35.257500 6.351100 08_Jun_2013 Pinus halepensis 
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Table S2. Genomic features of sequenced Buchnera strains. Min.cov = minimum coverage observed in one contigs, G+C (%) = G+C content, NCDS = number of CDS, Ncontigs 

= number of contigs, conding P =conding proportion. G+C content and coding density was calculated from the chromosome. 
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contigs number 2 9 2 4 2 7 2 4 7 3 40 3 1 6.6 

genome size (Kbp) 451.0 464.5 455.2 454.3 454.6 457.9 456.8 454.1 453.9 455.5 456.0 457.3 460.0 456.2 

G+C content (%) 25.2 25.7 25.9 26 26.5 25 24.9 25.3 24.7 24.3 25.6 28.1 27.7 25.8 

CDS (chr 

+pLeu 

+pTrp) 

369 

+5 

+2 

370 

+5 

+4 
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+5 

+2 
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rRNA (23S,16S,5S) 1,1,1 1,1,1 1,1,1 1,1,1 1,1,1 1,1,1 1,1,1 1,1,1 1,1,1 1,1,1 1,1,1 1,1,1 1,1,1 1,1,1 

tRNA 31 31 31 31 31 31 31 31 31 31 31 31 31 31 

coding density (%) 85.5 84.2 85.3 85.0 85.0 84.7 85.0 84.7 85.3 84.9 84.2 84.0 84.1 84.8 

min. coverage 

(chr:pLeu:pTrp) 

53 

:15 

:80 

62 

:48 

:744 
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:29 

:201 

62 

:12 

:74 

31 

:12 

:150 
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:87 
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:30 

:300 

47 

:9 

:382 

63 

:20 

:530 

125 

:26 

:346 

100 

:23 

:268 

139 

:33 

:476 

NA 

:NA 

:NA 

81 

:22 

:303 
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Table S3. Genomic features of sequenced Serratia strains  Min.cov = minimum coverage observed in one contigs, G+C (%) = G+C content, NCDS = number of CDS, Ncontigs 

= number of contigs, conding P =conding proportion. G+C content and coding density was calculated from the chromosome. 

Serratia symbiotica 
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contigs number 7 5 4 5 3 2 2 2 2 2 7 2 NA 3.6 

genome size (Kbp) 1200.9 1197.7 1130.1 1133.6 1109.8 1129.7 1127.9 1139.1 1101.1 1126.3 1275.5 1147.6 1183.7 1154.1 

G+C content (%) 34.5 35.3 34.8 35.4 35.8 30.8 30.9 30.1 30.6 28.3 33.4 32.2 32.5 32.7 

CDS (chr) 674 681 663 661 643 653 654 656 654 640 671 652 631 656.4 

tRNA 34 34 34 35 34 34 34 34 34 34 35 35 35 34.3 

coding density (%) 56.3 56.9 57.9 57.6 57.7 58.0 58.2 57.7 58.8 57.4 52.3 55.7 53.7 56.8 

Min. coverage 

(chr) 
136 77 26 60 38 27 24 50 34 65 95 363 NA 139.4 
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Table S4: Summary of genomic data from NCBI used as outgroup. Mb= Megabases. Nb= Number. The numbers of CDS correspond to the outputs of Prodigals. The numbers 

of contigs correspond to the results of the assemblies. ** facultative Serratia 

   Buchnera Serratia 

sub-family Trib species 
genome 

size (Mb) 

% 

GC 

CDS 

Nb 

contig 

Nb 
accession Nb 

genome 

size (Mb) 
% GC 

CDS 

Nb 

contig 

Nb 
accession Nb 

Aphidinae Macrosiphini 
Acyrthosiphon 

pisum** 
0.655725 26.4 594 1 BA000003.2 2.78922 52 5742 600 AENX00000000.1 

Lachninae Eulachnini Cinara cedri 0.426561 20.4 380 8 CP000263.1 1.785389 29.3 757 4 CP002295.1 

Lachninae Eulachnini 
Cinara 

tujafilina 
0.444925 23 396 1 CP001817.1 2.500326 52.1 2924 22 GCA_900002265.1 
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Table S5 : Number and proportion of genes lost at least once during Serratia’s diversification in each Clusters of 

Orthologous Groups (COGs) functional categories (Tatusov et al., 2000). 

function COG 

NB 
genes 
lost at 
least 
once 

NB 
genes 
total 

% genes 
lost at 

least once 

RNA processing and modification X 2 2 100.0 

Chromatin structure and dynamics Z 2 2 100.0 

Energy production and conversion B 1 1 100.0 

Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning R 8 17 47.1 

Amino acid transport and metabolism S 5 12 41.7 

Nucleotide transport and metabolism E 13 35 37.1 

Carbohydrate transport and metabolism T 7 19 36.8 

Coenzyme transport and metabolism C 16 45 35.6 

Lipid transport and metabolism K 11 33 33.3 

Translation, ribosomal structure and biogenesis P 9 27 33.3 

Transcription D 8 27 29.6 

Replication, recombination and repair N 1 4 25.0 

Cell wall/membrane/envelope biogenesis L 11 46 23.9 

Cell motility F 8 35 22.9 

Post-translational modification, protein turnover, 
chaperones O 10 47 21.3 

Inorganic ion transport and metabolism M 14 72 19.4 

Secondary metabolites biosynthesis, transport, 
catabolism H 13 70 18.6 

General function prediction only G 4 27 14.8 

Function unknown V 1 7 14.3 

Signal transduction mechanisms U 1 14 7.1 

Intracellular trafficking, secretion, and vesicular 
transport I 2 33 6.1 

Defense mechanisms J 8 150 5.3 

Extracellular structures W 0 2 0.0 

Mobilome: prophages, transposons A 0 1 0.0 

Cytoskeleton Q 0 1 0.0 
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Figure S2 : Schematic representation of the branch correlation analysis. On the right part Serratia and Buchnera 

co-phylogeny. On the left part the correlation plot. 
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Figure S3 : Comparison of evolutionary rates of Serratia and Buchnera symbionts and their host Cinara. Top left 

correlation of branch distances in phylogenies of Serratia and Buchnera, inferred using MrBayes Bayesian 

analysis of CDS from each data set. Top right correlation of branch distance in phylogenies of Cinara 

mitochondrial genome and Buchnera, inferred using MrBayes Bayesian analysis of Buchnera CDS and 

mitochondrial genes data set. Bottom correlation of branch distance in phylogenies of Cinara mitochondrial 

genome and Serratia inferred using MrBayes Bayesian analysis of Serratia CDS and mitochondrial genes data 

set. (host-Buchnera : R =0.90, p = 7.1e-13; host-Serratia : R =0.77, p = 1.7e-8; Serratia-Buchnera : R =0.89, p 

= 8e-12) 
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Figure S4 : Intraspecific phylogenetic reconstruction by maximum-likelihood analysis of Serratia (right) and 

Buchnera (left) of Cinara mariana.
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Table S6 : Mutational patterns in genomes of Buchnera (up) and Serratia (Down) of 7 Cinara mariana. Nsyn. = number of non-synonymous SNPs, coding = coding sequences, 

Ncoding = non-coding sequences. 

Buchnera          

 lenght (pb) SNPs Nsyn. dN/dS SNPs/kb 
1pb 

indels 
2bp indels 

total 
indels 

indels/kb SNP/indels 

coding 369243 36320 11995 0.33 98.36 30 12 89 0.24 408.09 

Ncoding 78838 11374 NA NA 144.27 938 112 1146 14.54 9.92 

total 448081 47694 NA NA 106.44 968 124 1235 2.76 38.62 

 

Serratia          

 lenght (pb) SNPs Nsyn. dN/dS SNPs/kb 1pb indel 2bp indel 
total 

indels 
indels/kb SNP/indels 

coding 626723 44554 15051 0.34 71.09 41 15 88 0.14 506.3 

Ncoding 556968 84760 NA NA 152.18 14336 1865 24041 43.16 3.53 

total 1183691 129314 NA NA 109.25 14377 1880 24129 20.38 5.36 

  



 

193 

 

 

 

Table S7 : Mutational patterns in genomes of Buchnera (up) and Serratia (Down) of 7 Cinara fornacula. Nsyn. = number of non-synonymous SNPs, coding = coding sequences, 

Ncoding = non-coding sequences. 

Buchnera  

 length SNPs Nsyn. dn/ds SNPs/kb 1bp indels 2bp indels 
total 

indels 
indels/kb SNP/indel 

coding 370866 8587 2996 0.35 23.21 18 3 23 0.06 373.35 

Ncoding 76807 3465 NA NA 46.82 346 30 486 6.39 7.13 

total 447673 12052 NA NA 26.96 364 33 509 1.14 23.68 

 

Serratia  

 length SNPs Nsyn. dn/ds SNPs/kb 1bp indels 2bp indels 
total 

indels 
indels/kb SNP/indel 

coding 636090 10368 3936 0.38 16.30 27 3 58 0.09 178.76 

Ncoding 524728 20595 NA NA 39.30 2377 286 3408 6.50 6.04 

total 1160818 30963 NA NA 26.69 2404 289 3466 2.99 8.93 
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Table S8 : Substitution rates reported in the literature for the primary aphid symbiont, Buchnera aphidicola. For each study, the dataset and methods used to estimate these average substitution 

rates are indicated. Subst=substitutions, My= millions years, nb.=number. 

Study substitution rate (subst/site/My) data set Calibrations Methods 

Ochman et al. 1999 0.0082 
Genes : 16S rRNA on 2 strains of B. 
aphidicola 

Approximate date of divergence of 
the two lineages 

Estimation of the total number of 
substitutions on the 16S fragment 

Tamas et al. 2002 
0.0016 subst non syn. 
0.009-subst. Syn 

2 genomes of B. aphidicola (Schizaphis 
gramimum and Acyrtosiphon pisum), 
estimation on 348 orthologous genes 

Approximate date of divergence of 
the two lineages estimated at 50My 

Estimation of the total number of 
substitutions, relative to the size of the 
genomes and to 50My 

Gomez-Valero et al. 2007 0.0043-0.0067 
Calibration on 2 introns and 1 pseudogene of 
B. aphidicola associated to 5 Rhopalosiphum 
sp. , A. pisum and S.gramimum 

Divergence between Macrosiphini 
and Aphidini (between 50 and 70My 
ago) 

Estimation using a strict molecular clock 
with BEAST 

Moran et al. 2009 0.11 - 0.08 
9 genomes of B. aphidicola associated to A. 
pisum 

Date of introduction of the pea 
aphid in the USA (130 years 

Estimation of total number of 
substitutions / total tree length iny / 
genome size 

Perez-Brocal et al. 2011 
0.004- 0.007- subst non syn. 
0.0015-0.0018 subst. syn 

4 genomes of B. aphidicola (A. pisum, 
S.gramimum, C. cedri, B. pistacia), 348 to 
350 orthologours genes 

100My for aphids of different 
subfamilies; 50My for 
Macrosiphini/Aphidinii 

Estimation of nb. of substitutions 
between genome pairs/approximate 
divergence dates of genomes in My 

Clark et al. 1999 
0.00258 subst non syn. 
0.0143-subst. syn 

26 genes in 4 genomes of B. aphidicola, E. 
coli and S. typhimurin 

50-70My for Buchnera and 100-
150My for the other two 

Estimated nb. of substitutions between 
genome pairs 

Van Ham et al. 2002 
0.00072 subst non syn. 
0.0032 subst. syn 

3 genomes of B. aphidicola 50-70My 
Estimated nb. of substitutions between 
genome pairs  
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Annexes 3 : Matériel supplémentaire du 

chapitre 3 

  



 

197 

 

 

 
Figure S1 : Nombre d’individu de chaque stade observé chaque jour après la naissance pour l’espèce C. tujafilina. 

En bleu les stades 1, en orange les stades 2 en gris les stades 3 et en vert les adultes. 
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Figure S2 : Nombre d’individu de chaque stade observé chaque jour après la naissance pour l’espèce C. 

palaestinensis. En bleu les stades 1, en orange les stades 2 en gris les stades 3, en jaunes les stades 4 et en vert 

les adultes. 
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Figure S3 : Nombre d’individu de chaque stade observé chaque jour après la naissance pour l’espèce C. 

cuneomaculata. En bleu les stades 1, en orange les stades 2 en gris les stades 3, en jaunes les stades 4 et en vert 

les adultes. 
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Annexes 4 : Matériel supplémentaire du 

chapitre 4 
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Table S1. Collection data and accession numbers for hosts of novel APSE phages and those extracted from public databases. * was isolated from an unidentified symbiont. 

voucher 

ID/strain 
species latitude longitude 

collection 

date 
Host plant cox1 accession 

host/APSE 

accession 
citation (doi) 

2628 Cinara cuneomaculata 44.90333333 6.455555556 20-Aug-2008 Larix decidua 
KF694061.1 

(cob) 
LR794149.1 This study 

2671 Perophyllus testudinaceus 44.098404 7.506451 24-Jun-2009 Acer sp. NA LR794150.1 This study 

2801 Cinara confinis 43.6085968 3.873177528 07-May-2010 
Abies 

cephalonica 
    KF649386.1 LR794147.1 This study 

2836 Cinara pinimaritimae 43.75619888 -1.328822255 08-Jun-2010 Pinus pinaster 
KF694103.1 

(cob) 
LR794146.1 This study 

3046 Cinara sp. 45.426021 -117.269102 23-Jun-2011 Picea sp.     KF649515.1 TBA This study 

3293 Cinara watanabei 37.766208 128.611036 14-Aug-2012 Pinus sp. KP869229.1 LR794148.1 This study 

3692 Eriosoma grossulariae 43.87782 3.703014 03-Jun-2016 Ulmus sp. NA LR794152.1 This study 

3702 
Drepanosiphum 

platanoidis 
43.92628706 3.66216859 23-Jun-2016 Acer sp. NA LR794151.1 This study 

5AT Acyrthosiphon pisum NA NA 2000 NA NA CP001277.1 
10.1073/pnas.0900

194106 

NY26 Acyrthosiphon pisum NA NA NA NA NA CP017605.1 
10.1093/gbe/evy03

6 

5D Acyrthosiphon pisum NA NA NA NA NA CP021663.1 
10.1093/gbe/evz25

2 

ZA17 Acyrthosiphon pisum NA NA NA NA NA CP017613.1 
10.1093/gbe/evy03

6 

*APSE1 Acyrthosiphon pisum NA NA NA NA NA AF157835.1 
10.1006/viro.1999.

9902 

MI47 Acyrthosiphon pisum NA NA NA NA NA CP022932.1 NA 

AS3 Acyrthosiphon pisum NA NA NA NA NA CP017610.1 
10.1093/gbe/evy03

6 

MEAM1 Bemisia tabaci NA NA NA NA 
PRJNA352527 

(genome) 
CP016303.1 

10.1186/s12915-

016-0321-y 

MED-Q1 Bemisia tabaci NA NA Jun-2009 cucumber DQ473394.1 
AJLH0200000

1.1 

10.1186/s12864-

015-1379-6 
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Table S2. Accession numbers for proteins used for BLASTX scaffold binning 
species strain type accessions 

Acyrthosiphon pisum LSR1 nuclear ABLF00000000.2 

Acyrthosiphon pisum 5A mitochondrion FJ411411.1 

Arsenophonus nasoniae DSM 15247 chromosome + plasmid AUCC00000000.1 

Buchnera aphidicola APS chromosome + plasmid BA000003.2, AP001071.1, AP001070.1 

Buchnera aphidicola Bp chromosome + plasmid AE016826.1, AF492591.1 

Buchnera aphidicola BCc chromosome + plasmid CP000263.1, AY438025.1, EU660486.1 

Buchnera aphidicola Sg chromosome + plasmid AE013218.1, AF041836.1, Z21938.1 

Buchnera aphidicola BCt chromosome + plasmid CP001817.1, AY438024.1 

Buchnera aphidicola BTs plasmid Y11966.1 

Buchnera aphidicola BTc plasmid AJ012333.1 

Buchnera aphidicola BPS plasmid AJ404864.1 

Cordyceps brongniartii RCEF 3172 all AZHA00000000.1 

Cordyceps militaris CM01 all AEVU00000000.1 

Erwinia amylovora ATCC 49946 chromosome + plasmid FN666575.1, FN666576.1, FN666577.1 

Erwinia pyrifoliae Ep1/96 chromosome + plasmid FP236842.1, FP236827.1, FP236828.1, FP928999.1, FP236829.1 

Candidatus Erwinia sp. ErCipseudotaxifoliae chromosome + plasmid LT670851.1, LT670852.1 

Candidatus Sulcia muelleri PSPU chromosome AP013293.1 

Flavobacterium johnsoniae UW101 chromosome CP000685.1 

Blattabacterium sp. Bge chromosome + plasmid CP001487.1, CP002849.1 

Candidatus Fukatsuia 

symbiotica 
FuCiconfinis all FQSP00000000.1 

Saccharibacter sp. AM169 all CBLY000000000.1 

Gluconobacter oxydans 621H chromosome + plasmid 
CP000009.1, CP000004.1, CP000005.1, CP000006.1, CP000007.1, 

CP000008.1 

Candidatus Hamiltonella 

defensa 
5AT chromosome + plasmid CP001277.1, CP001278.1 

Candidatus Schmidhempelia 

bombi 
Bimp all AWGA00000000.1 

Gilliamella apicola wkB1 chromosome CP007445.1 

Frischella perrara PEB0191 chromosome CP009056.1 

Candidatus Regiella insecticola LSR1 chromosome + plasmid ACYF00000000.1, CM000957.1 

Rickettsia bellii OSU 85-389 chromosome CP000849.1 

Rickettsia bellii RML369-C chromosome CP000087.1 

Rickettsia prowazekii Madrid E chromosome AJ235269.1 

Rickettsiella grylli NA all AAQJ00000000.2 

Candidatus Rickettsiella 

isopodorum 
NA all LUKY00000000.1 

Serratia symbiotica CWBI-2.3 all CCES00000000.1 

Serratia symbiotica Tucson all AENX00000000.1 

Serratia symbiotica SCt-VLC all GCA_900002265.1 

Serratia symbiotica Cinara cedri chromosome CP002295.1 

Serratia symbiotica STs chromosome LN890288.1 

Serratia marcescens Db11 chromosome HG326223.1 

Sodalis glossinidius morsitans chromosome + plasmid AP008232.1, AP008233.1, AP008234.1, AP008235.1 

Sodalis praecaptivus HS1 chromosome + plasmid CP006569.1, CP006570.1 

Candidatus Sodalis pierantonius SOPE chromosome CP006568.1 

Spiroplasma citri R8-A2 chromosome + plasmid CP013197.1, CP013199.1 , CP013198.1 

Wolbachia sp. wPip chromosome AM999887.1 

Wolbachia sp. wCle chromosome AP013028.1 

Yersinia pestis CO92 chromosome + plasmid AL590842.1, AL117189.1, AL117211.1, AL109969.1 
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Table S4. Phipack recombination test results and amino acid substitution model used for each gene in the partition 

dataset. 

orthogroup Phi_normal Phi_permutation_N1000 NSS_permutation_N1000 Max_Chi_squarepermutation_N1000 model 

APSEcp_002 NA 1.00e+00 5.36e-01 1.00e+00 VT+I 

APSEcp_008 5.90e-01 6.61e-01 0.00e+00 0.00e+00 WAG+I+G4 

APSEcp_011 NA 6.22e-01 6.10e-02 0.00e+00 DAYHOFF+I 

APSEcp_012 4.58e-01 4.92e-01 0.00e+00 0.00e+00 WAG+I+G4 

APSEcp_013 8.31e-01 8.67e-01 2.55e-01 7.55e-01 VT+G4 

APSEcp_014 7.90e-02 1.71e-01 5.19e-01 6.00e-03 CpRev+I+G4 

APSEcp_016 5.84e-02 7.10e-02 0.00e+00 1.13e-01 WAG+I+G4 

APSEvp_002 NA 3.62E-01 3.83E-01 6.46E-01 CpRev+G4 

APSEcp_021 3.70e-01 4.02e-01 3.00e-02 4.90e-02 WAG+I+G4 

APSEcp_022 1.00e+00 1.00e+00 1.00e+00 4.69e-01 RtRev 

APSEcp_023 6.42e-02 1.78e-01 5.10e-02 8.00e-02 WAG+I+G4 

APSEcp_025 NA 2.99e-01 6.20e-01 8.83e-01 WAG+I 

APSEcp_026 6.05e-02 7.50e-02 1.00e-03 6.00e-03 WAG+I+G4 

APSEcp_027 NA 5.10e-01 5.00e-02 4.60e-02 WAG+G4 

APSEcp_028 NA 1.00e+00 1.76e-01 1.05e-01 CpRev+I+G4 

APSEcp_029 7.28e-01 1.00e+00 2.77e-01 9.28e-01 CpRev+I+G4 

APSEcp_030 1.15e-01 3.29e-01 2.81e-01 4.33e-01 VT+I+G4 

APSEcp_031 8.83e-02 1.34e-01 7.85e-01 9.23e-01 WAG+I+G4 
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Table S5. Codon usage (per thousand) calculated by the cousin web server for the two lysine codons for both 

APSE and Hamiltonella hosts. 

AAA AAG APSE tRNA strain APSE type 

55.5 11.4 CUU/UUU MEAM1 NA 

53.8 16.5 CUU MEAM1 APSE 7 

57.3 12.5 CUU/UUU(pseudogene) 5AT NA 

53.2 16.2 UUU 5AT APSE 2 

57.4 12.7 CUU/UUU NY26 NA 

53.4 16.1 UUU NY26 APSE 2 

57.2 12.6 CUU/UUU 5D NA 

53.8 15.9 pseudogene 5D APSE 2 

56.1 12.3 CUU/UUU ZA17 NA 

53.7 15.8 pseudogene ZA17 APSE 2 

57.2 12.8 CUU/UUU MI47 NA 

52.8 17.1 UUU MI47 APSE 1 

56.3 12.5 CUU/UUU AS3 NA 

51.2 16.0 UUU AS3 APSE 3 
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Évolution et dynamique du système di-symbiotique chez les pucerons du genre Cinara 

Résumé : Des systèmes pluri-symbiotiques ont été mis en évidence chez plusieurs espèces de pucerons (Hemiptera : 

Aphididae) et plus particulièrement chez les espèces du genre Cinara. La caractérisation taxonomique des symbiotes présents 

chez une soixantaine d’espèces de Cinara a permis de déterminer que Serratia symbiotica est la bactérie la plus fréquemment 

retrouvée comme symbiote secondaire obligatoire. De plus, la reconstruction de l’histoire évolutive des associations 

symbiotiques chez Cinara semble indiquer une acquisition ancestrale de Serratia symbiotica comme co-symbiote obligatoire, 

même si la présence d’autres bactéries chez certaines espèces indique que des évènements de remplacement ont eu lieu. 

L’’analyse des génomes de souches de Serratia symbiotica ont montré que ces symbiotes possèdent des caractéristiques 

génomiques différentes et des variations de leur forme et de leur localisation dans des bactériocytes. Ces données semblent 

montrer un gradient de modifications dans le passage d’une bactérie facultative à une bactérie endosymbiote fixée sur lequel 

se trouve l’ensemble des co-symbiotes obligatoires des Cinara. Au cours de cette thèse, à l’aide d’approches de 

phylogénomique, nous avons décrit l’histoire évolutive de Serratia symbiotica et mis en évidence de multiples acquisitions 

indépendantes de cette bactérie comme co-symbiote obligatoire des Cinara. Ces transitions d’un mode de vie facultatif à 

obligatoire sont associées à des réductions de génome et de taux de G-C plus ou moins importantes selon les lignées, révélant 

l’ancienneté relative de l’association. Parmi les évènements d’acquisitions, nous avons montré que l’un d’entre eux avait 

conduit à une co-spéciation durant environ 20Ma des trois partenaires de la symbiose nutritionnelle (Cinara, Buchnera et 

Serratia). Dans ce clade, nous avons observé des structures cellulaires et des caractéristiques génomiques stables pour les 

deux co-symbiotes. De plus, l’analyse des taux de substitutions de chacun des partenaires a permis de décrire pour la première 

fois une évolution parallèle entre les deux symbiotes et leur hôte. L’analyse détaillée de la composition en gènes des bactéries 

co-symbiotiques de ce clade a mis en évidence une complémentation forte pour la production des nutriments nécessaires à 

l’hôte. De plus, l’analyse de l’ensemble de leurs gènes a révélé qu’une forte sélection purifiante s’exerce sur eux. Dans une 

autre partie, une approche expérimentale de quantification des symbiotes au cours de développement sur trois espèces de 

Cinara suggère une différence de capacité de régulation du co-symbiote Serratia. Cette différence est observée entre deux 

espèces de Cinara pour lesquelles les Serratia sont issues d’acquisition indépendantes et dans lesquelles sa localisation est 

différente. Finalement, une analyse de comparaison génomique sur des phages APSE (bactériophage intégré) présents dans 

les co-symbiotes de Cinara et procurant une défense contre les parasitoïdes a permis de décrire la diversité des APSE et de 

l'évolution de leur génome chez les pucerons. Cette analyse a aussi montré que les éléments mobiles pourraient jouer un rôle 

dans l'acquisition de nouveaux gènes dans la cassette de la toxine défensive. L’ensemble de ces travaux révèle un système 

pluri-symbiotique dynamique dans lequel le nouveau partenaire bactérien est régulièrement remplacé au cours de l’évolution.  

Evolution and dynamic of di-symbiotic system in Cinara Aphids 

Abstract : The existence of multi-symbiotic systems has been demonstrated in several aphid species (Hemiptera: Aphididae) 

and more particularly in species of the genus Cinara. The taxonomic caracterisation of the symbionts present in about sixty 

species of Cinara has made it possible to determine that Serratia symbiotica is the most frequently found bacterium as an 

obligatory secondary symbiont. Furthermore, the reconstruction of the evolutionary history of symbiotic associations in 

Cinara species suggests an ancestral acquisition of Serratia symbiotica as an obligate co-symbiont, although the presence of 

other bacteria in some species indicates that replacement events have occurred. More recently, genome analysis of Serratia 

symbiotica strains associated have shown that these symbionts exhibit different genomic characteristics ranging and 

variations in their shape and localisation in bacteriocytes. These data seem to show a gradient of changes in the transition 

from a facultative life-style to obligate endosymbiont in which we observe all of the (now obligate) co-symbionts of Cinara. 

During this phd, using phylogenomics, we inferred the evolutionary history of Serratia symbiotica within Cinara and 

highlighted multiple independent acquisitions of this bacterium as a co-obligate symbiont of Cinara. These transitions from 

facultative to obligate life-style are associated with genome reductions and low G-C content that are more or less important 

depending on the lineage, revealing the relative age of the symbiotic association with Serratia. Among the inferred acquisition 

events, one in particular led to co-speciation over about 20 Ma of the three partners of the nutritional symbiosis (Cinara, 

Buchnera and Serratia). In this clade, we observed stable cellular and genomic structures with highly reduced genomes and 

low G-C content for both co-symbionts. Furthermore, the analysis of the substitution rates of each partner allowed us to 

describe for the first time a parallel evolution between the two symbionts and their host. Further analysis of the gene 

composition of the co-symbiotic bacteria in this clade revealed strong complementation for the production of nutrients 

required by the host. Furthermore, the analysis of their set of genes revealed that they are under strong purifying selection. 

In addition an experimental approach aimed at quantifying the symbionts during development on three Cinara species suggest 

that aphid species differ in their capacity to regulate the co-symbiont Serratia. This difference is observed between two 

Cinara species for which the Serratia originated from independent acquisitions and in which its localisation is different. 

Finally, a genomic comparison analysis on APSE phages (integrated bacteriophage) present in Cinara co-symbionts and 

providing defence against parasitoids allowed a description the diversity of APSEs and their genome evolution in aphids. 

This analysis also showed that mobile elements could play a role in the acquisition of new genes in the defensive toxin 

cassette. Altogether, this study reveals a dynamic multi-partner endosymbiosis where the new partner is recurrently replace. 


