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“Where do pesticides fit into the picture of environmental disease 7 We
have seen that they now contaminate soil, water, and food, that they have
the power to make our streams fishless and our gardens and woodlands
silent and birdless. Man, however much he may like to pretend the
contrary, is part of nature. Can he escape a pollution that is now so
thoroughly distributed throughout our world ?”

Rachel Carson, 1962



Résumé

Une forte résurgence de la punaise de lit, Cimez lectularius, est observée a
I’échelle globale. L’évolution de la résistance aux insecticides est un des
phénomenes expliquant cette résurgence, et en particulier concernant les
insecticides de la famille des pyréthrinoides, la plus utilisée pour lutter contre cet
insecte hématophage. Un des enjeux du controle de la punaise de lit consiste a
identifier les régions génomiques impliquées dans cette résistance. Pour cela, nous
avons effectué une analyse de différenciation génétique (génomique des
populations) entre deux populations de punaises résistantes et deux populations
sensibles aux insecticides. Ces données ont mis en évidence un superlocus
contenant de nombreux genes connus pour étre impliqués dans la résistance aux
insecticides chez d’autres insectes. Ce superlocus contient de nombreux SNPs
fortement différenciés en fonction du statut de résistance des souches, mais
également de potentielles duplications en tandem et inversions. Dans un second
temps, nous avons réalisé une étude de I'expression des genes de la punaise de lit,
afin de détecter les genes différentiellement exprimés en fonction du phénotype de
résistance et de l'exposition a un pyréthrinoide. Si un grand nombre de genes
étaient sur-exprimés suite au traitement insecticide, un nombre bien plus restreint
a été détecté comme étant régulés différentiellement de maniere constitutive entre
les souches résistantes et sensibles. Enfin, une forte mortalité a affecté notre
élevage de punaises, entravant la réalisation du projet initial. A travers des
approches de séquencages d’ADN et de cDNA métagénomiques, nous avons
recherché les bactéries et virus potentiellement a l'origine de cette mortalité, dans
I'objectif de faciliter les études futures de ce modele, et de détecter un potentiel

pathogene de cet insecte.



Abstract

A strong resurgence of the common bed bug, Cimez lectularius, is observed on
a global scale. The evolution of resistance to insecticides is one of the phenomena
explaining this resurgence, and in particular concerning insecticides of the
pyrethroid family, the most commonly used to control this hematophagous insect.
One of the challenges for controlling bed bugs is to identify the genomic regions
involved in this resistance. Hence, we performed a genetic differentiation analysis
(population  genomics)  between  two  insecticide-resistant and = two
insecticide-susceptible populations of bed bugs. These analyses highlighted a
superlocus containing numerous genes known to be involved in insecticide
resistance in other insects. This superlocus contains many SNPs that are highly
differentiated according to the resistance status of the strains, but also potential
tandem duplications and inversions. In a second step, we conducted a gene
expression study of the bed bug, in order to detect genes differentially expressed
according to the resistance phenotype and exposure to a pyrethroid. While a
large number of genes were overexpressed following insecticide treatment, a much
smaller number were detected as constitutively differentially regulated between
resistant and susceptible strains. Finally, a high mortality rate affected our
bedbug rearing, hindering the realisation of the initial project. Through
metagenomic DNA and ¢cDNA sequencing approaches, we searched for bacteria
and viruses potentially responsible for this mortality, with the objective of
facilitating future studies of this model, and detecting a potential pathogen of

this insect.






Table des matieres

Résumé 4
Abstract 5
Table des figures 11
Liste des tableaux 13
1 Introduction générale 23
1.1 La punaise de lit, un modele d’étude cauchemardesque . . . . . . .. 26
1.1.1 Un grand voyage : des grottes a la résurgence moderne . . . . 26
Biogéographie des Cimicidae . . . . . . . .. ... ... ... 26

Hoétes successifs . . . . . . . .. oo 26

Association a 'humain . . . . . ... ..o 28

Facteurs de recrudescence . . . . . . ... ... .. .. ... 29

Dynamique contemporaine . . . . . . ... ... ... 30

1.1.2 Portrait d'un parasite redoutablement efficace . . . . . . . .. 31

Cimex versus Homo . . . . . . . . . . .. ... ... .... 32

Cycledevie . . . . . . .. . 34

Hématophagie . . . . . . . . ... ... o 35

Cortege bactérien et viral . . . . .. . ... ... 35
Caractéristiques du génome . . . . . . . . . ... ... ... 36

1.1.3 Elevage en laboratoire . . . . . . . . ... ... ... .. ... 37

1.1.4 Les méthodes de controle . . . . . . . .. .. ... ... .... 39
Latraque . . . . . . . ... . 39

Lutte physique et mécanique . . . . . . . . ... .. ... .. 40

Lutte naturelle . . . . ... ... ... ... ......... 40

(Més)usages des insecticides conventionnels . . . . . . . . .. 42

1.2 Problématique de la résistance aux pyréthrinoides . . . . . . . . . .. 45
1.2.1 Les insecticides pyréthrinoides . . . . . . . .. ... ... ... 45

1.2.2 Détecter la résistance . . . . . . .. ... ... ... 46

1.2.3 Définir la résistance . . . . . . . . .. ... 47

1.2.4 Mécanismes de résistance . . . . . . . . ... ... ... ... 48
Comportementale . . . . . . . .. ... L. 48

Cuticulaire . . . . . . ... 49

Métabolique . . . . . . . . ..o 50

Mutation de cible . . . . . . . ... oo L 53

Autres mécanismes . . . . .. ... 54

1.2.5 Résistances : un pour tous et tous pourun . . . . . . ... .. 56
Résistance croisée . . . . . . . ... 56

Résistance polygénique . . . . . . . . . ... o7

1.2.6 Cotit de la résistance . . . . . . .. . ... ... ... ... .. 58

Impact sur la valeur sélective . . . . ... ... ... .... 58

Différents cotits pour différentes mutations . . . . . . . . .. 59

Mutations de compensation . . . ... .. ... .... ... 60

1.3 Génomique de 'adaptation. . . . . . . . ... ... .. ... ... .. 61
1.3.1 Bases génétiques de 'adaptation . . . . . . .. ... ... ... 61



Variants ponctuels . . . . . .. ... 0L L 62

Variants structuraux . . . . .. ... ..o 63

1.3.2 Détection des signatures adaptatives . . . ... .. ... ... 66

1.4 Objectifs et organisation de la these. . . . . . . ... ... ... ... 70
1.4.1 Projet initial . . . . . . . ... ..o 70
1.4.2 Réorientation du sujet . . . . .. .. ... 72
143 Plandelathese . . . . . ... ... ... ... ... ... .. 73

2 Génomique de la résistance aux insecticides chez la punaise de lit 75
ARTICLE 1 : Un superlocus majeur de 6 Mb est impliqué dans la
résistance aux pyréthrinoides chez la punaise de lit Cimex lectularius. 78

3 Réponse transcriptomique a ’exposition aux pyréthrinoides 115
ARTICLE 2 : Réponse transcriptomique au traitement pyréthrinoides

chez des souches de punaises de lit résistantes et sensibles. . . . . . 118

4 Métagénomique infectieuse 141

4.1 Contexte - encore une sombre histoire d’élevage . . . . . . . . .. .. 142

4.2 Exploration de ’ADN hors punaise de lit . . . . . . .. ... ... .. 144

4.2.1 Assemblage et analyse des contigs . . . . . . ... ... .. .. 144

4.2.2 Identification taxonomique . . . . . . . .. ... L. 146

4.3 Analyse des punaises de lit au phénotype oxydé . . . . ... ... .. 148

4.3.1 Extraction et séquencage des acides nucléiques viraux putatifs 149

Imsectes . . . . . . ... 149

Broyage et filtration . . . .. ... o000 149

Digestion des acides nucléiques de C. lectularius . . . . . . . 150

Extraction des acides nucléiques restants . . . . . . . . . .. 150

Digestion enzymatique des échantillons obtenus . . . . . . . 151

4.3.2 Assemblage et alignement des contigs . . . . . . ... ... .. 153

4.3.3 Identification taxonomique . . . . . . . .. .. L. L. 154

Contigs ADN . . . . . . .. .. 154

Contigs ARN . . . . . . .. ... .. 157

4.4 Validation de candidats . . . . . . . ... ... ... ... ... ... 159

4.4.1 Préparation des échantillons . . . . . .. ... ... ... ... 159

4.4.2 Réalisation de la PCR . . . . . . ... ... ... ... .... 160

4.4.3 Migration sur gel d’agarose . . . . . . . . ... ... 161

4.5 Discussion & Perspectives . . . . . . . .. ... L. 163

4.5.1 Potentiels agents pathogenes détectés chez la punaise de lit . . 163

4.5.2 Exploration des bases de données SRA . . . . ... ... ... 164

4.5.3 Gestion de la mortalité en laboratoire . . . . . . . ... .. .. 165

4.6 Matériel supplémentaire . . . . . . . ... oL 168

5 Discussion générale 169

5.1 Résumé des principaux résultats de la these . . . . . .. .. ... .. 170
5.2 Distribution des candidats associés au phénotype de résistance le long

dugénome . . . . .. 174

5.2.1 Un superlocus impliqué dans la résistance aux pyréthrinoides . 174

5.2.2 Superlocus en auto-stop ou évolution d’un supergene? . . . . 176

5.2.3 Organisation du génome . . . . . .. .. ... ... ...... 180

5.3 Mécanismes de résistance aux pyréthrinoides chez C. lectularius . . . 184

5.3.1 Rares SNPs non-synonymes . . . . . .. ... .. ....... 185

Importance de la mutation kdr . . . . . . ... .. ... .. 185



Variations des séquences codantes de genes induits par

I'exposition aux pyréthrinoides . . . . . ... ...

5.3.2 Régulation transcriptionnelle . . . . . . . ... ... ... ..
Différences constitutives d’expression entre les souches

résistantes et sensibles . . . ... ...

Quid du cluster de P450 détecté sur le superlocus? . . . . .

5.3.3 Régulation post-transcriptionnelle . . . . . .. ... ... ...
Explorer I'implication des ARN non-codants dans la

résistance aux insecticides . . . . . .. ... L.

Des ARNnc dans le supergene? . . . . . . .. .. ... ...

5.4 Comprendre pour faciliter la lutte de demain . . . . . . . . . . .. ..
5.4.1 Développement de tests diagnostics . . . . .. ... ... ...
5.4.2 La recherche dans de beaux draps! . . . ... ... ... ...

5.5 Conclusion générale . . . . . . . . .. ...

Bibliographie



10



Table des figures

1.1 Phylogénie de la famille des punaises de lit (Cimicidae). . . . . . .. 27
1.2 La punaise de lit et I'humain au fil des siecles. . . . . . . . . . . . .. 29
1.3 Cycle de vie de Cimex lectularius. . . . . . . . . . . . ... ... ... 34
1.4 Systeme Hemotek pour 1’élevage des punaises de lit. . . . . . . . ... 38
1.5 Exemples de solutions naturelles de lutte contre les punaises de lit. . 41
1.6 Structure des pyréthrinoides de type L et II. . . . . . ... ... ... 45
1.7 Exemple de méthodologie d’exposition des punaises de lit aux
insecticides. . . . . . . . .. 47
1.8 Mécanismes hypothétiques de résistance aux insecticides chez la
punaise de lit. . . . . . . ... 48
1.9 Mécanismes métaboliques entrainant la résistance aux insecticides. . . 51
1.10 Mutations de cible entrainant la résistance aux insecticides. . . . . . 53
1.11 Voies de régulation transcriptionnelle de 1’expression des genes de
détoxication chez les insectes. . . . . . . .. ... 55
1.12 Différents types de variants structuraux. . . . . . . .. .. ... ... 63
1.13 Signaux de détection d’'un variant structural. . . . . . .. ... ... 64
1.14 Impact des balayages sélectifs sur la variation génétique. . . . . . . . 68
1.15 Projet initial : design des croisements et protocole de détection des
SNPs par RAD-seq. . . . . . . . . . . . . ... 70
1.16 Extraits d'une vidéo prise sur le terrain lors d’un échantillonnage de
punaises de lit. . . . . . ... 72
4.1 Apparence des punaises de lit touchées par le phénomene de mortalité
anormal au sein des élevages. . . . . . ... Lo 143
4.2 Pipeline de traitement des reads pour la détection d’organismes hors
punaise de lit. . . . . . . ... 145

4.3 Tailles cumulées des contigs détectés pour chaque espece au sein des
données pool-seq, hors alignement sur le génome de C. lectularius. . 146
4.4 Interactions décrites entre le nématode Steinernema, la bactérie
Alcaligenes et la larve de lépidoptere Galleria. . . . . . . . . . . .. 147
4.5 Migration des échantillons d’ARN viral et ADN viral sur gel d’agarose.151
4.6 Migration des échantillons d’ADN génomique et d’ADN viral sur gels

d’agarose, avec ou sans digestion enzymatique. . . . . . . . ... .. 152
4.7 Algorithme MMseq2 d’attribution taxonomique. . . . . . . . . .. .. 153
4.8 Diagramme de Sankey des contigs ADN détectés. . . . . .. ... .. 154
4.9 Tailles cumulées des contigs détectés pour chaque espece au sein des
données ADN suite a la purification virale. . . . . . . . ... .. .. 157
4.10 Diagramme de Sankey des contigs ARN détectés. . . . . . . . .. .. 158
4.11 Tailles cumulées des contigs détectés pour chaque espece au sein des
données ARN suite a la purification virale. . . . . . .. ... .. .. 159
4.12 Migration sur gel des produits de PCR pour différentes amorces :
Cimex lectularius, Wolbachia, et BEV-like proteobacterium. . . . . . 161
4.13 Migration sur gels des produits de PCR pour différentes amorces :
BEV-like proteobacterium, Alcaligenes faecalis et réovirus. . . . . . 162
4.14 Transmission horizontale du virus de I’hypertrophie des glandes
salivaires chez G. pallidipes. . . . . . . . . . .. ... ... ... 166
4.1 Intensité de I’échantillon en fonction de sa taille. . . . . . . . . .. .. 168

11



5.1 Schéma de I'articulation des différents chapitres présentant les travaux
réalisés dans le cadre de cette these. . . . . . .. .. .. ... ...
5.2 Schéma bilan du chapitre 2 - analyses génomiques. . . . . . ... ..
5.3 Schéma bilan du chapitre 3 - analyses transcriptomiques. . . . . . . .
5.4 Résultats extraits des travaux de Fountain et al. (2016). . . . . . ..
5.5 Variété de phénotypes alternatifs pouvant étre régulés par les
supergenes d’apres Schwander et al. (2014). . . . .. ... ... ..
5.6 Haplotypes putatifs (non-exhaustifs) du superlocus inversé pouvant
(co-)exister par rapport au génome de référence, en fonction de la
présence de l'allele muté kdr du VGSC . . .. ... ... ... ...
5.7 Impact transcriptionnel des différents mécanismes potentiellement
impliqués dans le phénotype de résistance aux insecticides. . . . . .
5.8 Architecture putative du cluster de cytochromes P450 détecté. . . . .
5.9 Test diagnostic du supergene putatif. . . . . . . ... ... ... ...
5.10 Propagation des punaises de lit entre foyers suivant leur statut de
résistance. . . ... Lo

12



Liste des tableaux

4.1 Concentration et nombre de reads séquencés pour les échantillons
d’ARNv et ADNv extraits des punaises de lit présentant un
phénotype oxydé. . . . . ... 152

4.2 Concentration des échantillons d’ADN génomique et d’ARN total
extraits des punaises de lit présentant un phénotype sain ou oxydé. 160

4.3 Résumé des principales especes d’intérét a génome ADN détectées

dans les données métagénomiques. . . . . . .. ... L 164
4.1 Amorces utilisées pour les PCR de validation des virus et bactéries
détectées dans les données métagénomiques. . . . . . ... ... L 168

13



14



Remerciements

Merci a mon trindme d’encadrants, en commengant par Julien Varaldi
merci de m’avoir fait confiance pour ce projet et de m’avoir accompagnée au
bout. J’ai appris a compter sur ton efficacité redoutable et tes expertises variées !
Merci de m’avoir considérée comme une vraie jeune chercheuse, et de m’avoir
toujours poussée a aller gratter un peu plus loin. Merci Fabrice Vavre pour ta
bienveillance, et ta capacité presque magique a sentir quand c¢a n’allait pas trop
et te rendre instantanément disponible pour faire le point. Merci de m’avoir
poussée dans mes retranchements sur ces questions d’adaptation, avec toujours ce
regard global tellement difficile a aller chercher quand on a le nez dans le guidon.
Enfin, merci Romain Lasseur de m’avoir fait découvrir le monde de I’entreprise,
et aidée a prendre confiance en moi dans cette jungle en me proposant de
nombreux projets : j'en ressors grandie. J’ai beaucoup appris a votre contact a

tous les trois, merci d’avoir accepté de faire ce chemin avec moi.

Merci aux membres du jury qui ont accepté d’évaluer cette these : Gaélle
Le Goff, Pierrick Labbé, Christoph Vorburger, Claire Mérot et Cristina
Vieira — votre présence m’a honorée. Merci pour vos rapports et les discussions

tres intéressantes qui en ont découlé.

Merci aux membres de mon comité de suivi pour votre disponibilité, vos
encouragements, et vos commentaires, un savant mélange d’expertises et de
bienveillance — Laurent Duret, Tristan Lefébure, Isabelle Amat,
Jean-Philippe David, et mon tuteur Guillaume Minard, quelle chance de
vous avoir eu. Un merci un peu particulier a Jean-Philippe qui m’a prise sous son
aile pour mes premiers stages de recherche au LECA, et qui m’a fait 'honneur de
continuer a suivre mes travaux, entre autres en faisant partie de ce comité. Merci
a tous les trois, avec Thierry Gaude et Julien Cattel, de m’avoir fait découvrir

le monde de la recherche, et de m’avoir encouragée a le parcourir un peu plus.

Merci a I’équipe GEI, et a tou.te.s les collegues qui font vivre ce groupe, en
particulier Natacha Kremer et au tout nouveau gang des punaisologues, Jean-
Marie Delpuech qui m’a guidée pour réaliser mes premieres expositions aux

insecticides au LBBE, et Sylvain Charlat avec qui on aura beaucoup discuté de

15



plein de choses différentes (méme de maths)!

Merci également aux équipes du pole administratif, pole informatique et pole
biotechnologique, sans qui la recherche n’existerait tout simplement pas. Merci
a Hélene Henri, la maman des thésard.e.s de ce labo, que dis-je, la queen du
multitasking, qui arrive a trouver le temps d’offrir une oreille attentive. Merci a

David Lepetit d’avoir partagé les secrets de la purification virale avec moi.

Merci a toute ’équipe de I'entreprise IZInovation qui m’a accueillie. Un merci
tout particulier a Christine Lasseur qui s’emploie a créer un environnement
de travail chaleureux, Aurélien Guicherd pour m’avoir accueillie au labo 1ZI en
attendant le Symbiotron, Jérémy Soret pour avoir réalisé entre autres la vidéo du

repas de sang, et Lucile Rametti qui a suivi ma these de tres pres (et plus encore!).

Merci aux ami.e.s de ’équipe : Zainab (mais si tu comptes dans I’équipe!!),
faire des manips avec toi a été un plaisir, merci pour ton aide si précieuse et
ta gentillesse a toute épreuve, Sylvain, toujours la pour nous derriere ton air
sarcastique, Camille, d’avoir organisé toutes ces petites choses qui nous permettent
d’avoir cette belle cohésion de groupe, Sara pour ta bonne humeur constante,
Vincent pour tes multiples conseils de bio-informaticien aguerri, Pierre d’avoir
été un si bon papa-thésard pour nous (quelle patience), Marius avec qui on a pu
partager nos déboires sur ce charmant petit insecte, Anais, et tou.te.s les autres!
Mais il y a aussi des gens incroyables en dehors de ’équipe (c’est fou) — Théo, qui
fait clairement partie des meubles et est toujours prét a donner un coup de main
(de maniére tres littérale aussi) pour grimper plus haut, Mary pour ta douceur et
les meilleurs conseils de tatoueurs, Emilie, Alex, Mélodie, Thibault, Gaspard,
et tou.te.s les autres! Un merci tout particulier aussi aux acolytes qui ont relu
des morceaux (parfois imposants) de thése — Beber, Julien J., Benjamin, vos
conseils ont vraiment été importants dans la toute derniere ligne droite. Un petit
coucou aussi aux personnes incroyables rencontrées a ’'ESEB 2022 a Prague, avec

vous 'avenir de la recherche est entre de tres bonnes mains.

Merci a toute la bande du lycée de Brochon : Gillien (tu seras tres vite un
docteur incroyable), Dele, Pierrick, Chloé Dom, Pauline, Julien, et bien siir
mon Amélia, j’ai tellement de chance de vous avoir encore dans ma vie! Merci
a mon duo préféré de la fac de bio de Dijon, Manon & Antoine, si vous saviez
comme je vous aime. Merci aux autres auto-proclammés blaireaux et blairelles du
master de Grenoble, et tout particulierement a Théo, j'espere que tu trouveras le

meéme a la hauteur, et a ma Billur, notre amitié m’est si chere.

16



Merci aux ami.e.s de la CO et surtout Soléne, Florence, et toute la bande de
I’Adoc (gros gros coeur sur vous). Merci a ma traileuse préférée Paula bien siir,
méme en étant physiquement de I'autre c6té du monde tu n’es finalement jamais

bien loin.

Merci a mes colocs, dans 'ordre d’apparition - Samson, pour ta bonne humeur
constante, tes associations de légumes hasardeuses, et m’avoir partagé ton obsession
plutot saine pour les trucs a deux roues sans moteurs ; Clémence, pour ta passion,

ton énergie, et nos grandes discussions politiques tisanes en main.

Merci a mon coloc de bureau, Benjamin : 3 ans et demi sans se lacher d’une
semelle, I’aventure aurait été bien différente sans toi. Merci d’avoir été un binéme
de these aussi incroyable, avec toujours un bon conseil ou une vidéo improbable

sous le coude pour faire redescendre la pression.

Merci & toute la famille d’Olivier! A Christine et Pierre, merci pour tout, et

bravo pour m’avoir supportée pendant les confinements et de multiples week-ends.

Merci a toute ma famille pour leur soutien, les moments de détente plus ou
moins sportifs partagés. A mes parents Valérie & Bruno et & mon grand-petit
frere Guilhem : vous étes mon socle. Je ne serais jamais arrivée jusque la sans vous,

merci pour votre patience et vos encouragements dans tout ce que j’entreprends.

Merci Olivier, tu sais déja tout étant donné que tu as la chance de suivre
cette aventure au jour le jour (presque heure par heure, vu que je parle beaucoup).
J’ai du mal a concevoir que sur six années ensembles, plus de la moitié auront été

pendant cette these. Merci pour ton soutien indéfectible et notre amour!

Enfin, merci a toutes celles et ceux que je n’ai pas cité directement, ou que

j’ai momentanément oublié!

17






Laissez-moi vous raconter une histoire. Imaginez une chauve-souris, fouettant
Uair de ses ailes membraneuses da ['aurore, cherchant wun abri. Imaginez
maintenant un insecte, troublant le repos de cette chauve-souris au fond d’une
grotte obscure en se repaissant de son sang. Imaginez maintenant un humain,
attiré dans cette méme grotte pour se cacher d’un prédateur ou d’une tempéte -
moins poilu, le sang tout aussi chaud, et la promesse d’une surface comestible
autrement plus élevée. Imaginez cet humain, au fil des millénaires, se construire
un foyer, le chauffer, s’offrir le confort d’un matelas. Prendre le bateau, le train,
lavion; dormir dans des auberges, a [’hétel, en AirBnb. Et toujours ce parasite
avec lui, qu’il dissémine partout. Appliquer des plantes réduites en poudre, mettre
le feu, asphyzier au Zyklon B, détruire au DDT. Et encore ce parasite avec lui.

Recommencer. Est-ce que ¢a ne fonctionne plus... ?

Alors, ¢ca commence da vous démanger ? Laissez-moi vous raconter une histoire

de punaises de lit!

Photo trés contractuelle - © C.Haberkorn
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Avant-propos

Cette these a pu voir le jour grdce a un partenariat entre le LBBE
(Laboratoire de Biométrie et Biologie Evolutive), et la société IZInovation, réunis
autour du projet Idex Micro-be-have! avec quatre autres laboratoires partenaires,
spécialistes des relations insectes-microorganismes. La theése bénéficie d’un
financement CIFRE, pour Convention Industrielle de Formation par la Recherche.
Ce dispositif, créé en 1981, “subventionne toute entreprise de droit frangais qui
embauche un.e doctorant.e pour le/la placer au cceur d’une collaboration de
recherche avec un laboratoire public. (...) Les Cifre sont intégralement financées
par le ministere de I’Enseignement supérieur, de la Recherche et de I'Innovation
qui en a confié la mise en ceuvre & PANRT (Association Nationale Recherche

Technologique)” 2.

La société 1ZIgroup qui a soutenu cette theése propose trois grands types
d’activités : un centre de tests et une plateforme d’innovation (IZInovation), un
centre de formations techniques, réglementaires et d’inspection de sites (IZIpest),
et une agence marketing (Influence Pest Control). Ainsi, 'entreprise partenaire ne
commercialise pas de produits, et n’a pas d’intérét financier direct lié a la
présente these. Je tenais donc a réaffirmer en introduction ’absence de conflit

d’intérét ayant pu influencer ces travaux.

1. https://microbehave.universite-lyon.fr
2. https://www.anrt.asso.fr/fr/cifre-35654


https://microbehave.universite-lyon.fr
https://www.anrt.asso.fr/fr/cifre-35654
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La punaise de lit est un insecte rampant de la grande famille des Cimicidae,
qui se nourrit exclusivement du sang de ses victimes - chauves souris, oiseaux, ou
humains. Deux especes en particulier parasitent ’humain : la punaise de lit
tropicale, Cimex hemipterus, et la punaise de lit commune, Cimex lectularius
(Usinger, 1966). Si la punaise de lit a toujours fait partie du cortége de parasites
connus chez 'humain, sa résurgence récente la place plus que jamais sous le feu
des projecteurs. Cette augmentation est imputée a la mondialisation, au marché
de la seconde main, mais également a un phénomeéne de résistance aux produits

appliqués : les insecticides chimiques.

Au cours de cette these, nous nous concentrerons sur la punaise de lit
commune, Cimex lectularius, afin de décrypter les bases génomiques de la
résistance aux insecticides de la famille des pyréthrinoides, mais également
d’identifier de potentiels pathogenes naturels, en vue de proposer de nouvelles

pistes de lutte plus respectueuses de l’environnement.

Dans un premier temps, nous suivrons I’histoire de la dissémination de la
punaise de lit, de son changement d’hote a 1’époque des cavernes a sa résurgence
moderne. Nous décrirons ensuite ce modele d’étude par le prisme de ses
interactions avec I’humain, du cycle de vie, de I’hématophagie, du cortege
bactérien et viral qui 'accompagne et des connaissances générales de son génome.
Apres avoir passé en revue les différentes techniques d’élevage, nous ferons ensuite
I'inventaire des méthodes de contrdle a notre disposition. Pour ce faire, nous
décrirons les techniques de lutte physique et chimique, des poudres miracles

mystérieuses aux insecticides pyréthrinoides modernes.

Dans un second temps, nous reviendrons sur la problématique de la résistance
aux pyréthrinoides. Apres avoir décrit les insecticides de cette famille, le phénomene
de résistance sera défini de maniere exhaustive, ainsi que les principaux mécanismes
sous-jacents. Les différents types de résistance, mais également les cotits associés

et les compensations potentielles seront également abordés.

Enfin, la notion d’adaptation redeviendra centrale, en explorant son évolution
d’un point de vue génomique. Les origines des mécanismes adaptatifs, mais
également leurs bases génétiques seront abordées, en nous attardant plus

particulierement sur les mutations ponctuelles ainsi que les variants structuraux.
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1.1 La punaise de lit, un modele d’étude
cauchemardesque

La punaise de lit est parfaitement adaptée au mode de vie humain, ce qui
semble rendre particulierement difficile le fait de s’en séparer. Pourquoi, et

comment, en sommes-nous arrivés la?

1.1.1 Un grand voyage : des grottes a la résurgence
moderne

L’histoire de la punaise de lit commence bien avant la notre. Au sein de 'ordre
des Hemiptera, la famille des Cimicidae regroupe une centaine d’especes, réparties
en une vingtaine de genres. Ces genres se déclinent en fonction de leurs hotes

principaux - chauve-souris, oiseau, humain - et de leur répartition géographique.
Biogéographie des Cimicidae

Les premiers fossiles de Cimicidae ont été datés d’au moins 100 millions d’années
(Engel, 2008). Cela a été confirmé par une phylogénie moléculaire calibrée & partir
des données fossiles, qui estime la branche des Cimicidae a 115 millions d’années
(Roth et al., 2019). La punaise de lit C. lectularius fait partie de la sous-famille
des Cimicinae, inféodée au Paléarctique, qui englobe I’Europe, 1’ Afrique du Nord,
et I’Asie au nord de 'Himalaya (Figure 1.1, en vert). Les Cimicinae auraient un
ancétre commun avec les Afrocimicinae, une sous-famille inféodé a I’Afrique (Figure
1.1, en rose), et seraient arrivés en Europe lors de la collision entre les plaques

Africaines et Européennes, il y a 50 millions d’années.
Hotes successifs

Au sein des hétéropteres dont font partie les Cimicidae, on retrouve des insectes
généralistes, principalement phytophages, qui auraient évolué vers I’hématophagie
suite & des repas de sang accidentels (Weirauch et al., 2019). La chauve-souris
(Chiroptere) a longtemps été présumée étre ’hote primitif des Cimicidae, jusqu’a
ce que les plus anciens fossiles des Chiropteres soient relégués environ 50 millions

d’années apres les plus anciens fossiles des Cimicidae (Simmons et al., 2008).
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Figure 1.1 — Phylogénie de la famille des punaises de lit (Cimicidae) (Adapté de Roth
et al. (2019)). A gauche, un arbre de consensus Bayésien basé sur les séquences de cing
génes, montrant la distribution biogéographique (couleurs des branches) et la taxonomie
a l’échelle des sous-familles. A coté de chaque neeud, la valeur de probabilité postérieure
est indiquée. L’échelle de longueur des branches représente le nombre de substitutions
nucléotidiques estimées par site. La punaise de lit commune, Cimex lectularius, est
encadrée en noir. Chaque sous-famille est représentée par la photo d’un spécimen. A
droite, la distribution des sous-familles d’intérét de Cimicidae sur les continents au
Jurassique et au Crétacé, et la répartition des espéces de punaises de lit communes (C.
lectularius) et tropicales (C. hemipterus) aujourd hui.

Gréce a la reconstruction phylogénétique de Roth et al. (2019), il semblerait
que les Cimicidae étaient des hématophages spécialistes, dont certaines lignées
ont par la suite évolué vers des comportements plus généralistes au fil des
opportunités. Les quatre grandes lignées ancestrales semblent en effet toutes avoir
été des parasites spécialistes des chauves-souris. Si la datation des plus anciens
fossiles de Chiropteres est exacte (postérieure a I'apparition des Cimicidae donc),
cela implique que le parasitisme spécifique des chauves-souris ait évolué plusieurs
fois de maniere indépendante. Néanmoins, I’hote ancestral antérieur a ’apparition

des Chiroptéres n’est pas connu.

Au sein des Cimicidae, seules quelques espéces peuvent parasiter les humains,
dont deux principales : Cimez lectularius, la punaise de lit commune, et Cimex
hemipterus, inféodée aux zones tropicales. Toujours d’apres ces récents travaux, si
Iancétre commun de Cllectularius et C.hemipterus parasitait spécifiquement les

chauves souris, la lignée dont provient C.hemipterus aurait changé une premiere
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fois d’hote en parasitant les oiseaux, avant de se diversifier de nouveau,
C.hemipterus étant une espece considérée comme généraliste. C.lectularius est
également une espece généraliste, capable de parasiter la majorité des oiseaux
(Galloanseres et Neoaves, les Chiropteres (chauves-souris), et les humains (Roth
et al., 2019). Sur le terrain, certains professionnels ont ainsi observé des punaises
de lit qui passaient d’un appartement au nid de pigeons bisets (Columba livia) &

proximité, par les interstices de la fenétre.

Concernant la divergence entre C. lectularius et C. hemipterus, les études
divergent également : si I'hypotheése d’Ashford (2000) prédit qu’elle a eu lieu il y a
1,6 million d’années, coincidant avec la séparation entre les clades de I"’Homo
sapiens et de 1"Homo erectus, Roth et al. (2019) ont finalement daté cette
divergence a 47 millions d’années. Or, le plus ancien fossile du genre Homo
découvert a ce jour a été daté de 2,8 millions d’années (Villmoare et al., 2015),
soit bien apres cette séparation. Les Cimicidae auraient donc parasité plus d’une
fois, et de maniere indépendante, 'humain. Bien que les circonstances de la
premiere rencontre entre Cimer et Homo ne soient pas connues, une hypothese

principale a émergé et semble faire consensus.
Association a I’humain

D’apres Usinger (1966), les humains auraient été parasités pour la premiere
fois par des punaises de lit dans des grottes de la région méditerranéenne (Figure
1.2). Bien plus tard, a la fin de la préhistoire, la sédentarisation aurait permis aux
punaises de lit de s’installer de maniere pérenne avec ’humain, passant d’une
maison a l'autre. La plus ancienne trace de punaise de lit associée a 'humain date
de plus de 3 500 ans, et a été découverte dans une tombe égyptienne située pres
du Caire (Panagiotakopulu and Buckland, 1999). Chauffer les demeures fait aussi
partie des facteurs ayant permis aux punaises de lit de prospérer a l'année.
D’apres les écrits, d’abord présente uniquement en Eurasie, la punaise de lit a
colonisé le monde, cachée dans le repli d'un vétement ou la doublure d’un sac de
voyage, accordant un peu plus de répit aux contrées insulaires, moins accessibles.
Les punaises de lit seraient par exemple arrivées en Angleterre seulement au 16°
siccle, 300 ans apres avoir infesté la France (Potter, 2011). Certains
"exterminateurs' s’y sont fait un nom, et ont méme publié les premiers guides

pour se débarrasser de la punaise de lit (Southall, 1730).
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Panagiotakopulu and
Buckland , 1999

Figure 1.2 — La punaise de lit et 'humain au fil des siéecles. Descriptions des
illustrations : 1 - L’Homme préhistorique, devant une grotte dans laquelle il aurait pu
rencontrer la punaise de lit; 2 - Sédentarisation humaine ; 8 - Tombeau égyptien, époque
a laquelle les premiéres punaises de lit associées a Uhumain ont été figées; 4 - Chauffage
dans une habitation au Moyen-Age ; 5 - Conquéte maritime permettant la propagation
insulaire de la punaise comme en Angleterre, ou de premiers guides de lutte dont celui
de Southall sont édités; 6 - Aéroport, témoin de la mondialisation en partie responsable
de la résurgence de cet insecte.

Facteurs de recrudescence

Avec la mondialisation, les flux de personnes et de biens n’ont jamais été aussi
intenses, facilitant la propagation de nombreuses espéces invasives. A cela
s’ajoutent d’autres conditions propices a la résurgence de la punaise de lit, telles
que l'essor du marché de la seconde main (meubles anciens avec pléthore de
recoins sombres, vétements, linge de maison), et la résistance aux insecticides
(Doggett et al., 2004; Romero et al., 2007).

Depuis les années 90, les punaises de lit sont en pleine recrudescence dans la
majorité des pays occidentaux, tels que les Etats-Unis (Zhu et al., 2010), I’ Australie
(Doggett et al., 2004), le Canada (Hwang et al., 2005), de nombreux pays d’Europe
et la Russie (Naylor et al., 2018).

En France, le nombre d’infestations de punaises de lit aurait augmenté de 76%
en 2020, d’apres la Chambre Syndicale 3D. Un sondage IPSOS a comptabilisé 7%
de la population, soit 4,7 millions de Francais-e-s, comme ayant été touché-e-s
entre 2016 et 2021 par les punaises de lit (Laffargue et al., 2021). Les enquétes se

multiplient dans les médias : 'UFC Que Choisir y a méme consacré un numéro
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spécial, entre sondages et tests d’efficacité!. Pour 1/4 des lecteurs-trices ayant eu
une infestation de punaise de lit, celle ci n’était pas terminée, alors méme que
pour pres de la moitié de ces victimes linfestation durait depuis plus de trois
mois. Les infestations décrites touchaient principalement des appartements (69%),
et la région de l'ile de France (43%). Lorsque les personnes connaissaient 1'origine
de linfestation, il s’agissait en majorité des voyages (40%). Une personne sur
deux a fait appel a une société spécialisée pour s’en débarrasser, qui utilisera des

insecticides dans 91% du temps, pour un cotit moyen de 1207€.

Un plan d’action interministériel de lutte contre les punaises de lit a été lancé
en février 20222, avec pour objectifs (i) d’informer pour éviter les infestations ou
savoir les identifier de maniére précoce, (ii) de donner acceés a une liste
d’entreprises qualifiées, ainsi que (iii) la mise en place d’'un numéro d’information
et d’assistance juridique, notamment en cas de conflit avec le bailleur. En effet, la
loi a également évolué, imposant au bailleur de prendre en charge les frais de
détection et de désinfestation, en se référant a 1'obligation de décence du
logement (article 142 de la loi ELAN, 2018). Toujours dans le cadre de ce plan
d’action, un groupe de travail "Punaises de lit" a été constitué par ’ANSES en
aolit 2021, a l'initiative de la Direction générale de la Prévention des risques et la
Direction générale de la Santé3. L’objectif est de réaliser une expertise
scientifique des caractéristiques des punaises de lit, des facteurs de prolifération,

des méthodes de lutte, et des bénéfices et risques associés a ces méthodes.
Dynamique contemporaine

Permettre au grand public de comprendre les mécanismes menant a une
infestation de punaises de lit est crucial pour lui permettre de I’éviter. En effet,
C. lectularius peut se déplacer de maniere passive, grace a son hote : accrochée a
ses vétements posés sur un fauteuil a I’hotel, a I'intérieur d’un matelas revendu
sur un site de seconde main, dans son sac de voyage... Mais la punaise de lit peut
également se propager de maniere active au sein d’'un batiment, entre deux
chambres voire appartements par des trous dans les murs, des conduites d’eau ou
encore d’anciens vide-ordures (Booth et al., 2012). Concernant les hotels, la

formation des agents d’entretien est primordiale pour éviter la contamination de

1. Voir les résultats du sondage en ligne : https://www.quechoisir.org/actualite-
punaises-de-lit-infographie-vos-solutions-pour-en-venir-a-bout-n89858/

2. Site gouvernemental du plan d’action : https://www.ecologie.gouv.fr/punaises-1it-
letat-vous-accompagne

3. Voir lappel & candidatures : Thttps://www.anses.fr/fr/system/files/APC_
Punaisesdelit_roleetmission.pdf
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plusieurs chambres via leur matériel ou le linge (How and Lee, 2010).

Ces mécanismes de dispersion vont directement impacter et faconner la
structure des populations de C. lectularius. En effet, le parasitisme de I’humain
facilite a la fois la colonisation de nouvelles zones (patchs) vides, et 'extinction
d’autres au bout d’une lutte (souvent) acharnée. La plupart des études montrent
une diversité génétique tres faible au sein d’une infestation, soutenant 'hypothese
d’un treés petit nombre de colonisateurs & l'origine de chaque infestation (Booth
et al., 2012; Saenz et al., 2012; Fountain et al., 2014). On parle alors d’effet de
fondation (Le Corre and Kremer, 1998). En revanche, la diversité

inter-populations mesurée dans ces mémes études est tres élevée.

Une étude menée sur 14 populations de punaises de lit échantillonnées dans
un hotel et plusieurs appartements individuels en France a également montré une
diversité génétique tres faible au sein des populations (Akhoundi et al., 2015).
Cette faible diversité intra-population suggere également que chaque colonisation
a débuté avec un faible nombre d’individus, voire une seule femelle fécondée .
La diversité génétique était plus élevée pour les populations échantillonnées au
sein de I’hotel, et pourrait s’expliquer par plusieurs épisodes d’introduction, ou de

dispersion entre les chambres.

Colonisatrice hors pair, la punaise de lit semble donc capable de résilience
lorsqu’un petit groupe d’individus crée une nouvelle sous-population, malgré les
effets de la consanguinité. Pour comprendre la mise en place de la dynamique
actuelle qui fait le succes de ce parasite, il faut se pencher sur ses caractéristiques
physiologiques ainsi que ses traits d’histoire de vie, contribuant a la production et

a la survie de ses descendants.

1.1.2 Portrait d’un parasite redoutablement efficace

Aujourd’hui, la punaise de lit, comme son nom l'indique, est un parasite qui
est le plus fréquemment associé a la chambre a coucher. En effet, son mode vie
nocturne est parfaitement adapté a notre état statique de repos, et peut

engendrer de nombreux désagréments.
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Cimex versus Homo

Cimex lectularius est un parasite qui profite de la vulnérabilité de son hote
endormi pour se nourrir de son sang. Les dommages pour I’étre humain peuvent
étre physiques, du fait de la piqtire en elle-méme et de la réaction allergique qu’elle

peut engendrer, mais également psychologiques.

Les piqtlires de punaises de lit sont souvent alignées, ce qui les rends assez
caractéristiques. Des cas d’infection des piqlires, mais également de réactions
allergiques allant jusqu’a l'cedéme de Quincke dans de tres rares cas ont été
relevées (Delaunay et al., 2010). Pour certaines fortes infestations, un trop grand
nombre de piqlires peut également provoquer une anémie chez 1’hote
(Paulke-Korinek et al., 2012). Une étude américaine récente a montrée que les
patients ayant une infestation de punaises de lit a leur domicile étaient plus
susceptibles d’étre anémiques (59,5% vs 36,9%) que les autres patients (Sheele
et al., 2021).

De nombreuses études ont été également réalisées afin de comprendre si, a
I'instar d’autres insectes hématophages, comme les moustiques (Achee et al.,
2019), la punaise de lit pouvait transmettre des pathogenes a I'humain. La
compétence vectorielle en laboratoire (soit la capacité a recevoir, multiplier et
retransmettre un pathogene) est étudiée séparément de la capacité vectorielle
(reproduire la compétence vectorielle in natura). Plusieurs micro-organismes
pouvant déclencher des maladies chez I'humain ont été détectés dans des
populations de punaises de lit sur le terrain (Delaunay et al., 2011). C’est le cas
de Coxiella burnetii, a l'origine de la fievre Q ou coxiellose chez ’humain. Bien
que la transmission entre stades ait été observée, ainsi que cette bactérie ait été
identifiée dans les feces des insectes infectés, la capacité des punaises de lit a étre
vecteur de C. burnetii doit encore étre étudiée (Daiter, 1963). Les mémes
observations ont été faites pour le virus de I’hépatite B, sans que des preuves
formelles d'une transmission a 'humain n’existent (Ghoda and Shah, 2005).
Enfin, la présence de Trypanosoma cruzi, responsable de la maladie de Chagas, a
été détectée dans des populations de terrain (Villagran et al., 2008). T. cruzi
serait capable de se transmettre entre punaises de lit de différents stades, de se
répliquer a l'intérieur de l'insecte et d’étre ensuite détecté dans sa salive et ses
feces, arguments soutenant une potentielle capacité vectorielle (Delaunay et al.,
2011). Néanmoins, aucun cas avéré de punaise de lit transmettant 7. cruzi a
I’humain n’a été observé. En réalité, la punaise de lit serait un bien pietre vecteur

dans les appartements, se nourrissant toujours des mémes hotes. Néanmoins,
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I'impact pourrait étre tout autre dans le cas d’une population détectée au sein
d'un hotel.

Aux désagréments physiques peuvent s’ajouter de réels dommages
psychologiques suite a une infestation de son domicile. Une étude compilant des
témoignages en ligne rapporte que, dans plus de 80% des cas, les personnes
infestées ont un ou plusieurs symptomes associés au syndrome de stress
post-traumatique. Parmi ces symptomes, on retrouve des flashbacks de
I'événement traumatique (ici, l'infestation) wvia des souvenirs intrusifs ou des
cauchemars, une hypervigilance, des insomnies, ou encore de l'anxiété et de la
paranoia (Goddard and de Shazo, 2012). Des comportements d’isolation sociale, &
cause des stigma et la honte ressentie, ont également été relevés (Burrows et al.,
2013). La honte est liée au fait qu'une infestation de punaises de lit, de la méme
maniere que les poux par exemple, est associée a tort a un manque d’hygiene. Si
un nettoyage fréquent - et plus spécifiquement d’endroits stratégiques tels que
derriere le lit - peut permettre la détection précoce d’une infestation, la saleté
n’attire pas les punaises, contrairement a d’autres nuisibles qui pourraient se
repaitre de restes de nourriture, tels que les cafards. Ainsi, des beaux quartiers
aux logements les plus précaires, tout le monde peut étre touché par la punaise de
lit. Néanmoins, le cotit du traitement ou ’absence d’agent d’entretien formé a la
détection précoce peuvent étre des facteurs discriminants les foyers les plus

pauvres.

Des maladies psychiatriques déclenchées par la présence de punaises de lit,
comme la dépression, ont également été décrites (Goddard and de Shazo, 2012).
Le cas le plus grave a ce jour décrit le suicide d'une femme atteinte d’un trouble
bipolaire aux USA, 6 semaines apres le début de l'infestation de son appartement.
Dans son dernier mail, elle écrivait "Je suis sire que les vampires sont de retour
et je ne peur pas supporter de vivre dans la peur d’étre dévorée vivante" (Burrows
et al., 2013).

En effet, les cas d’infestations non ou mal traitées peuvent rapidement sembler
insurmontables. La punaise de lit a un temps de génération tres court (environ
40 jours), lui permettant de se multiplier en un temps record : on considére que
Iintroduction d’une seule femelle préalablement fécondée dans un appartement
peut étre a 'origine d’une population florissante en seulement quelques mois. Pour
mieux comprendre ce potentiel invasif, il nous faut donc s’attacher a comprendre

le cycle de vie de la punaise de lit.
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Cycle de vie

La punaise de lit est un insecte hétéroptere, ayant 5 stades juvéniles tres
semblables au stade adulte. Le passage a chaque stade suivant se fait
nécessairement suite a un repas de sang, via une mue. Les juvéniles sont aisément
repérables a 'ceil nu de part leur taille, mais également leur coloration, qui passe

d’une transparence quasi totale de la cuticule a une opacité brun foncé.
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Figure 1.3 — Cycle de vie de Cimezx lectularius.

Une fois la derniere mue - dite imaginale - réalisée, un dimorphisme sexuel
marqué est alors relevé : les femelles sont plus grosses et ont l'extrémité de
I’abdomen rond, tandis qu’il est pointu chez les males. Males et femelles auront
encore besoin de faire des repas de sang réguliers, qui permettront la ponte chez
les femelles. Néanmoins, une punaise de lit dans les conditions adéquates peut
survivre plus d’un an sans se nourrir. Bien que le record de survie en laboratoire
sans repas de sang soit de 580 jours (Johnson, 1940), des études plus récentes
montrent qu’il s’agirait plutét d’une centaine de jours pour les punaises des
souches sensibles, et d’une cinquantaine pour les souches résistantes aux
insecticides (Polanco et al., 2011Db).

Lors de I’accouplement, les males pratiquent une insémination dite traumatique,
en perforant 'abdomen de la femelle avec leur appareil génital externe. En réalité,
cette perforation doit étre réalisée au niveau d’une incurvation d’un des sternites
(en face ventrale donc) de la femelle, située juste au dessus du mésospermagene. De
la, le sperme migrera aux ovaires, ou la fertilisation aura lieue. Cette reproduction a

un coiit pour les femelles, en diminuant leur longévité (Stutt and Siva-Jothy, 2001).

Environ une semaine apres la fécondation, les femelles commenceront a pondre
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entre 5 et 15 ceufs par jour. La longueur de chaque étape du cycle peut varier
en fonction des conditions environnementale, mais 1’éclosion ainsi que les mues
successives s’enchainent toutes les semaines avec des repas de sang réguliers, pour

une durée totale du cycle (d’ceuf & ceuf) d’une quarantaine de jours.
Hématophagie

La punaise de lit est un insecte lucifuge qui se nourrit exclusivement de sang
(hématophagie stricte). Sa croissance et sa reproduction dépendent donc de ces

repas de sang, réalisés sur ses proies lors d’attaques nocturnes.

Les pieces buccales de la punaise de lit sont parfaitement adaptées a leur régime
hématophage. La piqire est réalisée grace au rostre piqueur, composé de stylets
capables de perforer la peau, encerclant les canaux alimentaires et salivaires. La
salive injectée permet d’anesthésier la proie, avant que le sang ne soit aspiré via le
canal alimentaire. Une femelle adulte préleve un repas sanguin moyen de 7 ul en

une quinzaine de minutes, doublant son poids corporel.

En plus des repas de sang, la punaise de lit a également besoin de vitamine B
pour assurer son développement et sa reproduction. Cette vitamine, absente du
sang de vertébrés, est produite par un symbiote obligatoire : la bactérie Wolbachia
(Hosokawa et al., 2010).

Cortege bactérien et viral

De nombreux insectes dépendent d’une symbiose mutualiste pour survivre, une
relation dont chaque partie engagée tire des bénéfices. Chez C. lectularius, un peu
comme une auberge, ou 'on payerait pour le gite, la bactérie Wolbachia évolue
dans des cellules dédiées appelées bactériocytes (le gite), et fournit comme monnaie

d’échange la vitamine B, essentielle au bon développement de I’hote.

Les bactériocytes sont des cellules situées a I'intérieur d’un organe permettant
I’accueil de potentiels symbiotes appelé bactériome. Ces structures sont proches
des gonades, facilitant leur transmission verticale. En effet, la bactérie Wolbachia
a été identifiée dans les ovaires des femelles C. lectularius, puis dans les oocytes,
et enfin dans la région du futur organe symbiotique chez l'individu nouvellement
formé (Hosokawa et al., 2010). En I'absence de Wolbachia suite a 'administration
d’antibiotique, les travaux d’Hosokawa ont également montré une diminution de

la fécondité des punaises, compensée par un apport externe en vitamine B. Une
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~v-protéobactérie BEV-like de la famille des Enterobacteriaceae, ayant un role
présumé de symbiote secondaire, a également été décrite (Meriweather et al.,
2013). Enfin, une bactérie du genre Rickettsia a été détectée chez certaines
populations de punaises de lit (Potts et al., 2020; Thongprem et al., 2020). Des
études approfondies seront nécessaires pour comprendre leurs implications
respectives. Il semble néanmoins hautement improbable que leur réle soit vital,
étant donné que ni l'une ni l'autre n’a été détectée chez tous les individus

échantillonnés.

Contrairement aux bactéries, tres peu d’études ont été menées sur le virome
de la punaise de lit a notre connaissance. Une analyse en microscopie a permis de
mettre en évidence la présence d’un réovirus dans le tube digestif de la punaise de
lit (Eley et al., 1987). Plus récemment, un séquengage ARN de plusieurs punaises
a également permis de mettre en évidence un réovirus du genre Orbivirus, ainsi
qu'un Picornaviridae (Stanojevié et al., 2020). Néanmoins, on peut supposer que
de nombreux autres virus et/ou bactéries peuvent infecter les punaises de lit.
Caractériser  la  diversité ~de ces  micro-organismes  potentiellement
entomopathogenes pourrait permettre, a plus long terme, d’ouvrir de nouvelles

pistes de bio-controle.
Caractéristiques du génome

Le génome de la punaise de lit a été assemblé pour la premiere fois en 2016
(Rosenfeld et al., 2016; Benoit et al., 2016). La version RefSeq la plus récente
du génome (décembre 2017) a été réalisée dans le cadre de l'initiative ik5, qui
visait a séquencer le génome de 5000 arthropodes (https://ibk.nal.usda.gov).
Il s’agit de la version Clec_ 2.1, ou GCF__000648675.2, utilisée dans le cadre de cette
these (Thomas et al., 2020). Ce génome de 510,8 Mb est composé de 1574 régions
génomiques (1573 régions d’ADN nucléaire et une d’ADN mitochondrial), appelées
scaffolds (assemblage de contigs, eux méme composés des lectures de séquengage
appelées reads). La taille médiane de ces scaffolds est de 1,6 Mb (N50), et 14,647
genes y sont annotés. Ce génome a été réalisé a partir d'un séquengage en lectures
courtes (librairie "mate-pair") d’un individu méle de la souche Harlan, provenant
du premier élevage de C. lectularius. La mise en place de cet élevage remonte a
1973, lorsque Harold Harlan, un entomologiste américain, décida d’échantillonner
les insectes infectant un baraquement militaire, puis de les nourrir sur son bras.
La souche Harlan fait désormais office de référence sensible, n’ayant pas été en
contact avec les insecticides modernes. Les efforts de séquencage de ce génome

doivent cependant étre poursuivis, pour passer d'un assemblage en scaffolds a un
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assemblage en chromosomes.

Le nombre de chromosomes attendus est connu, grace a plusieurs études ayant
réalisé des caryotypes de la punaise de lit (Grozeva et al., 2010; Sadilek et al.,
2013). Ainsi, le caryotype le plus courant chez les males de C.lectularius semble
étre 2n=26+X;X5Y, avec néanmoins une grande variabilité quant au nombre de
chromosomes sexuels, qui peuvent étre fragmentés pour un total de 29 a 47
chromosomes (étude réalisée sur n=61 punaises de lit) (Sadilek et al., 2013). La
détermination sexuelle chez la punaise de lit suit le systeme XY, ou le sexe
masculin est codé par des genes présents sur le chromosome Y, chromosome qu’ils
sont les seuls a posséder. Chez la femelle, on décrit le caryotype complémentaire

comme étant 2n=26+2X;_,,, avec n le nombre de chromosomes X additionnels.

Toutes ces études génomiques s’appuient sur des insectes prélevés sur le terrain,
puis potentiellement élevés en laboratoire pour plus de praticité. Néanmoins, réussir
un élevage d’insectes (ou de tout autre organisme) n’est jamais chose aisée, malgré

des conditions artificielles controlées et supposément idéales.

BACTERIA BACTERIA
IN NATURE IN THE LAB
e gy Inversil A | 28 not my favourite sugar ® ® ®
defying the physical /S the pH is of f by 0,001

limits of life

this is my third is this tap water? I'm allergic

eukaryotic
extinction event:
inarow (

Meéme, source : internet

1.1.3 Elevage en laboratoire

La punaise de lit est un insecte qui prolifere tres facilement dans les habitations,
et qui peut théoriquement étre élevé en laboratoire de maniere relativement aisée.
Plusieurs parametres doivent néanmoins étre considérés, dont les facteurs physiques
(température, hygrométrie, photopériode) et physiologiques (fréquence des repas
et type de sang) (Cannet et al., 2015).

Les conditions physiques idéales pour minimiser le temps de génération (et
donc maximiser la prolifération des punaises de lit) sont de 26°C, 70% d’humidité
relative, et des cycles jour/nuit de 12h chacun. Concernant le repas de sang, deux

principales méthodes se dégagent : le gorgement sur étre vivant, ou sur du sang
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déja prélevé et chauffé artificiellement. La convention Européenne pour la
protection des animaux vertébrés utilisés a des fins expérimentales (CETS 123)
stipule que la seconde option doit étre privilégiée. Ainsi, dans le cadre de cette
these, le systéme Hemotek®? (Figure 1.4), a été choisi. L’Hemotek permet de
chauffer le sang a 37°C afin de mimer la température corporelle, et de varier les
sangs et les membranes utilisées. Les punaises de lit sont placées dans des bocaux
en plastique transparent fermés par de l'organza, un tissu au maillage
suffisamment fin pour ne pas laisser d’ceufs ou de stades 1 s’échapper. Chaque
bocal est ensuite placé sur un réservoir de I’'Hemotek remplis de sang et scellé
avec du parafilm (Montes et al., 2009). Les punaises vont alors pouvoir se nourrir
en piquant successivement & travers l'organza puis le parafilm dans le réservoir?.
Le sang utilisé est du sang humain qualifié (caractérisation du groupe sanguin et
recherche de maladies ou agents transmissibles préalable), prélevé dans le cadre
d’un partenariat avec 'Etablissement Francais du Sang (CODECOH approuvé
par le Ministere de I’Enseignement Supérieur, de la Recherche et de I'Innovation).
L’ajout d'un anti-coagulant au sang est nécessaire (Feldlaufer et al., 2018), et
I'ESF utilise & ce titre de I'héparine de sodium (170 UT soit 0,03 mL d’héparine de

sodium dans 10 mL de sang).

Figure 1.4 — Systeme Hemotek pour l’élevage des punaises de lit. A. Deux systémes
centraux Hemotek, reliés a 12 unités chauffantes. B. Remplissage des réservoirs de sang
avec une pipette stérile a usage unique (volume : 0,5 uL). C. Scellage d’un réservoir avec
du parafilm étiré. D. Installation du réservoir sur une unité chauffante en le vissant. E.
Le pot contenant les punaises est placé avec la face fermée par 'organza sur le réservoir.
F. Les punaises peuvent prélever le sang dans le réservoir da travers l'organza puis le
parafilm. Photos : Elodie Rosinski (LBBE) et Chloé Haberkorn.

J’ai été la premiere a monter un élevage de punaises de lit au sein du LBBE.

Apres quelques mois de croissance, cet élevage s’est brusquement effondré, avec

4. http://hemotek.co.uk
5. Pour visualiser un gorgement de punaises de lit réalisé au laboratoire : https://www.
youtube.com/watch?v=zZISi7ySzWY
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un phénotype de mortalité caractéristique "d’oxydation" suite au repas de sang.
Ce phénotype est décrit dans le Chapitre 4, et I’hypothése d’'un agent infectieux
potentiellement responsable de cette mortalité y est explorée. Cette piste pouvant
mener a la découverte de nouvelles possibilités de lutte biologique contre la
punaise de lit, elle est particulierement intéressante. En effet, les produits de lutte
utilisés contre les punaises de lit sont en grande majorité dommageables, a la fois
pour ’humain et pour 'environnement. Il semble donc primordial d’identifier de
nouvelles méthodes de bio-controle qui seraient spécifiques, c’est a dire sans effet

sur les organismes non-cibles (en incluant ’humain) et efficaces.

1.1.4 Les méthodes de controle

Il existe de nombreuses méthodes applicables a la lutte contre la punaise de lit,
aux degrés d’efficacité variables. A la lutte mécanique se sont jointes les molécules
naturelles, puis les molécules synthétisées chimiquement. Mais avant de traiter, il

est nécessaire de s’assurer que le nuisible présent est bien la punaise de lit.
La traque

Le premier contrdle est donc visuel et olfactif. La punaise de lit ayant un
comportement grégaire, elle se regroupe avec ses semblables durant la journée.
Mues, ceufs ou punaises de lit doivent étre recherchés a proximité des lits et
canapés (sous les matelas, sommiers, rideaux, plinthes, tapis...). Apres avoir
digéré son repas de sang, la punaise produit également des déjections sous forme
de petites traces rondes noires trés reconnaissables. Néanmoins, le contrdle visuel
peut étre insuffisant ou difficile, notamment a cause du caractere cryptique de la
punaise de lit, cachée dans des endroits difficiles d’acces. Pour les habitués, la
punaise de lit a une odeur d’amande amere caractéristique, d’autant plus pour le
flair d’un chien entrainé. Les chiens spécialisés dans la détection de punaises de lit
peuvent signaler la présence d'un seul individu ou d'un lot d’ceuf (n=>5) dans
97,5% des cas, et les distinguer de punaises de lit mortes, mues et feces dans 95%
du temps (Pfiester et al., 2008). En France, 'ACDPL® - Association des Chiens
Détecteurs de Punaises de Lit - a pour but d’encadrer et crédibiliser la pratique,
bien que leur certification n’offre pas la reconnaissance d'un diplome

gouvernemental.

La mise au point de pieges a été également explorée dans de nombreuses études,

6. Site internet de 1’Association des Chiens Détecteurs de Punaises de Lit : https://acdpl.fr
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afin notamment de faciliter la surveillance et la détection précoce de punaises de lit
dans les hotels. Les punaises de lit sont attirées par la présence de leurs semblables,
qui déposent un cocktail de cinqg molécules qualifiées de phéromone d’attraction
(Gries et al., 2015). L’humain est également un attractant, via le COq reldché et
certaines kairomones (Singh et al., 2013). Néanmoins, le nombre élevé de produits
disponibles sur le marché et la grande variabilité de leurs prix ne permet pas a
I'un de ces pieges de se démarquer (Crawley and Borden, 2021). Sur le terrain, les
professionnels n’utilisent que rarement ces pieges, ou privilégient les pieges de type

surfaces collantes a placer autour ou sous les pieds du lit.
Lutte physique et mécanique

Une fois l'insecte formellement identifié, il est conseillé de nettoyer la zone
avec une brosse a sec avant de l'aspirer méthodiquement, afin de retirer un
maximum d’insectes et d’ceufs. L’aspirateur devra étre a son tour soigneusement
nettoyé, voire traité avec un insecticide afin d’éviter que les punaises ne s’en
échappent. Aucun recoin ne doit étre négligé : certaines fortes infestations
nécessitent de changer un papier peint partiellement décollé, ou de condamner les
plinthes par des joints. Le linge potentiellement contaminé doit étre congelé
minimum 48h a -20°C, ou lavé en machine a 60°C. Il existe également des
techniques plus onéreuses telles que le nettoyage vapeur a 120°C, qui demande
beaucoup de minutie, le chauffage d’une piece entiere a plus de 80°C pendant

plusieurs heures, ou du mobilier dans une grande étuve.
Lutte naturelle

Il n’existe que peu de solutions naturelles contre la punaise de lit
commercialisées en France. La terre de diatomée, ou dioxyde de silicium, en est
une (Figure 1.5.A). Cette poudre composées de fossiles d’algues diatomées
microscopiques  (10-200 pm) est extrémement abrasive pour les insectes
(Akhoundi et al., 2019). Lors d'un contact, la terre de diatomée adhére a la
cuticule et dégrade sa couche protective lipidique, pénétrant dans le corps de
I'insecte. A chaque mouvement de linsecte, la poudre de silice provoquera ensuite
des lésions dans les organes et ainsi une perte en eau. La punaise de lit mourra de
dessiccation aprés une dizaine de jours en moyenne, en fonction des
concentrations. Les formulations en spray ou en gel sont préconisées pour éviter
que cette poudre tres volatile ne soit inhalée, étant dangereuse pour les poumons,

tout particulierement chez les enfants et les animaux domestiques.
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Certaines huiles essentielles, telles que le géraniol, sont préconisées contre la
punaise de lit. L’EcoRaider, un produit composé d’huiles essentielles de géraniol,
de ceédre et d'un détergent a méme montré des résultats similaires a des
insecticides chimiques de la famille des néonicotinoides et des pyréthrinoides
(Wang et al., 2014). Les pyréthres naturels, extraits de la plante Tanacetum
cinerariaefolium sont également utilisés pour leur action neurotoxique (Figure
1.5.B). Leur synthese en laboratoire a permis de stabiliser et ainsi d’augmenter la
rémanence de ces molécules, donnant naissance a la famille des pyréthrinoides
chimiques (Matsuo, 2019).

Figure 1.5 — Ezemples de solutions naturelles de lutte contre les punaises de lit.
A. Punaises de lit adultes mortes aprés exposition d la terre de diatomée (Doggett
and Russell, 2009); B. Planche botanique du pyréthre de Dalmatie, Tanacetum
cinerariaefolium (Franz Eugen Kohler, Kohler’s Medizinal-Pflanzen, 1897) ; C. Punaises

de lit adultes mortes aprés exposition au champignon Beauvaria bassiana (photos prises
par Emeline Lemarié, INRAE Marseille, 2021).

Parmi les nouvelles pistes explorées, le potentiel de plusieurs bactéries
entomopathogenes a été testé, en les ajoutant au sang avant que les punaises ne
s’en nourrissent. Si la mortalité ne dépassait jamais les 50%, Serratia marcescens,
Pseudomonas fluorescens et Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) ont tous les
trois montré un potentiel pour le bio-controle de la punaise de lit (Pietri and
Liang, 2018).

Concernant les champignons, plusieurs especes ont également été a l'essai,
telles que Isaria fumosoroseus, Lecanicillium muscarium et Beauvaria bassiana
(Aak et al., 2018). Lors de ces essais, seule 'espece Beauvaria bassiana (Figure
1.5.C) a eu un effet significatif sur la mortalité de la punaise de lit, de maniére
concomitante avec d’autres études (Barbarin et al., 2012). Appliquée sur des
souches de punaises de lit résistantes aux pyréthrinoides et aux néonicotinoides,
B. bassiana permet de restaurer le phénotype de sensibilité avec une mortalité
approchant les 100%, contre moins 40% avec un produit a base de deltaméthrine
(Barbarin et al., 2017). Néanmoins, cette mortalité n’est atteinte qu’a 8-10 jours

post-traitement. Un produit contenant B. bassiana, Aprehend™, est
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commercialisé depuis fin 2017 aux USA et au Canada.

Néanmoins, la plupart des traitements sont réalisés avec des insecticides
chimiques, considérés comme a la fois plus efficaces, mais aussi plus économiques.
En effet, les traitements thermiques sont trés onéreux, méme si le fait de pouvoir
les utiliser plutot que de jeter un matelas ou un canapé neuf (& éviter absolument
de traiter en chimique, du fait du contact direct avec la peau et de la rémanence
des produits) peut permettre de rentabiliser ce cotit (environ 35€ le m? pour un
canon & chaleur, contre moins de 10€ le m? pour un traitement chimiqueT).
Quant au delta concernant lefficacité, il a été souligné plus haut qu’il fallait
compter une dizaine de jours pour que la terre de diatomée ou les champignons
détruisent une population de punaises (le temps de la propagation puis de la
croissance du champignon par exemple). A contratio, un insecticide chimique
peut engendrer la mort de linsecte en a peine quelques heures d’exposition,
lorsqu’il est correctement utilisé. Enfin, privilégier 1'utilisation de techniques

"naturelles" est un choix clivant, que toutes les entreprises ne proposent pas.
(Més)usages des insecticides conventionnels

Les insecticides, comme les antibiotiques, ne devraient pas étre automatiques.
Néanmoins, peut étre du fait de I’absence de rime, leur usage a longtemps été
trop peu précautionneux. L’innovation galopante permettait un remplacement
rapide des insecticides des que leur efficacité était amoindrie, sans trop se soucier
de la cause sous-jacente. A la fin du XX siécle, un ralentissement de l'innovation
devenue trop cotiteuse est observé, ainsi que la mise en place de tests pour évaluer
la toxicité sanitaire et environnementale des produits avant de permettre leur
commercialisation. Ces deux facteurs ont limité le champs des possibles, et
encouragé secteurs publics & privés a se pencher plus sérieusement sur ce

phénomene de résistance (Ruaux, 2013).

Avant cela, on pouvait utiliser contre la punaise de nombreux produits
également létaux pour ’humain. Dans les années 1800, l’arsenic et le mercure
étaient ainsi utilisés en insecticides de contact (Kinsley, 1893). Des fumigations
ont été réalisées avec des bougies au souffre (Hockenyos, 1940), ou du cyanure
d’hydrogene, y compris sous sa forme la plus tristement célebre : les crystaux de
Zyklon B, utilisés durant 1’'Holocauste (Potter, 2011).

7. Tarifs constatés sur https://allopunaise.com/pages/prix-traitement-punaise-de-
lit-tarif

42


https://allopunaise.com/pages/prix-traitement-punaise-de-lit-tarif
https://allopunaise.com/pages/prix-traitement-punaise-de-lit-tarif

~

A la méme période, les propriétés insecticides du
dichlorodiphényl-trichloroéthane (DDT), un organochloré, sont découvertes et
rapidement testées pour étre appliquées aux baraquements américains. Ce produit
semble alors inoffensif pour I’humain, tout en étant redoutablement efficace contre
les punaises de lit. Sa rémanence dans le temps est tout particulierement
impressionnante : des résidus de produit ont pu provoquer la mortalité d’insectes
jusqu’a trois ans apres leur application (Mallis, 1954). Pourtant, alors que la
punaise de lit semblait disparaitre, les premieres populations résistantes au DDT
sont identifiées des 1947 a la base navale américaine de Pearl Harbor (Johnson
and Hill, 1948). Il faudra attendre une décennie apres le succes de Silent Spring,
le livre de Rachel Carson alertant quant aux effets du DDT sur ’environnement
(Carson, 1962), pour que le DDT soit interdit dans la plupart des pays
occidentaux. Il reste néanmoins encore aujourd’hui utilisé ponctuellement pour
lutter contre les maladies vectorielles (et donc contrdler les populations de

moustiques) dans de nombreux pays d’Afrique.

L’histoire du malathion, un insecticide de la famille des organophosphorés qui
s’est substitué aux organochlorés des les années 70, est similaire. Malgré son
interdiction en France en 2008, une dérogation a été accordée a la Guyane en
2014, également dans le cadre de la lutte anti-vectorielle (Anses, 2014). Les
carbamates, tout comme les organophosphorés, inhibent ’activité cholinestérase
au niveau du systeme nerveux, ce qui les rend également toxiques pour les
mammiferes. La plupart des insecticides de cette famille (aldicarbe, carbofuran...)
ont donc été interdits en France a partir de 2007, malgré les réticences de la filiere
betteraviere (Langrand et al., 2018). Remplagons-les alors encore, avec les
néonicotinoides cette fois, ciblant les récepteurs nicotiniques de l’acétylcholine.
Interdits depuis 2018 en Union FEuropéenne, notamment pour leur action
mortifere qui leur a valu d’étre surnommés les pesticides "tueurs d’abeille’, ils ont
été temporairement ré-autorisés en France pour les cultures de betterave en 2020,
puis en 2022 (Le Monde, 2022). S'il existe des exceptions au sein de chaque
famille, il semblerait qu’aucune ne déroge au schéma suivant - introduction,
utilisation extensive, identification de toxicité et/ou baisse d’efficacité,

remplacement.

Aujourd’hui, les familles d’insecticides pouvant encore étre au moins
partiellement utilisées contre la punaise de lit sont les pyréthrinoides, les
régulateurs de croissance, les néonicotinoides, les carbamates, les pyrroles et les
silicates (Centre National d’Expertise sur les Vecteurs (Institution), 2015). Les

pyréthrinoides sont actuellement majoritaires, sur le marché comme dans les
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usages. Ces insecticides ne tuant pas les ceufs, la méthode de traitement
préconisée implique deux voir trois passages a 7 a 10 jours d’intervalle, pour
atteindre les larves nouvellement nées. Néanmoins, méme en respectant ce

protocole, il arrive que les traitements soient inefficaces.

Les mésusages des insecticides sont principalement réalisés par le grand
public, n’ayant pas de formation adéquate, et contribuent a la mise sous cloche
progressive des produits (comme concernant la mise a jour d’octobre 2019 du
code de 'environnement®). Dans ce contexte plus que jamais, la formation des
professionnel-le-:s du secteur joue un rdle essentiel. Les formations se doivent
d’insister tout particulierement sur le fait que différents produits peuvent avoir le
méme mode d’action, notamment s’ils font partie d’'une méme famille. Les
mauvaises pratiques de traitement, comme les applications successives
d’insecticides de la méme famille alors qu’une inefficacité est constatée, peuvent

en effet favoriser la sélection de populations résistantes.

8. Article R522-16-3, décret n°2019-1052. (...) Il est interdit de céder directement en libre-
service & des utilisateurs non professionnels : les produits (...) pour lesquels des données
établissent qu’ils sont fréquemment utilisés en méconnaissance des regles visant a préserver la
santé humaine ou l'environnement, figurant dans leur autorisation de mise sur le marché ou
dans la notice élaborée par leur fabricant. Voir : https://www.legifrance.gouv.fr/codes/id/
LEGIARTI000039226824/2019-10-17
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1.2 Problématique de la résistance aux
pyréthrinoides

La résistance la plus couramment observée et étudiée chez la punaise de lit est
celle aux pyréthrinoides, étant la famille d’insecticide la plus utilisée. Pour
comprendre la résistance aux pyréthrinoides, il nous faut d’abord revenir sur
I’histoire de cette famille d’insecticides, avant de définir clairement le phénomeéne
de résistance. Nous verrons ensuite comment détecter la résistance, et quels

mécanismes peuvent entrer en jeu.

1.2.1 Les insecticides pyréthrinoides

Les pyrethres naturels sont extrémement photosensibles, avec une demi-vie de
bh au soleil. L’objectif premier de synthétiser des pyrethres en laboratoire était
donc de stabiliser la molécule, et d’augmenter la toxicité pour les insectes tout en
diminuant celle pour les mammiféres (Lopez and Fernandez-Bolanos, 2011). En
1949, le premier pyréthrinoide de synthese, l'alléthrine, est commercialisé.
Quelques années plus tard, la perméthrine sera commercialisée pour une

utilisation en agriculture, étant suffisamment peu photosensible.

Plusieurs nomenclatures coexistent pour classer les pyréthrinoides, dont une
portant sur les manifestations de l'intoxication chez les mammiféres, et une autre
sur la structure de la molécule (Soderlund, 2012). Chez les rongeurs, on distingue
en effet une symptomatologie de type T (tremblements, ataxie, excitabilité,
hypersensibilité), et une symptomatologie de type CS (choréo-athétose, salivation,
tremblements, convulsions). Les molécules peuvent également étre séparées entre
les pyréthrinoides de type I et de type II, le type II ayant un groupement a-cyané
(cyano-3-phénoxybenzyle) absent chez le type I (Figure 1.6).

Type ll

Br

S-bioallethrin Deltamethrin
(1R trans,o.S) (1R cis,oS)

Figure 1.6 — Structure des pyréthrinoides de type I et 1I. Exemples de la S-bioallethrin
(Type 1) et de la deltaméthrine (Type II) (Soderlund, 2012). La fonction ester est encadrée
en rouge. Le groupement a-cyano-3-phenoxybenzyle, caractéristique des molécules de type
11, est encadré en gris.
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Toujours selon Soderlund (2012), il est généralement admis que la
symptomatologie de type T correspond au type I, et la symptomatologie CS au
type II, méme s’il y a des exceptions. Les pyréthrinoides de type I englobent
I’alléthrine, la perméthrine, ou la tétraméthrine, tandis qu’on retrouve chez les
pyréthrinoides de type II la cyperméthrine, la cyhalothrine, la deltaméthrine ou le
fenvalérate. Les deux types perturbent l'ouverture des canaux sodium
voltage-dépendants en augmentant le temps passé en position ouverte a raison de
20 ms de plus pour le type I et >200 ms de plus pour le type II, entrainant une
perturbation dans la transmission de l'influx nerveux. Cet effet hyperexcitateur

des pyréthrinoides de type II explique leur toxicité plus élevée que le type I.

Les pyréthrinoides ont également, dans une moindre mesure, un effet sur les
canaux chlorure et calcium voltage-dépendants, ainsi que les récepteurs de 'acide
~v-aminobutyrique (GABA), et les canaux activés par les GABA (Soderlund, 2012).
Enfin, les pyréthrinoides peuvent étre métabolisés par l'organisme a petite dose, en
commengant par le clivage des esters (encadrés en rouge fig. 1.6), réalisé par des

carboxylestérases ou par des cytochromes P450 (C'YP).

Cette famille d’insecticide a la fois toxique et rémanente a donc été massivement
appliquée sur le terrain, pour lutter contre une multitude d’insectes. Néanmoins,
les premiers échecs de traitement des punaises de lit aux pyréthrinoides ont tres
vite été observés, et se sont rapidement propagés, en témoignent certaines études
faites & large échelle comme aux Etats Unis (Romero et al., 2007). La résistance est
un phénomene observé d’abord sur le terrain, lorsqu’un produit appliqué sur une
population d’insectes ne semble plus faire effet. Le produit peut alors étre concentré,
mais dans une certaine mesure seulement, chaque molécule pouvant atteindre une
limite de solubilité, jusqu’a ce qu’appliquer le produit pur sur I'insecte n’ait plus
aucun effet sur sa survie (Céceres et al., 2019). A partir d’un constat sur le terrain,
la recherche vise a formaliser la détection de cette résistance, pour mieux surveiller

son évolution dans le temps.

1.2.2 Détecter la résistance

Afin de déterminer si une population est résistante, la méthode la plus simple
est de réaliser des bioessais, en comparant la courbe de mortalité réalisée avec des
doses croissantes d’insecticides d’une population donnée a celle d’'une population
sensible (Barres et al., 2016). Il est ainsi possible de calculer un ratio de résistance

(RR), correspondant au rapport entre deux doses létales pour un pourcentage donné
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d’individus (par exemple 95%, soit la LDgs de la population résistante divisée par
celle de la population sensible). Une population est considérée comme faiblement
résistante avec un RR inférieur a 5, modérément résistante entre 5 et 10, et tres

résistante au dela de 10 (Mazzarri and Georghiou, 1995).

Concernant I'exposition aux insecticides, il existe deux techniques : le contact
forcé, ou l'application topicale. Pour un contact forcé, du papier buvard est
imprégné de la dilution voulue, avant de transvaser les insectes sur les résidus secs
(Seong et al., 2010). Dans le cas d'une application topicale, les insectes sont tout
d’abord immobilisés, sur glace ou en les faisant inhaler du COq (Figure 1.7.A), et
une seringue en verre est utilisée afin de délivrer une dose donnée directement sur
la cuticule de l'insecte (Figure 1.7.B). Dans les deux cas, les insectes doivent étre
conservés dans des conditions stables avant de comptabiliser la mortalité (Figure
1.7.C). Une fois que le statut de résistance d’une population est observé, il a fallu

définir la résistance d’'un point de vue évolutif et adaptatif, afin de formaliser le

phénomene.

Figure 1.7 — Fxemple de méthodologie d’exposition des punaises de lit aux insecticides.
A. Engourdissement des insectes dans une boite de Petri posée sur de la glace pilée. B.
Application topicale de l’insecticide grdice d une seringue montée sur un distributeur d
répétition. Le point rouge correspond d la zone qui doit étre visée pour l’application, entre
les coxae en face ventrale (adapté de Caffrey and Cherezov (2009), pas a l’échelle). C.
Boites de Petri contenant les punaises sur le papier buvard propre, scellées au parafilm
en attendant de mesurer le taur de mortalité.

1.2.3 Définir la résistance

La résistance aux insecticides est une diminution de la sensibilité héréditaire
observée chez les populations exposées par rapport aux non-exposées au cours du

temps.

Une mutation conférant un avantage face a l’application d’un insecticide
augmentera les chances de survie et de reproduction de l'individu la portant.
Ainsi, la fréquence de cette mutation adaptative augmentera dans la population

sous la pression de sélection produite par les applications répétées de cet
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insecticide.

La résistance est a distinguer de la tolérance aux insecticides, qui décrit la
capacité naturelle d'un insecte a supporter l'effet de l'insecticide, sans étre le
résultat de changements génétiques récents dus a l'utilisation massive
d’insecticide (Zhu, 2008). Chez la punaise de lit, les changements physiologiques
suite a un repas de sang peuvent par exemple conférer une tolérance accrue aux
pyréthrinoides (DeVries et al., 2015).

1.2.4 Mécanismes de résistance

Il existe quatre grands mécanismes de résistance : la résistance
comportementale, cuticulaire, métabolique, et par modification de la cible (Figure
1.8). Dans un soucis de concision, nous détaillerons ces mécanismes uniquement

pour la résistance aux pyréthrinoides.
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Figure 1.8 — Mécanismes hypothétiques de résistance auzx insecticides chez la punaise
de lit. 1 - Résistance comportementale : évitement; 2 - Résistance cuticulaire :
épaississement ou modification de la cuticule, diminuant la pénétration de l’insecticide ;
3 - Résistance métabolique : dégradation de l’insecticide par des enzymes, comme les
cytochromes P450 ou les estérases ; 4 - Résistance par modification du site cible : mutation
au niveau du systeme nerveux empéchant linsecticide de s’y fizer.

Comportementale

La résistance comportementale est principalement décrite comme étant
qualitative, avec un évitement temporel, spatial ou trophique (relatif a la
nutrition) du contact avec les insecticides (Carrasco et al., 2019). De maniere plus
conceptuelle, Carrasco et al. (2019) mentionne également une résistance
quantitative, caractérisée par des comportements de fuite, de thermorégulation,

ou encore "d’auto-médication" a la suite d’un contact avec 'insecticide.
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Un décalage temporel d’activité a pu par exemple étre observé dans des
populations de moustiques du genre Anopheles exposées aux insecticides.
L’utilisation de moustiquaires imprégnées, ou la pulvérisation des insecticides en
intérieur est en effet mortelle pour les moustiques se déplagant a la recherche de
leur proie lorsqu’elle se trouve dans son logement, pendant la nuit (Moiroux
et al., 2012). A contrario, les moustiques prédatant I'humain au lever du jour ont
plus de chance de survivre et de se reproduire, entrainant donc une sélection de ce
comportement permettant la résistance aux pyréthrinoides (Moiroux et al., 2012).
Un évitement strictement spatial, avec une augmentation des piqtires a ’extérieur
du logement, a été observé chez diverses especes d’Anopheles (Musiba et al.,
2022). Un évitement trophique, par la prédation d’autres animaux non-humains,
a également pu étre mis en évidence dans des population de Culex
quinquefasciatus résistantes a la perméthrine, et également dans de nombreuses
especes d’Anopheles (Bogh et al., 1998; Ndenga et al., 2016).

A ce jour, aucune résistance comportementale n’a été mise en évidence chez C.
lectularius (voir review Dang et al. 2017), bien que certains comportements pouvant
limiter I'effet des pyréthrinoides aient pu étre observés. La deltaméthrine semble en
effet avoir un effet excitant-répulsif sur les punaises de lit, avec une augmentation
des déplacements quand l'insecte est en contact avec cet insecticide, ou la préférence
d’une tente non-traitée aux insecticides a une tente traitée pour se cacher (Romero
et al., 2009a). De part leur mode de vie cryptique et nocturne, I’évitement temporel
ou spatial décrit chez les moustiques est difficilement envisageable chez la punaise
de lit. En revanche, un évitement trophique, en se nourrissant sur un animal de
compagnie dont le panier serait dans une piece non-traitée, ou un nid d’oiseau a

proximité semble théoriquement possible.
Cuticulaire

La résistance cuticulaire peut étre caractérisée par un épaississement ou une
modification de la structure cuticulaire, diminuant le taux de pénétration des
insecticides (Balabanidou et al., 2018).

Pour quantifier la pénétration de I'insecticide, un dosage du taux d’insecticide
ayant pénétré relativement a celui resté a l'extérieur de la cuticule peut étre
réalisé. Une diminution de la pénétration a ainsi été observée chez une population
d’Helicoverpa armigera résistante a la deltaméthrine (Ahmad et al., 2006). Les
raisons de cette diminution de la pénétration peuvent étre diverses : chez A.

gambiae, I'épaississement de la cuticule d’'une population résistante a plusieurs
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insecticides a été lié a une surexpression en cytochrome P450s, engendrant un
enrichissement en hydrocarbures de 1’épicuticule (Balabanidou et al., 2016). Au
sein d'une autre population résistante a la deltaméthrine d’A. gambiae, cet
épaississement a été corrélé a la surexpression de protéines cuticulaires (Yahouédo
et al., 2017). Une surexpression de laccase 2 peut également modifier la structure
moléculaire de la cuticule, la rendant moins pénétrable, comme chez une souche
de C. pipiens résistante au fenvalérate (Pan et al., 2009). Enfin, les transporteurs
de type ABC peuvent acheminer des lipides cuticulaires (hydrates de carbone)
dans 1'épiderme, réduisant la pénétration des insecticides (lipophiles)
(Balabanidou et al., 2018), bien qu’il reste a préciser les mécanismes exacts

conduisant & la résistance.

Une étude morphologique a confirmé que la cuticule était plus épaisse chez
une souche de punaises de lit résistante aux pyréthrinoides collectée en Australie,
par rapport a une souche sensible (Lilly et al., 2016a). Un épaississement accru
de la cuticule est corrélé avec un temps plus long précédant la paralysie (knock-
down) de 'insecte suite & une exposition aux insecticides. D’autres études basées
sur des analyses RT-qPCR ont montré que les genes des protéines cuticulaires, tels
que la chitine synthase (CHS) ou la protéine cuticulaire larvaire/pupale (L/PCP),
présentaient des niveaux de transcription plus élevés chez les souches de punaises de

lit résistantes aux pyréthrinoides (Mamidala et al., 2012; Koganemaru et al., 2013).
Métabolique

Apres la pénétration de la barriere cuticulaire, de nombreuses voies
métaboliques peuvent étre mobilisées pour dégrader ou excréter un insecticide.
Ces mécanismes de détoxication auraient été sélectionnées chez les insectes
phytophages pour leur permettre de résister aux toxines produites par les plantes,
durant des millions d’années de course aux armements (Després et al., 2007).
Bien que la punaise de lit ne soit plus en contact avec le regne végétal
aujourd’hui, du fait de son hématophagie stricte et de sa vie en intérieur, on
pense que cette hématophagie a évolué a partir d’insectes phytophages (Weirauch
et al., 2019). La mise en place ancestrale de ces mécanismes de détoxication
aurait donc également permis la sélection de leurs versions les plus efficaces de

maniere rapide au sein des souches de punaises de lit résistantes.

Les mécanismes potentiellement impliqués dans la résistance métabolique ont

été décrits par Barres et al. (2016) (Figure 1.9) comme étant :
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« la surexpression d’une enzyme ou l'amélioration de son efficacité (grace a une
meilleure affinité pour le substrat par exemple), augmentant ainsi la dégradation
de l'insecticide ;

e lefflux hors de la cellule via des transporteurs ABC;

o la séquestration de l'insecticide (moléculaire ou intracellulaire) ;

o et dans le cas ou l'enzyme atteindrait sa cible, la protection contre les effets
cytotoxiques potentiellement générés, ou la compensation par une voie ou
enzyme alternative de la cible.

SENSIBLE RESISTANT
exfracellulaire

efflux

€e

pénétration, ¢ ¢ e ¢
translocation 4 [ ¢
activité sur séquestration séquesiration
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Figure 1.9 — Mécanismes métaboliques entrainant la résistance auzr insecticides. Les
enzymes dégradant l'insecticide peuvent étre surexprimées, ou avoir plus d’affinité pour
Uinsecticide. L’excrétion par les transporteurs en dehors de la cellule (effluz) peut étre
accrue, ainsi que la séquestration de l'insecticide (moléculaire ou intracellulaire). Dans
le cas ou l'enzyme atteindrait sa cible, certaines enzymes peuvent conférer une protection
contre les effets cytotoxiques potentiellement générés, ou remplacer la cible dans ses
fonctions, compensant ainsi son occupation par l’insecticide.

La dégradation de l'insecticide peut étre réalisée via les enzymes de phase I,
réalisant principalement des réactions d’oxydation grace aux monooxygénases a
cytochromes P450 (P450s) ou d’hydrolyse par les estérases. Leur action peut étre
suivie par celle des enzymes de phase II, pour les étapes par exemple de
glutathionylation avec les glutathion-S-transférases (GSTs) ou de glucuronidation
via les UDP-glucuronosyltransferases (UGTSs) (Xu et al., 2005). Néanmoins, une
seule enzyme de la phase I ou II peut suffire dans certains cas a dégrader
I'insecticide (Amezian et al., 2021). La surexpression d'un P450, le CYPGASI,
semble ainsi impliquée dans la résistance aux pyréthrinoides chez la mouche

méditerranéenne des fruits, Ceratitis capitata, (Arouri et al., 2015).

La phase III correspond a l'excrétion enzymatique de l'insecticide hors de la
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cellule ou dans la vacuole. Cette étape d’efflux est principalement réalisée par des
transporteurs ABC (Gott et al., 2017). Chez Aedes aegypti par exemple, certains
transporteurs ABC sont surexprimés dans les souches résistantes aux
pyréthrinoides (Bariami et al., 2012). Plusieurs enzymes peuvent étre impliquées
également dans la séquestration de l'insecticide, dont les estérases, comme cela a
été observé avec le pyréthrinoide esfenvalérate chez la noctuelle Helicoverpa

armigera (Gunning et al., 1996).

Enfin, chez la cicadelle brune Nilaparvata lugens, une activité élevée des GSTs
confere une résistance a la perméthrine et a la A-cyhalothrine, en limitant la
peroxydation lipidique que ces insecticides induisent, et qui cause des dommages
oxydatifs aux tissus (Vontas et al., 2001). D’autres enzymes connues pour leur
role protecteur du stress oxydatif peuvent également étre impliquées dans la

résistance aux insecticides (Zhou et al. 2019, voir 1.2.4).

La plupart de ces mécanismes de résistance métabolique semblent donc dus a
une surexpression enzymatique. Quand on s’intéresse de plus preés aux séquences
sous-jacentes, une surexpression enzymatique peut étre due a (i) une mutation de la
séquence codante (Campbell et al., 1998) ou de son promoteur (Pang et al., 2014),
(ii) une amplification génique (Bass and Field, 2011), ou (iii) un changement au

niveau des éléments régulateurs (Wilding 2018, détaillé en section 1.2.4).

Dans les populations résistantes aux pyréthrinoides de punaises de lit, une
activité accrue de plusieurs enzymes telles que les cytochromes P450 (CYP)
(Romero et al., 2009b) et les estérases (Lilly et al., 2016b) a été observée. Des
expressions plus élevées des glutathion-S-transférases (GST) ont également été
détectées chez les stades immatures de punaises de lit résistantes, mais ce
mécanisme reste & identifier chez les adultes (Mamidala et al., 2011). Des souches
résistantes ont été également exposées a des pyréthrinoides en synergie avec des
inhibiteurs enzymatiques spécifiques, afin de déterminer si cela permet de
restaurer la sensibilité aux insecticides, et ainsi évaluer l'implication de ces
enzymes dans le phénotype résistant. Le piperonyl butoxyde (PBO), un inhibiteur
des cytochromes P450, a diminué de maniere significative la résistance a la
deltaméthrine (Romero et al., 2009b). De méme, un inhibiteur des estérases a
augmenté la mortalité des punaises de lit par rapport a l'utilisation de la
A-cyhalothrine seule (Lilly et al., 2016b). Enfin, les geénes codant pour les
transporteurs ABC Abc8, Abc9, Abcl0 et Abcll ont été détectés comme étant
surexprimés chez des populations de C. lectularius résistantes aux pyréthrinoides
(Zhu et al., 2013). L’inhibition par RNAi des Abc8 et Abc9 au cours de la méme
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étude a diminué significativement la résistance de ces souches a la [-cyhalothrine.
Mutation de cible

Si certaines enzymes de détoxication peuvent étre polyvalentes et dégrader
plusieurs familles d’insecticides, les mutations de la cible de 'insecticide sont en
revanche, par définition, plus spécifiques. Deux principaux mécanismes liés a des

mutations de cible ont été décrits chez les populations résistantes (Figure 1.10) :

o la surexpression de la cible, permettant de maintenir la fonction neurologique
en compensant la présence de l'insecticide qui I'entrave ;

e et la modification de la cible, diminuant son affinité pour linsecticide et
prévenant la liaison de ce dernier.

SENSIBLE RESISTANT
extracellulaire

pénétration,
translocation

€ site cible ¢ ¢

surexpression  modification
de la cible de la cible

effets cytotoxiques
0%

infracellulaire

Figure 1.10 — Mutations de cible entrainant la résistance aux insecticides. La cible de
l'insecticide peut étre surexprimée, ou mutée de sorte que l'insecticide ne puisse plus s’y

fizer.

Les pyréthrinoides ciblent les canaux sodium voltage-dépendants du systéme
nerveux de l'insecte, provoquant sa paralysie (effet knock-down). Une mutation
non synonyme d’un seul nucléotide peut modifier la conformation de ces canaux
sodiques et, par conséquent, empécher la liaison des pyréthrinoides. Cette
mutation conférant une résistance a leffet "knock-down", elle est appelée
mutation kdr. La premiére mutation kdr (L1014F, pour leucine a phénylalanine
en position 1014) a été identifiée chez des populations de mouche domestique,
Musca domestica, modérément résistantes au DDT et aux pyréthrinoides
(Williamson et al., 1993). Une mutation supplémentaire appelée "super-kdr"

(M918T) a été également détectée chez des populations a la résistance plus
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élevée, portant également toujours kdr. A quelques variations prés, la mutation
kdr a été observée chez de nombreuses especes d’insectes, dont la blatte
germanique Blattella germanica (Dong and Scott, 1994), la mouche Haematobia
irritans  (Jamroz et al., 1998), ou encore le moustique A. aegypti
(Saavedra-Rodriguez et al., 2007).

La mutation kdr a été étudiée chez de nombreuses populations de punaises
(Dang et al., 2014, 2015; Akhoundi et al., 2015; Balvin and Booth, 2018). Trois
mutations kdr ont été associées au phénotype de résistance aux pyréthrinoides
chez C. lectularius : VA19L (de la valine 419 a la leucine) et L9251 (de la leucine
925 a l'isoleucine), observées au début des années 2000 dans de nombreuses villes
d’Eurasie et des Etats-Unis (Zhu et al., 2010, 2013), et 1936F (de isoleucine 936 a
la phénylalanine), pendant la méme période en Australie (Dang et al., 2015). Selon
(Durand et al., 2012), toutes les punaises de lit échantillonnées a Paris (n =124)

en 2011 étaient homozygotes pour la mutation L925I.
Autres mécanismes

D’autres mécanismes, moins bien décrits, peuvent étre également impliqués
dans la résistance aux insecticides. Trois en particulier sont détaillés ici : les
facteurs de transcription (Wilding, 2018), les geénes impliqués dans 1’équilibre
red-ox (Champion and Xu, 2018), et les symbioses bactériennes (Kikuchi et al.,
2012).

En amont des genes codant pour les enzymes de résistance métabolique, les
facteurs de transcription peuvent jouer un réle majeur (Wilding, 2018). Les
insecticides peuvent étre reconnus par de nombreux récepteurs, enclenchant une
cascade de réactions moléculaires qui permettra a un facteur de transcription de
se lier en amont de son gene cible afin d’activer sa transcription. Cing voies de
signalisation impliquées dans l’expression de genes de détoxication ont ainsi été
décrites (Amezian et al., 2021) : GPCR (G protein-coupled receptor),
MAPKs-CREB (Mitogen-activated protein kinases-cAMP response
element-binding protein), AhR/ARNT (Aryl hydrocarbon receptor/Aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator), HR96 (Hormone receptor-like in 96)
et CncC/MAF (Cap’n’collar isoforme/Musculoaponeurotic fibrosarcoma) ou
Keapl (Kelch-like ECH-associated protein 1) (Figure 1.11). Les récepteurs
couplés a la protéine G (GPCR) sont par exemple surexprimés chez les insectes
résistants de nombreuses especes, et seraient impliqués dans la régulation des
cytochromes P450 (Liu et al., 2021). C’est le cas aussi de l'activation par MAPK
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du facteur de transcription CREB, qui régule I'expression des P450 responsables
de la résistance aux néonicotinoides chez Bemisia tabaci (Yang et al., 2020), ou
de la voie CncC/Maf, responsable de la surexpression des P450 chez Spodoptera
exigua (Hu et al., 2021). Ces études étant toutes récentes, 'impact des facteurs de

transcription reste stirement encore largement sous-estimé.
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Figure 1.11 - Voies de régulation transcriptionnelle de [’expression des génes de
détoxication chez les insectes. Cing voies de signalisation conduisant a la régulation de la
transcription de génes de détoxication potentiellement impliqués dans la résistance auz
insecticides ont été décrites : GPCR (vert), MAPKs-CREB (bleu), AhR/ARNT (orange),
HRI6 (rouge) et CncC/Keapl (violet) (Amezian et al., 2021).
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Le systéme redox (réduction-oxydation) est essentiel au maintien de
I’homéostasie des organismes. Chez plusieurs especes de moustique du genre
Anopheles, I'inhibition d’enzymes de défense oxidative telles que la superoxide
dismutase (SOD) Cu-Zn et les catalases augmente la sensibilité aux insecticides
(Champion and Xu, 2018). Les punaises de lit étant hématophages, elles sont
soumises a un stress oxydatif intense aprés un repas de sang, et donc adaptées
pour éliminer les radicaux libres a l'origine de ce stress. Les pyréthrinoides
générant un fort stress oxydatif (Wang et al., 2016), on peut émettre I'hypothese
que ces adaptations peuvent étre également avantageuses pour leur défense contre

I’exposition a cet insecticide.

Certains symbiotes peuvent également influer le phénotype de résistance.
L’hémiptere Riptortus pedestris posséde une bactérie symbiotique du genre
Burkholderia qui peut lui conférer une résistance au fénitrothion, un

organophosphoré, en le dégradant (Sato et al., 2021). Une étude tres récente chez
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C. hemipterus a montré une augmentation de la sensibilité aux insecticides
fénitrothion (un organophosphoré) et imidaclopride (néonicotinoide) mais pas a la
deltaméthrine, suite a un traitement antibiotique (Soh and Veera Singham, 2022).
L’hote a été supplémenté en vitamine B en parallele a ce traitement, permettant
ainsi de maintenir fécondité, taux d’éclosion, ainsi que développement larvaire de
maniere similaire aux insectes sans traitement. Les symbiotes bactériens
pourraient donc jouer un réle dans la résistance a certains insecticides de 1’hote
chez la punaise de lit tropicale. A notre connaissance, ces mécanismes n’ont pas

encore été explorés chez la punaise de lit commune, C. lectularius.

1.2.5 Résistances : un pour tous et tous pour un

Certains genes impliqués dans la résistance peuvent étre polyvalents, en
interagissant avec différentes familles d’insecticides - on parle alors de résistance
croisée (un pour tous, ou tout du moins pour plusieurs). Lorsqu’il s’agit d’un
ensemble de genes qui est impliqué dans la résistance, on parle de résistance
polygénique (tous pour un). Pour ne rien faciliter, I'identification d’une résistance

polygénique n’exclue pas I'implication de résistance croisée.
Résistance croisée

La résistance croisée peut entraver la mise en place de bonnes pratiques de
lutte. En effet, certains mécanismes peuvent conférer une résistance a différents
insecticides, appartenant a une ou plusieurs familles, bien que n’ayant été
sélectionnés suite a une exposition a un seul de ces insecticides. La résistance

croisée peut alors rendre inefficace une rotation entre différentes molécules.

Une résistance croisée a tout d’abord été détectée chez des souches de
Drosophila melanogaster résistantes au DDT, ainsi qu’a des insecticides d’autres
familles (Weiner and Crow, 1951). Cette résistance a été imputée a un gene
codant pour le cytochrome P450 Cypbgl, sur-exprimés chez les souches
résistantes, et capable de métaboliser de nombreux xénobiotiques, comme le
néonicotinoide imidaclopride (JouBen et al., 2008; Le Goff and Hilliou, 2017).

Le DDT a également été largement plébiscité pour lutter contre la punaise de
lit durant la seconde guerre mondiale. Cet insecticide ciblant les canaux sodium
voltage-dépendants, tout comme les pyréthrinoides, une résistance croisée a ces

deux familles a été détectée chez C. lectularius deés la fin des années 50 (Busvine,
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1958). La mutation kdr des canaux sodium voltage-dépendants, en empéchant
Iinsecticide de s’y fixer, peut étre responsable de cette résistance croisée. Des
modélisations de liaisons moléculaires ont également montrées que les P450s
pouvaient octroyer une résistance croisée a plusieurs insecticides chez C.
lectularius, tels que les organochlorés, les pyréthrinoides, et les néonicotinoides
(Mamidala et al., 2011).

Résistance polygénique

La résistance multiple est une accumulation de mutations conférant différents
avantages. On peut observer des cas de synergie, avec par exemple une mutation du
site de fixation de l'insecticide qui rendrait le gene moins efficace, et une mutation
compensatoire pour fixer tout de méme le substrat originel. Ce type de réponse,

impliquant plusieurs genes, est appelée polygénique.

Une étude menée sur le doryphore de la pomme de terre, Leptinotarsa
decemlineata, a ainsi mis en évidence 42 genes candidats de résistance aux

insecticides chez différentes populations de cette espece (Crossley et al., 2017).

Globalement, les populations d’insectes de laboratoire, dont les élevages sont
créés a partir de peu d’individus, montrent plutoét une réponse polygénique a la
sélection a wun insecticide, tandis qu’elle semble monogénique in natura
(Georghiou, 1972; Roush and McKenzie, 1987; Ffrench-Constant et al., 1990).
L’hypothése principale pour expliquer ce patron s’appuie sur les grandes tailles
des populations de terrain, qui permettraient a la sélection d’agir sur une infinité
de mutations rares. A contrario, les populations de laboratoire étant tres
consanguines, 'application d’insecticide ne peut que sélectionner un ensemble de
traits restreints, et donc de manieére probable plusieurs mutations dont les effets

cumulés conféreront une résistance (Ffrench-Constant et al., 1990, 2004).

De maniére intéressante, le mode de dispersion de la punaise de lit -
introduction avec une tres petit propagule, voir une seule femelle - doit rendre cet
insecte tres résilient face aux effets fondateurs. Un effet fondateur se produit
lorsqu’un petit nombre d’individus quitte une population pour aller en fonder une
nouvelle (Mayr, 1942). Cet effet se traduit par une perte de diversité génétique au
sein de la nouvelle population, étant donné que le nombre de reproducteurs
capables d’échanges géniques diminue drastiquement par rapport a la population
originelle. On peut donc imaginer des résistances qui évolueraient de maniere

polygénique au sein de grandes populations de punaise de lit, avant d’étre réduite
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a une faible diversité allélique lors de la colonisation d’un nouvel environnement,
de maniere passive ou active. L’absence de traitement dans cet environnement
peut également jouer sur le nombre d’alleles impliqués dans la résistance, étant
donné que ceux ci ont des cofits plus ou moins élevés, et peuvent donc étre

contre-sélectionnés s’ils ne sont plus utiles dans I'immédiat.

1.2.6 Coiit de la résistance

En biologie, on parle de compromis (trade-off) quand le gain apporté par un
avantage tel que la résistance aux insecticides va de pair avec la diminution
partielle ou totale d'une autre compétence (fécondité, fertilité, capacité de
déplacement,...) (Kliot and Ghanim, 2012). Des mécanismes de résistance variés
sont employés pour réduire la toxicité engendrée par un xénobiotique, tels que la
surexpression d’enzymes de détoxication ou la mutation du site ciblé par
I'insecticide, présentés ci-dessus. Ces mécanismes peuvent en effet étre cotiteux, et
affecter négativement diverses compétences de linsecte (Trdan, 2016). Les
individus sensibles aux insecticides peuvent alors avoir un avantage reproductif,
ce qui peut faire baisser le niveau de résistance de la population, notamment si la
pression de sélection liée aux insecticides diminue également. En revanche, si cette
pression reste constante, des mutations de compensation peuvent apparaitre,

équilibrant les cotits liés a la résistance (Labbé et al., 2014).
Impact sur la valeur sélective

Pour évaluer 'impact des mutations de résistance sur la valeur sélective des
individus, plusieurs traits peuvent étre comparés entre des lignées sensibles et
résistantes aux insecticides élevées en laboratoire. Une diminution de la longévité
et de la fécondité (nombre moyen d’ceufs produits par femelle) a ainsi été
observée chez des lignées de moustiques Culex pipiens pallens et Aedes aegypti
résistantes aux pyréthrinoides (Jaramillo-O. et al., 2014; Li et al., 2002). Le
temps de développement larvaire semble, a contrario, étre allongé chez les lignées
résistantes aux pyréthrinoides de C. quinquefasciatus et A. aegypti, notamment
en présence de la mutation kdr (Li et al., 2002; Martins et al., 2012). Un temps
de développement plus long implique un risque plus élevé d’étre en contact avec
des pathogenes ou des prédateurs, ou de voir les conditions abiotiques du milieu

se dégrader.

Chez la punaise de lit, une étude a été réalisée sur les effets d'une seule
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génération de sélection avec un produit contenant de la S-cyfluthrine (insecticide
pyréthrinoide) et de I'imidaclopride (néonicotinoide) (Gordon et al., 2015). Si la
longévité des lignées de C. lectularius résistantes ne semblait pas affectée, le
temps de génération, le taux de reproduction (nombre de descendants femelles
produits par individu par génération) et la durée de ponte ont été
significativement diminués. La résistance au sein de ces souches est, au moins en
partie, due a la production métabolique d’enzymes de détoxication, les

cytochromes P450s.
Différents cotiits pour différentes mutations

En fonction des mécanismes de résistance impliqués, les cotits associé ne sont
pas les mémes. La surexpression d’enzymes de détoxication, et plus largement la
résistance métabolique, engendre donc un cotit en consommant des ressources et
de 'énergie au détriment des processus métaboliques et de développement. La
résistance aux pyréthrinoides chez le moustique A. funestus est conférée par la
surexpression des P450s CYP6P9a (Weedall et al., 2019). Tout comme chez C.
lectularius, cette résistance semble avoir un colit métabolique : les moustiques
portant ’allele de résistance ont moins de chance de pondre des ceufs que les
moustiques sensibles (Tchouakui et al., 2020). Toujours d’apres cette étude, le
taux d’éclosion, ainsi que le nombre de larves étaient également inférieurs chez les
moustiques homozygotes résistants. La production de ces enzymes utiliserait des
ressources qui ne pourraient alors plus étre allouées a certains traits, comme la

fécondité de linsecte.

Les mutations de cible permettant la résistance peuvent diminuer 'affinité de
la cible pour son substrat, altérant la fonction d’origine du gene. Les genes
pouvant avoir des rdles pléiotropiques, déterminant plusieurs traits
phénotypiques, une mutation peut en effet affecter d’autres traits, impactant
potentiellement la survie ou la reproduction de l'individu. C’est le cas chez le
puceron vert du pécher Myzus persicae, pour lequel la mutation du site cible kdr
est associée & une diminution de la réponse a une phéromone d’alarme (Foster
et al., 2003). Autrement dit, la présence de mutations de résistance semble
perturber la perception de certains stimuli environnementaux. La mutation kdr
affectant les fonctions neuronales de l'insecte, il peut sembler cohérent qu’elle

altére certains comportements de l'insecte.
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Mutations de compensation

Lorsque la fonction d’origine d’'un gene est empéchée par une mutation de
résistance, des mutations de compensation peuvent étre sélectionnées. Chez C.
pipiens et Anopheles gambiae, une seule mutation nucléotidique (G119S) du gene
codant pour l'acétylcholinesterase ace-1 peut conférer une résistance aux
organophosphorés et aux carbamates (Weill et al., 2002). Néanmoins, cette
mutation a un cotit élevé sur la valeur sélective de l'individu en l’absence
d’insecticide (Lenormand et al., 1998), probablement di au fait que 'enzyme est
moins efficace pour hydrolyser 1'acétylcholine, un neurotransmetteur essentiel au
fonctionnement du systéme nerveux. Les duplications du locus ace-1 observées,
combinant une copie résistante ace-1R et une copie sensible ace-15, pourraient
alors permettre de compenser le colt d’ace-1R. Le colt de cette résistance
(mesurée avec la mortalité pré-imaginale) semble en effet corrélé chez C. pipiens a

la proportion relative de copies ace-15 et ace-1R (Labbé et al., 2014).

Une sorte de compensation peut également avoir lieu au sein d'un méme locus
au cours du temps : on peut alors parler d’amélioration "directe" (Labbé et al.,
2009). Ainsi, chez le moustique C. pipiens, le locus Ester code pour des enzymes
de détoxication de type estérases, dont la surproduction joue un réle majeur dans
la résistance aux organophosphorés chez cette espece (Raymond et al., 2001). Cet
allele de résistance a été remplacé a deux reprises par un allele au cotit plus faible,
tout en conférant une résistance a minima équivalente (Labbé et al., 2009). Le
remplacement d’allele par une version compensant un coiit trop élevé permet ici

d’améliorer I’adaptation de 'organisme a la présence d’insecticides.

Toutes ces mutations, impliquées dans la résistance aux insecticides et
sélectionnées par la forte pression que ceux-ci exercent sur le vivant, relevent de
mécanismes adaptatifs. Différents mécanismes peuvent étre a 1’ceuvre, en
témoignent la variété des bases génomiques de I'adaptation. Ainsi, cette these
s'inscrit dans un contexte plus global de compréhension de l'adaptation des

organismes aux environnements dans lesquels ils évoluent.
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1.3 Génomique de ’adaptation

L’adaptation peut étre définie comme 'ajustement d’une population au milieu
dans lequel elle se trouve. On peut reprendre I'exemple de fortes pressions de
sélection liées aux applications d’insecticides, qui perturbent le milieu de vie de
I'insecte en y ajoutant un danger mortel. Les individus porteurs de mutations
conférant un avantage face a ce danger ont alors plus de chance de survivre, et
donc de se reproduire et de répandre cette allele de résistance. La fréquence des
individus adaptés, et donc des alleles adaptatifs qu’ils portent, va alors augmenter

au sein d’une population.

L’étude des variations de fréquence des différents alleles peut donc donner la
possibilité de détecter 'adaptation. La génomique permet quant a elle d’avoir une
vision d’ensemble du matériel génétique, en étudiant la diversité intra ou
inter-populationnelle. Ensemble, ces méthodes permettent donc d’isoler les
variants alléliques impliqués dans un mécanisme adaptatif de la majorité des

mutations étant neutres ou déléteéres.

Afin de détecter de potentiels variants alléliques adaptatifs, les organismes
étudiés doivent tout d’abord étre séquencés. Depuis les années 2000, les approches
de séquengage nouvelle génération (NGS, pour next generation sequencing) ont
révolutionné les études génomiques, en permettant d’obtenir un grand nombre de
séquences en trés peu de temps et a tres faible coiit (Behjati and Tarpey, 2013).
On peut ainsi réaliser des études d’association pangénomiques (GWAS,
genome-wide association study), qui consistent a génotyper séparément les
individus des phénotypes résistants et sensibles, puis a rechercher les variants
génétiques associés aux différents phénotypes (Uffelmann et al., 2021). Bien que le
séquengage a longues lectures (long-reads) ouvre de mnouvelles possibilités de
détection des variants impliqués dans l'adaptation et d’améliorer 'assemblage,
notamment en produisant des fragments plus grands que les séquences répétées
présentes dans le génome, la détection des variants ne sera abordée que sous le

prisme du séquengage en lectures courtes (short-reads) dans cette introduction.

1.3.1 Bases génétiques de ’adaptation
L’implication d’un gene dans un phénotype adaptatif peut étre dii a plusieurs

types de mutations sous-jacentes. Les variations entre les génomes peuvent étre

classées en fonction de leurs tailles, des mutations ponctuelles (d'un seul
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nucléotide) a des variants structuraux (SV) pouvant englober jusqu’a l’entiereté

d’un chromosome (Conrad and Hurles, 2007).

Le choix du génome de référence, a partir duquel seront détectées ces mutations,
est crucial : dans le cas de C. lectularius, le génome de référence a été séquencé a
partir d’individus de la souche Harlan, sensible aux pyréthrinoides (Thomas et al.,
2020). Ainsi, les alleles impliqués dans la résistance a ces insecticides sont considérés
a I’état "ancestral" dans cette souche, et par opposition "mutés" s’ils different chez

une souche montrant un phénotype de résistance.

Pour détecter ces événements au sein des populations, le séquencage en pool
(groupe d’individus) peut étre privilégié (Schlotterer et al., 2014). S’il est tres
efficace afin de réduire les coiits, il complique en revanche le calcul des fréquences
alléliques, en ne permettant par exemple pas de connaitre le statut homozygote

ou hétérozygote des individus.
Variants ponctuels

L’ADN est organisé en séquences codantes, régions traduites en protéines, et en
séquences non-codantes. Les séquences non-codantes peuvent étre impliquées dans
de nombreux processus, dont la régulation de la transcription d’ADN en ARN,
ou n’avoir aucun role. L’ARN non codant (ARNnc), longtemps considéré comme
n’ayant justement aucune fonction particuliere, peut influencer la régulation des

génes au niveau post-transcriptomique (Djebali et al., 2012).

Les variants ponctuels de ’ADN englobent les insertions, délétions (indels) ou
substitutions d'un nucléotide par un autre (SNP, pour polymorphisme
nucléotidique d’un seul site). Lorsque ces mutations ont lieu dans la séquence
codante, on peut distinguer les SNPs synonymes qui ne modifient pas la séquence

protéique, des non-synonymes qui l’altérent.

La mutation de cible kdr décrite plus haut est bon exemple de SNP
non-synonyme adaptatif, en favorisant la survie des organismes les portant suite a
une exposition aux pyréthrinoides. Chez la mouche Musca domestica, on peut
retrouver kdr en position 1014 du gene VGSC, avec la substitution d’une leucine

en phénylalanine (Williamson et al., 1993).

Les indels quant a eux peuvent altérer le cadre de lecture s’ils ne sont pas des

multiples de trois, et étre donc contre-sélectionnés dans les régions codantes (Lin
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et al., 2017). Néanmoins, les indels peuvent aussi étre avantageux lorsqu’ils
apparaissent dans des séquences non-codantes. La présence d’indels dans les
régions promotrices des genes peut par exemple moduler 'expression de ces genes,
et ainsi leur conférer un caractere adaptatif (Zhang et al., 2008; Mullaney et al.,
2010). L’insertion d’indels dans 'espace intergénique entre deux estérases chez C.
quinquefasciatus a ainsi introduit des séquences régulatrices, qui semblent agir
comme des promoteurs en modulant 'expression de ces genes (Vaughan et al.,
1997; Hawkes and Hemingway, 2002).

Variants structuraux

Les variants structuraux (SV, pour structural variant) sont divisés en deux
principaux types : équilibrés (inversion, insertion d’élément mobile? et
translocation) et déséquilibrés (délétion, duplication et insertion d’un nouveau
fragment '°) (Figure 1.12).

SV équilibrés -
insertion
inversion d’'élément mobile or 1 translocation hr 2
Ref S I
chr 1
Test S L
SV déséquilibrés R
insertion d'une
délétion nouvelle séquence
RE  m— - —
Test = —_— e —

Figure 1.12 — Différents types de variants structurauz. Les variants structurauz (SV)
équilibrés (inversion, insertion d’élément mobile et translocation) sont représentés au
dessus des déséquilibrés (délétion, duplication et insertion d’une nouvelle séquence) tels
qu’ils sont détectés dans un génome test par rapport au génome de référence.

Les variants déséquilibrés impliquent une variation du nombre de copie (Copy
number variant, CNV) des genes qu’ils englobent. Certains types de SVs peuvent
également conduire a des combinaisons plus ou moins complexes, comme dans le
cas des duplications qui peuvent étre en tandem ou inversées. Les SVs peuvent
étre générés par plusieurs mécanismes, dont la mobilisation d’éléments
transposables, la recombinaison de I’ADN, la réplication (événements de
glissement de la polymérase), et les processus associés a la réparation (Carvalho
et al., 2010; Balachandran and Beck, 2020).

9. Par insertion d’élément mobile, on fait ici référence aux éléments transposables de classe 11,
ou transposons, capables d’excision et de réinsertion.
10. Les éléments transposables de classe I sont capables de transcription et de rétro-
transcription, insérant ainsi une nouvelle "copie" de leur séquence dans ’ADN de l'organisme.
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Afin de détecter des SVs suite au séquencgage d'un génome test et au mapping
de ces reads sur un génome de référence, plusieurs signaux peuvent étre utilisés
(Figure 1.13). Le premier concerne les lectures uniques a cheval sur I’événement qui
seront découpées en deux (split-reads, fleches oranges). Certaines paires de lectures
se trouvent également au niveau des jonctions de 1’événement (fleches bleues), et
pourront alors étre alignées 1'une par rapport a l'autre dans un sens différent de
la norme, avec une taille d’insert les séparant plus longue. Enfin, on peut observer

une différence de couverture par rapport au reste du génome au niveau du SV.

Profondeur de
séguencage

Figure 1.13 — Signauzr de détection d’un variant structural. Exemple de détection de
la duplication d’un segment (en doré) dans un génome test par rapport au génome de
référence, via trois signauz. (i) Une lecture chevauchant les deuz copies de la duplication
dans le génome test (fleche orange foncée) peut étre découpée lors de son alignement sur le
génome de référence, avec chaque moitié alignée a une extrémité de la copie unique (split-
read). (it) Une paire de lecture chevauchant les deuz copies du génome test (fléches bleues)
s’aligne aux deuz extrémités, dans le sens opposé (everted read pairs) et avec un insert
particuliérement long sur le génome de référence. (iii) Les deux copies du génome test
vont s’aligner au méme endroit sur le génome de référence, engendrant une augmentation
de la profondeur de séquencage par rapport aux aulres régions en copie unique.

Les variants structuraux peuvent ainsi, s’ils englobent des genes, augmenter
(dans le cas dune duplication) ou diminuer (délétion) leurs expressions. On
pourra alors s’intéresser au transcriptome de l'insecte, en comparant le nombre de
transcrits produits en présence ou en absence de ce variant structural, afin de
confirmer ou d’infirmer un impact du SV sur ’expression génique, et donc sur un
potentiel mécanisme adaptatif. Le niveau d’expression d’un gene correspond ici
au nombre de ses transcrits (ARNm) mesurés dans une cellule, avant que ces

derniers ne soient traduits en protéines.

Les variants stucturaux peuvent contribuer a ’adaptation, notamment via les
inversions ou les duplications. Ces changements structuraux peuvent affecter la
séquence codante ainsi que le niveau d’expression des genes, jouant donc un role
crucial dans l'adaptation des organismes a un nouvel environnement (North et al.,
2020). 11 existe de nombreux exemples d’inversions impliquées dans 1’adaptation,
principalement en réduisant la recombinaison entre les loci inversés et non-inversés

(Ayala et al., 2014). Le potentiel role de cette inhibition de la recombinaison dans
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I’évolution de supergenes sera abordé plus en détail ultérieurement (voir fin de la
section 1.3.2). Quant aux duplications, elles peuvent avoir un impact sur le niveau
d’expression des genes par un effet géne-dosage (Kondrashov, 2012), mais également
permettre a des variants alternatifs d’'un gene d’étre présents en tandem sur un
méme chromosome. Deux phénomenes peuvent alors se suivre : un événement de
duplication, puis une divergence entre les copies - I'une portant 1’allele de résistance,
et 'autre l’allele sensible. La deuxieme copie de ce tandem hétérogene peut ainsi
permettre de compenser un potentiel cotit adaptatif de la premiere en ’absence
d’insecticide. (Labbé et al., 2007; Assogba et al., 2015).

Les analyses des SVs a l’échelle du génome d’une population sont rares, et
I'étendue de leur impact sur I’évolution donc encore sous-estimée (Lucas et al.,
2019). Cependant, plusieurs études ont associés des SVs a la résistance aux
insecticides chez les insectes. Chez Drosophila, linsertion d’éléments
transposables en amont du gene Cyp6gl ainsi que I'augmentation du nombre de
copies de ce gene semblent responsables de sa sur-expression, conférant une
résistance au DDT (Schmidt et al., 2010). Chez le légionnaire d’automne
Spodoptera frugiperda, un locus au nombre de copies variables a été identifié,
incluant un groupe (cluster) de cytochrome P450s (Gimenez et al., 2020).
L’inhibition des P450s chez la souche résistante par I'ajout de PBO a alors permis
de confirmer la forte implication de ces enzymes dans le phénotype de résistance a
la deltaméthrine. Des études ont également été réalisées chez de nombreuses
especes de moustiques, et ont permis de mettre en évidence des CNVs impliqués
dans la résistance aux insecticides chez Ae. aegypti (Faucon et al., 2015; Cattel
et al., 2020, 2021), C. pipiens (Weetman et al., 2018b), An. gambiae et An.
coluzzit (Lucas et al., 2019).

Des analyses a 1’échelle du génome peuvent donc permettre de détecter ces
variants ponctuels ou structuraux en association avec différents statuts de
résistance. Dans le cas des variations de nombre de copies, les études
transcriptomiques peuvent mettre en évidence une variation de l'expression d’un
gene (sur-expression dans le cadre d’une duplication, ou sous-expression pour une
délétion). Néanmoins, une association n’implique pas nécessairement une
causalité : une étape de validation fonctionnelle est nécessaire pour évaluer
I'impact réel dudit évenement. Pour ce faire, le gene doit tout d’abord étre
désactivé, par interférence & ARN (RNAi) ou en retirant sa séquence du génome
par CRISPR/Cas9 (Itokawa et al., 2016). Le bon déroulement de cette
modification expérimentale peut ensuite étre confirmé par PCR quantitative,

permettant de comparer la quantité d’ADN génomique relative pour chaque gene
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entre plusieurs souches (Cattel et al., 2020). Enfin, un test phénotypique permet
de mettre en évidence le rétablissement d’une potentielle sensibilité a un
insecticide, confirmant ainsi I'implication du gene silencié dans le phénotype de

résistance initial.

Les variants alléliques, qu’ils ne soient longs que d'une paire de base ou de
plusieurs dizaines, peuvent donc étre associés au phénotype recherché. Néanmoins,
leur (co-)localisation et la diversité alentours peuvent également donner des indices
précieux quant a leurs histoires évolutives, et ainsi permettre de dérouler le fil

d’une réponse adaptative a une pression de sélection.

1.3.2 Détection des signatures adaptatives

On peut détecter de la sélection positive en utilisant la signature qu’elle laisse
dans les génomes. D’une part, une région soumise a forte sélection positive
contiendra des polymorphismes a plus haute fréquence que dans une région
neutre. On s’attend alors a une accélération du taux de substitution, pouvant étre
détectée en contrastant hétérozygotie et divergence (McDonald and Kreitman,
1991). D’autre part, une mutation soumise a une forte sélection positive montera
en fréquence, en emmenant avec elle les mutations qui lui sont liées (proche sur le
chromosome). Ce phénomeéne, appelé signature de sélection, correspond donc a
une région du génome dans laquelle le polymorphisme observé differe de celui

attendu sous une évolution neutre.

En comparant les fréquences alléliques de populations divergentes, des loci
sous sélection devraient donc pouvoir étre identifiés (Lewontin and Krakauer,
1973). Ces loci peuvent étre séparés en plusieurs catégories, en fonction de leur
origine : une mutation de novo, une variation génétique existante, ou de

l'introgression adaptative (Hawkins et al., 2019).

Dans le cas d’une mutation de novo qui conférerait un avantage adaptatif, la
sélection positive, ou sélection Darwinienne du nom de celui 'ayant formalisée
(Darwin, 1866), engendrerait sa rapide montée en fréquence. En effet, un allele
avantageux qui augmenterai la probabilité de survie d’un organisme se répandrait
rapidement au sein de la population (la progéniture portant cet allele ayant a son
tour de meilleures chances de survie et donc de se reproduire), a condition qu’il
soit héritable. La mutation de cible kdr L1014F du moustique tigre An. gambiae,

completement absente des populations sensibles portant l'allele dit "sauvage',
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serait ainsi apparue par mutation aléatoire, et se serait répandue sous une
pression de sélection positive dans les populations du Ghana en a peine 5 ans
(Lynd et al., 2010).

Une variation génétique pré-existante peut également devenir avantageuse a la
suite d’'un changement de I'environnement. Chez les moustiques An. gambiae et
An. coluzzii, la mutation de cible G119S du geéne Ace-1 codant pour
I’acétylcholine estérase confere une résistance aux insecticides organophosphorés
et carbamates (Weill et al., 2004). Ce variant, présent en tres faible fréquence
(<5%) in natura, serait par la suite monté en fréquence dans les populations

exposées aux insecticides (Weetman et al., 2015).

A proximité de ces mutations d’intérét, des alléles neutres (soit sans effet
avantageux direct pour la survie et la reproduction de lindividu) peuvent
également monter en fréquence, par un effet appelé I'auto-stop génétique (Smith
and Haigh, 1974). Sous l'influence de la sélection positive, la fixation de ces alléles
neutres entraine une diminution de la variabilité génétique dans la région autour
de la mutation avantageuse, appelée balayage sélectif (Smith and Haigh, 1974).
Ainsi, lorsque l'on observe une mutation rare de novo montant rapidement en
fréquence et engendrant une forte baisse de la diversité génétique locale, on parle
de balayage "dur" ou "hard sweep" (Smith and Haigh, 1974) (Figure 1.14).

A contrario, une mutation déja existante chez plusieurs individus, associée a
I’adaptation a un changement de l’environnement, et provoquant une plus faible
diminution de la diversité génétique dans cette zone par rapport au reste du
génome témoigne d’un balayage "léger", ou soft sweep (Hermisson and Pennings,
2005). En effet, le polymorphisme présent de maniére ancestrale est lié a
différentes mutations neutres en fonction des recombinants (individus) au sein de

la population dans le cas d’un soft sweep.

Des transferts d’alleles de résistance peuvent également avoir lieu entre
especes proches. En effet, suite a une hybridation, on peut observer une
introgression adaptative : lors de plusieurs rétrocroisements avec 1’espece cible,
une sélection positive a lieu sur un gene en particulier de l’espece donneuse
(Hedrick, 2013). C’est le cas de la mutation kdr L1014F décrite ci-dessus. En
effet, il existe deux especes émergentes chez An. gambiae s.s, déterminées en
fonction de la présence de mutations du chromosome X et appelées formes M et
S. La mutation kdr L1014F présente chez la forme M aurait ainsi été acquise via

un évenement d’introgression a partir de la forme S (Lynd et al., 2010).
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Figure 1.14 — Impact des balayages sélectifs sur la variation génétique (McCoy and
Akey, 2017). Chaque ligne représente un génome haploide, et chaque rond une mutation
(adaptative en vert, neutre en noir). Un balayage sélectif dur (a gauche) est représenté
par une mutation adaptative unique qui apparait de novo et dont la fréquence augmente
ensuite, entrainant avec elle les mutations neutres auxquelles elle est lie. En revanche,
un balayage sélectif douz (a droite) correspond a une sélection sur une variation pré-
existante, de sorte que les alléles adaptatifs sont présents sur plusieurs individus distincts
qui vont tous monter en fréquence, ce qui n’entraine qu’une faible réduction de la diversité
génétique a prorimité.

Néanmoins, l'introgression peut étre limitée par la recombinaison, qui sépare
les combinaisons d’alleles (Yeaman and Whitlock, 2011). Toutefois, des
haplotypes appelés "supergenes' peuvent se différencier et étre sélectionnés,
régions ou l’absence de recombinaison permet de transmettre collectivement un
ensemble de loci (Schwander et al., 2014). Un supergene social régulant le nombre
de reines reproductrices contenues dans une colonie est ainsi partagé par de
nombreuses especes de fourmis, et se serait répandu par introgression (Kay et al.,
2022).

Mais les supergenes peuvent également évoluer au sein d’une méme espece. Chez
le papillon Heliconius numata, un supergene controle ainsi le motif des ailes, lui
permettant de mimer d’autres papillons peu appétissants (Le Poul et al., 2014).
Les souris sylvestres Peromyscus maniculatus posseédent quant a elles une inversion
chromosomique contenant différents alleles des genes codant pour la taille de la
queue et la couleur de la fourrure (Hager et al., 2022). Cette inversion est présente
a 90% chez I'écotype de forét, possédant une longue queue et un pelage noire, et

absente chez I'écotype de prairie, a la queue courte et au pelage clair. Les inversions
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peuvent en effet conduire a une recombinaison réduite, et sont connues pour leur

role dans I’émergence de supergenes (Schwander et al., 2014).

Pour détecter les traces de l'adaptation, on peut donc observer le taux de
recombinaison, mais également la diversité génétique, en mesurant sa variabilité
tout au long du génome et/ou entre différents génomes. Différents indices peuvent
étre calculés, tels que la diversité nucléotidique (7) et la différenciation des
populations a partir du polymorphisme génétique (Fsr, défini ici en fonction des
fréquences alléliques des différentes populations). En fonction de ces indices, mais
également de la localisation ou encore de 1'état (de référence ou alternatif) des
variants détectés, il est ainsi possible de reconstruire I’histoire évolutive d’une
espéce, en prédisant quels variants ont permis la survie d'une population face a

une nouvelle pression de sélection.
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1.4 Objectifs et organisation de la these

“Un projet de these, ca ne se passe jamais comme prévu” . Bien siir que 'on
a tou.te.s déja entendu cette phrase, et que 'on essaye de s’y préparer. Pourtant,
difficile de prévoir la paralysie générale et les confinements successifs entrainés par

le Covid-19, et de résister aux sirenes de la bio-informatique dans ce cadre.

1.4.1 Projet initial

Le projet de these initial impliquait la mise en place d’élevages de souches de
terrain issues de quatre villes francaises - Paris, Lyon, Bordeaux et Marseille -
sélectionnées pour leur statut de métropole ayant une gare et un aéroport.
L’entreprise avec laquelle la Cifre est réalisée étant un centre de formation
délivrant entre autre le Certibiocide!!, elle est en contact avec de nombreuses
entreprises qui réalisent des désinsectisations sur le terrain. L’objectif était donc

d’échantillonner plusieurs populations de punaises de lit dans chaque ville grace a
ces contacts.

Une fois échantillonnées, ces populations devaient étre phénotypées pour la

résistance aux pyréthrinoides en réalisant des bioessais sur une fraction d’insectes
(Figure 1.15).
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Figure 1.15 — Projet initial : Design des croisements et protocole de détection des SNPs
par RAD-seq.

La population la plus résistante de chacune des quatre villes aurait ensuite été

11. Certibiocide : diplome du Ministére en charge de l’environnement, obligatoire pour
quiconque veut utiliser, vendre ou acheter certains types de produits biocides, dont les insecticides.
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maintenue en laboratoire, puis croisée avec une souche sensible aux insecticides
(London Lab, Cimexstore). Pour un gene impliqué dans le phénotype de
résistance, I’hypothese était alors que les individus de la génération parentale FO
sont homozygotes pour 'allele R chez les punaises résistantes, et homozygotes S
chez les punaises sensibles. En partant de ce postulat et suivant les lois de
Mendel, 100% des individus de la génération F1 issus du croisement entre les
souches parentales F0O-sensible et FO-résistante devraient étre hétérozygotes RS.
Les lignée F1 et F2 devaient ensuite étre successivement croisées entre elles, afin
de produire une population F3 “super-recombinante”, ou tous les individus

correspondent a des combinaisons alléliques différentes.

Des bioessais devaient ensuite étre réalisés avec des individus issus de chaque
lignée parentale FO et de la lignée F3, avant d’en extraire ’ADN et de réaliser un
séquengage RAD (Restriction-site Associated DNA). Les loci auxquels un
polymorphisme d’un seul nucléotide (SNP) était détecté auraient ensuite été
associés au phénotype de résistance observé via les bioessais. A proximité de ces
loci de traits quantitatifs (QTL) se trouvent les génes candidats potentiellement
responsables de la résistance. Ces données auraient été complétées grace a
I’analyse des séquencages du génome complet de plusieurs individus en paralléle,
afin d’identifier plus précisément les mécanismes (SNPs non-synonymes dans la
séquence codante, variants structuraux..) présents sur les séquences sous-jacentes

a ces variations.

Pour chaque ville, plusieurs enveloppes prépayées contenant chacune un pot de
prélevement ont été envoyées. Sur les 26 contacts ayant accepté de participer a la
campagne d’échantillonnage, seuls 8 ont renvoyé le pot de prélevement, avec entre
2-5 punaises de lit au lieu des 20 adultes minimum demandés. Accompagnée par
Ientreprise Action 4D, j’ai alors réalisé un échantillonnage dans un appartement
de Vénissieux (69) présentant une tres forte infestation, au printemps 2021. Malgré
les souvenirs impérissables créés - une couche de mues au sol de 2 cm d’épaisseur,
des portions entieres de papier peint recouvertes de déjections de punaises de lit,
quelques insomnies par la suite (Figure 1.16) - le demi millier de punaises de lit
récoltées ce jour la n’a pas suffit a lancer un élevage d’insectes de terrain viable.
En parallele, la qualité des élevages mis en place la premiere année s’était en effet
grandement détériorée, avec une mortalité suspecte pouvant atteindre 50% par
semaine a la suite d'un gorgement. Le projet a donc été réorienté en septembre

2021, a cause de ces difficultés persistantes.
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Figure 1.16 — Ezxtraits d’'une vidéo prise sur le terrain lors d’un échantillonnage
de punaises de lit. A. Echantillonnage & la pince de punaises de lit sur le sommier.
B. Matelas recouvert de déjections, mues (en bas a gauche par exemple), et insectes
adultes. C. Regroupement de déjections de punaises de lit sur le papier peint. D. Sol de
Uappartement (initialement beige), recouvert de mues et d’insectes morts.

1.4.2 Reéorientation du sujet

En amont de la these, des punaises de lit appartenant a quatre souches
distinctes ont été achetées sur Cimexstore (https://cimexstore.co.uk) : deux
souches de laboratoire sensibles aux insecticides, London Lab et German Lab, et
deux souches de terrain résistantes aux insecticides, London Field et Sweden
Field. Les génomes complets de plusieurs individus pour chaque souche ont

ensuite été séquencés (pool-seq).

Ces séquences devaient servir de jeu de données test, afin de prendre en main
différents outils bio-informatiques. Néanmoins, dans le contexte lié au Covid-19, et
suite aux problématiques décrites ci-dessus, 1’étude de ces génomes a finalement

été faite de maniére exhaustive, constituant le socle de cette these.
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1.4.3 Plan de la these

Mon travail pendant cette these s’est attaché a réaliser une étude a 1’échelle
du génome des mécanismes impliqués dans la résistance aux insecticides, en se
focalisant en particulier sur les mutations ponctuelles, les variants structuraux, et
leur impact potentiel sur 'expression des genes. Ces résultats sont présentés sous
la forme d’articles rédigés en anglais puisqu’ils sont destinés a étre - ou sont déja -
publiés dans des revues scientifiques. Le premier article est donc une exploration
du génome de quatre souches de punaises de lit, résistantes ou non aux
insecticides, en analysant le séquengage de pools de 30 individus (Chapitre 2). Il a
vocation a décrypter les bases génomiques de la résistance aux insecticides par
une approche sans a priori, en étudiant (i) les SNPs et (ii) les variants
structuraux les plus différenciés entre des souches de punaises de lit aux statuts

de résistance aux pyréthrinoides contrastés.

Le second manuscrit vise a compléter cette analyse génomique par une
approche transcriptomique de ’expression des geénes de résistance aux insecticides
(Chapitre 3). Cette analyse a pour objectif (i) d’identifier des amplifications
constitutives entre les souches sensibles et résistantes, (i) d’identifier des
amplifications induites différentiellement entre ces souches et les conditions
d’exposition aux insecticides, et (iii) de valider I'implication de potentiels variants

structuraux candidats identifiés préalablement.

Le dernier chapitre est plus exploratoire, et consiste a analyser les
micro-organismes constituant le cortege de la punaise de lit pour identifier de
potentiels pathogénes (Chapitre 4). En effet, une mortalité spécifique traduite par
un phénotype dit "oxydé" a été observée dans les élevages. On soupgonne un
agent pathogene d’étre a lorigine de cette mortalité. Des données
méta-génomiques ont donc été extraites d’individus sains, mais également de
punaises de lit présentant ce phénotype anormal, afin de proposer des candidats

potentiellement responsables de la mortalité des punaises de lit observée.
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Génomique de la résistance aux
insecticides chez la punaise de lit

ARTICLE 1 : Un superlocus majeur de 6 Mb est impliqué
dans la résistance aux pyréthrinoides chez la punaise
de lit Cimex lectularius. . . . . . .. ..o 78
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Avant-propos

L’objectif de ce premier chapitre était d’identifier les variants génomiques
associées a la résistance aux pyréthrinoides chez C. lectularius. Au cours de la
section introductive 1.2.4, nous avons vu que de nombreuses études ont été
réalisées afin de tester I'implication de certains mécanismes spécifiques dans le
phénotype de résistance chez la punaise de lit. Néanmoins, la littérature manquait
cruellement d’analyse a plus large échelle et sans a priori. Une seule étude a notre
connaissance a rempli ces criteres, et réalis¢é un croisement entre une souche
sensible et une souche résistante au pyréthrinoide deltaméthrine suivie d’un
séquengage RAD, afin de détecter les loci associés a la résistance a cet insecticide.
Un QTL majeur a alors été détecté, contenant plusieurs genes considérés comme
des candidats intéressants pour la résistance aux pyréthrinoides. Cependant, cette
étude étant uniquement basée sur des marqueurs RAD, elle ne comprenait pas les
séquences completes de ces variants, ce qui ne permettait pas d’identifier les

mécanismes sous-jacents.

Dans un premier temps, nous avons donc réalisé des expositions a l'insecticide
deltaméthrine des quatre souches, afin de déterminer leurs statuts de résistance
respectifs. Deux souches (German Lab et London Lab) ont été détectées comme
sensibles, avec un niveau de résistance comparable a celui de la souche du génome
de référence Harlan, tandis que deux autres (London Field et Sweden Field) sont

résistantes a ce pyréthrinoide, avec des ratios de résistance variant entre 17 et 199 X.

Nous avons ensuite détecté les polymorphismes d’un seul site (SNPs) entre ces
quatre souches de punaises de lit, et calculé les indices de différenciation (Fsr)
associés. Cette analyse a révélé une proximité génétique forte entre les souches
London Lab et London Field, malgré la forte différentiation phénotypique
observée préalablement. Les SNPs identifiés ont ensuite été filtrés en fonction de
leur différentiel de fréquence corrélativement au phénotype de résistance grace a
plusieurs algorithmes et critéres (indice de Bayes et statistique de contraste par
BayPass, fréquence de 'allele alternatif et Fgr), mettant en évidence un demi
millier de SNPs "outliers". Un des chromosomes putatifs (LG 11, LG pour groupe
de liaison) de la punaise de lit a alors été détecté comme particulierement enrichi
en SNPs outliers, notamment au sein d’une région composée de trois scaffolds
consécutifs. Cette région de 6 Mb, appelée "superlocus', a également été identifiée
comme portant un nombre significativement plus élevé de genes connus comme
étant impliqués dans la résistance aux insecticides, et en particulier des enzymes

de détoxification de type P450 et GST. Néanmoins, aucun SNP outlier n’a été
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détecté au sein de ces genes, bien que la présence de nombreux SNPs

non-synonymes ayant une fréquence supérieure chez London Field ne soit relevée.

Dans un troisieme temps, le génome a donc été scanné pour la présence de
variants structuraux (SV), connus pour impacter potentiellement ’expression des
genes qu’ils englobent. La répartition de ces SVs le long du génome, tout comme
celle des SNPs outliers, n’a alors pas semblée aléatoire, et plusieurs scaffolds ont
été détectés comme enrichis en SV. C’est le cas de 'un des scaffolds du
superlocus, pour lequel un enrichissement tout particulierement en inversions a
été identifié. Néanmoins, aucun des SVs les plus différenciés entre London Lab et
London Field n’était localis¢ dans le superlocus, traduisant une potentielle

absence de co-occurence entre ces mécanismes.

Nous avons finalement émis I'’hypothese que le superlocus identifié était un
supergene, ou les alleles impliqués dans la résistance aux pyréthrinoides seraient
regroupés, et qui serait maintenu par des inversions, réduisant la recombinaison

au sein de cette région.

Le manuscrit suivant a été proposé pour publication a Evolutionary

Applications début janvier 2023, ou il a été accepté avec révision mineure.
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1 | INTRODUCTION

The common bed bug Cimex lectularius (Hemiptera) is a blood-sucking human parasite that can cause both physical
and psychological disorders, such as allergic reactions (Alexander, 1984), sleep deprivation (Susser et al., 2012) or
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even paranoia (Goddard and Deshazo, 2009). Although the massive use of insecticides in the 20th century helped
to regulate their populations, a phenomenon of resurgence of the species has been observed since the late 1990s
(Potter, 2011). This population boom in bed bugs is thought to be due to the increase in international travel, the
growing popularity of second-hand market (Doggett et al., 2004), and the spread of insecticide resistance (Davies
et al., 2012). Pyrethroid insecticides are widely used against bed bugs, thereby exercising a strong selection pressure.
Hence, the current rise of bed bugs is believed to be mainly imputable to the emergence of pyrethroid resistance
(Romero et al., 2007).

Insecticide resistance mechanisms have long been studied in a variety of insects, and are divided in two types:
behavioral resistance, and physiological resistance (Lockwood et al., 1984). Behavioral resistance is defined as the
ability to avoid or reduce lethal exposure to an insecticide. Physiological resistance consists in decreasing insecticide
intake by preventing its entry, with decreased cuticular penetration (Balabanidou et al., 2018), or limiting its effect,
through increased detoxification metabolism and decreased target site sensitivity (Feyereisen, 1995).

To date, no convincing evidence of behavioral resistance has been found in C. lectularius (see review Dang et al.
2017), although some behaviors that may limit the effect of the insecticide have been observed in both resistant
and susceptible strains. Pyrethroid insecticide could indeed have an excitatory-repulsive effect on bed bugs, with
increased movement whenever in contact, or the choice of an untreated place to hide (Romero et al., 2009a).

Cuticular resistance can be the consequence of a thickening or change in cuticular structure that decreases the
rate of insecticide penetration. A morphological study confirmed that cuticle was thicker in a pyrethroid resistant
strain of bed bugs collected in Australia, compared to a susceptible one (Lilly et al., 2016b). An increased cuticle
thickening was correlated with a longer time-to-knockdown after insecticide exposure. Further studies based on RT-
gPCR assays showed that cuticular protein genes, such as chitin synthase (CHS) or larval/pupal cuticle protein (L/PCP),
had higher transcript levels in resistant bed bug strains (Mamidala et al., 2012; Koganemaru et al., 2013).

Following penetration of the cuticular barrier, detoxification metabolism may be mobilized to degrade, sequester
and enhance the excretion of the insecticide. In resistant populations of bed bugs, an increased activity of several
detoxification enzymes such as cytochromes P450s (Romero et al., 2009b) and esterases (Lilly et al., 2016a) has been
observed. Higher expressions of glutathione-S-transferases (GSTs) have also been detected in resistant bed bug imma-
ture stages, but this mechanism is yet to be identified in adults (Mamidala et al., 2011). Some studies also used specific
enzymatic inhibitors to determine the involvement of particular detoxification enzyme families in the resistant phe-
notype. Piperonyl butoxide (PBO), an inhibitor of P450s, significantly decreased resistance against the pyrethrinoid
deltamethrin (Romero et al., 2009b). Similarly, an inhibitor of esterases increased bed bug mortality to the pyrethroid
lambda-cyhalothrin (Lilly et al., 2016a).

Pyrethroid being the main chemical insecticide used today against bed bugs, its target protein site is also par-
ticularly studied (Dang et al., 2014, 2015; Akhoundi et al., 2015; Balvin and Booth, 2018). Pyrethroids target the
voltage-gated sodium channels (VGSC) in the nervous system of the insect. When pyrethroids bind to the VGSC, they
induce paralysis of the insects by maintaining the channels in an open state (knock-down effect). A single nucleotide
non-synonymous mutation can alter VGSC conformation, and therefore hinder pyrethroid binding, thus conferring
knock-down resistance (kdr mutations).

Three kdr mutations have been associated with pyrethroid resistance in C. lectularius: V419L (valine in position
419 to leucine), L9251 (leucine in position 925 to isoleucine), and 1936F (isoleucine at position 936 to phenylalanine).
V419L and L9251 kdr mutations were detected in Eurasia and USA in early 2000s, while the 1936F mutation was
detected in Australia during the same period (Zhu et al., 2010, 2013; Dang et al., 2015). According to Durand et al.
(2012), all bed bugs sampled in Paris (n=124) during 2011 were homozygous for the L925| mutation.

In bed bugs, many reports showed resistance through phenotypic assays to various insecticides (Romero and
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Anderson, 2016; Lilly et al., 2018; Caceres et al., 2019). Using knowledge obtained on other insect systems, the as-
sociation between resistance phenotype and genes has been explored for a few candidate genes, such as VGSC (Zhu
et al., 2010). Other wider approaches identified genes potentially involved in resistance by comparing the transcrip-
tomic profile of resistant and susceptible lines (Adelman et al., 2011; Mamidala et al., 2012).

In an attempt to further identify the underlying genetic factors of resistance, Fountain et al. (2016) went through a
RAD-tag based QTL mapping of resistance to deltamethrin by crossing a susceptible strain with a pyrethroid resistant
one, both originating from London. Using 334 SNP markers, they found a major QTL associated with insecticide
resistance on a Linkage Group (LG 12). Interestingly, this 10 Mb region contains several genes considered as valuable
candidates for pyrethroid resistance, such as the VGSC, a carboxylesterase and several P450s. However, identified
genes alone failed to fully explain variations in resistance phenotype, with the major QTL detected explaining only
64.2% of phenotypic variation. Moreover, since this study was based on RAD-tags only, it did not provide the full
sequences of these putative resistance variants. Nor did this analysis provide any information on structural variants.

Indeed, structural variants such as duplications and inversions have been shown to be potentially involved in
insecticide resistance, as in the mosquito Anopheles gambiae (Brooke et al., 2002; Assogba et al., 2015). Inversions
can inhibit recombination between standard and inverted regions in the heterozygote state, thus having a potential
protective effect on a large number of genes (Ayala et al., 2014; Mérot et al., 2020). Other structural variants, as gene
copy number, could also lead to insecticide resistance. Changes in gene copy number (Copy Number Variation, or
CNV), and specifically duplications, can lead to overexpression of genes through a "gene-dosage" effect (Kondrashov,
2012). Amplification of genes encoding detoxification enzymes can enhance insecticide metabolism in many insects,
and most notably via three gene families: esterases, glutathione S-transferases (GSTs), and cytochrome P450 mono-
oxygenases (P450s) (Bass and Field, 2011). However, the role of structural variants in the capacity of bed bugs to
resist insecticides has not yet been investigated.

In this study, we aim to provide a genome-wide analysis of the genetic factors underlying deltamethrin resistance
in bed bugs. We performed DNA pool-sequencing on four strains of C. lectularius with different insecticide resis-
tance status. Based on both single nucleotide polymorphisms (SNPs) and structural variants (SVs) detection, we used

population genomics to identify allelic variants and genomic regions associated with the resistance phenotype.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Insects

The four strains used in this study were provided by CimexStore Ltd (Chepstow, United Kingdom). Two of these strains
were susceptible to pyrethroids (S), as they were collected before their massive use and have been maintained under
laboratory condition without insecticide exposure for more than 40 years : German Lab (GL, collected in Monheim,
Germany) and London Lab (LL, collected in London, Great Britain). The other two resistant (R) populations were
London Field (LF, collected in 2008 in London) moderately resistant to pyrethroids, and Sweden Field (SF, collected in
2015 in Malmo, Sweden), with a moderate-to-high resistance level, according to CimexStore statement. These status
were confirmed by our bioassays (see below).

Insects were kept isolated before imaginal moult in 24-wells Petri dishes containing accordion-folded blotting
papers, serving as harborage. Bed bugs were maintained at 25°C, 40% relative humidity (RH), and a photoperiod of
12:12h. Since males perform the so-called traumatic insemination to copulate, which can be costly for their partners
(Stutt and Siva-Jothy, 2001), bioassays were conducted only on 7-day-old unfed virgin females. Insecticide resistance
is thought to be autosomal in bed bugs (Feroz, 1969; Fountain et al., 2016).
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2.2 | Topical Assay

The insecticide resistance level of the "field" strains and the susceptibility of the "lab" strains was first confirmed by de-
termining the resistance ratio between these strains. Topical insecticide bioassays were carried out with deltamethrin
(98% purity, Cluzeau, Sainte-Foy-La-Grande, France), a pyrethroid, as it remains the most used insecticide family re-
cently for bed bug control. Three replicates of 10 insects were used both for control and per insecticide dose, ranging
from 0.01 ng to 120 ng per pL. Bed bugs were previously immobilized by placing them in a Petri dish on ice for 5 min-
utes. Topical applications were then made onto the ventral surface of the thorax, between the coxae, with a 50-uL
glass syringe attached to a repeating dispenser (Hamilton Co., Reno, NV). Treated insects were exposed to 1 uL of
insecticide diluted in acetone, whereas control insects received 1 uL of acetone only. Mortality was assessed after
24 h by flipping each insect on dorsal side with a featherweight forceps, to see if it was able to reverse on the ventral
side (alive) or if its movements were not coordinated enough to do so (moribund, considered as dead).
Dose-mortality data were analyzed by using binomial Generalized Linear Models with a probit transformation
using the R/ecotox package v1.4.4 (Hlina et al., 2021). Statistical tests and resistance ratios were computed on lethal
doses for 95% of individuals (LDgs). Resistant ratios were calculated on pairs as follows: highest LDgs (i.e. of the more

resistant population of the pair) divided by the lowest LDgs5 (more susceptible population).

2.3 | DNA extraction and sequencing

For each strain, genomic DNA was extracted from 30 individual females (except for London Lab which had only
28) using NucleoSpin 96 Tissue Kit (Macherey Nagel, Hoerdt, France) and eluated in 100 puL of BE buffer. DNA
concentration of these samples was measured using Quant-iT PicoGreen Kit (ThermoFisher, Waltham MASS, USA)
according to manufacturer’s instructions.

Samples were then gathered with an equal DNA quantity into pools. DNA purification was performed for each
pool with 1.8 times the sample volume in AMPure XP beads (Beckman Coulter, Fullerton CA, USA). Purified DNA were
retrieved in 100 uL of ultrapure water. Pool concentrations were measured with Qubit using DNA HS Kit (Agilent,
Santa Clara CA, USA). Final pool concentrations were as follow: 38.5 ng/uL for London Lab, 41.6 ng/uL for London
Field, 40.3 ng/uL for German Lab and 38 ng/uL for Sweden Field.

Sequencing was performed using TruSeq Nano Kit (Illumina, San Diego CA, USA) to produce paired-end read of
2 x 150 bp length and a coverage of 25 X for London Lab, 32 X for London Field, 39.5 X for German Lab and 25.4 X

for Sweden Field by Genotoul (Castanet-Tolosan, France).

24 | Pool-seq data processing

The whole pipeline with the detail of parameters used is available on GitHub (https://github.com/chaberko-1bbe/
clec-poolseq). Quality control analysis of reads obtained from each line was performed using FastQC (http://www.
bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). The raw data have been submitted to the Sequence Read
Archive (SRA) database of NCBI under BioProject PRINA826750. Sequencing reads were filtered using Trimmomatic
software v0.39 (Bolger et al., 2014), which removes adaptors. FastUniq v1.1 was then used to remove PCR dupli-
cates (Xu et al., 2012). Reads were mapped on the C. lectularius reference genome (Clec_2.1 assembly, Harlan strain)
performed as part of the i5K project (Poelchau et al., 2015), with an estimated size of 510.83 Mb. Mapping was
performed using BWA mem v0.7.4 (Li and Durbin, 2009). Sam files were converted to bam format using samtools
v1.9, and cleaned of unmapped reads (Li et al., 2009). The 1573 nuclear scaffolds were kept in this analysis, while the
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mitochondrial scaffold was not considered.

2.5 | Detecting Single Nucleotide Polymorphisms
2.5.1 | Overall SNPs analysis

Bam files corresponding to the four populations were converted into mpileup format with samtools v1.9. The mpileup
file was then converted to sync format by PoPoolation2 version 1201 (Kofler et al., 2011). 8.03 million (M) SNPs were
detected on this sync file using R/poolfstat package v2.0.0 (Hivert et al., 2018) and the following parameters: coverage
per pool between 10 and 50. In parallel, nucleotidic diversity (r) was computed using PoPoolation2 Variance-sliding.pl
(default parameters).

Principal Component Analysis (PCA) was performed using R/pcadapt package v4.3.3 and "pool" type parameter
(Privé et al., 2020). Fixation indexes (Fs7) were computed with R/poolfstat for each pairwise population comparison
of each SNP.

Global SNP pool was then trimmed on minor allele frequency (M AF) of 0.2 (computed as MAF = 0.5 - |p — 0.5],
with p being the average frequency across all four populations). This relatively high MAF value was chosen in order
to remove loci for which we have very limited power to detect any association with the resistance phenotype in the
BayPass analysis. BayPass v2.3 (Olazcuaga et al., 2020) was performed with the standard covariate model, considering
covariate data such as strain resistance status. The final dataset was thus reduced to 2.92M SNPs located on 990

scaffolds.

2.5.2 | Selecting outlier SNPs

Several filters were combined in order to detect SNPs potentially associated with insecticide resistance, hereafter
called outlier SNPs. We first used R/poolfstat to identify the most differentiated alleles between the two most closely
related populations, namely London Lab and London Field. Then, BayPass was used, as it takes into account the
covariance of allelic frequencies between populations, arising because of common demographic history, and enabled
to identify SNPs potentially under selection (i.e. SNPs showing extreme genetic differentiation). Thirdly, we selected
alleles in a derived state compared to the allele carried by the reference Harlan strain, and in higher frequency in
London Field than in London Lab. These steps are described more in detail below.

At first, to identify mutations potentially involved in resistance, we used fixation index (Fs7) calculated with
R/poolfstat for each pairwise population comparison for each SNP. SNPs with Fs7 values belonging to the top 5%
of the whole genome Fs7 distribution computed between London Lab and London Field strains were considered as
"outliers". This comparison between London strains was chosen because of their high genetic proximity (see Results).

In a second step, we analyzed the whole dataset (the four strains) using the package BayPass. This package aims
at identifying genetic markers associated with covariates (in our case, the resistance phenotype), while taking into
account the shared history of populations. The contrast statistic C2 was computed to compare allele frequencies be-
tween resistant (London Field and Sweden Field) and susceptible strains (London Lab and German Lab). We corrected
the p-values associated with C2 using R/qvalue version 2.26.0 to compute a local false discovery rate (Ifdr) for each
p-value. SNPs were first selected when having a Ifdr below 0.2.

For each SNP across the four populations, the likelihood of the data was then estimated under a first model
without selection, as well as under a second alternative model invoking selection. Bayes factor (BF) was computed to
represent the ratio of these two likelihoods. A ratio equal to 2 indicates that the data favor the second model (with
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selection) twice as much as the first model (without selection). According to Kass and Raftery (1995), we considered
SNPs having a log10(Bayes factor) > 0.5 as valuable candidates. In deciban (dB) units, used in BayPass (ie 10*log10(BF)),
this corresponds to a threshold of 5.

Finally, we are assuming that the reference genome strain (Harlan strain), which is insecticide susceptible, carries
the ancestral alleles for genes involved in insecticide resistance. Indeed, the Harlan strain was collected back in 1973
in the field, and thus has never been in contact with modern insecticides (Dang et al., 2017). From this perspective,
we expected the frequency of alternative alleles (i.e. different from the reference genome allele at a position) to
have increased over time under insecticide selective pressure. Therefore, only derived alleles with higher frequency
in London Field were kept in the outlier list. SNPs that passed all combined filters described above were further
considered as valid outliers, hence as associated with the resistance phenotype. A sliding window was computed for
the number of outlier SNPs in 100 kb with a step of 10 kb, using sw function from the R package pegas v.1.1 (Paradis,
2010).

To locate SNPs in genes, we used the GFF3 file from NCBI (C. lectularius RefSeq genome, assembly accession
GCF_000648675.2). It includes the type of feature and the coordinates of each genomic region (promoter, 3’ or
5'UTRs, intronic or exonic regions, and intergenic). Variants and their impact on protein sequences were analyzed
using R/VariantAnnotation v1.34.0 (Obenchain et al., 2014) and R/GenomicFeatures v1.40.1 (Lawrence et al., 2013).

Among the 2.92M SNPs, 1.52M (53%) were located within genes, with a huge majority inside intronic regions
(1.45M, i.e. 51%). We identified 576 outlier SNPs (0.02%), 369 of which were located within genes (0.01% of all
SNPs).

2.6 | Mapping scaffolds on linkage groups

Based on a QTL RAD-seq analysis, Fountain et al. (2016) constructed a genetic map for C. lectularius assembly Clec_1.0,.
Nevertheless, the genome assembly of C. lectularius has been updated in the meantime (v1.0 to 2.1). In order to im-
prove the genetic map produced, we decided to use Fountain's RAD-seq data and R scripts to generate a genetic map
based on the latest genome assembly. In order to assemble scaffolds into putative autosomes, hereafter called link-
age groups (LG), we re-aligned Fountain’s RAD sequencing tags (available here http://dx.doi.org/10.5061/dryad.
d4r50) with GSNAP version 2020-06-01 on the RefSeq genome version 2.1, rather than version 1.0 used by Foun-
tain. By following the same pipeline, we were able to keep 338 out of 441 RAD markers, distributed over 14 linkage
groups, as in Fountain analysis. Finally, out of 1573 nuclear scaffolds, 151 were kept, as containing uniquely mapped
markers. The 14 putative autosomes obtained had an overall similar gene content as in Fountain et al. (2016) (Supp.
fig. 4). While Fountain managed to map >65% of the genome on linkage groups, we only obtained 46% (i.e. 234.7
Mb out of 510 Mb). One explanation could reside in the higher fragmentation of the new genome version. Indeed,
the latest version of the genome was split into more scaffolds (Clec_1.0: 1402 scaffolds, Clec_2.1: 1574 scaffolds
- see https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_euk/Cimex_lectularius/101/). RAD markers there-

fore potentially fall into smaller scaffolds, which can lead to this loss of information.

An analysis of enrichment in outlier SNPs was performed on LG using R/stats default package (binomial test with
Bonferroni correction for multiple testing). Then, to further identify smaller genomic regions of interest, enrichment

tests were done at the scaffold level.
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2.7 | Functional analysis

In order to test whether some relevant biological functions were enriched in a set of candidate genes, we defined
ten categories of genes potentially involved in resistance, similarly to what was done by Faucon et al. (2015), and
benefiting from the extensive literature on the topic in several insects. Six of them corresponded to metabolic re-
sistance : "Binding/Sequestration" (6 genes) , "GST" (14), "CCE" (39), "UDPGT" (39), "ABC transporter/MRP" (55),
and "P450" (56). The category "Other detox" (64) includes transcription factors, which could modulate detoxification
enzyme expressions (Amezian et al., 2021). While "Cuticle" (113 genes) encompasses cuticular resistance genes, "In-
secticide target and nervous system" (31) covers all the targets of the different insecticide families, as well as genes
that could contribute to maintain neurological activity. Finally, bed bugs being hematophageous insects, they are
subject to oxydative stress after a blood meal, and therefore adapted to deal with this stress. This feature could
be advantageous for their defense against oxidative stress caused by pyrethroid exposure (Wang et al., 2016). We
thus defined a "Redox homeostasis" category (14 genes). Based on gene annotation extracted from the GFF3 file
(GCF_000648675.2), 431 out of the 13,208 genes (without tRNA and mitochondrial scaffold) were assigned to one of
these categories (Supplementary table 1). Analysis of enrichment of candidate genes in each resistance category were
performed by comparing their proportions in genomic regions of interest with whole genome, using R/stats default

package (proportion test with FDR correction for multiple comparisons).

2.8 | Structural variants

Emphasis was placed on two types of structural variants (SVs), duplications and inversions. London Field population
was compared to the susceptible reference genome, and to the susceptible London Lab population, in order to detect
SVs that could have been selected and underlie the resistance phenotype.

2.8.1 | Combining read depth and pairs orientation to detect SVs

The presence of SVs was inferred based on abnormal read pair orientation and/or distance (insert size), and read
depth variation. We used poolCNVcomp (Schrider et al., 2013, 2016; North et al., 2020), a series of scripts designed
for the detection of tandem duplications in pool-seq data, and adapted them to detect inverted duplications and
simple inversions as well. The first step identifies read pairs having abnormal orientation and extreme insert size
(top 1% distribution) in each population. In a tandem duplication, read pairs that are falling between the two copies
will both map on the reference genome in an reversed way (i.e., in opposite direction). For inverted duplication, one
of the two paired reads will be in the wrong orientation. The 2nd step groups them together if they fall inside the
same genomic region, using parameter insertSizeDiffCutoff (standard deviation of insert sizes distribution respectively
to each scaffold, multiplied by four). At the end of these two first steps, candidate structural variants have been
delineated, in comparison to the reference genome. The 3rd step then matched corresponding structural variants
between population pools, using the parameter distancecutoff (redefined as the sum of insertSizeDiffCutoff from
populations A and B), to determine if the coordinates are close enough to represent the same event in resistant and
susceptible populations.

The 4th step aims at computing read depth in each pool. During this process, repeated regions were masked. To
obtain those repeated regions, we performed a blast of transposable elements detected in C.lectularius by Petersen
et al. (2019) on the latest genome assembly, i.e. Clec_2.1. All hits with more than 80% nucleotidic identity were
considered as repeated regions and masked.
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Next, in North et al. (2020) 4pt5 step, we used the coverage data calculated for each pool to test whether London
Field had more copies compared to London Lab in putative duplications. Under this hypothesis, the coverage ratio
London Field/London Lab on a locus of interest should be disproportionately high compared to a null expectation.
To determine a threshold, we estimated empirically the read depth ratio London Field/London Lab under the null
hypothesis of no amplification between London Field and London Lab strains. This expectation was computed for a
set of windows of different sizes (500 bp to 2.5 Mb, n=10 000), randomly sampled in the genomes. We then compared
observed values with the corresponding null distribution (for a given size class), and considered that events with ratios
falling above the 75% upper quantile were valid candidates for high copy number amplifications.

We finally filtered out events smaller than the size class of 3.5 kb (half the median size of genes, being 7 kb),
leading to our global set of events. We used the same script to identify inversions not associated with duplications.
The single difference with the previous pipeline was that the coverage ratio had to be between the 25% and 75%
quantiles.

The presence of transposable elements may interfere with the calling of SVs due to multiple mapping. We there-
fore removed structural variants if their coordinates on extremities were overapping for more than 100 bp with TE
(on 150 pbh).

2.8.2 | Identifying highly differentiated SVs

A rough estimate of the allelic frequency of each event was done by computing the coverage in the 150 bp inward
flanking regions of each event for each strain, using samtools v1.9. For each pool, we then estimated the frequency of
reads supporting the SV by dividing the number of reads with peculiar orientation by the mean value of the coverage
in the flanking regions. Events showing a higher frequency in London Field than in London Lab were selected.

We then calculated the Fs7 index of differentiation based on these estimated frequencies. Fsr falling in the
top 10% were considered as valid candidates (ggg = 0.040 for inversions, 0.040 for inverted duplications and 0.036 for
tandem duplications).

We tested whether scaffolds were enriched with structural variants or not, by comparing the observed number
of SV per scaffold with the expected one under the hypothesis of homogeneous distribution among the scaffolds
(expected number being the total number of SV divided by the total size of scaffolds, multiplied by each scaffold size).
Scaffolds having less than 5 expected events were then removed. We then computed a y?2 test for each scaffold (1 d.f.),
and corrected the associated p-values using Bonferroni method. The same method was used to test whether scaffolds
were enriched in a specific type of structural variant (tandem duplications, inverted duplications, or inversions).

Finally, we detected for each category events that were overlapping with genes. To do so, we extracted all genes
falling into windows encompassing an event and 1 kb further upstream and downstream. We also looked at SVs
affecting candidate resistance genes.

3 | RESULTS

3.1 | Resistance phenotype of the four strains

We tested the resistance status of the four C. lectularius strains to the pyrethroid insecticide deltamethrin. As expected,
the two recently collected field strains showed higher deltamethrin resistance as compared to the two ancient lab
strains (Figure 1.A).

German Lab and London Lab had the lowest LDgy5 values, respectively 0.4 ng and 1.3 ng of deltamethrin per bed
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FIGURE 1 Analysis of the four bed bug strains used (German Lab: red square, London Lab: red round, London
Field: green round, Sweden Field: green triangle). A. Dose-response curves to the insecticide deltamethrin exposure
in bed bug populations German Lab (dashed red line), London Lab (red line), London Field (green line) and Sweden
Field (dashed green line). Average mortality percentages are shown for each log10-transformed insecticide dose (in
ng/uL) with standard deviation across replicates. Lines correspond to probit transformations of the data. B.
Projection of four bed bug populations on the top two principal components using PCA on 8.03 million SNPs.

bug. On the contrary, London Field and Sweden Field had higher LDgys, respectively 21.0 ng and 69.2 ng (Supplemen-
tary Table 2). Resistance ratios to this dose (RRgs) between field and lab strains were all >10 X (Table 1), which is
usually considered as high resistance ratio (Mazzarri and Georghiou, 1995).

Population comparison Statistical pgof test  Standard error  Resistance ratio
London Lab - London Field 2.95(% 0.414 17 X

German Lab - London Field 4.34 (*%) 0.411 60 X

London Lab - Sweden Field 1.48 (-) 1.17 55X

German Lab - Sweden Field 1.96 (%) 1.17 199 X

German Lab - London Lab 6.81 (*%) 0.082 4 X

London Field - Sweden Field 0.42 (-) 1.24 3X

TABLE 1 Pearson’s chi square goodness-of-fit (pgof) statistical test on insecticide deltamethrin LDgs for Cimex
lectularius population comparison, with associated standard errors and resistance ratios. Significance levels for
statistical tests are indicated, based on p-values (not significant (-), <0.05 (*), <0.001 (**)).

Comparisons revealed that all strains had significantly different phenotypes in terms of insecticide resistance,
exception made of Sweden Field versus London Field and London Lab. Overall, these results confirmed the resistance

status of the two field strains (R) compared to the two susceptible lab strains (S).

3.2 | Genome-wide genetic differentiation

8.03 million (M) SNPs, distributed over 1,077 scaffolds, were detected. The genetic diversity, measured as &, was
very similar across the four populations (Table 2). After PCA, the four populations were projected onto two principal
components, PC1 and PC2, explaining respectively 42.71% and 34.34% of variance (Figure 1.B). The four strains clus-
tered according to their geographic origin, rather than their age or their deltamethrin resistance status. The historical
and modern strains collected in London were noticed to be very close to each other on the 2D plot, whereas strains
collected in different countries were distant (respectively Germany, Sweden and United Kingdom). This observation
suggests that London Lab and London Field shared a common genetic background comparatively to the other strains.

Average fixation indices (Fs7) were then computed to provide a measure of pairwise population genetic differen-
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tiation. As expected from the PCA analysis (Figure 1.B), the mean Fg7 calculated between London Field and London
Lab was the lowest (Fsr = 0.018, i.e. 1.8%), compared to the other comparisons which revealed much higher levels
of differentiation (between 4.8% and 8.9%, Table 2). It therefore confirmed the weak genetic differentiation between
the two strains from London. Both PCA and Fs analysis thus indicate that the comparison between London Lab and

London Field is particularly relevant to identify candidates potentially involved in insecticide resistance.

Strains German Lab LondonlLab London Field Sweden Field
German Lab 0.0048 0.059 0.065 0.089
London Lab - 0.0045 0.018 0.061
London Field - - 0.0045 0.048
Sweden Field - - - 0.0050

TABLE 2 Mean Fsr values for pairwise comparisons of Cimex lectularius strains, and within-strain nucleotidic
diversity (rr, in bold).

3.3 | Overview of SNPs

Within the 2.92M SNPs that passed the QC filters, 576 outlier SNPs were identified (using top 5% Fsr LL—LF, BayPass
metrics and F,;;LF > F,;:LL, see Methods for detail). Among them, 369 were detected within genes. With only 7
outliers in putative resistance genes, there was no significant overall enrichment. Only one non-synonymous outlier
SNP was found out of 10,318 non-synonymous SNPs. This non-synonymous mutation was detected in a homeobox
protein one cut (LOC106666929) located in a scaffold not included in any linkage groups and not particularly enriched
for outlier SNPs ( NW_019392707.1, Supplementary figure 3).

3.3.1 | Distribution of outlier SNPs

Among the 576 outlier SNPs, 261 were located within linkage groups (LGs). To identify LG of particular interest, we
first tested whether some were enriched with outlier SNPs, by comparing the proportion of outlier SNPs for each LG
to the average value computed for the entire genome.

LG 8 and 11 were significantly enriched with outlier SNPs (indicated by a star next to LG number in fig. 2). In LG
8, despite a global 2.18 X enrichment, no scaffold was significantly enriched for outlier SNPs, nor were any outliers
detected in putative resistance genes.

Still, a large number of outliers were found on the second scaffold, namely NW_019393011.1, mainly inside two
uncharacterized genes (106663904 and 106663882) and a small conductance calcium-activated potassium channel
protein (106663893). This last gene was not included in our pre-defined resistance genes categories, but can still be
involved in insecticide resistance through its potential role in synaptic functioning (Vergara et al., 1998).

By far, the highest enrichment was observed for LG 11 with a 4.86 X enrichment (p.value = 1.66e-34, Supple-
mentary figure 1). Interestingly, most of the outlier SNPs clustered within three consecutive scaffolds within this
LG (NW_019392721.1, NW_019392763.1 and NW_019942502.1.1). These three scaffolds were also significantly
enriched for outlier SNPs (underlined in red in fig. 2). Within this approximately 6 Mb region, we found two out-
lier SNPs in the intronic regions of two putative insecticide resistance genes, both on scaffold NW_019392721.1: a
choline O-acetyltransferase (106664013), an enzyme that catalyzes the biosynthesis of acetylcholine, and an acid
sphingomyelinase-like phosophodiesterase 3a (SMPDL3a, 106664028), which may be involved in insecticide detox-
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ification (Zhang et al., 2012). However, many other candidate resistance genes were found inside this region, thus
being further explored below (see Section 3.3.2).

Other scaffolds in LG detected as enriched were rather dispersed, without close proximity to putative resistance
genes. Finally, two outlier SNPs were detected in an ABC transporter G, located on LG 5 which is not particularly
enriched in outliers, neither at the scale of the whole LG nor at the scale of its scaffolds. ABC transporter G may be
involved in the excretion of insecticides out of the cells (Dermauw and Van Leeuwen, 2014).

Eight scaffolds not included in the 14 linkage groups were significantly enriched for outlier SNPs (Supplementary
figure 3). Two of these scaffolds carried outlier SNPs in putative resistance genes. A first outlier SNP was detected in
an intronic region of a beta-14-galactosyltransferase 4-like on scaffold NW_019392678.1. Galactosyltransferase is a
type of glycosyltransferase, an enzyme capable of contributing to xenobiotic detoxification through the conjugation
of an electrophilic group to xenobiotics or to their metabolites (Nagare et al., 2021).

Two intronic outlier SNPs were also detected in the voltage-gated sodium channel gene (VGSC, 106667833),
on scaffold NW_019392726.1, in close proximity with the kdr mutation. The kdr non-synonymous SNP of the VGSC
L925I (leucine to isoleucine in position 925, i.e. position 148,668 on NW_019392726.1), was indeed further identified.
Frequencies of the derived allele were as follows: 0% in London Lab, 11.1% in German Lab, 44.4% in London Field, and
50% in Sweden Field. This locus was part of the top 1.6% Fs7 in the London Lab versus London Field comparison. The
kdr mutation has been extensively studied in insects, including bed bugs, and is associated with pyrethroid resistance
(see review Dang et al., 2017). Although our analysis did not consider kdr mutation as an outlier per se, kdr mutation

still belongs to a peculiar 1 Mb genomic region (i.e. the scaffold size) enriched for outlier SNPs.

3.3.2 | Detection of a superlocus enriched in both outlier SNPs and resistance genes

Three consecutive scaffolds enriched for outliers were detected on the LG 11 (NW_019392721.1, NW_019392763.1
and NW_019942502.1, Figure 3). In the following, this 6 Mb genomic region is referred to as a "superlocus". Among
the 138 genes located within this superlocus, nine were part of a resistance gene category, which represents a sig-
nificant enrichment for resistance genes when compared to the entire genome (prop.test, p-value = 0.027). More
precisely, two categories of resistance genes were significantly enriched: GSTs (corrected p-value = 3.0e-9, 3 genes in
the superlocus out of 14 in the whole genome), and P450s (corrected p-value = 0.029, 3 genes in the superlocus out
of 56 in the whole genome). The same trend was observed for the category 'Insecticide target and nervous system’,
although this was only marginally significant (corrected p-value = 0.063, 2 genes out of 31). This result suggests a
clustering of genes potentially involved in insecticide resistance in this superlocus.

Indeed, the three P450s detected in the superlocus were located next to each other, all belonging to the sub-family
CYP6B (106663981, 106663982 and 106663983). Members of the CYP6B P450 sub-family have been shown to me-
tabolize a wide range of natural and synthetic xenobiotics in insects, including pyrethroids, as in Helicoverpa armigera
(Shi et al., 2021). The same pattern was observed for the three GST detected, clustered on scaffold NW_019392763.1
(106666926, 106664023 and 106663963). GST have also been frequently associated with pyrethroid resistance, as
for Anopheles sinensis (Tao et al., 2022).

Interestingly, despite none of these genes carried outlier SNP, they showed 23 non-synonymous SNPs with an
alternative allele frequency higher in London Field than in London Lab (Supplementary table 3). Four of these non-
synonymous SNPs were also part of the top 5% Fs, with two for each P450s gene 106663983 and 106663982.

Because the abundance of non-synonymous mutations may be the consequence of adaptive evolution, we cal-
culated the ratio 22 for all the genes of the genome. The Z& for the three CYP6B genes were in the top 5% of

s s

the distribution (quantile 95% = 0.88, mean = 0.19, versus 1.07, 1.25 and 1.50 respectively for genes 106663981,
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FIGURE 3 Architecture of Cimex lectularius superlocus on LG 11. Within this superlocus, scaffolds
NW_019392721.1, NW_019392763.1 and NW_019942502.1.1 are delimited by different shades of light grey.
Genetic differentiation is represented with empirical p-values, computed on Fg7 index between London Lab and
London Field populations for each SNP in -log10 scale, depending on their position within each scaffold. Outlier
SNPs (see Materials & methods) are distinguished by a darker grey. Square-shaped points are the outlier SNPs that
fall within resistance genes, and are colored according to those genes’ categories. Resistance gene positions are
indicated on the x-axis and colored accordingly to their categories. Protein product of resistance genes are labeled,
along with the NCBI accession number of the genes between brackets. One vesicular acetylcholine transporter,
carrying outlier SNPs and in close proximity to choline-O-acetyltransferase, was also labelled likewise. The positions
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it was enriched in a type of event.
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106663982 and 106663983). This result supports that adaptive evolution has shaped the polymorphism for these
P450s.

3.4 | Structural variants associated with resistance

Structural variants (SVs) may play an important role in insecticide resistance (Assogba et al., 2015). We detected 2,497
SVs with higher frequency in the resistant strain London Field compared to the susceptible London Lab, encompassing

1,338 inversions, 650 inverted duplications, and 509 tandem duplications.

Of the 2,497 SVs detected, 143 were overlapping with 130 putative resistance genes (out of 431 in the whole
genome), which is more than what is expected by chance (p-value=3.53e-11). This indicates an enrichment of SVs in
genes possibly related to insecticide resistance. Among SVs overlapping with candidate resistance genes, 80 genes

were found within inversions, 50 in inverted duplications and 30 in tandem duplications.

Seven scaffolds were significantly enriched in SVs compared to what was expected based on their respective
lengths, if one assumes that events were equally distributed among scaffolds: NW_019392673.1 (LG 1), NW_019392754.1
(LG 7), NW_019392785.1 (LG 10), NW_019392721.1 (LG 11), NW_019392782.1 (LG 12), NW_019392665.1 (LG 13)
and NW_019392786.1 (unplaced) (details in Supplementary figure 2). Among them, the only scaffold that was signif-
icantly enriched both for outlier SNPs and SVs was the scaffold NW_019392721.1 (Supplementary figure 2), located
within the superlocus of LG 11 and encoding the three CYP6B with unusual high ’;—'S’ ratios (Figure 3).

For each SV category (inversion, inverted duplication, tandem duplication), events falling above the 90% quantile
of Fst were retained, leading to 227 SVs overlapping with 281 different genes. Among them, ten SVs overlapped
with 18 resistance genes. Seven cuticular genes were identified (in three inversions and one inverted duplication),
showing an enrichment in this resistance category (p-value = 0.01). The largest event detected was a 1.5 Mb in-
verted duplication located on LG 1 (NW_019392679.1). This event overlapped with four putative resistance genes
: a sulfotransferase, a choline kinase, and two P450s (Supplementary table 4). The five other events overlapped
genes possibly involved in redox homeostasis (SOD and NADPH-dependent oxidoreductase), in metabolic resistance
(UDPGT on scaffold NW_019392656.1), and in other detox (sulfotransferase).

4 | DISCUSSION

Insecticide resistance evolution seems to be the key factor in the re-emergence of the common bed bug C. lectular-
ius (Davies et al., 2012). By using targeted sequencing (Zhu et al., 2010), transcriptomic analysis (Zhu et al., 2012;
Mamidala et al., 2012; Koganemaru et al., 2013), or QTL mapping (Fountain et al., 2016), several loci have been as-
sociated with insecticide resistance (reviewed in Dang et al. 2017). In this paper, we provide a genome-wide analysis
to identify underlying sequences and additional regions of the genome possibly involved in insecticide resistance. By
comparing the whole genomes of two susceptible and two resistant lines using pool-seq data, we identified outlier
SNPs and structural variants (inversion, tandem duplications, and inverted duplications) highly differentiated in the
resistance phenotype, in close proximity with candidate resistance genes. In addition to providing novel insecticide
resistance data, the genomic characterization of CimexStore strains will hopefully benefit future customer-researchers

that regularly use these strains for their research.
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4.1 | Relatively low pyrethroid resistance level

Using topical application assays, we quantified the deltamethrin resistance level of the four strains. As expected from
the collection dates, the two ancient strains (LL and GL) were highly susceptible to deltamethrin. In most studies, the
Harlan strain is used as a insecticide susceptible reference strain (Dang et al., 2017). The susceptibility of the LL and
GL strains was comparable to that of the Harlan strain (0.34 ng and 0.15 ng per insect respectively for London Lab
and German Lab, compared to 0.15 ng for the Harlan strain Caceres et al. (2019).

This high sensitivity is expected since these two "lab" strains were collected before the re-emergence of bed bugs,
as was the Harlan strain. Conversely, the two relatively-recent strains (LF and SF), respectively collected in 2008 and
2015 were much more resistant to deltamethrin. However, their resistance ratios were not particularly high (17 to
199 fold based on LDgs), as compared to Caceres et al. (2019), where field strains from Barracas and Pergamino were
respectively 6,945 and 10,178 times higher than their susceptible reference. Resistance ratio should be compared
with caution, since the bioassays or analytical methods can be widely different and have an impact. However, very
high RR phenomena have frequently been observed for recently collected field strains (see review Dang et al. 2017),
but often decline after rearing in the laboratory without insecticide exposure (Polanco et al., 2011). The existence of
an evolutionary cost of resistance in the absence of insecticide exposure has been frequently described in insects, and
may explain the decrease in frequency of resistance alleles since the establishment of the strains (Kliot and Ghanim,
2012). This phenomenon may explain the relatively low level of resistance for the two CimexStore "field" strains
purchased, for which no information was provided regarding insecticide selection pressure during the breeding in
laboratory conditions.

4.2 | Non-synonymous outlier SNP in a transcription factor

Adaptation of organisms to their environment may rely on protein evolution thanks to non-synonymous mutations,
and/or thanks to expression changes involving mutations in regulatory sequences (Wang et al., 2005). Among the 576
outlier SNPs, only one was associated with an amino-acid change. The encoded protein, annotated as an homeobox
protein onecut (106666929 on Supplementary fig. 3), is composed of a onecut domain and one homeodomain which
together confer DNA binding properties (Biirglin and Affolter, 2016). Homeobox proteins onecut are transcription
factors involved in many pathways including nervous system differentiation (Nguyen et al., 2000). Several transcription
factors have been associated with resistance to insecticide, as in Plutella xylostella (Zhao et al., 2018). Yet, how this
particular transcription factor could be involved in insecticide resistance remains unclear.

4.3 | A superlocus involved in insecticide resistance

The most striking result obtained from this genome-wide analysis is the identification of a 6 Mb genomic region,
showing an unusual high genetic differentiation and associated with the resistance phenotype of the four strains
(BayPass approach). Several phenomena may explain such local genetic differentiation. Large genetic differentiation
islands may evolve because of a local reduction in recombination rate due to the effect of linked selection (Burri
et al., 2015). However, if this factor was at play, then we would expect a higher genetic differentiation in this genomic
region for all comparisons, including between the two "field" strains or between the two "lab" strains. This was not the
case, since this genomic region was particularly differentiated in the London "Field" versus London "Lab" comparison,
but not in other comparisons (Suppl. fig. 5). High local genetic differentiation may thus be the consequence of
differential selection. In this case, the selective factor is most likely the exposition to insecticides that recent field
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strains experienced, as compared to older "lab" ones. This region was part of LG 11 and was composed of three
scaffolds. Those scaffolds were enriched with outlier SNPs, and one of them was also enriched with structural variants.

The detection of this superlocus is consistent with a previous study from Fountain et al. (2016) who constructed
a linkage map and performed a QTL mapping for pyrethroid resistance in C. lectularius. Their QTL analysis based on
RAD tag sequencing identified a single peak associated with resistance. Due to the relatively low number of markers
(n=334), to the relative small number of recombinants screened (n=71) and to the small number of generations allowing
recombination (F2), the resolution achieved was relatively low and led to the identification of a large 10.8 Mb region.
This regions was located on their LG 12 and contains the highly expected insecticide resistance candidate VGSC, as
well as many other genes, including putative resistance genes (P450 and GSTs). This large locus explained most of the
variance in insecticide resistance in their experimental display. Comparing the two LG belonging to the two linkage
maps indicated that the majority of the genes found on our-LG 11 was shared with Fountain-LG 12 (Supplementary
figure 4). However, the scaffold carrying the VGSC gene which was part of Fountain-LG 12 was not included in our-LG
11. Instead, the scaffold was left unplaced in any LG. The explanation for this discrepancy is simple. In the previous
genome assembly Clec_1.0, the VGSC gene belonged to a 21 Mb scaffold (NW_014465016.1) containing 6 RAD tags
(See Supplementary table S2 of Fountain et al. 2016), that allowed Fountain et al. (2016) to incorporate VGSC gene into
their LG 12. This scaffold was then split in smaller pieces in Clec_2.1 assembly, leaving VGSC in a 1 Mb-scaffold not
carrying any RAD marker anymore (NW_019392726.1). This difference in assemblies thus prevented its integration
into the new genetic map.

The second version of the assembly was obtained by using Redundans (Thomas et al., 2020) on top of the first
assembly. Redundans (Pryszcz and Gabalddn, 2016) is designed for solving problems linked to the presence of het-
erozygosity in genome sequencing projects. Based on read depth and paired-end information, it identifies putative
"heterozygous contigs" which correspond to different allelic version of a single locus. They are then merged in or-
der to produce as far as possible a homozygous version of the genome. Although the reason explaining the split of
the initial 21 Mb scaffold (NW_014465016.1) into smaller pieces is unclear, we may hypothesize that some of the
contigs that composed this scaffold were detected as "heterozygous contigs" ultimately leading to the observed split.
Future investigations should certainly clarify this point and more generally clarify the structure of the haplotypes in
this genomic region.

We note however that in the 21 Mb scaffold NW_014465016.1 of Fountain-LG 12, VGSC was flanked by two
genes that are both included in our LG 11 (a carboxyl terminal-hydrolase on scaffold NW_019942502.1, and a glu-
tathione S-transferase on scaffold NW_019392763.1). The position of the scaffold containing VGSC gene (NW_019392726.1)
may thus possibly be between the two scaffolds previously mentioned, in the middle of the superlocus. If this is the

case, it would further reinforce the strong signal of genetic differentiation in this genomic area.

Independently of its exact genomic localization, we expected the mutant sites of the VGSC gene (with their so-
called knockdown resistance -kdr- alleles) to be part of our outlier list. This was expected since kdr mutations are
responsible for or are associated with resistance to pyrethroids in various arthropod pests (Dong et al., 2014), including
bed bugs (Dang et al., 2017). Additionally, CimexStore website indicates the presence of the common kdr mutant
L9251l in the two field strains. Accordingly, we detected this mutation in our dataset (Dang et al., 2017). However, this
particular site was not considered as an outlier SNP in our analysis. This site fulfilled only two out of three criterion
used since (i) the Fg7 associated with this site was part of the top 5% in the London strains comparison and (iii)
the kdr mutant was derived compared to the reference genome, but (ii) it was filtered out by the BayPass analysis,
indicating an overall weak association with resistance phenotype in the four strains. Several scenarios may explain
this unexpected result. First of all, we can hypothesize that this mutation is not as crucial for insecticide resistance in
C. lectularius as previously thought. Under this scenario, other mechanisms such as detoxification, cuticle thickening
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or behavioural avoidance would be more central in bed bug insecticide resistance. Importantly however, since these
strains have been reared in the lab since years by the private company CimexStore, we do not exactly know under
which conditions they have been maintained. One crucial point to keep in mind is that kdr mutants are highly counter-
selected in the absence of insecticide (Freeman et al., 2021; Wang et al., 2021) and may thus decrease in frequency
if not regularly exposed to insecticides. We can therefore question whether the frequency estimated here reflects
the true initial frequency of that mutation in the different strains. If present, this effect may thus reduce the genetic
differentiation observed on this locus (and surrounding region) between field "resistant" and ancient lab "susceptible"
strains. Despite the fact that our analysis did not consider kdr mutant as part of the outlier list, we found two outlier
SNPs in an intron of the VGSC gene. Additionally, VGSC was located next to a region containing the highest density of
outlier SNPs, with up to 40 outlier SNPs per 100 kb window (Figure 2). Altogether, these last observations indicate
that VGSC belongs, at least, to a peculiar 1 Mb region in relation to insecticide resistance.

4.4 | A peculiar cytochrome P450 cluster

A cluster of three P450 genes (two CYP6B1-like and one CYPéB5-like) was detected in scaffold NW_019392721.1,
in the middle of the LG11 superlocus. No outlier SNP were detected in any of these loci. However, four SNPs were
part of the top 5% Fgt distribution for the London strains comparison. In addition, this cluster was characterized by
an unexpectedly high level of non-synonymous mutations (n=19). Accordingly, the ’;—;’ ratio for all three genes was
in the top 5% or the genome-wide distibution, suggesting that selection may have acted on these loci in a recent
past. Similar increased rate of evolution has been observed for CYP6B56 of the navel orangeworm Amyelois transitella
(Calla et al., 2021). In this species, CYP6B56 is likely involved in the pyrethroid bifenthrin resistance, since elevated
expressions of CYP6B56 were observed after insecticide exposure in both resistant and susceptible populations (Calla
et al., 2021).

4.5 | Structural variants might contribute to shape resistance phenotype

Structural variants may contribute to adaptation, notably through inversions or duplications. These structural changes
can affect the coding sequences as well as the expression levels of the genes, thus playing a crucial role in evolution
and adaptation (North et al., 2020). CNVs in particular may impact the level of expression of the genes through
a dosage mechanism (Kondrashov, 2012). In addition, CNVs can allow alternative variants of a gene to appear in
tandem, through gene duplication. This may be selected for, especially when the allele encoding resistance also
carry a fitness cost in the absence of insecticide. In that case, the second nearby copy may compensate for this cost
and "heterogeneous" tandem duplications may be selected for (Labbé et al., 2007; Assogba et al., 2015). Despite
their potential importance, SVs have received less attention than SNPs, likely because they are harder to identify.
Population-level genome-wide analyses of SVs are thus rare, and the extent of their impact on evolution remain
overlooked (Lucas et al., 2019). However, some SVs have been associated with insecticide resistance in insects, such as
in Drosophila (Schmidt et al., 2010), in several mosquito species (Faucon et al., 2015; Weetman et al., 2018; Lucas et al.,
2019; Cattel et al., 2020, 2021), or in the fall armyworm with the identification of a CYP cluster (Gimenez et al., 2020).
To the best of our knowledge, the present study is the first to investigate SVs in an agnostic genome-wide fashion in
bed bugs. We found that SVs are enriched in putative resistance genes. A similar test of enrichment focusing on copy
number variants (CNVs) has been conducted on the mosquito Anopheles gambiae, using the Ag1000G Phase 2 dataset
(1142 whole genome sequences of wild-caught mosquitoes collected from 16 populations) (Lucas et al., 2019). The
authors found an enrichment for CNVs in gene-containing regions. More specifically, they found an enrichment in
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putative metabolic resistance gene families. Similar result has been observed in Drosophila (Schrider et al., 2016) and
Aedes aegypti (Faucon et al., 2015; Cattel et al., 2020, 2021). Additionally, several independent amplification events
were frequently found as covering the same genes, possibly segregating within the same populations (Lucas et al.,
2019). We reached the same conclusion, with some genomic locations highly enriched with overlapping events. This
was in particular the case for scaffold NW_019392721.1 in LG 11 which contained several candidate genes, including
a cluster of three P450, and that was enriched both with outlier SNPs and SVs. Furthermore, we found a few set
of events overlapping resistance genes with high Fsr values (top 10%, max : top 1%, see Supp. table 4). Among
them, a significant enrichment for cuticle genes was detected. Although the functional importance of these SVs in
the resistance phenotype remains to be further investigated, these results support their potential role in adaptation
to insecticides in bed bugs.

4.6 | A supergene involved in insecticide resistance?

A significant enrichment for genes potentially involved in insecticide resistance was observed in the 6 Mb superlocus.
Colocalization of genes involved in detoxification in clusters is frequently observed in insects, including the mosquito
Anopheles gambiae (Ranson et al., 2002). This clustering is probably the consequence of local duplications or of translo-
cation of genes into the cluster. The discovery of a single large (at least 6 Mb long) locus probably involved in insecticide
resistance is uncommon in the literature. In most cases reported to date, the loci identified by population genomics
analysis are relatively small (<200 kb in Weedall et al. 2019) and numerous (Pélissié et al., 2022), and no evidence of
genomic clustering among those loci is provided. A few exceptions exist however. In the navel orangeworm (Amyelois
transitella), an exceptionally large region with low polymorphism, extending to up to 1.3 Mb was detected in a DDT
and bifenthrin resistant population (Calla et al., 2021). This region contained several genes likely involved in insecti-
cide resistance, such as VGSC and a cytochrome P450 gene cluster. The genomic co-localization of genes that are
selected for in the same environment (i.e. under insecticide exposition) may theoretically lead to the emergence of so-
called "supergenes" if a subsequent reduction of recombination between beneficial alleles occurs (Schwander et al.,
2014). In a spatially or temporally heterogeneous environment (in that case treated versus untreated households),
co-transmission of alleles may be selected for. Several fascinating examples of such evolution have been reported,
from the classical case of Butterfly mimicry in the genus Heliconius (Le Poul et al., 2014) to the evolution of prairie or
forest ecotypes of deer mice Peromyscus maniculatus (Hager et al., 2022). Although our analysis does not provide any
evidence of a reduction in recombination in this superlocus (Supp. fig. 6), it is intriguing to observe such enrichment
for putative resistance genes in a highly differentiated and large genomic island. Additionally, our dataset suggests an
enrichment for structural variants, especially inversions, in one of the three scaffolds composing this superlocus (Fig.
3 & Supplementary fig. 2). Since inversions may lead to reduced recombination and are known to be instrumental in
the emergence of supergenes (Schwander et al., 2014), it is tempting to speculate that a supergene combining several
beneficial alleles in relation to insecticide exposure segregate in C. lectularius populations. This hypothesis should be
further tested in the future.

5 | LIMITS OF THE PRESENT STUDY AND PERSPECTIVE

In this study, we focused our attention on selected variants that had particularly high frequency in both LF and SF
strains compared to LL and GL strains, while taking into account their common history. In species with large (recent)
effective population size, the very same mutant may be repeatedly selected in different environments under similar
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selective pressure, through convergent evolution (Karasov et al., 2010). However, species with lower effective present-
day population size are likely limited by the mutation rate, and such convergence is unlikely. It is unclear whether bed
bug populations are limited by mutations or not. If they are, then we do not expect similar mutants to be selected
in different environments, unless migration from one population brings the favorable allele in the second population.
Additionally, since multiple pathways to pyrethroid resistance may evolve in different populations (Djouaka et al.,
2008), we acknowledge that this analysis may miss insecticide resistance mutations that would be specific to one or
another resistant population.

Another limit of our study relies on the fact that we considered "derived" alleles as opposed to "ancestral", carried
by the Harlan strain from which the reference genome was sequenced. Harlan strain was collected in Fort Dix (New
Jersey, USA), back in 1973. We thus tried to identify mutations involved in so-called hard selective sweeps. Many
examples of hard sweeps have been described as being involved in insecticide resistance (Hawkins et al., 2019; Cohen
et al., 1985; Calla et al., 2021). However, adaptation may also occur through soft sweeps involving standing genetic
variation (Hawkins et al., 2019). In that case, the mutants segregated during some time in the population before the
selective pressure started. If adaptation to pyrethroids involves standing genetic variation, then our pipeline may
have filtered out some valid candidates. However, standing alleles that later increase in frequency due to positive
selection are usually at low initial frequency (before the environmental shift). In the three-spined stickleback, where
adaptation from standing genetic variation has been extensively studied (DeFaveri and Meril3, 2014; Heckwolf et al.,
2020), marine populations adapted repeatedly through standing genetic variation to freshwater habitat. Most adap-
tive haplotypes in fresh water environment can be found at frequency < 10% in marine environment (Bassham et al.,
2018). Since the reference genome has a small probability of having a low frequency allele, then our pipeline still has
a high probability of considering it as "derived". In addition, even in case the Harlan strain carried a later on benefi-
cial allele, our pipeline should at least identify linked "derived" (possibly neutral) variants, initially associated with the
beneficial mutant through linkage disequilibrium. In conclusion, we acknowledge that our pipeline may have missed
some adaptive alleles from standing genetic variation, although the effect may be limited.

Whether they arose through soft or hard selective sweeps, and whether they involve protein changes or not, it is
crucial to identify insecticide resistance mutations in bed bug populations. As our study was restricted to the analysis
of intra-scaffold SVs, thus preventing the detection of events spanning the entire superlocus, future efforts should be
made to clarify the genomic structure and polymorphism of LG 11. This can be achieved using long read sequencing
and/or Hi-C data. This could clarify the structure of the haplotypes and may help to identify the genetic determinants
underlying the resistance evolution. From an applied perspective, knowing the genetic basis of such mutations can
be used to design diagnostic tests, and thus to track insecticide resistance in the field (Van Leeuwen et al., 2020).
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SUPPLEMENTARY FIGURE 1 Proportions of outlier SNPs among SNPs in linkage groups (LG). The dashed
line represents average proportion (a = 0.00019). Binomial test were performed between observed proportion and
average proportion in each LG, and significant corrected p-values were detailed above corresponding LG.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 2 Expected and observed numbers of structural variants (SVs) for scaffolds
enriched with structural variants in general (delineated with a red star below) or enriched with a specific type of
structural variant (namely tandem duplications, inverted duplications and inversions, delineated with a black star
above corresponding observed number). The scaffold also enriched with outlier SNPs is underlined in red.
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n slope  df X2 LDgs  95% mortality CI95
London Lab 280 1840 27 17810 1.3 91.2-98.8%
German Lab 200 3.123 19 17297 04 89.8-100%
London Field 170 1.030 17 75.76 21.0 89.7-100%
Sweden Field 210 0.941 21 97.04 69.2  90.5-99.5%

SUPPLEMENTARY TABLE 2 Additional information for dose-mortality analysis performed on Cimex
lectularius strains. Number of insects (n), slope, degree of freedom (df) and chi-square (X2, computed as null
deviance minus residual deviance), lethal dose (in ng) for 95% of insects in the population (LDgs) were given for each
strains. The confidence interval at 95% (CI95) for 95% mortality was also computed for each strain using the predict
function from the R/ecotox package.

Scaff. GeneID

2763 106666926
106666926
106666926
106663963

2721 106663983
106663983
106663983
106663983
106663983
106663983
106663983
106663983
106663982
106663982
106663982
106663982
106663981
106663981
106663981
106663981
106663981
106663981
106663981

Position

419008

419242

419369

503362

1833078
1833420
1833792
1833793
1833810
1833837
1836843
1838158
1849007
1849044
1849067
1849919
1873544
1873558
1874026
1874033
1875827
1875904
1875976

Annotation
GST1-1-like
GST1-1-like
GST1-1-like
GST-like
CYP6B5-like
CYP6B5-like
CYP6B5-like
CYP6B5-like
CYP6B5-like
CYP6B5-like
CYP6B5-like
CYP6B5-like
CYP6B1-like
CYP6B1-like
CYP6B1-like
CYP6B1-like
CYP6B1-like
CYP6B1-like
CYP6B1-like
CYP6B1-like
CYP6B1-like
CYP6B1-like
CYP6B1-like

Location
exon NS
exon NS
exon NS
exon NS
exon NS
exon NS
exon NS
exon NS
exon NS
exon NS
exon NS
exon NS
exon NS
exon NS
exon NS
exon NS
exon NS
exon NS
exon NS
exon NS
exon NS
exon NS

exon NS

Fae LL  F,¢ LF

0.20
0.08
0.06
0.10
0.50
0.41
0.46
0.46
0.50
0.56
0.58
0.55
0.27
0.29
0.29
0.59
0.33
0.33
0.59
0.54
0.07
0.23
0.72

0.38
0.27
0.24
0.46
0.93
0.79
0.78
0.76
0.77
0.75
1,00
0.85
0.72
0.75
0.63
0.84
0.50
0.53
0.66
0.57
0.25
0.35
0.75

Fst (pval)
-0.01 (0.38)
0.05 (0.25)
0.03(0.28)
0.16 (0.10)
0.29 (0.03%)
0.17 (0.09)
0.11(0.15)
0.09 (0.18)
0.07 (0.20)
-0.02 (0.40)
0.33(0.02%)
0.13(0.12)
0.28 (0.04*%)
0.2 (0.03%)
0.15(0.11)
0.07 (0.21)
0.00 (0.35)
0.02 (0.30)
-0.05 (0.50)
-0.06 (0.53)
0.01(0.32)
-0.04 (0.46)
-0.09 (0.69)

SUPPLEMENTARY TABLE 3 Non-synonymous (NS) SNPs falling within putative resistant genes inside the
superlocus detected, with frequency for derived allele from ancestral susceptible population (F,;) superior in
London Field (London Field) than in London Lab (London Lab). Gene annotation GST stands for
glutathione-S-transferase, CYP for cytochromes P450. To obtain scaffold name, one should add "NW_01939" at the

beginning, and ".1" at the end
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SUPPLEMENTARY FIGURE 3 Several supplementary scaffolds for Cimex lectularius genome not located on
linkage groups. Scaffolds detected as significantly enriched in outlier SNPs are underlined in red. The scaffold
carrying the unique outlier non-synonymous SNP is also represented (NW_019392707.1). In the upper part of a
plot, the empirical p-value (p) of genetic differentiation index (Fs7) between London Lab and London Field
populations in -log10 scale is plotted. The x-axis indicates the position within each scaffold. Outlier SNPs (see
Materials & methods) are distinguished by a darker grey. Square-shaped points are the outlier SNPs that fall within
candidate resistance genes, and are colored according to those genes’ categories. Their protein products are labeled.
Non-synonymous outlier mutation was represented with a black triangle. Although not a outlier SNP, the location of
the non-synonymous kdr L925] mutation was given as an indication. Positions of genes with an expected amplified
copy number are displayed with a dashed black vertical line and labelled likewise. In the lower part, "# outlier SNPs"
represents the number of outlier SNPs counted in each 100 kb sliding window with a step of 10 kb. Dashed line
stands for a threshold of 2 outlier SNPs, which delineates quantile 99%.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 4 Joint-distribution of genes in Linkage Groups (LG) in Fountain et al. (2016)
paper and the present paper. Genes present on the first diagonal are located on the same LG in both cases.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 5 Differentiation between strains over LG 11. Mean Fsr values were
computed in 10 kb windows with 10 kb step for three comparisons: between the two susceptible strains (GL =
German Lab and LL = London Lab), the two resistant strains (LF = London Field and SF = Sweden Field), and between
Londonian strains (LF and LL). The position of a "superlocus" (NW_019392721.1, NW_019392763.1 and
NW_019942502.1) is delineated with red lines.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 6 Nucleotidic diversity within strains over LG 11. Mean x values were
computed in 10 kb windows with 10 kb step for the four strains: two susceptible (GL = German Lab and LL =
London Lab) and two resistant (LF = London Field and SF = Sweden Field). The position of a "superlocus"
(NW_019392721.1, NW_019392763.1 and NW_019942502.1) is delineated with red lines.
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LG Scaff. Event Size Gene ID Annotation FLL FLF Fsr RDR (q)
1 2640 Inv 324 kb 106672175  sulfotransferase 0 0.09 0.05(7%) 1.23(1.21-1.24)
1 2679 InvDup 1.494Mb 106661337  sulfotransferase 0.06 024 0.07((4%) 1.23(1.23)

106661366  choline kinase
106661634  CYP450 306al
106661588  CYP450 18al

1 2641  Inv 262 kb 106669934  SOD [Cu-Zn] 0] 0.10 0.05(6%) 1.22(1.21-1.24)
106669936  SOD [Cu-Zn] 2

2 2979 Inv 7 kb 106665265  endocuticle str. prot. 0O 0.12 0.06(4%) 1.15(1.15-1.29)
106665194  endocuticle str. prot.

13 2685 Inv 76 kb 106662993  cuticle protein 0.16 041 0.08(2%) 1.23(1.20-1.25)
Inv 72 kb 106662993  cuticle protein 0 0.09 0.05(7%) 1.24(1.20-1.25)

- 2647  Inv 484 kb 106668191  NADPH oxidored. 006 026 0.08(3%) 1.23(1.23)

- 2656 InvDup 381 kb 106669691  glucosyltransf. 0.22 047 0.06(4%) 1.24(1.23)

- Inv 221 kb 112126170  galactosyltransf. 0 024 0.13(1%) 1.22(1.21-1.24)

106669680  glucuronosyltransf.

- 2881 InvDup 27 kb 106665141  cuticle protein 0.02 0.16 0.06(5%) 1.29(1.26)
106664994  cuticle protein
106664995  cuticle protein

106664992  cuticle protein

SUPPLEMENTARY TABLE 4 Resistance genes overlapping with structural variants with extreme Fgr value
(top 10%, specified in brackets). SVs events are delineated as tandem duplications (TandDup), inverted duplications
(InvDup), and inversions (Inv). Read Depth Ratio (RDR) between London Field and London Lab was given for each
event, along with the threshold quantile (g). Since duplications were all detected in higher frequency in London Field,
we only showed the q75 quantile used. For inversions, we showed the g25-q75 interval. "SOD" stands for
superoxide dismutase. Gene annotations have been shortened, but full informations can be found using gene ID. To
obtain scaffold name, one should add "NW_01939" at the beginning, and ".1" at the end.
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SUPPLEMENTARY TABLE 1 Putative resistance genes in bed bug genome (Clec_2.1), by resistance category.

Gene ID

LOC106666204
LOC106663218
LOC106671981
LOC106661187
LOC106668456
LOC106668230
LOC106660996
LOC106661276
LOC106663888
LOC106664452
LOC106665422
LOC106666459
LOC106673832
LOC106664468
LOC106666528
LOC106673850
LOC106662535
LOC106666490
LOC106668775
LOC106672589
LOC106662935
LOC106663172
LOC106671149
LOC106672550
LOC106672494
LOC106668646
LOC106670188
LOC106666896
LOC106661463
LOC106663905
LOC106671881
LOC106670179
LOC106673881
LOC106671934
LOC106672894
LOC106663239
LOC106670261
LOC106672532
LOC106669255
LOC106665537
LOC106670073
LOC106670072
LOC106665518
LOC106670075
LOC106670850
LOC106662553
LOC106662607
LOC106667059
LOC106667036
LOC106667966
LOC106672163
LOC106672929
LOC106670079
LOC106672210
LOC106672227
LOC106662258
LOC106673360
LOC106671104
LOC106671106
LOC112126357
LOC106670274
LOC106662425
LOC106663204
LOC106670324
LOC112126927
LOC106669634
LOC106670290
LOC106670743
LOC106670868
LOC106670882
LOC106670883
LOC106670903
LOC106671954
LOC106671958
LOC106663242
LOC106666937
LOC106670890
LOC106661624
LOC106670759
LOC106670825
LOC106663701
LOC106660901
LOC106670891
LOC106670908
LOC106670923
LOC106665627
LOC106667550
LOC106663184
LOC106670761
LOC106670478
LOC106661555
LOC106672454
LOC106662178
LOC106663630
LOC106667314
LOC106670760
LOC106670763
LOC106670922
LOC106667302
LOC106663757
LOC106662755
LOC106663419
LOC106668007
LOC106668008
LOC106669225
LOC106669244
LOC106670764

Scaffold

NW_019392863.1
NW_019392637.1
NW_019392689.1
NW_019392653.1
NW_019392700.1
NW_019394219.1
NW_019392653.1
NW_019392653.1
NW_019392709.1
NW_019392717.1
NW_019392709.1
NW_019394148.1
NW_019392754 .1
NW_019392717.1
NW_019394148.1
NW_019392754.1
NW_019392661.1
NW_019392718.1
NW_019392633.1
NW_019392832.1
NW_019392812.1
NW_019392756.1
NW_019392653.1
NW_019392832.1
NW_019392702.1
NW_019392681.1
NW_019392747.1
NW_019392707.1
NW_019392641.1
NW_019392657.1
NW_019392637.1
NW_019392747.1
NW_019392677.1
NW_019392637.1
NW_019392654.1
NW_019394173.1
NW_019392668.1
NW_019392755.1
NW_019392801.1
NW_019392682.1
NW_019392644.1
NW_019392644.1
NW_019392682.1
NW_019392644.1
NW_019392778.1
NW_019392661.1
NW_019392661.1
NW_019394211.1
NW_019394211.1
NW_019392873.1
NW_019392640.1
NW_019392708.1
NW_019392644.1
NW_019392640.1
NW_019392640.1
NW_019392664.1
NW_019392769.1
NW_019392805.1
NW_019392805.1
NW_019392670.1
NW_019392865.1
NW_019392683.1
NW_019392685.1
NW_019392863.1
NW_019392734.1
NW_019392656.1
NW_019392668.1
NW_019392778.1
NW_019392778.1
NW_019392778.1
NW_019392778.1
NW_019392777.1
NW_019392637.1
NW_019392637.1
NW_019392637.1
NW_019392707.1
NW_019392778.1
NW_019392732.1
NW_019392777 1
NW_019392777.1
NW_019392743.1
NW_019392666.1
NW_019392778.1
NW_019392778.1
NW_019392638.1
NW_019392737.1
NW_019392795.1
NW_019392685.1
NW_019392777.1
NW_019392645.1
NW_019392641.1
NW_019392811.1
NW_019392688.1
NW_019392663.1
NW_019392665.1
NW_019392777 1
NW_019392777 .1
NW_019392638.1
NW_019392665.1
NW_019392793.1
NW_019392634.1
NW_019394230.1
NW_019392660.1
NW_019392660.1
NW_019392801.1
NW_019392801.1
NW_019394221.1

Start

894581
1401594
1926150
1452064
694634
520600
1404658
1427987
60749
459642
12650
209174
449700
482976
169442
385063
809918
446063
694387
633502
337138
255818
916833
648491
1490242
1185942
1096932
528060
1985786
2409303
2072411
1302489
3040630
2226141
538104
395611
644977
989292
192409
716378
1346254
647119
973424
749946
339196
104201
112026
389439
318923
700021
2029711
1515815
954176
2015525
2056017
1919075
90822
633052
644144
1200496
275530
1552886
1041829
636891
50860
2048057
523854
459396
435834
449281
444562
44383
2755058
2763409
1099206
86601
455161
1875148
81232
39138
443360
234405
457348
440717
230610
949827
137560
118288
76628
1193850
1361158
383175
3779390
632384
984011
89918
71786
223021
652726
1353071
1017093
1112100
978871
995520
329958
317773
291792

End

903819
1413659
2117072
1462393
737446
672495
1420128
1437993
80839
469182
27132
216953
459353
504713
190754
445710
847628
464729
715869
648482
354135
268201
934568
650627
1495435
1197855
1106296
543937
2060192
2427417
2083220
1306793
3046011
2231152
550426
433682
687162
1008389
271461
959324
1453427
719373
1009568
794199
345679
110581
119542
435066
358929
715769
2031885
1544980
969607
2029701
2115401
1922947
94449
639523
652415
1210727
277710
1558158
1062754
640544
51759
2055481
536542
460624
439198
451226
446480
46471
2757370
2766041
1101586
128502
457278
1881078
89923
41232
461837
238450
459400
444255
234244
956638
153207
119658
78620
1213409
1365409
391075
3792108
635691
986758
92232
75089
230259
655958
1359102
1017933
1112505
979333
995988
330580
318220
292643

Product

ABC transporter F family member 4-like

ABC transporter G family member 1

ABC transporter G family member 14

ABC transporter G family member 20-like

ABC transporter G family member 20-like

ABC transporter G family member 20

ABC transporter G family member 23-like

ABC transporter G family member 23-like

ABC transporter G family member 23-like

ABC transporter G family member 23-like

ABC transporter G family member 23-like

ABC transporter G family member 23-like

ABC transporter G family member 23-like

ABC transporter G family member 23-like

ABC transporter G family member 23-like

ABC transporter G family member 23-like

ABC transporter G family member 23

ABC transporter G family member 37-like
ATP-binding cassette sub-family A member 1-like
ATP-binding cassette sub-family A member 2-like
ATP-binding cassette sub-family A member 3-like
ATP-binding cassette sub-family A member 3-like
ATP-binding cassette sub-family A member 3-like
ATP-binding cassette sub-family A member 7-like

ATP-binding cassette sub-family B member 10 mitochondrial
ATP-binding cassette sub-family B member 6 mitochondrial
ATP-binding cassette sub-family B member 7 mitochondrial
ATP-binding cassette sub-family B member 8 mitochondrial

ATP-binding cassette sub-family C member Sur
ATP-binding cassette sub-family D member 2
ATP-binding cassette sub-family D member 3
ATP-binding cassette sub-family E member 1
ATP-binding cassette sub-family F member 1
ATP-binding cassette sub-family F member 2
ATP-binding cassette sub-family F member 3
ATP-binding cassette sub-family G member 1-like
ATP-binding cassette sub-family G member 1-like
ATP-binding cassette sub-family G member 1-like
ATP-binding cassette sub-family G member 1-like
ATP-binding cassette sub-family G member 1-like
ATP-binding cassette sub-family G member 4-like
ATP-binding cassette sub-family G member 4
ATP-binding cassette sub-family G member 4
ATP-binding cassette sub-family G member 4
ATP-binding cassette sub-family G member 5
multidrug resistance protein 1-like

multidrug resistance protein 1-like

multidrug resistance-associated protein 1-like
multidrug resistance-associated protein 1
multidrug resistance-associated protein 4-like
multidrug resistance-associated protein 4-like
multidrug resistance-associated protein 5-like
multidrug resistance-associated protein 7

probable multidrug resistance-associated protein lethal(2)03659
probable multidrug resistance-associated protein lethal(2)03659

hexamerin-like

hexamerin-like

protein NPC2 homolog

protein NPC2 homolog

protein NPC2 homolog

SAP30-binding protein

acyl-coenzyme A thioesterase 9 mitochondrial-like
acyl-protein thioesterase 1

arginine esterase-like

arginine esterase-like

carboxylesterase 5A

carboxylesterase 5A-like

cholinesterase 1-like

cholinesterase 1-like

cholinesterase 1-like

cholinesterase 1-like

cholinesterase 1-like

cholinesterase 1-like

cholinesterase 1-like

cholinesterase 1-like

cholinesterase 2

cholinesterase-like

ester hydrolase C110rf54 homolog
esterase E4-like

esterase E4-like

esterase E4-like

esterase OVCA2

esterase SG1-like

esterase-5A-like

liver carboxylesterase-like

lysosomal thioesterase PPT2 homolog
neuropathy target esterase sws
palmitoyl-protein thioesterase 1
para-nitrobenzyl esterase-like

resistance to inhibitors of cholinesterase protein 3
ubiquitin thioesterase OTU1

ubiquitin thioesterase otubain-like
ubiquitin thioesterase trabid

venom carboxylesterase-6-like

venom carboxylesterase-6-like

venom carboxylesterase-6-like

venom carboxylesterase-6-like

venom carboxylesterase-6-like

venom carboxylesterase-6-like

venom carboxylesterase-6-like
adult-specific cuticular protein ACP-20-like
adult-spe: cuticular protein ACP-20-like
adult-specific cuticular protein ACP-20-like
adult-specific cuticular protein ACP-20-like
adult-specific cuticular protein ACP-20-like
adult-specific cuticular protein ACP-20-like
adult-specific cuticular protein ACP-20-like
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Category

ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter /| MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
ABC transporter / MRP
Binding / Sequestration
Binding / Sequestration
Binding / Sequestration
Binding / Sequestration
Binding / Sequestration
Binding / Sequestration
CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

CCE

Cuticle

Cuticle

Cuticle

Cuticle

Cuticle

Cuticle

Cuticle



LOC106670985
LOC106669243
LOC106668974
LOC106662330
LOC106664620
LOC106663144
LOC106672198
LOC106662952
LOC106662042
LOC106662986
LOC106663252
LOC106662949
LOC106662993
LOC106663240
LOC106664538
LOC106669685
LOC106670323
LOC106670437
LOC106669157
LOC106662738
LOC106670164
LOC106672090
LOC106672091
LOC106665192
LOC106665132
LOC106666081
LOC106666880
LOC106667149
LOC106668084
LOC106672092
LOC106668796
LOC106668980
LOC106662967
LOC106661691
LOC106664977
LOC106664992
LOC106664993
LOC106664994
LOC106664995
LOC106665141
LOC106665144
LOC106665145
LOC106670088
LOC106664996
LOC106666064
LOC106663264
LOC106665209
LOC106662043
LOC106666062
LOC106666098
LOC106664154
LOC106665267
LOC106665312
LOC106673133
LOC106672558
LOC106672559
LOC106665182
LOC106665194
LOC106665265
LOC106665280
LOC106665281
LOC106665190
LOC106661226
LOC106665307
LOC106665184
LOC106672421
LOC106665305
LOC106664047
LOC106662714
LOC106663020
LOC106663472
LOC106664854
LOC106664863
LOC106664944
LOC106664954
LOC106665779
LOC112128313
LOC106664300
LOC106664492
LOC106664494
LOC106664495
LOC106664847
LOC106668088
LOC106663241
LOC106672543
LOC106665309
LOC106665203
LOC106661705
LOC106662953
LOC106662415
LOC106663441
LOC106672194
LOC106661029
LOC106665200
LOC106665180
LOC106665279
LOC106662985
LOC106661690
LOC106664983
LOC112127002
LOC112126514
LOC106666844
LOC106669676
LOC106670525
LOC106666744
LOC106670614
LOC106666926
LOC106672932

NW_019392762.1
NW_019392801.1
NW_019392829.1
NW_019392769.1
NW_019392699.1
NW_019392637.1
NW_019392640.1
NW_019392685.1
NW_019392675.1
NW_019392685.1
NW_019392685.1
NW_019392685.1
NW_019392685.1
NW_019392685.1
NW_019393130.1
NW_019392851.1
NW_019392851.1
NW_019392851.1
NW_019392922 1
NW_019392959.1
NW_019392747.1
NW_019392669.1
NW_019392669.1
NW_019392861.1
NW_019392689.1
NW_019392863.1
NW_019392920.1
NW_019392920.1
NW_019392647.1
NW_019392669.1
NW_019392633.1
NW_019393016.1
NW_019392685.1
NW_019392675.1
NW_019392881.1
NW_019392881.
NW_019392881.
NW_019392881.
NW_019392881.
NW_019392881.
NW_019392881.
NW_019392881.
NW_019392644.
NW_019392881.1
NW_019392993.1
NW_019392685.1
NW_019392728.1
NW_019392675.1
NW_019392993 1
NW_019392993.1
NW_019392770.1
NW_019392979.1
NW_019392979.1
NW_019392773.1
NW_019392832.1
NW_019392832.1
NW_019392822.1
NW_019392979.1
NW_019392979.1
NW_019392822.1
NW_019392822.1
NW_019392979.1
NW_019392719.1
NW_019392979.1
NW_019392822.1
NW_019392811.1
NW_019392979.1
NW_019392920.1
NW_019392854.1
NW_019393130.1
NW_019393130.1
NW_019393130.1
NW_019393130.1
NW_019392920.1
NW_019392920.1
NW_019392920.1
NW_019394221.1
NW_019393130.1
NW_019392649.1
NW_019392649.1
NW_019392649.1
NW_019393130.1
NW_019392647.1
NW_019392685.1
NW_019392708.1
NW_019392979.1
NW_019392822.1
NW_019392675.1
NW_019392685.1
NW_019392683.1
NW_019394219.1
NW_019392640.1
NW_019392719.1
NW_019393114.1
NW_019392822.1
NW_019392822.1
NW_019394176.1
NW_019392675.1
NW_019392689.1
NW_019392747.1
NW_019392685.1
NW_019392851.1
NW_019392851.1
NW_019392851.1
NW_019392851.1
NW_019392851.1
NW_019392763.1
NW_019392708.1

377090
314545
111463
1412597
1244558
1377034
2860143
763191
595496
756768
739604
644458
660245
771781
676107
67591
329822
54557
265243
66893
1087491
961973
926720
209716
1133359
1012356
121808
117064
1807698
975462
736551
61375
749624
571822
751992
847326
784330
829254
836386
825669
813522
818639
1098171
854257
2456896
827380
271279
574693
2437772
2462850
576990
2661
141880
29819
494386
499052
813529
33885
28428
723158
732013
103231
1430179
162088
780550
827642
72345
77411
414287
646663
664025
625738
630029
33208
18033
134703
284208
673262
1017882
1014291
1046176
622264
1814837
780017
1008580
186959
700405
670277
793130
1725398
2457055
2848741
1392866
1484
517155
570971
18368
552737
1140222
513719
768214
233508
85988
220047
302740
292169
418843
1597703

377578
321343
122731
1419601
1254915
1384646
2862023
763978
597255
757614
742836
645845
660906
776163
677165
75016
331325
58081
287794
72056
1092297
966399
944937
211152
1135343
1017859
126199
117615
1811330
981311
743743
61860
750953
572607
752720
848130
785195
830461
836895
826488
814333
819577
1100062
854768
2458930
829182
280884
581201
2454768
2468539
592635
12567
145662
56248
495149
499735
825042
34615
29138
725314
734777
107539
1435817
167574
784904
841408
74288
82689
423622
647367
664742
626515
630899
36857
19719
138892
288241
674032
1018792
1015173
1046953
623309
1818873
780782
1011016
198238
706482
676250
801686
1739059
2530941
2856866
1401379
16460
521561
574856
18922
572619
1141153
541601
769391
234507
88614
220929
306657
295062
424890
1613296

adult-specific cuticular protein ACP-20-like
adult-specific cuticular protein ACP-20-like
adult-specific cuticular protein ACP-22-like
chitinase-3-like protein 2

chitinase-like protein 4

chitinase-like protein ENO3

cuticle protein 1-like

cuticle protein 10.6-like

cuticle protein 12.5-like

cuticle protein 12.5-like

cuticle protein 12.5-like

cuticle protein 16.5-like

cuticle protein 16.5-like

cuticle protein 16.5-like

cuticle protein 18.6-like

cuticle protein 18.7-like

cuticle protein 18.7-like

cuticle protein 18.7-like

cuticle protein 19

cuticle protein 19-like

cuticle protein 19-like

cuticle protein 19-like

cuticle protein 19-like

cuticle protein 19-like

cuticle protein 2-like

cuticle protein 2-like

cuticle protein 21-like

cuticle protein 21-like

cuticle protein 21-like

cuticle protein 21-like

cuticle protein 21-like

cuticle protein 6.4-like

cuticle protein 64-like

cuticle protein 67-like

cuticle protein 7-like

cuticle protein 7-like

cuticle protein 7-like

cuticle protein 7-like

cuticle protein 7-like

cuticle protein 7-like

cuticle protein 7-like

cuticle protein 7-like

cuticle protein 7-like

cuticle protein 7-like

cuticle protein 7-like

cuticle protein 70 isoforms A and B-like

cuticle protein CP14.6-like

cuticle protein-like

cuticle protein-like

cuticle protein-like

endochitinase

endocuticle structural glycoprotein ABD-4-like
endocuticle structural glycoprotein ABD-4-like
endocuticle structural glycoprotein ABD-4-like
endocuticle structural glycoprotein ABD-5-like
endocuticle structural glycoprotein ABD-5-like
endocuticle structural glycoprotein SgAbd-1-like
endocuticle structural glycoprotein SgAbd-2-like
endocuticle structural glycoprotein SgAbd-2-like
endocuticle structural glycoprotein SgAbd-2-like
endocuticle structural glycoprotein SgAbd-2-like
endocuticle structural glycoprotein SgAbd-3-like
endocuticle structural glycoprotein SgAbd-8-like
endocuticle structural glycoprotein SgAbd-8-like
endocuticle structural glycoprotein SgAbd-9-like
larval cuticle protein 1-like

larval cuticle protein 16/17-like

larval cuticle protein A1A-like

larval cuticle protein A2B-like

larval cuticle protein A2B-like

larval cuticle protein A2B-like

larval cuticle protein A2B-like

larval cuticle protein A2B-like

larval cuticle protein A2B-like

larval cuticle protein A2B-like

larval cuticle protein A2B-like

larval cuticle protein A2B-like

larval cuticle protein A3A-like

larval cuticle protein A3A-like

larval cuticle protein A3A-like

larval cuticle protein A3A-like

larval cuticle protein A3A-like

larval cuticle protein A3A-like

larval cuticle protein F1-like

larval cuticle protein LCP-17-like

larval cuticle protein LCP-22-like

larval cuticle protein LCP-30-like

larval/pupal cuticle protein H1C-like

larval/pupal cuticle protein H1C-like

probable chitinase 10

probable chitinase 10

probable chitinase 2

pupal cuticle protein 20-like

pupal cuticle protein 27-like

pupal cuticle protein 36-like

pupal cuticle protein 36-like

pupal cuticle protein C1B-like

pupal cuticle protein C1B-like

pupal cuticle protein Edg-78E

pupal cuticle protein Edg-84A-like

pupal cuticle protein G1A-like

pupal cuticle protein-like

pupal cuticle protein-li
pupal cuticle protei
pupal cuticle protein-like

pupal cuticle protein-like
glutathione S-transferase 1-1-like
glutathione S-transferase 1-like
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Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
Cuticle
GST

GST



LOC106672874
LOC106669350
LOC106674273
LOC106663963
LOC106664023
LOC106670087
LOC106674256
LOC106663686
LOC106674292
LOC106660806
LOC106660807
LOC106666464
LOC112127332
LOC106669437
LOC106669386
LOC106669436
LOC106671932
LOC106664272
LOC106670762
LOC106667833
LOC106663917
LOC106663856
LOC106667040
LOC106661487
LOC106663555
LOC106667659
LOC106670509
LOC106663897
LOC106664183
LOC112126565
LOC106666198
LOC106663131
LOC106671947
LOC106662446
LOC106664013
LOC106663497
LOC106663199
LOC106664599
LOC106661366
LOC106670009
LOC106664045
LOC106665165
LOC106669459
LOC106664028
LOC106673997
LOC106673346
LOC106665551
LOC106663326
LOC106663925
LOC106662070
LOC106662313
LOC106673635
LOC106664902
LOC106667764
LOC106672777
LOC106661160
LOC112127883
LOC106662809
LOC106666582
LOC106666671
LOC106668062
LOC106666364
LOC106666406
LOC106670348
LOC106665027
LOC106665775
LOC112128019
LOC106661542
LOC106668953
LOC106660930
LOC106670929
LOC106672175
LOC106666127
LOC106673145
LOC106665955
LOC106674312
LOC106669891
LOC106663693
LOC106667598
LOC106673826
LOC112128252
LOC106674102
LOC106670210
LOC106673939
LOC106667591
LOC106664801
LOC106670655
LOC106670919
LOC106671553
LOC106662801
LOC106662802
LOC106663680
LOC106661337
LOC106661186
LOC106664404
LOC106666818
LOC106669401
LOC106670655
LOC106667952
LOC112128143
LOC106669197
LOC106670401
LOC106664904
LOC106670699
LOC106661588
LOC106669063
LOC106661634
LOC106668669

NW_019392654.1
NW_019392673.1
NW_019392879.1
NW_019392763.1
NW_019392763.1
NW_019392644.1
NW_019392929.1
NW_019392743.1
NW_019392705.1
NW_019392860.1
NW_019392860.1
NW_019393002.1
NW_019392803.1
NW_019392803.1
NW_019394179.1
NW_019394179.1
NW_019392637.1
NW_019392716.1
NW_019392777.1
NW_019392726.1
NW_019392731.1
NW_019392731.
NW_019392752.
NW_019392641.
NW_019393021.
NW_019392711.
NW_019392645.
NW_019392731.
NW_019392813.
NW_019392689.
NW_019392813.
NW_019392685.
NW_019392637.
NW_019392730.
NW_019392721.
NW_019392994.
NW_019392637.
NW_019392699.
NW_019392679.
NW_019392767.
NW_019392721.
NW_019393001.
NW_019392673.
NW_019392721.
NW_019394227.
NW_019392903.
NW_019394228.
NW_019392658.
NW_019392831.
NW_019392772.1
NW_019392772.1
NW_019393245.1
NW_019394178.1
NW_019392779.1
NW_019392714.1
NW_019392643.1
NW_019392939.1
NW_019392631.1
NW_019394202.1
NW_019392800.1
NW_019392680.1
NW_019392957.1
NW_019392957.1
NW_019392630.1
NW_019392796.1
NW_019392748.1
NW_019393008.1
NW_019392764.1
NW_019392675.1
NW_019392860.1
NW_019392638.1
NW_019392640.1
NW_019392993 1
NW_019392850. 1
NW_019392781.1
NW_019392694.1
NW_019392636.1
NW_019392793.1
NW_019392803.1
NW_019392677.1
NW_019394213.1
NW_019392722.1
NW_019392936.1
NW_019392886.1
NW_019392795.1
NW_019392742.1
NW_019392696.1
NW_019392638.1
NW_019392663.1
NW_019392631.1
NW_019392631.1
NW_019392765.1
NW_019392679.1
NW_019392686.1
NW_019392716.1
NW_019392742.1
NW_019392709.1
NW_019392696. 1
NW_019393013.1
NW_019393512.1
NW_019392712.1
NW_019392630.1
NW_019392742.1
NW_019392698. 1
NW_019392679.1
NW_019392802.1
NW_019392679.1
NW_019392731.1

1227157
775187
108224
502888
493269

1037675
126420
915216

92556
407581
401137

87719

7
7080
14474
823

3045820

1473387

96556

70489
736886
368096
515203

1376370

19562
730818
983067
854544

3010999
745189

3020164
573164

2736171

1347727
654275
248717
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Avant-propos

Dans le chapitre précédant, une analyse a I’échelle du génome entier de quatre
souches de punaises de lit aux statuts de résistance contrastés a été menée. Cette
analyse a permis d’identifier des variants ponctuels (SNPs) et structuraux
(duplications, inversions) fortement différenciés entre les souches de punaises de
lit résistantes et sensibles aux pyréthrinoides. Une région génomique a été
détectée comme combinant une forte densité de SNPs et de variants structuraux
corrélés au phénotype de résistance, ainsi qu'un enrichissement en genes
potentiellement impliqués dans cette résistance, notamment des enzymes de
détoxification. Cette région, appelée superlocus, correspond a un QTL majeur
impliqué dans la résistance aux pyréthrinoides, détecté par une étude précédente

fondatrice de nos travaux.

Ce nouveau chapitre a donc vocation a creuser les conséquences potentielles
de ces variants génomiques d’un point de vue transcriptomique, en analysant des
données obtenues sur deux des souches précédemment étudiées - London Lab et
London Field. Ces analyses transcriptomiques permettent la mise en évidence de
potentiels différentiels d’expression, pouvant engendrer par exemple une
détoxification accrue des insecticides, comme cela a été observé chez de

nombreuses especes d’insectes résistantes.

Dans un premier temps, le niveau d’expression a été comparé en fonction de
deux conditions : la souche d’appartenance, et ’exposition a un insecticide. Les
analyses génomiques préalables ont permis de mettre en évidence que les deux
souches étudiées ont un fond génétique tres similaire, ce qui représente un atout
majeur de notre comparaison, la plupart des études réalisées ayant contrasté des
souches extrémement différenciés d’un point de vue géographique. Lors de leur
comparaison, seuls 20 genes ont été détectés comme sur-exprimés chez London
Field, dont six protéines cuticulaires potentiellement impliquées dans la
résistance. Les genes dont 'expression est modifiée suite a une exposition aux
pyréthrinoides sont bien plus nombreux. Ainsi, 375 génes ont été détectés comme
sur-exprimés chez les individus ayant survécu a l’exposition a la deltaméthrine
par rapport aux non-exposés. Parmi ces genes, deux catégories de genes de
résistance se sont détachées comme étant significativement enrichies, dont les
transporteurs ABC. Quatre des six transporteurs ABC ainsi détectés étaient
également co-localisés sur le méme scaffold. Un seul gene, codant pour une
leucine-rich repeat protein (LRR) soc-2, a enfin été identifié comme présentant

une interaction entre les conditions souche et traitement, et également comme
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sur-exprimé chez London Field et chez les survivants traités.

Dans un second temps, nous avons correlé les variants candidats préalablement
détectées au niveau du génome avec les genes candidats identifiés par ’analyse

transcriptomique entre souches.

Deux des protéines cuticulaires ainsi détectées comme étant sur-exprimées
chez London Field font partie d'une duplication inversée particulierement
différenciée (Fgr dans le top 10%). Quatre protéines cuticulaires, dont une sur la
duplication décrite précédemment, ont également un ou plusieurs SNPs fortement
différenciés a proximité (avec une fréquence de l'alléle alternatif plus élevée chez
London Field). Ces loci sont donc des candidats pouvant moduler la réponse
transcriptionnelle du gene. De méme, le gene codant pour la LRR soc-2 présente
des SNPs fortement différenciés dans sa région promotrice ainsi que dans les

séquences intergéniques avoisinantes.
En revanche, nous n’avons pas identifié de signal transcriptomique particulier

au niveau du superlocus précédemment détecté. Différentes hypotheéses permettant

d’expliquer ce résultat sont discutées dans ce manuscrit.
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1 | INTRODUCTION

The common bed bug, Cimex lectularius, is one of the primary
human parasite. The world-wide resurgence of this pest is
mainly due to globalization, and the spread of insecticide
resistance. Although we have a relatively clear picture of
the genes that might be involved, little is know about their
genomic basis. In the present study, we sequenced the
transcriptomes of two Londonian strains, one pyrethroid
susceptible and one resistant, for insecticide survivors and
unexposed individuals in both. In sharp distinction to previous
studies, differences in expression between resistant and su-
sceptible strains seemed to be related to a small number of
genes, mainly coding for cuticular proteins, through dupli-
cations or SNPs in non-coding regions. In contrast, insec-
ticide exposure induces the expression of a multitude of
genes, such as ABC transporters. We also raised the need
to explore post-transcriptional response, as highly differen-
tiated regions detected in previous genomic analysis were

not associated with transcriptional signal in our data.

KEYWORDS
Cimex lectularius; insecticide resistance; RNAseq; transcripts

Cimex lectularius, also known as the common bed bug, is an obligate parasite that mostly feed on humans. Physical

and psychological disorders induced in their human preys can range from allergic reactions (Alexander, 1984), to

psychosis and paranoia (Goddard and Deshazo, 2009). The current resurgence of this species, starting late 90s (Potter,
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2011), seems to be due to globalization, together with a widespread second-hand market (Doggett et al., 2004) and
growing insecticide resistance (Davies et al., 2012). Pyrethroids are the main insecticides used to fight this pest and

are therefore suspected to be the main pressure selecting resistance (Romero et al., 2007).

Pyrethroid resistance in Cimex lectularius is thought to be due to several mechanisms. Cuticular resistance can first
impair insecticide penetration in the body. Studies based on RT-qPCR assays showed that cuticular protein genes, such
as chitin synthase (CHS) or cuticle protein, had higher transcript levels in resistant bed bug strains (Mamidala et al.,
2012; Koganemaru et al., 2013). Following penetration of the cuticular barrier, detoxification metabolism may be
mobilized to degrade or excrete the insecticide. Indeed, an increased activity of several enzymes such as cytochromes
P450s (Romero et al., 2009) and esterases (Lilly et al., 2016a) has been observed in pyrethroid resistant strains. In
addition, administration of piperonyl butoxide (PBO), a primary inhibitor of some cytochrome P450 monooxygenases,
was associated with a significant decrease in resistance, further suggesting their involvement in resistance (Romero
et al., 2009). Increased expressions of glutathione-S-transferases (GSTs) were also spotted in resistant juvenile bed
bugs (Mamidala et al., 2011). Finally, mutations can occur in the nervous system, and more specifically in the voltage-
dependent sodium channels (VGSC), targeted by pyrethroid (Dang et al., 2014, 2015; Akhoundi et al., 2015; Balvin
and Booth, 2018). A single non-synonymous mutation can alter VGSC conformation and hinder pyrethroid binding,
thus conferring knock-down resistance (kdr mutations). The kdr mutant L925I (leucine 925 to isoleucine) has been
identified in most studies (88% of the 117 strains tested in USA in Zhu et al. 2010, 100% of individuals in France in
Durand et al. 2012), although some bed bugs had additional V419L (valine 419 to leucine, 40.9% in Zhu et al. 2010)
or, more rarely, V419L alone (2.7% in Zhu et al. 2010).

Because insecticide resistance can involve multiple mechanisms, each of them relying on several genes, it is critical
to have, as far as possible, a comprehensive view of them. This holistic view may be obtained on the DNA ground
through whole genome sequencing. Since 2016, thanks to Benoit et al. (2016) & Rosenfeld et al. (2016), we now
have a reference genome for C. lectularius. Based on the knowledge acquired on other insect systems, this priceless

genomic resource allowed to delineate the set of genes possibly involved in insecticide resistance in bed bugs.

To provide an insight into the underlying genomic sequences, we recently performed a DNA pool-sequencing
study which contrasted resistant and susceptible strains of C. lectularius (Haberkorn et al., 2023). A superlocus showing
high genetic differentiation between strains was identified, corresponding to the large genomic region detected by
Fountain et al. (2016), enriched in outlier single nucleotide polymorphisms (SNPs) and structural variants (SVs) puta-
tively involved in resistance. However, the functional validation of those candidates remains to be investigated. Tran-
scriptomic approaches are particularly relevant for genes involved in detoxification, since their efficiency is often
related to their level of expression (Li et al., 2007). A few studies, all published before the first genome was released,
have addressed this question. In a first attempt to do so, several studies released between 2011 and 2013 produced
whole transcriptomic data for strains of C. lectularius with differential pyrethroid resistance status (Adelman et al.,
2011; Bai et al., 2011; Zhu et al., 2013). However, since they all used 454 technology, quantification of each tran-
script was not possible (because of the relatively low throughput of this now ancient technology). Instead, a small set
of transcripts/genes was further investigated using gRT-PCR. Since then, to our knowledge, only one resistance study
using RNA-seq was conducted, leading to the identification of a huge quantity of transcripts differentially expressed
between resistant/susceptible strains (15540 out of 51492 expressed sequence tags (ESTs), Mamidala et al. 2012).
Although these studies provided significant insights into mechanisms possibly involved in resistance in bed bugs, they
all suffered from several caveats. First, all the comparative studies mentioned so far were conducted on strains having
different genetic backgrounds. Indeed, most of them used the Harlan strain (sampled in Fort Dix, NJ in 1973) as the
susceptible reference strain, and compared it to strains sampled from distant locations (800km away for Columbus,
OH in Mamidala et al. 2012 and Bai et al. 2011, and 440km for Richmond, VA in Adelman et al. 2011). Consequently,
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whether the genes or transcripts identified in these studies are differentially expressed because of selection for resis-
tance, selection by other selective factors or even non adaptive genetic differentiation (genetic drift) is unclear. This
may explain why so many transcripts were detected as differentially expressed in Mamidala et al. (2012). Additionally,
these studies focused on constitutive differences between strains, since no exposure to insecticide was performed.
This may limit our power to detect important genes involved in resistance, since resistance genes are often induced
upon insecticide exposure (Guedes et al., 2017; Poupardin et al., 2008).

In the present study, we take advantage of the recently published reference genome (Benoit et al., 2016; Rosen-
feld et al., 2016) and analyzed the whole transcriptome of two bed bugs strains differing in resistance to pyrethroids.
The two strains, that were either exposed or not to pyrethroids, were genetically very similar, since the overall index
of differentiation (Fs7) was only 0.018 (Haberkorn et al., 2023). Expression levels were compared in order to identify
(i) genes showing constitutive differences between strains, (ii) genes whose expression is altered by pyrethroid expo-
sure, and (iii) genes showing interaction between both strain and treatment conditions. We then linked these results
with previous whole genome analysis on the very same strains, which identified outlier SNPs and structural variants
putatively involved in pyrethroid resistance (Haberkorn et al., 2023).

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Insects

The two strains used in this study were provided by Cimex Store Ltd (Chepstow, United Kingdom). London Lab
(collected in Great Britain) was susceptible to insecticides, as collected before the massive use of insecticide and
raised in laboratories for over than 40 years. London Field (collected in 2008 in Great Britain) however was moderately

resistant to pyrethroids.

Insects were kept isolated before imaginal moult in 24-wells Petri dishes containing accordion-folded blotting
papers, serving as harborage. Bed bugs were maintained at 25°C, 40% relative humidity (RH), and a photoperiod of
12:12h. Since males perform the so-called traumatic insemination to copulate, which can be costly for their partners

(Stutt and Siva-Jothy, 2001), insecticide exposures were conducted only on 7-day-old unfed virgin females.

2.2 | Topical Assay

Insecticidal assays were carried out with deltamethrin (98% purity, Cluzeau, Sainte-Foy-La-Grande, France), a pyrethroid,
as it remains the most used insecticide family recently for bed bug control. Four replicates of 8 insects were performed
both for control and 1 ng/uL insecticide exposure. Bed bugs were previously immobilized by placing them in a Petri
dish on ice for 5 minutes. Topical applications were then made onto the ventral surface of the thorax, between the
coxae, with a 50-uL glass syringe attached to a repeating dispenser (Hamilton Co., Reno, NV). Treated insects were
exposed to 1 uL of insecticide powder diluted in acetone, whereas control insects received 1 uL of acetone only.
Insects were treated with a discriminating dose of 1 ng/uL of deltamethrin, as assumed to reflect the LD5q of Cimex-
Store resistant strains (Haberkorn et al., 2023).

Mortality was assessed after 24 h by flipping each insect on dorsal side with a featherweight forceps, to see if it
was able to reverse on the ventral side (alive) or if its movements were not coordinated enough to do so (moribount,
considered as dead). A fisher test was used to assess the significance of mortality difference between pairs of strains.
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2.3 | RNA extraction and sequencing

For each replicate, three individuals were randomly sampled out of survivors for insecticide-exposed and control
conditions, and immediately flash-frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. Extraction were therefore realized on
3 individual survivors per replicates (n=4) per condition (treated or untreated) for control and survivors bugs, resulting
in 24 bed bugs per strain. Bed bugs were extracted individually, using RNAeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
with Turbo DNAse treatment on column (Thermofisher, Waltham MASS, USA). RNA concentration was measured
using Nanodrop, and Qubit with RNA HS Kit (Agilent, Santa Clara CA, USA).

Both reverse-transcription and sequencing were performed by Macrogen Europe (Amsterdam, Netherlands). Libra-
ries were prepared using TruSeq stranded mRNA kit (Illumina, San Diego CA, USA), and sequencing was performed
on lllumina Novaseq6000 with 40 million reads 2*100PE. The raw data have been submitted to the Sequence Read
Archive (SRA) database of NCBI under BioProject PRINA832557.

24 | cDNA processing

The adapters had already been removed by Macrogen, and quality was checked with Fastqc. STAR v2.7.3a workflow
was then applied, first to generate genome indexing files, using reference genome Clec_2.1 in FASTA and associated
GTF annotation file (GCF_000648675.2), and then to map reads to this genome. Parameters for mapping were as
follow: "sjdbOverhang" of 100 (read size - 1), a computed optimal "genomeSAindexNbases" of 13, "genomeChrBinNbits"
of 18 and "quantMode" on "GeneCounts". This last option allowed STAR to count the number of reads per gene while
mapping, which required the GTF annotation provided above. Read counts per gene were then outputed into the
file "ReadsPerGene.out.tab". Out of the 96 samples sequences (24 samples per strain), the mean of uniquely mapped
reads was 84,09%.

2.5 | Mapping scaffolds on linkage groups

Fountain et al. (2016) constructed a genetic map for C. lectularius, using RAD-seq QTL protocol. Nevertheless, the
genome assembly of C. lectularius has been updated in the meantime (v1.0 to 2.1). In order to improve the genetic
map produced, we decided to use Fountain's RAD-seq data and R scripts to generate a genetic map based on the
latest genome assembly. This allowed us to obtain putative autosomes, called linkage groups (LG).

For assembling LG, we re-aligned RAD sequencing results available on Dryad (http://dx.doi.org/10.5061/
dryad.d4r50) with GSNAP version 2020-06-01 on the RefSeq genome version 2.1, rather than version 1.0 used by
Fountain. By following the same pipeline, we were able to keep 338 out of 441 RAD markers, distributed over 14
LG. Markers detected on scaffolds that appeared on more than one single LG were removed. Hence, out of 1573
nuclear scaffolds, only 151 scaffolds were kept. While Fountain managed to map >65% of the genome on LG, we only
obtained 46% (i.e. 234.7 Mb out of 510 Mb). One explanation could reside in the fragmentation of the new genome
version. Indeed, the latest version of the genome was split into more scaffolds (Clec_1.0: 1402 scaffolds, Clec_2.1:
1574 scaffolds - see https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_euk/Cimex_lectularius/101/). RAD
markers therefore potentially fall into smaller scaffolds, which can lead to this loss of information.
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2.6 | Differential Expression analysis on London strains

We focused only on London Lab and London Field samples (48 out of the 96 sequenced). Inside the "ReadsPer-
Gene.out.tab" file, different counts are provided depending on data strandedness. As having stranded data, we used
the 4th column, from whose sum was greater than in the 3rd column. Column 3 is therefore giving the count of anti-
sense reads. Genes annotated as transfer RNA (tRNA) were removed from the global gene pool, before following the
R package DESeq2 v1.34.0 pipeline (Love et al., 2014). A matrix with reads count by gene for each sample was first
built, together with a table containing data conditions (untreated or treated, lab or field strain). Factors were reordered
to have "lab" and "untreated" as reference levels. A model with interaction between conditions treatment and strain
was built. Before running the DESeq function, all lines (i.e. gene) with less that 10 reads in total (for all samples) were
removed, leading to a total of 12187 genes out of 13208 (without tRNA).

Genes were considered as significantly over or under-expressed when showing an adjusted p-value below 5%
(pagj < 0.05), and a fold change in expression above 1.5, i.e Log; fold change (LFC) > 0.58 (up) or < -0.58 (down). The
1.5 fold change threshold corresponded to at least half the individuals of a condition carrying a gene duplication.

2.7 | Functional analysis

In order to test whether some relevant biological functions were enriched in a set of candidate genes, we defined ten
categories of genes potentially involved in resistance, similarly to Faucon et al. (2015). Six of them corresponded
to metabolic resistance : "Binding/Sequestration" (6 genes) , "GST" (14), "CCE" (39), "UDPGT" (39), "ABC trans-
porter/MRP" (55), and "P450" (56). Other categories were separated as: "Other detox" (64), "Cuticle" (113), "Insecti-
cide target and nervous system" (31), and "Redox homeostasis" (14 genes). Details about those 431 genes are provided
in Haberkorn et al. 2023.

3 | RESULTS

3.1 | Assessment of resistance or susceptible phenotype

London Lab and London Field strains were first exposed to a discriminating dose of deltamethrin (1 ng per insect), in
order to assess their pyrethroid resistance or susceptible status. As expected, the mean mortality was significantly
higher for London Lab compared to London Field (59.4% versus 31.3%, n=24 for each strain, p-value=0.044).

3.2 | Principal component analysis did not reveal clear pattern between samples

RNA seq was performed in order to compare the transcriptome of the two strains in the absence of insecticide and
after insecticide exposure. 12 replicates were performed for each condition. The read counts table obtained after
RNA-seq sequencing was first analyzed by Principal Component Analysis (PCA) (Figure 1). The sum of these two axes
explained 45% of the variance (53% by adding PC3). No clear pattern was observed neither between strains, nor
between treated and untreated samples. This suggests that the 48 transcriptomes were relatively similar among all
samples.
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FIGURE 1 Projection of London Lab and London Field populations on the top two principal components using
PCA. Read counts obtained from DESeq were used, and transformed with vst. Individuals are separated within a
population between survivors of insecticide treatment and untreated. One point represents the top 500 most
variable genes of a sample.

3.3 | Analysis of differential gene expression

Variance in read counts was decomposed using a model including a strain effect (London Lab and London Field), a
treatment effect (treated and untreated) and their interaction. Genes were considered as differentially expressed

when the fold change exceeded 1.5 (in absolute value) and when p,,; < 0.05.

3.3.1 | Constitutive differences between resistant and susceptible strains

The "strain" effect was first analyzed in order to identify genes showing constitutive differences in expression between
the two strains. Out of 12187 genes, 20 genes were detected as up-regulated and 4 as down-regulated in London

Field compared to London Lab (Figure 2).
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FIGURE 2 Volcano plot using enhanced volcano on strain condition (ngenes = 12187, p,q; < 0.05, LFC > or <
|0.58|). Genes coding for cuticular proteins are labelled with a star.

No genes potentially involved in insecticide resistance were detected among the down-regulated genes. On the
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contrary, among the genes overexpressed in London Field, six were putatively involved in insecticide resistance which
represents an highly significant over-representation for this category (p-value = 5.13e-10). Strikingly, all six genes were
coding for several cuticular proteins (Figure 3, Supplementary table 1), which also represents an over-representation of
this specific category (p-value < 2.2e-16). Among over-expressed genes, the one showing simultaneously the highest
LFC and lowest p,4; encoded a putative leucine-rich repeat-containing protein DDB_G0290503 (106669337). To
date, this gene is not known to be involved in insecticide resistance.
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FIGURE 3 Cuticular proteins detected as significantly over-expressed in London Field. Expression is given in
log2 of normalized count.

3.3.2 | Insecticide-altered genes

The "treatment" effect was then analyzed, i.e. the difference between untreated and treated survivors. Genes were
similarly filtered on LFC and adjusted p-values, leading to respectively 375 genes significantly up-regulated and 388
down-regulated after treatment (Figure 4).

Among the genes over-expressed in treated survivors, 20 were putatively involved in insecticide resistance (Figure
5, Supplementary table 2), which constitutes a significant enrichment (p-value = 0.02). Two out of the six resistance
categories among over-expressed genes were enriched, namely ABC transporters (p,4; = 4.06E-03), and other detox
(pagj = 8.19E-03).

Furthermore, most of the induced genes identified in a resistance category were involved in the detoxification
metabolism: six ABC transporters, six various other detox (including transcription factor cap’n’collar and MAF, and
three sulfotransferases), two GST and two P450. Three acetylcholinesterase-like and one cuticular protein were also
detected. All acetylcholinesterase-like genes detected (labelled with a star on fig. 4) were in the top 15 of genes having
the highest LFC. The up-regulated gene showing the highest LFC encoded a peroxidasin-like protein (106671105),
whereas the up-regulated gene showing the lowest p,4; encoded an elongation of very long chain fatty acids protein
7-like (106664652).

Of the down-regulated genes, 15 were detected in an insecticide resistance category (Supplementary table 3),
which is not more than what is expected under the null hypothesis of no association between resistance and down-
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FIGURE 4 Volcano plot using enhanced volcano on treatment condition (ngepes = 12187, p,4; < 0.05, LFC > or <
|0.58]). Genes coding for acetylcholinesterase-like proteins are labelled with a star.

regulation (p-value = 0.30). Similarly, no significant enrichment in any resistance gene category was detected (all p,g;
>0.05). Among the 15 genes identified, seven were coding for cuticular proteins, two for ABC transporters (both on LG
2), two for insecticide target and nervous system (one sodium channel protein Nach and one acetylcholinesterase-like),
one from other detox category (sulfotransferase), two P450, and one Red/Ox gene (superoxide dismutase [Cu-Zn]-like).
The down-regulated gene showing both the lowest LFC and lowest p,4; was an uncharacterized protein (106673864).

3.3.3 | Interaction between treatment and strain

Only one gene showed a significant interaction between treatment and strain: a leucine-rich repeat protein soc-2
(106661213, Figure 6). This gene had opposite expression patterns in the two strains upon insecticide exposure.
Leucine rich repeat (LRR) motif were detected in many immune receptors of animals, as in Homo and Drosophila
(Dushay and Eldon, 1998).

3.4 | Crossing expression results with genomic data

A previous population genomic study was conducted on the same two strains, although on different individuals
(Haberkorn et al., 2023). This work led to the identification of a set of SNPs and structural variants (inversions, duplica-
tions) showing extreme genetic differentiation between strains with contrasted resistance status. As such, these loci
may delineate genomic regions involved in the resistance phenotype. One of the purposes of the present study was
to establish possible connections between those genomic variants and genes detected in the present transcriptomic
study as differentially expressed (DE). Genes identified by both analysis are expected to be good candidates for being
involved in the phenotypic differences observed between strains.

3.4.1 | Distribution of DE genes

Our previous genomic analysis revealed a clustering of candidate SNPs in some genomic regions, and particularly in
3 adjacent scaffolds constituting a 6 Mb region. This "superlocus" was furthermore significantly enriched in putative
resistance genes, and in particular for GSTs and P450s, suggesting a clustering of those detoxification genes involved
ininsecticide resistance. We first tested whether the significantly DE genes were distributed evenly along the genome,

125



Haberkorn et al.

Expression (log normalized counts)

ABC transporters
LOC106670072 LOC106670075 LOC106670073 LOC106665518
® 12.0 1 % 9 IO
c 3
0+ o & 15{ o 81 & 1Y
' i e 104 °
% 11.04 . 74 s H
(Y
94 10.51 6 %
.1 .o 05 "! e 94 .
10.0 1 % 5+
81 ° 9.5+ ° 44 . °
LOC106670261 LOC106663888 LOC106670919 LOC106662809
... 9 L] 11 A L] )
g ° i . z 10
94 3. 3 . s 104 2
D o - ° o
- 8- R o 94 1 94 3 4
8 " o & .
° 74 ° . 8- 8
* L]
° ° 7 . 74 -
LOC106664801 LOC106666818 LOC106661542 LOC106666582
84 o® ° 10 ° 94 . °
. e o 71 &
74 , N o 3 ¢
6 . 81 V'“, 8 o’ 4 2 ~
KA : s* £ *1 £ d
54 64 ) 74 o F) 54
44 | ° °
31 ° 44 ° 67 oo 41 .
P450 Other detox GST
LOC106662622 LOC112128126 LOC106664023 LOC106674256
s K ry ) 10 °
% 3% - e . 74
7 : : ¢ 8 “ 6
.f‘ -3 8- o :- J
.® 6 - 6+ o ot 44 o.
54 ‘:‘ '] °
e
4 e 4 S ° ° 87 o
Insecticide target and nervous system Cuticular
LOC106669436 LOC106669437 LOC112127332 LOC106662042
12.5 ° K ® °
° o J °®
10.0 1 ° 61 "~ 5.0 1 . .. 8 ® <
o '. . o.' 71 ° 3
754 ‘. ". 44 .! L 25 .\ ° N .. o:
;A'. 24 o r @ e e °
5.01 :. % o . * 00 i H 54 °®
L] | .U
2.54 ° ° ° - oo - 4 % L
untreated  treated untreated  treated untreated  treated untreated  treated

Pyrethroids treatment

- London Lab
-e- London Field

FIGURE 5 Resistance genes by category detected as significantly over-expressed in treated survivors.
Expression is given in log2 of normalized count.

126



10 Haberkorn et al.

LOC106661213

o o

5 Te

8 11+
c
_% 8 -e- London Lab
2 % e~ London Field
§ g 10
we

(@]

9 91

untre;ated treallted
Pyrethroids treatment

FIGURE 6 Gene significantly detected for the interaction between strain and treatment conditions. Expression
is given in log2 of normalized count.

at the chromosome (LG) or scaffold level. No pattern of enrichment was observed for up or down-regulated genes, at
any scale (all Padj > 0.05). Hence, contrary to the SNPs that were clustered in some genomic locations, differentially-
expressed genes for treatment or strain conditions were scattered along the genome. Nevertheless, six significantly
DE genes were identified in the 6Mb superlocus, all of them being induced upon insecticide exposure. One of them
was putatively involved in resistance, namely a GST on scaffold NW_019392763.1 (106664023, Supplementary table
2).

3.4.2 | Genomic differentiation of DE genes

Fst mean values were computed by gene as a proxy of genetic differentiation, and compared between differentially-
expressed genes and the global pool. We hypothesized that Fg+ values should be higher for differentially-expressed
genes, since both the genomic and the transcriptomic approaches should identify loci possibly involved in insecticide
resistance. Although no link was observed between Fgr value and differential expression for the strain condition
(p-value = 0.926), there was a marginally significant effect for the treatment condition (p-value = 0.059): Fst values
were slightly higher for DE genes upon insecticide exposure compared to non-DE genes (Fs7 DE = 0.01356 > Fsr
non-DE = 0.00826). This suggests that DE genes upon insecticide exposure are located in genomic regions that are
more differentiated than the rest of the genome. However, the same test computed at the level of each individual LG

did not reveal any pattern.

3.4.3 | SNP variants associated with differences in expression between strains

In addition to this genome-wide approach, we tried to identify individual genes that pop up from both the genomic and
transcriptomic analysis. Constitutive transcriptional differences between strains are expected to be the consequence

of either SNP, or structural variation. Thus, we first searched for such variants.

Outlier SNPs obtained from our genomic analysis were defined based on the intersection of three criterion : (i)
the differentiation between the two strains originating from London should be high (top 5% Fs75s), (ii) alleles should be
in a derived state, if one considers that the alleles of the reference genome (the insecticide susceptible Harlan strain)
are ancestral (at least for loci involved in insecticide resistance), (iii) (derived) alleles should be in higher frequency in
London Field than in London Lab. Nevertheless, we draw the reader’s attention to the fact that these criteria are less
stringent than those used by Haberkorn et al. (2023) to define outlier SNPs, since we focus here on the two London
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strains only, whereas two additional strains were included in this previous study. With these criteria, 100,941 outlier
SNPs were detected in London strains, versus 576 in Haberkorn et al. (2023).

Out of the 24 genes showing constitutive differences between LL and LF, 12 carried at least one outlier SNP,
including four out of the six cuticular protein detected. Two cuticular proteins (106662986 and 106664047) carried
only outlier SNPs in intergenic regions, whereas the others also had SNPs in promoter (106664492) or intronic region
(106666062) (Table 1).

We then studied the only gene showing interaction between strain and treatment, i.e. the leucine-rich repeat
protein soc-2. This gene was associated with five outlier SNPs. Two of them were localized in intergenic regions, one
in a promoter and two in introns (Table 1).

Scaffold Position Gene ID Dist. Annotation Location R>A  F,LL Fu:LF pFst
NW_019392649.1 1018810 106664492 17 larval cut. A3A P|lInter A>G 0.22 0.64 0.044
1019770 977 P|Inter C>T 0.08 0.82 4.36E-04
NW_019392685.1 759447 106662986 1832 cuticle prot. 12.5 Inter T>C 0.39 0.89 0.017
NW_019392920.1 61585 106664047 15825 larval cut. A1A Inter A>G 045 0.88 0.032
62751 14659 Inter G>A 073 1 0.027
67008 10402 Inter A>G 0.64 1 0.037
68629 8781 Inter A>T 046 0.87 0.037
NW_019392993.1 2430659 106666062 7112 cuticle protein Inter A>C 0.10 0.69 5.91E-03
2430749 7022 Inter C>T 0.15 0.63 0.017
2430766 7005 Inter T>G 017 0.59 0.039
2431463 6308 Inter C>T 024 0.70 0.032
2431466 6305 Inter C>T 0.19 0.71 0.015
2431520 6251 Inter A>G 024 0.75 0.016
2431528 6243 Inter G>A 0.27 0.76 0.021
2434684 3087 Inter A>T 0.18 0.67 0.028
2434689 3082 Inter T>C 020 0.70 0.025
2434733 3038 Inter T>G 027 0.80 0.017
2435135 2636 Inter T>C 027 0.73 0.037
2438872 - I T>A 0.15 0.80 1.85E-03
2438882 - I G>A 0.13 0.70 6.55E-03
2445654 - I G>T 023 0.68 0.031
2452655 - I T>C 0.06 0.64 3.79E-03
NW_019392653.1 1288539 106661213 1213 LRR soc-2 Inter A>C 029 0.89 3.92E-03
1288598 1154 Inter A>G 038 0.81 0.042
1291912 - I[P C>A 043 0.91 0.023
1299742 - I G>C 0.58 1 9.70E-03
1302774 - I T>C 0.39 0.83 0.030

TABLE 1 Outlier SNPs falling in resistance genes over-expressed in London Field when compared to London Lab
strain. SNPs were selected with the frequency of alternative allele (F,,;) higher in London Field (LF) than London Lab
(LL) and differentiation index Fst value in top 5% quantile (i.e. empirical pFs7 < 0.05). The position of each SNP was
gave, together with distance to nearest gene and its gene ID, gene annotation, reference to alternative nucleotide
(R>A) and the location of the SNP (promoter=P, intergenic=Inter, intron=1). Whenever position were litigious due to
the gap between transcripts annotation, both position were given and separated by a pipe.
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3.4.4 | Structural variants associated with differences in expression between strains

Using a combination of read-pair orientation, insert size information and read depth, the genomic analysis also revealed
650 inverted duplications, 509 tandem duplications and 1,338 inversions in London Field compared to the reference
genome, with higher frequencies in London Field compared to London Lab strain. These structural variants were
overlapping with 4,118 genes. Here, we tested whether the constitutive differentially expressed genes identified in
the present transcriptomic analysis were more likely to be located inside SVs. The rationale was that structural vari-
ants may underlie transcriptomic changes, either through gene duplications or through rearrangements in promoter
sequences. Overall, this was not the case (p-value = 0.901). However, among the 20 over-expressed genes in London
Field compared to London Lab, five were detected inside SVs (Supplementary table 4), including two cuticle protein
A3A-like within a single inverted duplication located on LG5 (106664492 and 106664495). The three other genes
were not part of any resistance category. Two genes out of the four under-expressed in LF compared to LL were part
of SVs, but none of them were thought to be involved in insecticide resistance. Finally, no structural variants were
detected as overlapping with the only gene detected with an interaction between treatment and strain condition, LRR
soc-2.

3.4.5 | Outlier non-synonymous SNPs in DE genes for treatment condition

Genes that are similarly induced upon insecticide treatment in both susceptible and resistant strains may still underlie
the resistance difference if their coding sequence differ.

We thus tested whether DE gene for treatment (but not strain) carried non-synonymous outlier SNPs, and identi-
fied a total of 13 genes (Supplementary table 5). Out of the 375 genes up-regulated, seven were carrying at least one
non-synonymous special SNP, but none of them were part of an insecticide resistance category. However, we note
that two of them (FAR wat and serpin B3 proteins) had three to four amino acid changes in their sequence. Interest-
ingly, all three non-synonymous mutations found in the serpin B3 (gene ID 106664949) were fixed in London Field
strain.

Similarly, among the 388 genes down-regulated, four were carrying at least one non-synonymous special SNP,
although no one belonged to a putative resistance category.

4 | DISCUSSION

The global resurgence of C. lectularius seemed to be mainly due to the evolution of insecticide resistance (Davies
et al,, 2012). A few transcriptomic analysis have been conducted on bed bugs, but only by comparing constitutive
expression in resistant and susceptible strains with different genetic backgrounds (Zhu et al., 2012; Mamidala et al.,
2012; Koganemaru et al., 2013). Because of this difference, it is unclear to what extent the genes or transcripts
identified are truly relevant for insecticide resistance, for other stress factors or even has no adaptive significance if
the diffenciation arose as a consequence of genetic drift. Here, we provide a comprehensive transcriptomic analysis by
comparing two sympatric bed bug strains with very similar genetic backgrounds (average genome-wide Fg7 = 0.018,
Haberkorn et al. 2023) but different resistance phenotypes. In addition to baseline constitutive gene expression, we
also used deltamethrin treatment to identify genes whose expression is altered upon exposure. We interpret our
results in the light of a previous genome-wide analysis performed on the same strains, which identified genomic
islands of exceptional differentiation that are expected to be enriched in adaptive loci (Haberkorn et al., 2023).
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4.1 | Constitutive difference in cuticular gene expression is associated with resistance

We first compared the two strains in the absence of any treatment in order to detect constitutive difference between
strains that may underlie the observed difference in resistance. Only 24 genes (out of 12187) were detected as
differentially-expressed, among which 20 were over-expressed in the resistant strain. Importantly, up-regulated genes
were enriched in a single resistance gene category, namely the cuticular category. Six cuticular genes were indeed
detected, including three A3A larval cuticle proteins, one protein A1A and two cuticle proteins. Cuticular resistance
has been observed in many pyrethroid-resistant insects, such as Helicoverpa armigera (Ahmad et al., 2006), Anopheles
gambiae (Yahouédo et al., 2017) or Culex pipiens (Pan et al., 2009). In bed bugs also, several results suggest that
cuticle plays a central role in insecticide resistance. For instance, a morphological study showed a positive correla-
tion between cuticle thickness and resistance status of the strains (Lilly et al., 2016b). Additionally, three transcripts
encoding cuticular proteins (C2, C10 and C13) were detected as over-expressed in different resistant populations of
bed-bugs (Zhu et al., 2013). Other studies showed that chitin synthase or larval/pupal cuticular protein had higher
transcript level in pyrethroid resistant bed bug strains (Mamidala et al., 2012; Koganemaru et al., 2013). In partic-
ular, the larval cuticle protein A3A has also been detected among up-regulated transcripts in resistant strains (see
Supplementary table 6 in Mamidala et al. 2012). Interestingly, we also identified two A3A proteins as up-regulated
in London Field strain that were overlapping with a putative inverted duplication (Haberkorn et al., 2023). However,
this inverted duplication was found in both London Lab and London Field strains, although in higher frequency in
LF. Whether the relative small difference in frequency for this inverted duplication (12.3% versus 5.7%) underlies the

observed difference in expression is unclear but surely deserves additional investigations.

4.2 | Genetic variants associated with differences in expression between strains

Overall, the set of genes showing constitutive difference in expression was not particularly enriched in structural
variants, as could have been expected. However, we detected outlier SNPs in non-coding regions, including regions
annotated as promoters, that might be involved in the constitutive expression difference observed. These SNPs were
part of the most differentiated loci detected in the whole genome analysis we conducted previously (Haberkorn et al.,
2023).

Four of such mutations were detected in introns of the over-expressed cuticule protein (106666062). This same
gene was also associated with 11 outlier SNPs located in a small nearby flanking region (2636 bp to 7112 bp upstream).
Both flanking and intronic mutations may lead to transcriptomic changes, since both may serve as enhancers that

ultimately recruit the RNA polymerase Il on the promoter (Cannavo et al., 2016).

In one of the up-regulated larval cuticular A3A gene (106664492), two mutations were found in a flanking region
annotated as promoter or intergenic sequence, depending on the transcript considered. In Nilaparvata lugens, the up-
regulation of the P450 genes CYP6AY1 and CYP6ER1 were associated with resistance to imidacloprid together with
several mutations in their respective promoters. By site-directed mutagenesis, the authors were able to ascribe most
of variance in up-regulation to a few set of single point mutations in the promotor sequences (Liang et al., 2018). The
"resistant alleles" were associated with a higher binding activity for nuclear proteins, suggesting a higher recruitment
of transcription factors (Liang et al., 2018).

The unique gene showing an interaction between the strain and treatment effect encoded a leucine-rich repeat
soc-2 protein. This gene was associated with an outlier SNP in a promoter region, as well as with intergenic (around

1 kb upstream) and intronic outliers.

Although soc-2 is not directly known to be involved in insecticide resistance, it seems to play a role in nicotinic
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acetylcholine receptor (NAChR) sensitivity, the target site of neonicotinoids (Gottschalk et al., 2005). High levels of
neonicotinoid resistance have been observed in bed bug strains and attributed partially to enzymatic activities, without
exploring the involvement of nAChR (Romero and Anderson, 2016). Althrough our resistant London Field strain was
only tested for deltamethrin resistance, it could also have been exposed to neonicotinoids in the field. More studies
should be done to detect potential SNPs in nAChRs from neonicotinoid-resistant populations, and to disentangle the
putative involvement of soc-2.

The results we obtained from this part are in sharp contrast with previous comparative whole transcriptome
studies performed in bed bugs. Indeed, in Mamidala et al. (2012), several thousands of differentially-expressed tran-
scripts were identified in the comparison between the two strains they used (Fort Dix, NJ and Columbus, OH). In
Adelman et al. (2011) and Bai et al. (2011) which both relied on 454 sequencing followed by targeted RT-gPCR anal-
ysis, differences in transcripts abundance were detected for several categories of putative resistance genes: esterases,
GSTs and several P450s. In contrast with these studies, we identified only a small set of genes constitutively DE, and
a single category of putative resistance genes was detected (cuticular genes). Although part of the difference may be
explained by the fact that they did not have a reference genome at that time (and had thus to rely on de novo assembly
of the transcripts which can inflate the number of "genes"), another explanation could be the lack of genetic homo-
geneity in the two strains they used. Indeed, in all three cases, the strains were collected in distant locations. This
means that they may differ in allelic composition just because of other selective pressures experienced in the different
environment they encountered (apart from insecticide) or because of genetic drift due to independent evolution. On
the contrary, from our previous genetic analysis, it appeared that London Lab and London Field strains where the
closest among the four strains we analyzed with an overall low genetic differentiation as measured by the Fs+. This
indicates that these strains are highly similar in their allelic composition. Genetic difference (that should underlie the
constitutive expression differences observed) are thus more likely to be the consequence of selection for the major
difference they have, i.e. the difference in pyrethroid resistance. This result thus challenges the view that transcrip-
tomic changes involving various detoxification mechanisms (esterases, GSTs, P450) has evolved in pyrethroid-resistant
bed bugs populations. However, we acknowledge that different mechanisms may have evolved in different contexts,
which may possibly explain part of the difference observed.

4.3 | Deltamethrin as a trigger for ABC transporters

Next, we aimed at identifying genes whose expression is modified by insecticide exposure. In total, 375 genes were
jointly induced upon pyrethroid exposure in both strains. Both ABC transporter and other detox categories of resis-
tance genes were detected as significantly enriched in induced genes. Indeed, among the 20 resistance genes up-
regulated upon insecticide exposure, six were ABC transporters (Supplementary table 2).

Four ABC transporters were identified in sub-family ABCG4, all clustered on LG 5. ABCG4 transporters have
been shown to be over-expressed in pyrethroid treated larvae (Epis et al., 2014) and adults (Mastrantonio et al., 2017)
of An. stephensi. Gene silencing of ABCG4 resulted in an increased pyrethroid efficacy against An. stephensi larvae
(Negri et al., 2019), further demonstrating the involvement of this gene in pyrethroid resistance.

4.4 | Advantageous variants in genes induced upon insecticide exposition can be further
selected in resistant populations

The genes similarly induced after insecticide exposure in both strains are not expected to explain any difference in
resistance phenotype between strains, unless they encode different alleles. Among the 375 genes that are similarly
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induced in both resistant and susceptible strains, we identified a few outliers showing this pattern (Supplementary
table 5). However, none of them were part of a resistance category. Still, some of them deserve attention.

First, a gene encoding a serpin B3 protein was associated with three non-synonymous outlier SNPs, with the
putative derived allele being fixed in the resistant strain. Additionally, this gene was associated in total with 28 non-
synonymous mutations (including non-outlier SNPs) in our previous genomic analysis (Haberkorn et al., 2023). This
gene was part of the top 1% of genes having the highest ratio between non-synonymous and synonymous mutations
(r,/ms=4.67), suggesting that it has experienced positive selection in the past. Additionally, the gene was overall highly
differentiated on its whole sequence, since the differentiation index computed at the scale of the whole gene was part
of the top 5% (Fs7=0.15). Overall, this strongly suggests that this gene has experienced positive selection in the recent
past, leading to an increase in frequency of a putative derived allele. Although to our knowledge this gene has never
been associated with pyrethroid resistance, the fact that it is also induced upon deltamethrin exposure renders its
possible involvement in insecticide resistance plausible. The function of this particular gene is unknown, but serpins
are involved in insects immune response, and thus thought to have a potential effect in insecticide resistance, as in
Culex pipiens mosquitoes (Li et al., 2016).

A second gene might be of interest. This gene is encoding a fatty acyl-CoA reductase wat-like protein, and
was associated with four non-synonymous outlier SNPs, in coding or intronic region depending on the transcripts.
However, with a total of 12 non-synonymous and 11 synonymous mutations (r,/xs = 0.46), and an overall relatively

low differentiation index (Fs7=0.0042), this gene involved in lipid synthesis seemed less compelling.

4.5 | No superlocus pattern in transcriptomic data

Because of the overall high genetic proximity between the two strains, genomic regions involved in insecticide resis-
tance are expected to be enriched in outlier SNPs. Consistently with that hypothesis, the large 6 Mb superlocus
identified as showing extreme genetic differentiation in Haberkorn et al. (2023) corresponds to the unique QTL that
Fountain et al. (2016) associated with pyrethroid resistance. However, differentially-expressed genes, either between
strains or between untreated and treated conditions, were dispersed across putative chromosomes (LG) and scaffolds.
Furthermore, almost no differential expression was detected in the superlocus. The unique exception among putative
resistance genes was a GST up-regulated upon insecticide treatment in both strains.

Ours result show that overall, the two strains had very similar response to insecticide exposure, suggesting that
the genes affected by pyrethroid exposure did not differ in their regulatory sequences between strains. Based on
the previous genomic analysis conducted on the same strains, this result is somehow surprising. Indeed, this anal-
ysis revealed numerous outlier SNPs, showing an extreme genetic differentiation between pyrethroid resistant and
susceptible strains (Haberkorn et al., 2023). Nevertheless, in the genomic analysis, the great majority of outlier SNPs
were synonymous, and localized in intergenic regions or introns. Indeed, in the original stringent analysis between four
stains, only one non-synonymous outlier SNP was detected out of 576 (i.e. 0.002%). Similarly, the subset of outlier
SNPs based on the comparison between London Lab and London Field highlighted 303 non-synonymous mutations
out of 100,941 (0.003%). We thus expected part of these non-coding candidate SNPs to be involved in the regula-
tion of the expression of resistance genes. However, this does not seem to be the case. This discrepancy may be
explained by either (i) the fact that the SNPs identified are not associated with insecticide resistance (i) the resistance
difference between the strains is neither mediated by protein changes nor by transcriptomic changes but rather by
other mechanisms. In support for hypothesis (i), we expected under selective sweep that alleles physically associated
with the allele under selection (in linkage disequilibrium) would also increase in frequency in a phenomenon known
as hitch-hicking. This may explain why part of the outlier loci we detected are not directly involved in insecticide
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resistance. In support of hypothesis (ii), we acknowledge that resistance may be triggered by transcriptomic changes
that we did not quantify in this work, i.e. non-coding RNAs changes.

A growing interest for non-coding RNAs has brought to light many examples of their involvement in insecticide
resistance. A recent study demonstrated that a long non-coding RNA (IncRNA) modulated the expression of a GST
detoxification enzyme by competing with micro RNA (miRNA) binding, thus mediating cyflumetofen resistance (Feng
etal., 2020). In Aphis gossypii, RT-qPCR and RNAi studies assessed the role of IncRNAs in acetyl-CoA carboxylase regu-
lation, the target site of spirotetramat insecticide Peng et al. (2021). MiRNAs are an other type of ncRNAs which can
affect insecticide resistance by itself, through repressing gene expression, as shown in Spodoptera frugiperda Yang et al.
(2022). We believe future studies should investigate the presence of ncRNAs in all remaining candidates enlightened
by the genomic study, especially within the superlocus, and of their putative impact on post-transcriptional regulation
and finally on insecticide resistance.

5 | CONCLUSION

In conclusion, most differences in expression between field-resistant and lab-susceptible pyrethroid strains were due
to cuticular genes, and we provide a set of SNPs that may underlie these constitutive differences in expression. After
deltamethrin treatment, a majority of detoxification genes and especially ABC transporter G4 seemed to be at play
for both strains, but without evident protein changes in putative resistance genes. Nevertheless, we identified a set of
5 genes that may be involved in resistance since they are induced after insecticide exposure, and have numerous non-
synonymous mutations, thus representing new candidates that should be further studied. Finally, little overlap was
found between differentially expressed genes and regions with high genomic differentiation. We presented several

hypothesis (hitch-hicking, non-coding RNAs) that may explain the pattern and should be tested in the future.
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6 | SUPPLEMENTARY

LG Scaffold Start End Gene ID LFC  p.q; Annotation

5 NW_019392649.1 1017882 1018792 106664492 3.44 2.97E-03 larval cuticle protein A3A
1046176 1046953 106664495 2.74 4.53E-03 larval cuticle protein ASA

13 NW_019392685.1 756768 757614 106662986 2.94 1.52E-02 cuticle protein 12.5

- NW_019392920.1 77411 82689 106664047 2.87 1.55E-02 larval cuticle protein A1A

- NW_019392993.1 2437772 2454768 106666062 2.81 2.98E-02 cuticle protein

- NW_019393130.1 673262 674032 106664300 2.11 1.08E-02 larval cuticle protein A3A

SUPPLEMENTARY TABLE 1 Resistance genes over-expressed in London Field when compared to London
Lab strain for both untreated and treated survivors. LFC corresponds to the Log2 Fold Change between conditions
(i.e. LFC of 3.44 means 10.85 fold change).

LG Scaffold Start End Gene ID LFC  p.g Annotation
NW_019392661.1 361896 365391 106662622 0.90 2.60E-02 cytochrome P450 6k1
5 NW_019392644.1 647119 719373 106670072 0.62 1.03E-02  ABC transporter G 4
749946 794199 106670075 0.78 1.88E-03  ABC transporter G 4
1346254 1453427 106670073 0.99 3.20E-03  ABC transporter G 4
NW_019392682.1 973424 1009568 106665518 0.66 6.15E-04 ABC transporter G 4
9 NW_019392638.1 815190 988569 106670919 0.79 1.54E-03 segmentation protein cap’n’collar
NW_019392675.1 595496 597255 106662042 1.77 1.07E-03 cuticle protein 12.5
11  NW_019392763.1 493269 495040 106664023 1.30 4.07E-03 GST
- NW_019392631.1 346739 535797 106662809 0.61 1.56E-02 deacetylase/sulfotransferase
- NW_019392668.1 644977 687162 106670261 0.69 3.65E-03  ABC transporter G 1
- NW_019392709.1 60749 80839 106663888 0.67 2.70E-02  ABC transporter G 23
- NW_019392742.1 1238897 1243972 106664801 0.88 4.89E-04 protein-tyrosine sulfotransferase
1771166 1773352 106666818 1.25 4.51E-03 transcription factor MafB
- NW_019392764.1 512150 523899 106661542 0.89 8.26E-03  cytochrome b5-related protein
- NW_019392803.1 7 886 112127332 2.63 1.50E-02 AChE1
7080 7993 106669437 3.12 1.25E-03 AChE
- NW_019392929.1 126420 138992 106674256 141 1.20E-04 GST
- NW_019393228.1 8 1146 112128126 1.88 1.31E-02 probable cytochrome P450 9f2
- NW_019394179.1 823 3373 106669436 3.30 2.74E-04  acetylcholinesterase
- NW_019394202.1 1886643 1895153 106666582 0.60 2.86E-02 carbohydrate sulfotransferase 11

SUPPLEMENTARY TABLE 2 Resistance genes over-expressed in treated survivors when compared to
untreated individuals for both London Lab and London Field strains. LFC corresponds to the Log2 Fold Change
between conditions (i.e. LFC of 0.90 means 1.87 fold change).
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LG  Scaffold Start End Gene ID LFC Padj Annotation
NW_019392641.1 990484 1009113 106669934 -1.25 7.83E-03  SOD [Cu-Zn]
NW_019392653.1 1404658 1420128 106660996 -0.81 1.09E-02 ABC transporter G 23
1427987 1437993 106661276 -0.80 4.20E-02  ABC transporter G 23
NW_019392979.1 33885 34615 106665194 -0.96 4.62E-02  endocuticle structural glycoprot.
4 NW_019392730.1 1347727 1365982 106662446 -1.41 5.20E-04 sodium channel protein Nach
NW_019392851.1 54557 58081 106670437 -0.77 1.53E-02 cuticle protein 18.7
220047 220929 106670525 -1.24 3.87E-03  pupal cuticle protein
329822 331325 106670323 -0.75 3.13E-02  cuticle protein 18.7
6 NW_019392719.1 1392866 1401379 106661029 -0.96 2.62E-03  pupal cuticle protein 20
13 NW_019392637.1 3045820 3055263 106671932 -0.80 3.18E-02 AChE
NW_019392781.1 529446 602890 106665955 -0.74 2.84E-02 sulfotransferase
- NW_019392668.1 1276458 1279945 106670277 -0.87 2.53E-02 probable cytochrome P450 6a14
- NW_019392801.1 1599 16364 106669268 -1.39 1.92E-02 cytochrome P450 4C1
- NW_019392822.1 780550 784904 106665184 -0.97 6.62E-03 endocuticle structural glycoprot.
- NW_019393130.1 625738 626515 106664854 -0.85 2.03E-02 larval cuticle protein A2B

SUPPLEMENTARY TABLE 3 Resistance genes under-expressed in treated survivors when compared to
untreated individuals for both London Lab and London Field strains. LFC corresponds to the Log2 Fold Change

between conditions (i.e. LFC of -1.25 means -2.37 fold change).

LG  Scaffold Gene ID Annot. TypeEvent Size FLL FLF Fst
NW_019392860.1 LOC106674398 uncharacterized Inv 15 kb 0.10 0.21 0.022
NW_019392649.1 106664492 cuticle A3A InvDup 248kb 0.057 0.123 0.013

106664495 cuticle A3A 0.057 0.123 0.013
10 NW_019392795.1 106667662 GRP wall structural  InvDup 1M 0.03 0.08 0.016
InvDup 241 kb 0.16 0.17 1.18E-4
Inv 550kb 0.16 0.19 1.99E-03
- NW_019392939.1 112127884 uncharacterized Inv 1M 0.07 0.09 1.02E-03

SUPPLEMENTARY TABLE 4 Genes up-regulated in London Field when compared to London Lab
individuals detected inside a structural variant (inversion "Inv", inverted duplication "InvDup" or tandem duplication
"TanDup"). Size and frequencies of those variants in both strain were showed together with associated
differentiation index (Fs7). Gene annotations have been shortened, but can be found using the gene ID on NCBI.
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DE LG Scaffold Position Gene ID Annotation Location R>A  F,LL Fu:LF pFsr
up 12 NW_019392813.1 4400166 112127381 uncharacterized ClI|P C>T 0.20 0.68 0.023
up - NW_019392656.1 2931030 106664583 FAR wat Cll T>G 0.15 0.72 0.006

2931057 Cll C>A 0.23 0.83 0.005
2931088 Cll G>T 0.25 0.90 0.003
2944507 C T>A 0.10 0.52 0.036
up - NW_019392664.1 1542428 106662188 venom allergen Cll T>G 0.30 0.85 0.011
1542429 Cll T>G 0.30 0.83 0.014
up - NW_019392712.1 552763 106669984  protein goliath C T>C 0.06 0.50 0.030
up - NW_019392775.1 745973 106663301 AF4/FMR2 4 C A>G 0.52 1 0.013
up - NW_019392805.1 43356 106673166  BCAT C G>C 043 0.83 0.046
up - NW_019392993.1 70657 106664949  serpin B3 C A>T 0.60 1 0.015
70664 C C>G 0.55 1 0.015
70665 o T>C 0.55 1 0.015
do 3 NW_019392650.1 261464 106670335  uncharacterized o A>T  0.17 0.60 0.040
do 7 NW_019392715.1 430046 106665593 titin homolog C A>T 048 0.93 0.029
do 8 NW_019393011.1 184388 106665395  solute carrier 26 m10 C C>A 0.22 0.67 0.033
do - NW_019392712.1 537273 106669983  forkhead box P1 C T>C 0.12 0.54 0.036

SUPPLEMENTARY TABLE 5 Non-synonymous outlier SNPs in differentially expressed (DE) genes (up or
down-regulated) for treatment condition. SNPs were selected with the frequency of alternative allele (F,,;) higher in
London Field (LF) than London Lab (LL) and differentiation index Fs7 value in top 5% quantile (i.e. empirical pFst <
0.05). The position of each SNP was gave, together with gene ID, gene annotation, reference to alternative
nucleotide (R>A) and other putative location of the SNP whenever position was litigious due to the gap between
transcripts annotation (coding=C, intron=I, promoter=P).
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4.1 Contexte - encore une sombre histoire
d’élevage

Chez d’autres insectes hématophages, certains virus peuvent avoir des
conséquences désastreuses sur les élevages. C’est le cas du virus de ’hypertrophie
des glandes salivaires chez la mouche tsé-tsé Glossina pallidipes (GpSGHV,

Hytrosaviridae).

Les infections virales sont connues pour pouvoir étre symptomatiques (avec
des symptdmes observables de "maladies") ou asymptomatiques (sans symptomes
visibles) (Abd-Alla et al., 2021). Ces symptomes peuvent aller d’une perte de
valeur sélective, a la mort des insectes infectés. A contrario, les infections latentes
cryptiques sont indétectables jusqu’a leur activation par des conditions abiotiques
défavorables, comme un changement dans la température ou I’hygrométrie, ou

une augmentation de la densité de population (Tanada and Omi, 1974).

C’est ce qui a été observé dans de nombreux élevages de mouches tsé-tsé, ou les
colonies stagnaient, présentant une forte mortalité et une faible fécondité (Jaenson,
1986; FAO/TAEA, 1987). Des dissections ont ensuite révélé une hypertrophie des
glandes salivaires chez une majorité des insectes, associée a une dégénérescence
testiculaire et une aspermie chez les méles (Kokwaro, 2006). Pourtant, la prévalence
du virus différait fortement entre les élevages, 'augmentation de la prévalence étant
corrélée négativement au déclin d’une souche. Il s’est alors avéré que la principale
différence entre les colonies plus ou moins touchées résidait dans les techniques de
nourrissage utilisées. En effet, ce virus aurait été détecté comme particulierement
abondant au sein de certains élevages pratiquant les nourrissages successifs des
insectes sur un systeme in vitro. Il a été démontré par la suite que ce systéme, qui
semble tres similaire a ’Hemotek utilisé dans nos élevages, favorisait ’accumulation
et la transmission de particules virales de GpSGHV (Abd-Alla et al., 2021).
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Au sein de notre élevage de punaises de lit, nous avons aussi eu affaire a une
mortalité suspecte. Le phénotype de cette mortalité était caractérisé ainsi : suite
au repas de sang, les punaises de lit ne semblent pas le digérer, le tube digestif
se rompt et le sang emplit alors la cavité principale de l'insecte, faisant virer la

couleur du corps de l'insecte au rouge sombre puis au noir (Figure 4.1).

Figure 4.1 — Apparence des punaises de lit touchées par le phénoméne de mortalité
anormal au sein des élevages. Photographies de femelles mortes a jeun (a), aprés
gorgement (b), et présentant le phénotype oxydé post-gorgement (c) en face ventrale (a
gauche) et dorsale (da droite).

Suite a nos sollicitations, plusieurs laboratoires Européens (en Allemagne,
Angleterre, et République Tcheque) ont reconnu avoir expérimenté des épisodes
de mortalité similaires au sein de leurs élevages de punaises de lit, avec des

conséquences parfois catastrophiques :

“We have experienced mortality as you have observed. (...) It seems to
occur, if the humaidity is high in our cultures, shortly after feeding. I'm
not sure whether it is a feature of increased metabolism immediately
after feeding coupled with the need to excrete water from their bodies
quickly, which leads to high humidity. We almost lost the population
because we had fed the bedbugs and then left the culture for a week,
whilst on holiday and we returned to 90% of the bugs like this.
(...) We manage the humidity by reducing the density of bedbugs.”
(Communication personnelle, Nov. 2021)

Ce phénotype est observé dans différents types d’élevages avec des conditions
physiques (température et hygrométrie) et physiologiques variables (gorgement
sur volontaires humains, rongeurs vivants, ou systeme artificiel, avec du sang
provenant de différents animaux et en ajoutant divers types d’anticoagulants). A
notre connaissance, la littérature ne le mentionne pas comme ayant été observé,
que ce soit en laboratoire ou in natura (aucune publication, seulement des bruits
de couloir). Le seul dénominateur commun semble donc étre le fait de garder les

punaises dans des espaces clos relativement restreints (pots en plastiques ou en
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verre). Néanmoins, il semblerait que la prévalence de ce phénotype reste a niveau
tres faible, sans épisode majeur de mortalité, au sein des élevages nourris sur
volontaires humains, renfor¢ant ainsi les similitudes avec les observations sur G.
pallidipes. Nous avons ainsi formulé 'hypotheése qu'un agent infectieux pouvait

étre impliqué dans ce phénomene.

L’exploration de cette hypothese est guidée par deux principaux objectifs : (i)
faciliter 1’élevage de ce modele d’étude, rendu important par son fort pouvoir de

nuisance sociétal, et (ii) identifier de potentiels futurs agents de bio-contréle.

Nous avons donc tout d’abord réalisé une analyse du métagénome de punaises
de lit au phénotype a priori sain a partir de données pool-seq, avant d’étudier le

cortege de micro-organismes de punaises porteuses du phénotype oxydé.

4.2 Exploration de PADN hors punaise de lit

Dans un premier temps, nous avons donc utilisé les données pool-seq explorées
lors des analyses génomiques (Chapitre 2). Ces punaises ont été achetées en 2018,
bien avant donc les gros évenements de mortalité observés par la société
CimexStore. Elles sont envoyées par la société juste apres leur avoir fait prendre
un repas de sang, et l'extraction avait été réalisée sur des punaises vivantes
d’aspect sain - on peut donc supposer que 'agent infectieux n’était pas présent,
ou alors en quantité moindre, et donc que ces données peuvent s’approcher d’un
"controle négatif'. Ces données correspondant a des extraits ADN, on s’attend a
ce qu’elles nous permettent d’identifier des micro-organismes ayant un génome
ADN.

4.2.1 Assemblage et analyse des contigs

Parmi les reads des données ADN pool-seq déja a notre disposition, tous
n’appartiennent pas a la punaise de lit, et ne sont donc pas cartographiables sur
son génome de référence. Apres avoir enlevé les duplicats de PCR avec FastUniq
(Xu et al., 2012), il est donc possible d’extraire tous les reads ne s’alignant pas
sur le génome de référence de Cimez lectularius grace a Hisat2 (Zhang et al.,
2021), puis de les apparier a l'aide de Trimmomatic (Bolger et al., 2014). Les
pourcentages de ces reads non-mappés par rapport a l’ensemble des reads

appariés sont de 3,40% pour London Lab, 1,80% pour German Lab, 1,87% pour
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London Field et 5,22% pour Sweden Field. Ils peuvent correspondre a des
contaminants divers, mais également a des micro-organismes infectant les

punaises (bactéries, virus ou autres).

Dans un second temps, ces reads ont été assemblés en séquences appelées
contigs a 'aide de Megahit (Li et al., 2015) (Figure 4.2). Les contigs ainsi formés
ont été comparés a une base de données généralistes protéiques nr
(non-redondante) avec MMseqs2 (Steinegger and Soding, 2017) afin d’identifier

les différents micro-organismes.
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Figure 4.2 — Pipeline de traitement des reads pour la détection d’organismes hors
punaise de lit. Dans les cadres jaunes, on retrouve les moms des programmes utilisés,
avec dans les cadres en dessous les actions qu’ils réalisent. Principales étapes : (1.)
Utilisation des reads pour former des contigs qui seront alignés sur la base de donnée
nr, (2.) Utilisation des reads et des contigs formés pour calculer la couverture desdits
contigs.

Les reads ont ensuite été réalignés sur les contigs grace a Hisat2, ce qui a
permis de calculer la profondeur de la couverture a chaque position nucléotidique
avec Samtools (Li et al,, 2009). Une annotation taxonomique des résultats du
blast a été réalisée, afin de détecter les potentiels virus, mais également les autres
agents infectieux, bactériens ou eucaryotes (parasites, champignons,
protozoaires. ..). Enfin, les résultats ont été filtrés avec des seuils draconiens,

comme un score d’identité supérieur a 90%, ainsi qu'un bit-score (mesure de la
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similarité des séquences indépendamment de la taille de la séquence en entrée ou
de la base de données) supérieur a 50, considéré comme le seuil de significativité
(Pearson, 2013).

4.2.2 Identification taxonomique

Ces analyses ont permis d’identifier 38 876 contigs, dont 38 148 annotés jusqu’au
rang de 'espece. Les contigs étaient principalement assignés a des eucaryotes (32
764), puis a des bactéries (5 383), et enfin & un seul virus. Pour chaque espece,
la taille cumulée (¢.) des contigs détectés est calculée, afin de visualiser les plus
représentés (Figure 4.3). Néanmoins, seules les espéces présentant une t. supérieure

& 500 kb sont ici décrites dans le texte.

Halyomorpha halys

Brevibacterium linens

Nesidiocoris tenuis

Apolygus lucorum

Staphylococcus xylosus

Candidatus Wolbachia massiliensis
Wolbachia endosymbiont of Cimex lectularius
Paenochrobactrum gallinarii

others

Alcaligenes faecalis

Cimex lectularius

Figure 4.3 — Tailles cumulées des contigs détectés pour chaque espéce au sein des
données pool-seq, hors alignement sur le génome de C. lectularius. Les 10 espéces les
plus représentées sont annotées, et les autres sont regroupées dans "others'.

Chez les eucaryotes, on retrouve ainsi sans surprise une trés large majorité
de contigs de C. lectularius (n=31 151; t.=39 Mb). Ces données sont cohérentes
avec les pourcentages de mapping des données pool-seq observés sur le génome de
référence de la punaise de lit (entre 94 et 98% en fonction des souches, avec les 6%

restants de la taille totale du génome, soit 510 Mb, correspondant a 30 Mb).

Du coté des bactéries, les contigs a la taille cumulée la plus importante
appartiennent a  Alcaligenes faecalis (n=661, t.=4,4 Mb), suivie de
Paenochrobactrum gallinarii (n= 1 263, t.=1,7 Mb). Paenochrobactrum gallinarii
est une alpha-protéobactérie (Ordre : Hyphomicrobiales, Famille : Brucellaceae),
isolée dans l'air d'un élevage de canard, dont on ne connait pas grand-chose de
plus que son métabolisme oxydatif, et la grande variété des lieux dans lesquels les

bactéries de ce genre ont été détectées (Kampfer et al., 2010).

Etonnamment, les dix plus grand contigs détectés (262 kb a 103 kb) sont
attribués a la bactérie Alcaligenes faecalis. A. faecalis est un bacille nommé

faecalis d’apres sa découverte originelle dans des féces, mais présent également de
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maniere plus globale dans le sol et 1'eau.

Une étude a exploré I’hypotheése d’une symbiose entre la bactérie A. faecalis et
un nématode, retrouvés ensemble a 'intérieur d’'un cadavre de Lépidoptere (Quiroz-
Castaneda et al., 2015). Plusieurs espéces de nématodes (Steinernema feltiae, S.
carpocapsae, Heterorhabditis bacteriophora) ont été mises en contact avec A. faecalis
et une bactérie servant de contrdle négatif, E. coli. A. faecalis a ensuite été détectée
dans le tube digestif des nématodes, alors que F. coli était retrouvé a 'extérieur de
la cuticule. La pathogénicité et la toxicité d’A. faecalis a ensuite été démontrée chez
des larves du Lépidoptere Galleria mellonella. Ces bactéries possedent en effet de
nombreuses enzymes (chitinases, estérases) impliquées dans la toxicité, et pouvant
participer a l'infection et la dégradation du corps d'un insecte. Les interactions

décrites dans cette étude sont résumées dans un schéma (Figure 4.4).
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Nématode
Steinernema

Figure 4.4 — Interactions décrites entre le nématode Steinernema, la bactérie Alcaligenes
et la larve de Lépidoptére Galleria, d’aprés Quiroz-Castarieda et al. (2015).

Ce type de symbiose mutualiste a déja été décrite entre la bactérie Xenorhabdus
et le nématode Steinernema (Awori, 2022). Le nématode infecte 'insecte par ses
orifices naturels, comme les spiracles qui permettent la respiration. Une fois dans la
cavité interne de l'insecte, le nématode relache son symbiote intestinal par les feces.
La bactérie va alors secréter des molécules boostant la fécondité du nématode, et
le protéger en inhibant les phénoloxydases du systéme immunitaire de l'insecte.
Une fois que la progéniture du nématode a atteint le troisieme stade juvénile, elle
s’associe a nouveau avec la bactérie Xenorhabdus, avant de quitter le cadavre de

I'insecte a la recherche d’un nouvel hote.

Parmi les bactéries détectées, on retrouve ensuite le symbiote obligatoire
Wolbachia décrit chez la punaise de lit (n=236, t.=1,1 Mb) (Hosokawa et al.,
2010), ainsi que celui détecté chez la punaise de lit tropicale C. hemipterus :
Wolbachia massiliensis (n= 611, t.=868 kb) (Laidoudi et al., 2020). La confusion

entre ces deux especes tres proche est possible puisqu’il ne devrait y avoir que
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Wolbachia dans ces données, malgré le plus fort pourcentage d’identité moyen
mesuré pour Wolbachia massiliensis (95,2% contre 94,96% pour la Wolbachia

inféodé a C. lectularius).

D’autres bactéries ont été identifiées par de précédentes études chez C.
lectularius (voir le chapitre 1, section 1.1.2), telles qu’une protéobactérie BEV-like
de la famille des FEnterobacteriaceae (Meriweather et al., 2013), ainsi qu’une
bactérie du genre Rickettsia (Potts et al., 2020). Aucun contig de protéobactérie
BEV-like n’a été identifié dans les données pool-seq ici explorées, alors que
quelques-uns semblent témoigner de la présence du genre Rickettsia, se
rapprochant plus particulierement de la Rickettsia symbiotique de la mouche des
sables Culicoides newsteadi (n=17, t.=119 kb). Néanmoins, il faut souligner que
le génome de la bactérie Rickettsia inféodée a la punaise de lit n’était pas encore
publié lorsque la base de données nr a été téléchargée, puisqu’il ne 'a été que
courant 2022 (Voir Davison et al. 2022, GenBank ID CP084572.1, taille=1,6 Mb),
ce qui peut expliquer le faible nombre de contigs détectés ayant un pourcentage
d’identité supérieur & 90%. Quant au génome de la protéobactérie BEV-like de C.

lectularius, il n’a a notre connaissance toujours pas été publié.

Le seul contig viral détecté est celui d’un Siphoviridae (taille=1074 pb,
%1D=90,2), un virus a ADN double brin linéaire d'une cinquantaine de kilobases
de long. Ce phage, de l'ordre des Caudovirales, a pour hote naturel les bactéries

et les archées plutdt que les insectes (Briisssow and Desiere, 2001).

Ensemble, ces analyses préliminaires ont permis d’identifier des
micro-organismes a ADN présents chez des punaises au phénotype a priori sain.
Dans un second temps, PADN et PARN de punaises porteuses du phénotype

oxydé a donc été analysé.

4.3 Analyse des punaises de lit au phénotype
oxydé

Le phénotype oxydé a touché toutes les souches que nous avions en élevage
au sein du laboratoire (Souches Cimexstore : London Lab, London Field, German

Lab, Sweden Field ; Souches obtenues dans le cadre d'un partenariat avec O.Otti :
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F41! S12). Aussi, il est trés compliqué d’avoir des controles négatifs. Lors de cette
analyse, nous avons donc choisi de réaliser uniquement un controle positif, afin de

détecter des candidats potentiels.

4.3.1 Extraction et séquencage des acides nucléiques
viraux putatifs

A ce stade, notre hypothése principale était la présence d’un virus, similaire
celui de I'hypertrophie des glandes salivaires, provoquant une forte mortalité dans
les élevages de mouche tsé-tsé. Ainsi, nous avons utilisé un protocole de purification

virale reposant sur des filtrations et traitements enzymatiques.
Insectes

Afin d’identifier de potentiels virus pathogeénes pour la punaise de lit, des
punaises de lit présentant le phénotype de mortalité oxydé ont été congelées a
-80°C des les premiers signes d’une telle mortalité imminente (individus toujours
gorgés quelques jours apres le repas de sang qui commencent a foncer du rouge au
noir). Ces punaises étaient de différents stades (stade 1 & adulte), sexes (M/F), et
souches (London Lab/London Field).

Broyage et filtration

Douze lots de 45 mg d’insectes ont ensuite été placés avec une bille dans 500
nl de tampon GBVPE-1X (Grinding Buffer for Viral Particles Extraction) & pH
7,5 (Concentration 1X : 20 mM Tris—HCI pH 7.5, 10 mM KCI, 4 mM MgCI2, 6
mM NaCl, 1 mM Dithioerythrol, 0.1% Tween-20). Le but de ce tampon est de
permettre le maintien de l'intégrité des capsides virales, tout en détruisant les
bicouches lipidiques composant les membranes cellulaires, nucléaires et
mitochondriales. Les échantillons ont été homogénéisés 30 sec a 30 Hertz avec le
broyeur & bille (Tissue-Lyser, Qiagen) afin d’en extraire 'ADN et ’ARN. Les
échantillons ont été centrifugés 2 min a 800 g a 4°C. Les surnageants obtenus ont
été collectés, puis chaque culot a été rincé avec 300 pl. de GBVPE-1X. Deux
centrifugations supplémentaires ont permis de collecter a chaque fois le

surnageant restant. L’échantillon ainsi obtenu a été poussé par une seringue

1. La souche F4 a été échantillonnée a Londres en 2008, en méme temps que la souche London
Field de Cimextore.

2. La souche S1 a été échantillonnée dans les années 1970 a Londres également, probablement
en méme temps que la souche London Lab de Cimextore.
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hydrophile a travers deux filtres successifs de taille 5 microns, puis 1,2 pm
(Minisart, Sartorius). Le filtre a ensuite été rincé avec 3 mL de tampon

GBVPE-1X, pour récupérer ce qu’il restait d’échantillon.
Digestion des acides nucléiques de C. lectularius

Le volume final de cet échantillon a été estimé (Vf = 24 mL) afin d’ajouter :
(i) de la RNase-A (Ribonucléase pancréatique bovine) pour une concentration
finale 200 pg/mL (soit 170 pL. de RNase-A 20 mg/mL) et (ii) de la DNase-I
(Désoxyribonucléase 1 pancréatique bovine, D5025, Sigma-Aldrich) pour une
concentration finale de 0.1 unité/pL (soit 34 pL de 50 U/pL de DNase-I).
L’objectif de ces traitements a la DNase et a la RNase est de dégrader
respectivement I’ADN génomique et ’ARN total de l'insecte. L’échantillon a
ensuite été incubé 2h a 20°C (température de la piece), puis centrifugé 30 min a
13 000 g et 4°C pour précipiter les potentielles particules virales. Le surnageant a
été retiré sans perturber le culot, puis ce culot a été nettoyé des DNase-I et
RNase-A en ajoutant 20 mL de tampon GBVPE-1X. Une nouvelle centrifugation

a été réalisée pendant 10 min a 13 000 g et 4°C, et le surnageant retiré.
Extraction des acides nucléiques restants

Les ADN et ARN viraux putatifs présents dans le culot ont été extraits
séparément a 'aide du kit All-In-One DNA/RNA /Protein Miniprep (BioBasic).

Pour simplifier, nous parlerons d’ADN et d’ARN viraux par la suite (ADNv et
ARNv), mais gardons a l'esprit que si ce protocole doit protéger puis digérer les
supposées capsides virales, certaines cellules peuvent tout de méme potentiellement
y résister, comme les Wolbachia enveloppées de plusieurs membranes (Chang and
Musgrave, 1973; Fischer et al., 2014). De plus, le plus petit filtre utilisé n’ayant des
pores que de 1,2 microns, il peut laisser passer certaines bactéries de petite taille,

telle que Wolbachia, le symbiote obligatoire de la punaise de lit.

Le culot pesant 138,2 mg, 2100 pL de tampon de lyse DRP (BioBasic) y ont
été ajoutés, suivant les recommandations du kit, puis séparé en quatre échantillons
pour chaque type d’acides nucléiques. Chaque échantillon a été suspendu dans 50
pnL de tampon CE pour 'ADN, et 30 pL. d’eau RNase-free pour ’ARN.

Une fois les ARNv et ADNv extraits, un gel d’agarose a 1% avec TBE 0.5X
(Tris, Borate, EDTA) a été réalisé afin de les visualiser (Figure 4.5). Le Ladder 1kb
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Plus DNA (Invitrogen) a servi d’échelle. Pour ’ARNv, on observe plusieurs bandes
représentant de gros fragments (entre 1 et 8 kb), ce qui pourrait correspondre au
profil attendu pour un virus a ARN segmenté, tel qu’un réovirus (Shatkin et al.,
1968). Concernant ’ADNv, on observe une bande de haut poids moléculaire (taille
>15 kb) qui pourrait traduire la présence d’un grand virus & ADN double brin,

et/ou d’une contamination génomique.
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Figure 4.5 — Migration des échantillons d’ARN wviral (ARNv) et d’ADN viral (ADNv)
sur gel d’agarose.

Digestion enzymatique des échantillons obtenus

Afin d’écarter I’hypotheése d'une contamination avec de 'ADN génomique de
la punaise dans I’échantillon ADNv, nous avons ensuite réalisé une digestion
enzymatique avec EcoRI. Cette enzyme ayant de nombreux sites de
reconnaissance sur 'ADN génomique (constitué de plusieurs mégabases), elle
devrait le couper en de nombreux fragments, ce qui résulterait en l'observation
d'un « smear » (tache représentative d’ADN dégradé). En revanche, si notre
hypothése d'un génome viral est avérée, plusieurs bandes distinctes devraient étre
observées en raison de la faible taille du génome viral (typiquement < 15 kb dans

le cas d'un réovirus).

Dans le but d’avoir un controle positif, nous avons extrait ’ADN et 'ARN
génomique de quatre punaises de lit femelles (sans les étapes de purification virale)

en utilisant le méme kit Biobasic (concentrations Nanodrop : 13,6-28,2 ng/nL).

Les échantillons d’ADNg et d’ADNv ont ensuite été traités avec plusieurs
enzymes : Mspl (site de coupure C/CGG, enzyme 4 pb soit digestion toutes les
256 pb pour un génome a 50% de GC), Msel (site T/TAA, enzyme 4 pb) et
EcoRI (site G/AATTC, enzyme 6 pb, soit une digestion toutes les 4 096 pb). La
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digestion enzymatique de 'ADN génomique permet d’observer des smears assez
nets, tandis que la digestion de ’ADN viral permet d’observer quelques bandes,
en particulier & environ 10 kb et moins avec l'enzyme Mspl (Figure 4.6). Une
contamination a ’ADN génomique semble donc assez peu probable. Enfin, tous
les échantillons d’ARN viraux ont été traités a la RNase pour vérifier qu’ils
n’étaient ensuite plus visibles sur un gel d’agarose. Nous avons ainsi confirmé que
ces échantillons étaient bien constitués exclusivement d’ARN, et qu’il n’y avait
pas de contamination ADN.

ADNg ADNv
Ladder Ladder

Nodig. EcoRI  Mspl  Msel Nodig. EcoRI  Mspl Msel

Figure 4.6 — Migration des échantillons d’ADN génomique (ADNg) et d’ADN wviral
(ADNv) sur gels d’agarose, avec digestion par plusieurs enzymes successives (EcoRI,
Mspl, Msel) ou sans digestion enzymatique (No dig.).

Les échantillons d’ARNv et d’ADNv ont ensuite été séquencés (Macrogen, Corée
du Sud). Pour I'’ARN, un sizing sur colonne a tout d’abord été réalisé, afin de
retirer tous les petits fragments de moins de 200 pb (Figure 4.5). Le séquengage a
été réalisé a 'aide du kit TruSeq Stranded Total RNA (Illumina, San Diego CA,
USA) pour produire des reads paired-end de 2 x 150 pb. Concernant ’ADN, un
kit TruSeq Nano LMW DNA a été utilisé (Illumina, San Diego CA, USA) pour
produire également 2*150PE. Les échantillons ont été dosés apres les différentes
étapes (Table 4.1), et leur intensité visualisée sur des électrophérogrammes avec le

systeme TapeStation (Agilent, Santa Clara CA, USA) (Supplementary figure 4.1).

Concentration (ng/pL) Nombre de reads

ARNv - avant sizing 402,8 -
ARNv - apres sizing 228.,6 19 803 544
ADNv 0,753 17 823 270

Table 4.1 — Concentration et nombre de reads séquencés pour les échantillons d’ARNv
et ADNv extraits des punaises de lit présentant un phénotype oxydé. Le dosage a été
réalisé par Macrogen avec un systéme TapeStation (Agilent, Santa Clara CA, USA).
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4.3.2 Assemblage et alignement des contigs

Les reads ADN et ARN obtenus ont été nettoyés a l'aide de Trimmomatic
(suivant les mémes filtres que pour les données pool-seq) et respectivement
assemblés en contigs a I'aide de Megahit, puis alignés sur nr (version de novembre
2019) avec MMseqs2 taxonomy (Voir partie 4.2, Figure 4.2). MMseqs2 taxonomy
utilise un modele dit du "dernier ancétre commun" (Last Common Ancestor) basé
sur le double blast (2bLCA, d’apres Hingamp et al. 2013) pour assigner chaque

contig & un nceud taxonomique (Figure 4.7).
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Figure 4.7 — Algorithme MMseq2 d’attribution taxonomique. Ces assignations sont
faites en quatre étapes : (1) Traduire tous les fragments protéiques possibles pour tous
les contigs; (2) Rejeter les fragments peu susceptibles de trouver une correspondance
taxonomique ; (3) Attribuer les neeuds taxonomiques. (I) Chaque fragment inconnu q
(en noir) est recherché dans la base de données de référence. (II) Pour un fragment qi,
cela donne ce qui donne une liste | de toutes ses cibles homologues. (III) La région alignée
(encadrée en pointillés) entre q1 et le meilleur résultat t (en rose), ayant la plus faible
e-valeur (ici, 10°7?), est retenue, puis alignée sur toutes les séquences cibles dans 1. (IV)
On attribue a "q" Uancétre commun le plus récent des labels taxonomiques de toutes les
séquences | ay(mt une e-value inférieure d celle det (<10'?); (4) Le noeud tazonomique
du contig est déterminé en fonction des taxons associés majoritairement aux fragments
sur ce contig (en fonction des e-valeurs associées).

Les résultats de MMseqs2 taxonomy peuvent étre convertis afin d’étre visualisé

avec le package R Pavian v1.2.0. (Breitwieser and Salzberg, 2020). Dans un second
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temps, les contigs ont été également annotés suivant la méthodologie classique
MMseqs2 search. Seul le meilleur hit de chaque contig, ayant la e-value la plus
faible, a ensuite été conservé en utilisant MMseqs2 filterdb.

4.3.3 Identification taxonomique

Les différents taxons identifiés sont donc détaillés, tout d’abord pour les contigs
assemblés a partir des données ADN, puis ARN.

Contigs ADN

A partir des données ADN, 4 689 contigs ont été assemblés, dont 9,36% n’ont
pas pu étre assignés a un regne par mmseqs taxonomy. Le régne le plus représenté
est le bactérien, avec 3 730 contigs, suivi des Eucaryotes avec 246 contigs et des
Virus avec seulement 5 contigs (Figure 4.8).
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Figure 4.8 — Diagramme de Sankey des contigs ADN détectés.

Parmi les bactéries, la majorité des contigs détectés font partie du phylum des
Protéobactéries, des bactéries a Gram négatif tres diverses. Découpées en neuf
classes, les Protéobactéries englobent des bactéries fermentaires, saprophytes,
dénitrifiants, méthylotrophes, fixatrices d’azote et pathogenes (Garrity et al.,
2006). Dans les données d’ADNv explorées, on retrouve les classes a, [, et

~-proteobacteria.

Les a-proteobacteria détectées sont quasi-exclusivement du genre Wolbachia
(631 contigs/650), une bactérie connue pour former une symbiose mutualiste

obligatoire chez C. lectularius Hosokawa et al. (2010). Concernant les
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p-proteobacteria, on retrouve une majorité d’Alcaligenes (281 contigs/404), et
plus précisément Alcaligenes faecalis. Enfin, les ~-proteobacteria détectées sont
majoritairement de l'ordre des Enterobacterales, et plus particulierement des
Enterobacteriaceae (1 701 contigs), avec les especes Escherichia coli (358 contigs)
et la protéobactérie BEV (128 contigs).

E. coli est une bactérie fréquemment retrouvée dans les intestins des
mammiferes, en forme de batonnet. Certaines souches produisent des toxines les
rendant pathogenes, et pouvant causer chez 'homme des maladies comme la

gastro-entérite.

Récemment, une étude a montré qu'une symbiose mutualiste pouvait se
mettre en place entre la punaise Plautia stali et la bactérie E. coli (Koga et al.,
2022). Au cours de cette étude, des nymphes de P. stali ont été stérilisées, les
débarrassant ainsi de leur symbiote obligatoire Pantoea, puis infectées avec E.
coli. Chez les P. stali survivantes, E. coli a été spécifiquement détectée dans les
organes symbiotiques, et transmise verticalement a la  descendance.
Etonnamment, plusieurs lignées d’E. coli ont évolué indépendamment pour

restaurer 1’émergence élevée des adultes de I'hote.

La seconde Enterobacteriaceae principalement détectée, la protéobactérie
BEV, est un symbiote secondaire de la punaise de lit, encore mal décrit. Lors de
sa détection chez C. lectularius, la bactérie BEV-like a été nommée ainsi, car elle
était trés proche (> 97.7% de similarité) du symbiote Bactérien d’Fuscelidius
variegatus (BEV), la cicadelle (Hemiptera, Cicadellidae). Cette bactérie se
transmet de maniére transovarienne entre générations de punaises de lit (Hypsa
and Aksoy, 1997). La symbiose de C. lectularius avec la bactérie BEV-like semble
facultative, cette bactérie n’étant pas systématiquement retrouvée chez son hote :
seuls 53% des individus l'arboraient dans I’étude d’Hosokawa et al. 2010 (voir

également Meriweather et al. 2013).

Parmi les ~-proteobacteria, de nombreuses bactéries de la famille des
Pectobacteriaceae ont également été identifiées, avec les genres Pectobacterium
(120 contigs) et Sodalis (129 contigs).

Le genre Pectobacterium est principalement connu pour étre un pathogene de
plantes, telles que Solanum tuberosum, la pomme de terre (Charkowski, 2015).
Les bactéries du genre Sodalis en revanche sont devenues régulierement et de

maniere indépendante des symbiotes de nombreuses especes d’insectes, comme la
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punaise Cantao ocellatus (Kaiwa et al., 2010), le mélophage du mouton
Melophagus ovinus (Chrudimsky et al., 2012), ou encore le cercope des prés

Philaenus spumarius (Koga and Moran, 2014).

L’espéce principalement détectée parmi les contigs du genre Sodalis est Sodalis
glossinidius, le symbiote secondaire d’'un autre hématophage : la mouche tsé-tsé
Glossina pallipides. La mouche tsé-tsé porte trois symbiotes : Wigglesworthia
glossinida, Sodalis glossinidius, et Wolbachia pipientis (Balmand et al., 2013). S.
glossinidius est un symbiote secondaire, qui serait impliqué dans le
développement et la fécondité de la mouche tsé-tsé (Sassera et al., 2013), dont la
taille du génome est de 4.3 Mb (Toh et al., 2006).

Le but premier de cette analyse étant d’identifier de potentiels virus, les
annotations des cinq différents contigs viraux sont détaillés ci-apres
Bos-associated insect adintovirus, Myoviridae, Pectobacterium phage ZF40,
Plutella xylostella nucleopolyhedrovirus multiple, et phage phiSG1 Sodalis. Tous
ces contigs viraux appartiennent a des virus & ADN double brin (dsDNA), et sont
de taille relativement petites (<1 kb, sauf le phage du Pectobacterium, de 1,9 kb).
Trois de ces virus sont en réalité des phages, et infectent donc les bactéries
(Myoviridae, Pectobacterium phage ZF40, phage phiSG1 Sodalis). Nous n’avons
pas trouvé de littérature traduisant une potentielle pathogénicité du
Bos-associated insect adintovirus. En revanche, le nucleopolyhedrovirus multiple
détecté est un baculovirus pathogene de la teigne des cruciferes Plutella xylostella
(Harrison and Lynn, 2007). Les Baculovirus sont en effet connus pour infecter et
tuer de nombreuses especes de 1épidopteres (Grzywacz, 2017), et utilisés a ce titre
pour le bio-contrdle des ravageurs de certaines cultures, comme celle du pommier
avec le granulovirus permettant de lutter contre Cydia pomonella (Eberle et al.,
2009). Il s’agit donc de notre meilleur candidat viral, bien que sa pathogénicité

n’ait jamais été observée a notre connaissance chez les Hétéropteres.

Néanmoins, de nombreux contigs n’ont pas pu étre assignés a une espece, et
en particulier les cinq plus grands contigs détectés (361 kb a 1,77 Mb). Pour y
remédier, nous avons donc également analysé les meilleurs résultats de
I’alignement avec mmseqs easy-search, en les filtrant sur les mémes parametres
que pour les données pool-seq (>90% identité, bit score >50). De plus, le
diagramme de Sankey précédemment présenté ne prends pas en compte la taille
des contigs, et donc leur importance relative par rapport aux données. Les tailles
relatives des génomes des especes détectées ont donc été calculées en faisant la

somme des paires de bases des contigs, en fonction de ces nouvelles assignations.
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Les 10 plus grands sont annotés, et les autres regroupés dans une méme catégorie
("others") (Figure 4.9). Les séquences retrouvées comme étant les plus abondantes
appartiennent ainsi a Alcaligenes faecalis, avec 3,6 Mb (dont un contig de 1,77
Mb et 96,1% d’identité), sachant que la taille estimée de son génome est de 4,2
Mb3). Les deuxiémes séquences les plus abondantes sont celles de Wolbachia, le
symbiote obligatoire de C. lectularius, avec une t. de 872 kb, pour une taille de
génome estimée & 1,2 Mb?). On retrouve ensuite la BEV protéobactérie, avec 770
kb, pour une taille de génome estimée a 3,8 Mb chez la bactérie originelle d’FE.
variegatus (Degnan et al., 2011) Les deux candidats dont les estimations de taille

semblent les plus proches sont donc Alcaligenes faecalis et Wolbachia.

Alcaligenes faecalis

others

Wolbachia endosymbiont
of Cimex lectularius

BEV proteobacterium Pectobacterium carotovorum

Brenneria goodwinii Pectobacterium
Brenneria roseae Escherichia coli

Brenneria sp. CFCC 11842 Candidatus Wolbachia massiliensis

Figure 4.9 — Tailles cumulées des contigs détectés pour chaque espece au sein des
données ADN suite a la purification virale. Les 10 espéces les plus représentées sont
annotées, et les autres sont regroupées dans "others'.

Plusieurs grands contigs de Brenneria, une bactérie du genre Pectobacterium qui
n’a pas été décrite précédemment, sont également identifiés. Cette bactérie étant
connue comme phytopathogene (Naushad et al., 2014), son identification pourrait
s’expliquer par une proximité génomique avec la BEV protéobactérie, dont a peine
1/3 du génome est correctement détecté. Quant a E. coli, I'ensemble des contigs

mesurés est de 462 kb, soit bien loin de la taille estimée de son génome de 4,6 Mb?.
Contigs ARN

Concernant les données ARN, 705 contigs ont été détectés, dont 7,66% n’ont
pas de rang (non-classés). Parmi ces contigs, 137 appartiennent a des Bactéries,

495 a des Eucaryotes, et 3 a des Virus (Figure 4.10).

Une majorité de contigs (n = 366) semblent témoigner de la présence de C.

3. Assemblage du génome d’Alcaligenes faecalis : ASM96730v2
4. Génome de Wolbachia : ASM82931v1
5. Assemblage du génome d’FE.coli : ASM584v2

157


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000967305.2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000829315.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/data-hub/taxonomy/562/

lectularius. Chez les bactéries, on retrouve principalement des a-proteobacteria, et

plus spécifiquement du genre Wolbachia (112 contigs).

Enfin, seuls 3 contigs viraux ont été identifiés dans ces données de "purification
virale", comme appartenant aux genres réovirus, partitivirus et errantivirus. Ce
dernier contig semble trop petit pour soutenir la présence d'un errantivirus
(k141 77 = 338 pb), et correspond plus probablement a un artefact. En revanche,
le contig de partitivirus détecté fait 1,4 kb de long, soit environ la moitié de la
taille de ces génomes >3 kb a ARN double brin et découpés en deux fragments, et

a un pourcentage d’identité relativement élevé (59,9%) (Vainio et al., 2018).
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Figure 4.10 — Diagramme de Sankey des contigs ARN détectés.

Le contig de réovirus quant a lui fait 5 kb de long, alors que ce génome a une
taille totale de 18 kb, segmenté en cinq fragments entre 4,5 et 2,5 kb (Chiapello
et al., 2021). Un seul de ces fragments a donc probablement été détecté. Les
réovirus appartiennent a la famille des Reoviridae et peuvent étre
entomopathogenes, comme c’est le cas du cypovirus de la noctuelle de la tomate
Helicoverpa armigera (Tan et al., 2008), ou plus récemment d’un reovirus du
criquet migrateur Locusta migratoria (Xu et al., 2022). Le pourcentage d’identité
observé pour ce virus est relativement faible (19%), mais les autres scores sont
convaincants (e-value=3.936e-67, bit score=266). La cible détectée par le Blast
pour ce contig viral (QNS31040.1) est une réplicase ou ARN polymérase
ARN-dépendant, protéine nécessaire a la réplication virale, fortement conservée a
I’échelle des virus a ARN et donc traditionnellement utilisée comme marqueur

lors d’analyses métatranscriptomiques (Shi et al., 2016).

De maniere similaire aux données ADN, mais sans filtrer les contigs, les tailles

des génomes des especes détectées ont été calculées pour les contigs ARN (Figure
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4.11). Si les contigs les plus représentés sont ceux de C. lectularis et Wolbachia, on

retrouve également dans ce top 10 le contig du réovirus décrit ci-dessous.

Cimex lectularius

Burkholderia sp. RPE67
Apolygus lucorum
Abscondita terminalis

Eumeta japonica
Nesidiocoris tenuis

Thrips tabaci associated reovirus 1
Trichogramma brassicae
Vespula vulgaris

others

Wolbachia endosymbiont
of Cimex lectularius

Figure 4.11 — Tuilles cumulées des contigs détectés pour chaque espéce au sein des
données ARN suite a la purification virale. Les 10 espéces les plus représentées sont
annotées, et les autres sont regroupées dans "others'".

4.4 Validation de candidats

Une étape de validation par PCR a ensuite été entreprise, afin de confirmer
la présence de certains agents pathogenes candidats dans les élevages de punaises
de lit. Les organismes se détachant des données bio-informatiques sont donc la
bactérie Alcaligenes faecalis, le virus & ADN Plutella xylostella nucleopolyhedrovirus
multiple, et le réovirus a ARN. L’objectif était également de vérifier si certains de
ces candidats étaient détectés de maniere différentielle (présence/absence) entre les

extraits de punaises de lit au phénotype sain ou oxydé.

4.4.1 Préparation des échantillons

L’ARN et 'ADN ont été extraits a partir des mémes quatre individus sains
(DNA-sn 1 a4 et RNA-sn 1a4) et oxydés moribonds (DNA-ox 1 44 et RNA-ox 1 a
4). Apres une lyse des individus entiers 30 secondes & 30 Hz dans 350 uL. de tampon
Tissue Lyser, le kit BioBasic All-in-One présenté précédemment a été utilisé pour
tous les extraits. L’ADN final a été suspendu dans 50 pL. de tampon CE, ’ARN final
dans 30 pL. d’eau RNAse-free, et tous les échantillons ont été dosés au Nanodrop
(Table 4.2). Une transcription inverse a été réalisée sur les échantillons d’ARN
avec le SuperScript™ IV VILO™ Master Mix, contenant des amorces aléatoires
(random primers), afin de ne pas rater les ARNs dépourvus de queue poly A, cette

derniére étant spécifique des eucaryotes (Iturriza-Gomara et al., 1999).

Nous avions ensuite besoin de témoins positifs de PCR. Pour cela, nous
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souhaitions utiliser les volumes restants des échantillons d’ADN et ARN viral

purifiés envoyés a Macrogen pour le séquencage.

Echantillon Concentration ADN Concentration ARN

sn-1 13,6 234,6
sn-2 254 409,9
sn-3 28,2 285,4
sn-4 14,1 304,9
ox-1 4,2 312,0
0x-2 2,8 196,5
0X-3 2,4 -

ox-4 3,3 -

Table 4.2 — Concentration (en ng/ulL) des échantillons d’ADN génomique et d’ARN
total extraits des punaises de lit présentant un phénotype sain (sn) ou oxydé (ox).

Néanmoins, si une fraction de 1’échantillon d’ARN a pu étre conservée, le
premier échantillon d’ADN envoyé a quant a lui été perdu par le transporteur.
L’entiereté du volume d’ADN restant a donc déja été utilisé en remplacement. En
revanche, le surnageant pré-extraction des acides nucléiques viraux putatif avait
été conservé a -80°C. Ce surnageant a donc été de nouveau centrifugé 30 min a 13
000 g et 4°C, avant d’extraire 'ARN et d’ADN du culot et du nouveau
surnageant produit, toujours selon le kit All-In-One de BioBasic (sup-1 a 3 pour
I’ADN, sup-1 et sup-2 pour ’ARN). Néanmoins, les quantités d’acides nucléiques
contenues dans ces échantillons étaient toutes extrémement faibles (<1,5 ng/uL
pour 'ADN, <1 ng/pL pour 'ARN aprés dosage au Nanodrop), et aucune

amplification par PCR n’a fonctionné.

4.4.2 Reéalisation de la PCR

Les amorces de C. lectularius (protéine ribosomale RPL18) et Wolbachia (Fisher
et al., 2019) ainsi que de la bactérie BEV-like (Hosokawa et al., 2010) sont tirées
de la littérature. Des amorces ont ensuite été concues avec Primer Blast pour
nos pathogénes candidats®, en prenant garde qu’elles soient bien spécifiques, en
vérifiant qu’elles ne s’alignent ni sur le génome de C. lectularius, ni sur celui de

Wolbachia (Tableau supplémentaire 4.1).

Tous les échantillons d’ADN et d’ADNc (ARN post-transcription inverse) ont
ensuite été dilués au 1/20°, et un mix-PCR a été préparé. Ce mix était composé

pour chaque échantillon de 18,9 nL. d’eau ultrapure, 2,5 pL. de tampon 10X, 0,5 pL

6. Primer Blast est un outil disponible sur le site NCBI pour trouver des amorces spécifiques :
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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d’amorces Al, A2, et de dNtp afin de former les brins d’ADN complémentaires,
et 0,1 nL. de DreamTaq DNA polymérase. Les températures de demi-dénaturation
(Tm) des amorces ont été ajustées afin qu’elles soient les plus appropriées pour la
Taq polymérase utilisée ”. Le témoin positif utilisé pour les données ADN est un
échantillon ayant servi au séquencage en pool du chapitre 2, un individu de la souche
London Lab. Le témoin positif des données ARN est une fraction de I’échantillon

d’"ARN viral" ayant été séquencé par Macrogen (apres transcription inverse).

4.4.3 Migration sur gel d’agarose

Suite a la PCR, une migration sur gel d’agarose a été réalisée afin de visualiser
les amplicons des échantillons. Les controles positifs correspondant a C. lectularius
et au symbiote bactérien obligatoire Wolbachia ont été détectés avec succes dans

tous les échantillons (Figure 4.12).

Cimex lectularius
Ladder ox-1 ox-2 ox-3 ox-4 sn-1 sn-2 sn-3 sn4 T+ B

—
—
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400 pb  w—
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Wolbachia
ox-1 ox-2 ox-3 ox-4 sn-1 sn-2 sn-3 sn4 T+ B Ladder
—
e
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|
- 400 pb
..+ 136 P

BEV-like
Ladder ox-1 ox-2 ox-3 ox-4 sn-1 sn-2 sn3 snd4d T+ B
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Figure 4.12 — Migration sur gel des produits de PCR pour différentes amorces : Cimex
lectularius, Wolbachia, et BEV-like proteobacterium. Les échantillons d’ADN utilisés
proviennent de punaises au phénotype oxydé (ox, en bleu) ou sain (sn, en orange). Le
témoin positif (T+) est une punaise de la souche London Lab, utilisée lors du séquencage
pool-seq. Un controle négatif (B) ne contenant pas d’ADN a également été réalisé. La
taille d’amplicon attendue est indiquée avec une ligne discontinue.

7. Vérification de la Tm : https://www.thermofisher.com/fr/fr/home/brands/thermo-
scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-
biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools/tm-calculator.html
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Le symbiote BEV-like quant a lui a été détecté dans les échantillons oxydés et
sains, mais pas dans le témoin positif, ce qui est logique au vu de son absence lors
de T'analyse des données pool-seq (voir section 4.2.2). Tous les ADN ayant été
dilués au 1/20°, et les échantillons sains étant entre trois et dix fois plus
concentrés que les échantillons oxydés (Table 4.2), les bandes observées pour ces
derniers étaient relativement plus fines. Aucune bande n’a été observée pour les
échantillons controles négatifs (blanc de PCR). Néanmoins, aucune bande ne
semble étre a la hauteur prévue pour ce symbiote, ainsi que pour les pathogenes
candidats (Figure 4.13).

BEV-like
Ladder sup-1 sup-2 sup-3 ox-1 ox-2 sn-1 sn-2 T+
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Reovirus
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Figure 4.13 — Migration sur gel des produits de PCR pour différentes amorces : BEV-
like proteobacterium, Alcaligenes faecalis et réovirus. Les échantillons d’ADN (BEV et
Alcaligenes) et d’ARN (réovirus) utilisés proviennent du surnageant de [’échantillon
"purification virale" ensuite envoyé au séquencage (sup), de punaises au phénotype oxydé
(ox, en bleu) ou sain (sn, en orange). Le témoin positif (T+) est une punaise de la
souche London Lab pour I’ADN, et une fraction de I’échantillon de "purification virale'
pour ’ARN. Un contréole négatif de transcription inverse a également été réalisé (RT-).
La taille d’amplicon attendue est indiquée avec une ligne discontinue.

Néanmoins, quatre bandes semblent se détacher pour les échantillons oxydés
et sains pour I’Alcaligenes, a environ 800 pb. Le méme décalage est observé pour
la détection de la bactérie BEV-like (Figure 4.12 et 4.13), et pourrait s’expliquer
par un probléme venant de ’échelle (Ladder) utilisée. Toutefois, la présence
d’autres bandes pourrait également traduire un manque de spécificité des

amorces, qui amplifient également d’autres fragments.

Comme expliqué précédemment, les échantillons ré-extraits du surnageant
(appelés sup-1 a 3) n’ont pas pu étre amplifiés avec succes, du fait de leur faible

concentration. Nous n’avons donc pas réellement de témoin positif pour la
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présence de 1’Alcaligenes, étant donné que méme s’il a été observé dans les
données pool-seq, il s’agissait d’analyses bio-informatiques conduites sur
I’ensemble des individus des quatre souches, ce qui ne reflete donc pas

nécessairement sa présence dans chaque individu.

Concernant le réovirus, une seule bande (un peu plus basse que l'amplicon
prévu) est détectée au niveau du témoin positif, et semble également présente
chez les individus ox-1, sn-1 et sn2, pouvant traduire la détection de ce virus
(Figure 4.13). Enfin, aucune bande n’a été observée avec les amorces du
nucleopolyhedrovirus, ni pour les témoins négatifs (blanc) de PCR (données non
montrées). Afin de valider la détection de ces différents candidats, les produits
PCR devront étre séquencés, et leur homologie avec des séquences connues de ces

candidats de nouveau analysée par Blast.

4.5 Discussion & Perspectives

Ce chapitre de these visait a détecter de potentiels candidats engendrant la
forte mortalité observée au sein de nos élevages de punaises de lit, présentant un
phénotype oxydé caractéristique. Apres avoir discuté les potentiels agents détectés,
nous proposerons plusieurs perspectives a ces travaux, utilisant aussi bien des outils

bio-informatiques qu’expérimentaux et relatifs a la gestion de I'élevage.

4.5.1 Potentiels agents pathogenes détectés chez la
punaise de lit

Une synthese des principales especes bactériennes et virales détectées dans les
différentes séquences ADN explorées a tout d’abord été réalisée (Tableau 4.3). Le
symbiote obligatoire Wolbachia a été identifié dans les deux jeux de données. La
bactérie BEV-like, identifiée uniquement dans les données de purification virale, a
été précédemment décrite comme étant un symbiote secondaire. Quant aux
bactéries Rickettsia et Paenochrobactrum, elles n’ont été identifiées que dans les
données pool-seq, soit le contraire de I'attendu pour une bactérie impliquée dans

le phénotype oxydé.
Quoique jamais décrite auparavant chez la punaise de lit, la présence d'un

Alcaligenes dans les données semble fortement probable, avec la totalité du

génome couvert (taille estimée a 4,2 Mb). Enfin, E. coli a été observée lors des
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deux alignements, avec une abondance néanmoins nettement supérieure chez les
punaises oxydées. Toutefois, il est difficile de comparer ces abondances et d’en
tirer des conclusions quelconques. En effet, nous n’avons aucune idée de la
dynamique potentielle de réplication de 1’agent pathogene au sein de l'insecte -
nous ne pouvons qu’émettre I’hypothese que ce potentiel pathogeéne serait présent
de maniere plus importante chez les insectes présentant des signes visibles de
mortalité imminente. Plutét que des PCR, il faudrait donc réaliser des PCR
quantitatives, permettant de mesurer I’abondance relative des candidats. Il en va

de méme pour notre meilleur candidat ARN, le réovirus détecté.

Espéces d’intérét Pool-seq Purification virale

Contigs t. %ID Contigs te %ID

Bactéries  Alcaligenes faecalis * 661 4,4 Mb 94,44 219 3,6 Mb 95,18
Paenochrobactrum gallinarii 1,263 1,7 Mb 94,19 - - -

Wolbachia endosymb. C. lectularius * 236 1,1 Mb 94,96 168 872 kb 95,24

Wolbachia massiliensis 611 868 kb 95,20 232 112 kb 95,58

Rickettsia endosymb. Cul. newsteadi 17 119 kb 93,51 - - -
Escherichia coli 13 18 kb 96,86 912 462 kb 95,50

BEV-like * - - - 96,00 770 kb 93,69

Virus Siphoviridae 1 1074 pb 90,20 - - -
P. xylostella nucleopolyhedrovirus m. - - - 1 878 pb 9590

Table 4.3 — Résumé des principales espéces d’intérét 4 génome ADN détectées dans les
données métagénomiques. Les données issues du séquengage en pool sont séparées des
données ADN de "purification virale" sur punaises présentant un phénotype oxydé. Le
nombre de contigs, la taille cumulée (t.) de ces contigs ainsi que le pourcentage d’identité
moyen (%ID) sont donnés pour chaque espéce dans chaque jeu de données (mmseqs
search, bit score >50, pourcentage d’identité >90%). Les espéces dont la présence a été
validée par PCR sont identifiées par une étoile.

La couverture a également été calculée pour chacun des contigs analysés dans
ce chapitre, sans que cette donnée n’ait pour l'instant été exploitée. De futures
analyses pourraient utiliser ces données de couvertures pour estimer I'abondance
relative des différents candidats, ou tenter de détecter des virus en fonction de
leur couverture relativement aux contigs d’insectes. En effet, le réovirus détecté a
potentiellement plusieurs autres fragments présents dans '’ARN séquencé a partir
des extraits de purification virale, peut étre trop divergents des réovirus dont les
génomes sont déja répertoriés, et n’ayant donc pas été identifiés lors de

I’alignement sur nr.

4.5.2 Exploration des bases de données SRA

Internet regorge de données prétes a étre analysées, encouragé par un nombre
croissant de travaux publiés en "acces libre". En janvier 2021, un total de plus

de 900 jeux de données étaient référencés pour Cimez lectularius sur la base de
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données SRA ®. Parmi ces jeux de données, 716 sont par exemple référencés comme
"métagénomes’, et 21 sont issus de séquencages ARN. De plus, dans le cadre de cette
these, nous avons produit quatre jeux de données de génomes complets en pool-seq
(groupe de 30 individus) pour les quatre souches Cimexstore explorées (London
Lab, German Lab, London Field et Sweden Field), mais également 96 séquencgages
ARN pour ces mémes souches (soit 24 échantillons par souche). Un séquencage

long-reads a également été réalisé sur 5 individus de la souche London Lab.

Toutes ces données pourront étre exploitées afin de rechercher la présence de
virus et/ou de bactéries dans des punaises de lit de différents élevages, et parfaire
I’assemblage des génomes de micro-organismes déja décrits, et en particulier le

réovirus et 1’Alcaligenes détectés.

4.5.3 Gestion de la mortalité en laboratoire

Plusieurs méthodes peuvent permettre de réduire l'impact négatif dun
potentiel pathogene sur I'élevage. Tout d’abord, s’occuper d'un élevage en
laboratoire implique un protocole strict de désinfection réguliere du matériel et la

mise en place de conditions de travail les plus stériles possibles.

Dans le cas d’insectes hématophage, ces consignes s’appliquent tout
particulierement au systéeme d’alimentation, afin d’éviter de potentielles
contaminations lors du repas de sang. La méthode du "Systeme d’Alimentation
Propre" (CFS pour Clean Feeding System) a notamment prouvé son efficacité
dans la gestion du virus de I’hypertrophie des glandes salivaires, qui décimait des
colonies entieres de la mouche tsé-tsé Glossina pallidipes élevée en laboratoire
(Abd-Alla et al., 2010). En effet, la transmission de ce virus est horizontale : les
particules virales sont relachées par les insectes infectés dans le réservoir de sang
dans lequel leurs congéneres non-infectés se nourrissent, et vont donc les
contaminer (Figure 4.14). Un seul individu infecté peut excréter jusqu'a 107
particules virales infectieuses dans un réservoir de sang en 10 a 15 minutes de
repas (Abd-Alla et al., 2010). Le CFS consiste a fournir différents réservoirs de
sang a différentes cages de mouches tsé-tsé a chaque repas, pour éviter les
contaminations croisées, et a permis de réduire significativement la charge virale
de 10™* & 10** copies en moyenne dans la colonie (Abd-Alla et al., 2013).

8. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/?term=cimex+lectularius
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Figure 4.14 — Transmission horizontale du virus de I’hypertrophie des glandes salivaires
chez G. pallidipes. (A) Repas de sang in vitro sur une membrane utilisé dans l’élevage
de masse de la mouche tsé-tsé; (B) Simulation du repas de sang in vivo sur animaux
vivants. En rouge, les mouches infectées avec le virus ; en noir, les mouches non-infectées
(Abd-Alla et al., 2011).

Une fois I'agent pathogene identifié, 'ajout d’antibiotiques (qui n’auraient pas
d’effet sur le symbiote obligatoire Wolbachia) ou d’antiviral ciblé au repas de sang
peut permettre de maitriser la mortalité observée en laboratoire chez la punaise
de lit. Certains antiviraux, comme ['aciclovir et le valaciclovir, peuvent étre
utilisés a des concentrations qui ne nuisent pas a la synthese de TADN de I’hote
(300 pg/mL de sang), tout en étant convertis en métabolites actifs par ’enzyme
thymidylate synthase codée par le virus (Abd-Alla et al., 2012). Ces antiviraux,
en réduisant la réplication de '’ADN viral, sont particulierement efficaces pour
empécher la prolifération du virus chez les insectes avant qu’ils ne présentent les
premiers signes d’infection. En effet, une fois les premiers signes de l'infection
visibles, le virus s’est déja répliqué de maniere suffisamment importante, et

l'utilisation de ces antiviraux n’est plus indiquée (Abd-Alla et al., 2021).

Chez G. pallipies, la gestion des infections virale est donc réalisée en (1)
désinfectant strictement I'’environnement de travail, I’équipement et les cages des
insectes, (2) suivant lapparition des symptomes (dissection régulieres pour
observer la présence de glandes salivaires hypertrophiées, diagnostic PCR), (3)
mettant en quarantaine les colonies infectées/conserver une colonie "de secours'

séparée, présentant une faible prévalence (Abd-Alla et al., 2021).

Au laboratoire, les élevages de punaises de lit sont désinfectés de maniere
stricte (autoclave des réservoirs, stérilisation des paillasses et du matériel) et les
différents pots des punaises de lit sont nourris sur des réservoirs séparés
(acquisition de réservoirs aux volumes plus restreints - 0.5 mL au lieu de 3 mL),

mais cela ne suffit pas a éviter de tres forts pics de mortalité ponctuellement. Un
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laboratoire avec qui nous avons été en contact et qui nourri ses punaises sur bras
humain a reconnu observer une mortalité similaire, présente de maniere réguliere,
mais toujours en tres faible pourcentage (<2-5% des individus). Cette opposition
diamétrale de notre expérience et la sienne nous encourage a poursuivre les efforts
pour détecter un potentiel agent se transmettant via le repas de sang. Une fois
I’agent identifié de maniere formelle, un séquencage du sang post-repas pourrait

également étre réalisé, afin de confirmer ce mode de transmission.
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4.6 Matériel supplémentaire
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Figure supplémentaire 4.1 — Intensité de l’échantillon en fonction de sa taille. A
gauche - ARNv, avant et apres sizing en dessous, a droite - ADNwv.

Cible Amorces Amplicon Tm
Cimex lectularius F - GTA TGA CGG AGG CAG CTA GG 137 56
R - AAC ATT CGA GCA AAT TCG GTA
Wolbachia F - AGT CAT CAT GGC CTT TAT GGA 136 60
R - TCA TGT ACT CGA GTT GCA GAG T
BEV-like F - GCA CAA GGG AGG TTG CTC CCC 420 57
R - CAG CAA GGT TAT TAA CCT TAC TG
Alcaligenes faecalis F - AGT GCC GTC GAT GCC TTT TA 443 57
R - TTG CGC AAT ACA TCG AAG CG
P. z. nucleopolyhedrovirus m. F - GGA CGG CAA ATC CGT GAC TA 553 60
R - AGC CTG CTG TCG TGA ATA CC
réovirus F - ATT GTG ATG GCC CTA ACG GG 667 59

R - ACT GTG GTA CGG CTC TCT CT

Tableau supplémentaire 4.1 — Amorces utilisées pour les PCR de validation des virus
et bactéries détectées dans les données métagénomiques. Pour chaque agent ciblé, le contig
dont les amorces ont été extraites, ainsi que les séquences Forward (F) et Reverse (R) de

ces amorces, la taille de 'amplicon produit (en pb) et la température de demi-dénaturation
(Tm, en °C) sont données.
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De la création d'un élevage a I’analyse bio-informatique des données, en passant
par l'extraction d’ADN et d’ARN et 'exposition aux insecticides, la complétude
de ce projet a nourri ma créativité, mes compétences, et mon développement en
tant que scientifique. Avant de commencer cette discussion, je souhaiterai souligner
la satisfaction personnelle que m’a apporté ce projet, en étant actrice de chacune

de ces étapes, aussi hétéroclites soient-elles.

5.1 Résumé des principaux résultats de la these

Mon travail a consisté a étudier la résistance aux insecticides chez la punaise
de lit Cimez lectularius a 1’échelle de l'entiereté du génome et sans a priori, en
comparant les séquences mais également ’expression des geénes entre plusieurs
populations aux statuts de résistance contrastés. En plus de participer a la
compréhension globale de ces mécanismes de résistance, l'objectif de cette these
était également d’identifier le potentiel agent pathogene engendrant une étrange
mortalité au sein de 1’élevage, et pouvant représenter une piste d’amélioration de

la lutte contre cet insecte (Figure 5.1).

Traitement Traitement\
Témoin insecticide Témoin insecticide
4 Chapitre 3 : Analyses
London Lab London Field L
, transcrlptomlques
Chapitre 2 : Analyses ) N o _J
génomiques < Sensible ) | Résistant
German Lab * * Sweden Field
i i A
-

Chapitre 4 : Analyses

? métagénomiques

?5

\r/

Figure 5.1 — Schéma de larticulation des différents chapitres présentant les travauz
réalisés dans le cadre de cette these.

Le chapitre 2 présente tout d’abord une analyse pool-seq des génomes de
quatre populations de punaises de lit, aux statuts de résistance contrastés (Figure

5.2). Cette analyse a permis de détecter de nombreux SNPs outliers, fortement
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différenciés entre les populations résistantes et sensibles. Un seul de ces variants a
été détecté comme non-synonyme, la plupart étant identifiés dans les régions
introniques ou intergéniques. Mais plutét que d’étre répartis de maniere aléatoire
le long du génome, un des chromosomes putatifs (LG 11) de la punaise de lit était
tres fortement enrichi en SNPs outliers, en particulier pour trois de ses scaffolds
adjacents, formant un "superlocus" de 6 Mb. Ce superlocus portait un nombre
significativement plus élevé de genes impliqués dans la résistance aux insecticides
(P450, GST) par rapport au reste du génome, et I'un des scaffolds le composant
était également enrichi en variants structuraux, et plus particulierement en
inversions. L’hypothese d'un supergene ou les alleles impliqués dans la résistance
aux pyréthrinoides seraient regroupés et maintenus associés une réduction de la

recombinaison via une ou plusieurs inversions a ainsi été formulée.

Sweden Field

#outlier SNPs  Genetic differentiation

génes de
résistance

juelsisay
5
5
5
5
5
5

London Field

SNPs
out|iers LG 1% LG 12 LG13 LG 14
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H
inversions superlocus
= 3 scaffolds enrichis en SNPs outliers

& en génes impliqués dans la résistance,
dont 1 scaffold enrichi en et en inversions

s|qisuss

German Lab

Figure 5.2 — Schéma bilan du chapitre 2 - analyses génomiques. Le nombre de génes
de résistance recherchés est donné par rapport au nombre de génes total, ainsi que pour
les SNPs outliers et les inversions (par rapport au nombre de variants structurauz, SV,
ayant une fréquence supérieure chez London Field).

Le chapitre 3 consiste ensuite en une analyse transcriptomique de deux des
quatre souches de punaise de lit précédemment étudiées d'un point de vue
génomique, au fond génétique proche mais aux statuts de résistance opposés
(Figure 5.3). Les genes détectés comme différentiellement exprimés en fonction de
la souche, mais également du traitement ou non aux pyréthrinoides, ont été

analysés.

171



London Lab London Field

6 transporteurs ABC *

6 détox autre *

3 systéme nerveux & site cible
375t 5 &sr

2 P450

1 cuticulaire

survivants traités

7 cuticulaire

2 transporteurs ABC

2 systéme nerveux & site cible
388} 5 pas0

1 détox autre

1 Red/Ox

44 20t 1 seul {f
6 cuticulaire * leucine-rich repeat protein soc-2

non traités

SNP 4047 P 4492 4495 1213

—H——e—

uonoesaul

inverted duplication
6062 2986

Figure 5.3 — Schéma bilan du chapitre 3 - analyses transcriptomiques. Le nombre de
génes significativement sur-exprimés et sous-exprimés pour les deux conditions (souche :
London Lab/London Field et traitement insecticide : survivants traités/mon traités)
est donné, et détaillé en fonction des différentes catégories de génes de résistance
représentées. Ces catégories sont mises en évidence a l'aide d’une étoile si elles sont
significativement enrichies. Concernant les génes montrant un différentiel d’expression
pour la condition "souche', les potentiels variants structuraux (fleche horizontale verte)
et/ou SNPs différentiels (trait bleu) détectés a proximité lors de l'analyse génomique
de ces souches sont annotés. Les quatre derniers chiffres de lidentifiant des génes sont
donnés (se référer a larticle pour retrouver lidentifiant complet). Les régions promotrices
(en jaune) ne sont annotées que si des SNPs sont détectés a l'intérieur.

Parmi les genes sur-exprimés au sein de la souche résistante par rapport a la
souche sensible, on retrouve plusieurs protéines cuticulaires. Certaines font partie
d’une duplication inversée ou présentent un ou plusieurs SNPs fortement
différenciés a proximité, ces variants pouvant étre responsables de la différence
transcriptionnelle observée. Les genes sur-exprimés chez les individus ayant
survécu a l'exposition a la deltaméthrine étaient treés nombreux, mais deux
catégories de genes de résistance se sont détachées comme étant significativement
enrichies, dont les transporteurs ABC. Enfin, un seul géne a montré une
interaction significative entre les conditions traitement et souche, suggérant que
les souches different trés peu dans leur réponse transcriptomique a une exposition
a un pyréthrinoide. A proximité de ce gene codant pour une leucine-rich repeat

protein, de nombreux SNPs fortement différenciés ont également été détectés. En
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revanche, nous n’avons pas identifié de signal particulier au niveau du superlocus
précédemment détecté dans l'analyse de la différenciation génétique. En effet,
I’ensemble des genes différemment exprimés étaient répartis de maniere

relativement homogene le long du génome.

Enfin, le cortege de micro-organismes accompagnant la punaise de lit a été
exploré dans le chapitre 4, afin de détecter de potentiels pathogenes. Si la
présence de bactéries déja décrites chez la punaise de lit a été mise en évidence
(Wolbachia, BEV-proteobacterium, Rickettsia), celle d’une bactérie du genre
Alcaligenes a été détectée de maniere étonnement abondante dans toutes les
données ADN. Un réovirus a également été identifié en explorant les données
ARN. La détection de ces candidats ne semblant pas étre limitée aux individus
mourant avec un phénotype oxydé au sein des élevages, différentes perspectives
ont été abordées, telle que la réalisation de PCR quantitatives afin d’estimer
I’abondance relative des candidats, ou I'exploration de leur présence a plus large

échelle via les bases de données accessibles librement en ligne.

L’évolution de la résistance aux insecticides semble étre le facteur clé de la
ré-émergence de la punaise de lit commune C. lectularius (Davies et al., 2012).
Nos travaux profitent de la mise a disposition d’un génome de référence pour
proposer une analyse exhaustive et élargie a l'ensemble du génome des
déterminants de cette résistance. Cette theése a ainsi permis de compléter de
précédentes études plus ciblées en apportant une vision précise des séquences, et

des transcrits potentiellement impliqués dans la résistance aux pyréthrinoides.

Lors de la discussion générale, nous reviendrons sur la répartition des variants
associés a la résistance aux pyréthrinoides le long du génome, avec en particulier
I’évolution potentielle d’un supergene, et la nécessité d’améliorer 'assemblage
disponible. Nous analyserons ensuite de maniere plus précise les différents
mécanismes de résistance aux pyréthrinoides, et discuterons les candidats détectés
pour chacun de ces mécanismes, avant de revenir sur les principales limites
identifiées a cette these. Enfin, nous explorerons diverses perspectives pour la
lutte contre cet insecte a plus long terme, passant par le développement de tests

diagnostics, et I'exploration de nouvelles méthodes de bio-controle.
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5.2 Distribution des candidats associés au
phénotype de résistance le long du génome

La distribution des candidats associés a la résistance aux pyréthrinoides, loin
d’étre aléatoire, montrait plutét un signal fort de maniere tres localisée. En effet, le
principal résultat obtenu lors de ’analyse génomique des données est 'identification
d’un superlocus de 6 Mb, présentant une forte différenciation génétique en fonction

du statut de résistance aux pyréthrinoides des souches.

5.2.1 Un superlocus impliqué dans la résistance aux
pyréthrinoides

Le superlocus de 6 Mb identifié dans nos données génomiques contenait une
large majorité de genes communs a la région de 10,8 Mb identifiée par une
précédente étude sur les mémes souches. Dans cette étude, Fountain et al. (2016)
ont construit une carte de liaison génétique et réalisé une étude d’association
(QTL mapping) pour la résistance aux pyréthrinoides chez C. lectularius. Un
séquencage de marqueurs RAD pour des recombinants de génération F2 a permis
d’identifier une région de 10,8 Mb située sur le LG 12 et associée a la résistance
aux pyréthrinoides, ce qui est traduit par un fort LOD score (correspondant a la

vraisemblance de I'existence d’une liaison génétique) (Figure 5.4.A).

A 4
1 B.
& Gene name NCBI Gene ID  Dans le superlocus
44 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 15-like 106668434 </ NW_019942502.1
5 Sodium channel protein para 106667833 X NW_019392726.1
g Glutathione S-transferase 106666926 ./ NW_019392763.1
Cytochrome P450 6B1-like 106663981 /' NW_019392721.1
2 Cytochrome P450 6B1-like 106663982 /' NW_019392721.1
Cytochrome P450 6B5-like 106663983 /' NW_019392721.1
14 ]\Aj \1\ /J\ \A Probable cytochrome P450 6a14 106663984  Remplacé parID 81
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Figure 5.4 — Résultats extraits des travauz de Fountain et al. (2016). A. Les scores LOD
des marqueurs RAD le long du génome mettent en évidence un pic significatif sur le LG
12. B. Nom et ID sur NCBI des génes de résistance putatifs identifiés dans Uintervalle
de confiance Bayésien a 95% calculé sur le QTL de résistance du LG 12. Leur présence
au sein du superlocus ainsi que le scaffold potentiel sur lequel ils sont localisés dans la
version 2.1 du génome de référence a été ajouté.

Un intervalle de confiance Bayésien a 95% a été calculé sur ce locus de caractéres
quantitatifs (QTL) associé au caractére de résistance, et sept genes potentiellement

impliqués dans la résistance y ont été identifiés (Figure 5.4.B).
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Parmi ces sept genes, cing font partie du superlocus identifié par notre analyse
génomique, un n’est plus considéré comme un gene a part dans la nouvelle version
de l'assemblage, et un ne fait pas partie de ce superlocus : le canal sodium
voltage-dépendant ( VGSC, pour voltage-gated sodium channel). Pourtant, il s’agit
de T'un des rares genes dont l'implication dans le phénotype de résistance aux
pyréthrinoides a été étudiée a de multiples reprises, relativement a la fréquence de
la mutation kdr qu’il porte (Dang et al., 2014, 2015; Akhoundi et al., 2015;
Balvin and Booth, 2018). Néanmoins, son absence du superlocus est
potentiellement artefactuelle : la différence entre la version du génome utilisée par
Fountain et al. (2016) (Clec_1.0) et notre étude génomique (Clec_2.1) réside en
partie dans le nombre de scaffolds, un peu plus élevé dans la version plus récente.
Le scaffold portant le géne VGSC' en particulier mesurait 21 Mb dans ’ancien
assemblage (NW_014465016.1 sur Clec_1.0), et contenait 6 marqueurs RAD
(voir le tableau supplémentaire S2 de Fountain et al. 2016), avant d’étre divisé en
plus petits morceaux dans l'assemblage Clec_ 2.1, laissant VGSC' dans un scaffold
de 1 Mb ne portant plus aucun marqueur RAD (NW_019392726.1 sur Clec_ 2.1).
Cette différence entre les assemblages a donc mécaniquement empéché son

intégration dans la nouvelle carte génétique.

Nous notons cependant que dans le scaffold de 21 Mb identifié par Fountain,
VGSC' était situé entre deux genes de résistance qui sont tous deux inclus dans le
superlocus (une carboxyl-terminal hydrolase sur le scaffold NW_019942502.1, et
une glutathion S-transférase sur le scaffold NW_019392763.1). Le scaffold
contenant le gene VGSC (NW_019392726.1) pourrait donc étre localisé entre les
deux scaffolds précédemment mentionnés, au milieu du superlocus. Si c¢’est le cas,
cela renforcerait d’avantage le signal de différenciation génétique dans cette zone
génomique. Ainsi, des efforts futurs devront étre réalisés pour construire un
assemblage de meilleure qualité, afin de clarifier la structure de cette région (voir
partie 5.2.3.

La forte différenciation génétique mesurée dans cette région génomique, ainsi
que le fractionnement des scaffolds entre les différentes versions du génome de
référence laissent entrevoir qu’il s’agit d’une région potentiellement difficile a

assembler.
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5.2.2 Superlocus en auto-stop ou évolution d’un
supergene ?

Au cours de notre analyse génomique, nous avons ainsi identifié une région
fortement différenciée de 6 Mb. Plusieurs hypotheése peuvent expliquer la
différenciation de ce superlocus. La premiere hypothese impliquerait la présence
de plusieurs loci répartis tout au long du superlocus contribuant au phénotype de
résistance. La pression de sélection entralnerait donc mécaniquement une
différenciation sur l’ensemble du locus de 6 Mb. En réalité, on sait que les
fréquences alléliques des loci physiquement liés n’évoluent pas indépendemment
les unes des autres. On peut donc imaginer un second modele, caractérisé par la
présence d'un seul ou un faible nombre de loci avantageux, dont la montée en
fréquence serait récente, ayant entrainé une majorité de mutations neutres par
effet d’auto-stop. Ce processus d’auto-stop consiste en une augmentation de la
fréquence d’'un allele a du fait de sa proximité avec un allele b sous sélection
positive (Smith and Haigh, 1974).

Sous cette hypothese, la mutation kdr et/ou le cluster de P450 pourraient étre
les seules mutations réellement impliquées dans la résistance aux insecticides au
sein de ce superlocus, et le reste des variants détectés seraient simplement montés
en fréquence par un effet d’auto-stop. Les données actuelles ne nous permettant
pas de conclure quant aux impacts respectifs des genes localisés sur le superlocus
, il sera mnécessaire d’entreprendre des étapes de validation fonctionnelle.
Néanmoins, la littérature soutient plutét 'hypothese d'une réponse polygénique
des punaises de lit aux insecticides, en identifiant de multiples mécanismes
co-existants dans les souches résistantes (Dang et al., 2017). Le superlocus détecté
porte de nombreux geénes candidats a la résistance aux insecticides, dont le
VGSC, un cluster de CYPOB, mais également également des GST (voir section
5.2.1). L’implication des P450 dans le phénotype de résistance aux pyréthrinoides
a entre autres été mise en évidence en rétablissant partiellement le phénotype de
sensibilité suite a l'utilisation de leur inhibiteur enzymatique, le PBO (Romero
et al., 2009b; Gonzalez-Morales and Romero, 2019). De plus, il est tres rare de ne
trouver que kdr dans une population résistante d’insectes, notamment a cause du
potentiel cotlit engendré par cette mutation (Wang et al., 2021; Freeman et al.,
2021), y compris chez les punaises de lit (Gordon et al., 2015). Ces données
seraient donc en défaveur de la présence d’un seul mécanisme d’intérét au niveau
du superlocus, et donc de cette hypothese de "superlocus généré par auto-stop'.
De plus, on s’attend a une érosion de la différenciation lorsque 'on s’éloigne d’un

locus sous sélection (Chen et al., 2010). Or, nos données indiquent une large
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région différenciée de maniere relativement homogene.

Un troisieme modele pourrait impliquer 1’évolution d’un regroupement
d’alleles physiquement liés, héritable en un seul bloc haplotypique, appelé
supergene. Cet ensemble d’alléles adaptatifs dans un environnement donné, sont
typiquement maintenus ensemble grace a de larges inversions, empéchant la
recombinaison avec les autres alleles. De nombreuses études ont détecté des
supergenes, pouvant étre impliqués dans une multitude de phénotypes adaptatifs

(Figure 5.5, voir revue de Schwander et al. 2014).
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Figure 5.5 — Variété de phénotypes alternatifs pouvant étre régulés par les supergénes
d’aprés Schwander et al. (2014).

Les travaux de Dobzhansky and Sturtevant (1938) sur Drosophila pseudoobscura
ont été fondateurs pour l'identification d’inversions chromosomiques impliquées
dans une réduction de la recombinaison. En effet, différentes inversions coexistent
a diverses positions chez cette espéce, et présentent tres peu de recombinaison entre
allele sauvage et alleéle inversé (Andersona et al., 1991). Ainsi, ces haplotypes se

sont différenciés génétiquement les uns des autres.

Il a été montré que la fréquence de ces inversions étaient corrélée a plusieurs
variables environnementales (Andersona et al., 1991), suggérant que ces régions
constituent des "complexes de genes co-adaptés'. C’est le cas des souris sylvestres

Peromyscus maniculatus, qui possedent une inversion chromosomique contenant
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différents alleles des genes codant pour la taille de la queue et la couleur de la
fourrure (Hager et al., 2022). Cette inversion est présente a 90% chez I’écotype de
forét, possédant une longue queue et un pelage noire, et absente chez I’écotype de
prairie, a la queue courte et au pelage clair. La forte corrélation observée entre
phénotype et habitat traduirait donc une adaptation locale de ces différentes
populations de souris : la longue queue des écotypes de forét pourrait leur
permettre de grimper et donc de se mouvoir plus facilement dans cet habitat
(Hager and Hoekstra, 2021), tandis que leur pelage sombre les rend cryptiques
vis-a-vis des prédateurs (Vignieri et al., 2010). D’apres Hager et al. (2022), une
pression de sélection divergente maintiendrait 1'inversion dans les populations de
souris de forét, puisque l'inversion empéche la recombinaison avec ’haplotype de

prairie non inversé.

D’autres phénomenes adaptatifs, dont la résistance aux insecticides, ont
également été associés a la présence de larges inversions présentant les
caractéristiques d’un supergene. Chez le moustique Anopheles gambiae, ol un
cluster particulier de genes candidats a la résistance aux insecticides a été
identifié sur le chromosome 2L (Ranson et al., 2002), une inversion de plus de 20

Mb a également été détectée sur ce méme chromosome (Weetman et al., 2018a).

Un polymorphisme est observé au niveau de cette inversion, avec les alléles
2La (inversé) et 2L+a (Riehle et al, 2017). L’allele 2L+a est associé a des
conditions climatiques plus humides, ainsi qu’a la résistance aux pyréthrinoides
(Weetman et al., 2018a). Il semblerait en effet que la résistance soit plus forte
(mortalité plus faible) lorsque ’humidité augmente (voir Figure S3 chez Weetman
et al. 2018a). Bien que cet alléle soit sur le méme chromosome que le gene VGSC,
les variations de leurs fréquences sont décorrelées, et la résistance semble donc
due a des mutations au niveau d’enzymes de détoxication (Ranson et al., 2010;
Matoke-Muhia et al., 2016). Certaines de ces études ont également tenté de relier
les fréquences de linversion et du nombre de moustiquaires traitées aux
insecticides utilisées, mais ont obtenu des résultats contradictoires,
potentiellement a cause des différentes méthodes d’échantillonnages favorisant
respectivement la capture d’individus endophiles ou exophiles (Brooke et al.,
2002; Matoke-Muhia et al., 2016). De maniére similaire, une étude génomique
chez Anopheles coluzzi a mis en évidence plusieurs régions fortement associées a

la résistance, incluant une inversion sur le chromosome 2R (Ingham et al., 2021b).

Le superlocus montre un enrichissement significatif en genes potentiellement

impliqués dans la résistance aux insecticides, avec la détection de cinq des sept
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genes identifiés par Fountain (Figure 5.4.B), ainsi que de deux autres GST et de
genes potentiellement impliqués dans le systéme nerveux et d’autres mécanismes

de détoxication, pour un total de neuf genes.

La colocalisation de genes impliqués dans la détoxication dans des clusters est
fréquemment observée chez les insectes. Chez le moustique Anopheles gambiae,
16 clusters de quatre genes ou plus parmi les GST, carboxylestérases et P450s
ont été détectés, la plupart étant composés de paralogues (Ranson et al., 2002).
Cette étude a méme mis en évidence un cluster particulier contenant 23 COE,
1 GST, and 11 P450s sur le chromosome 2L. De maniére similaire, une région
exceptionnellement grande et peu polymorphe de 1,3 Mb a été décrite dans une
population du lépidoptere Amyelois transitella résistante au DDT et a la bifenthrine
(Calla et al., 2021). Cette région contenait plusieurs génes probablement impliqués

dans la résistance aux insecticides, comme le VGSC' et un cluster de C'YP6B.

Néanmoins, il peut étre étonnant de détecter ce regroupement de genes
impliqués dans la résistance aux pyréthrinoides chez la punaise de lit dans un

génome de référence échantillonné antérieurement a I'utilisation de pyréthrinoides.

La présence de clusters de genes impliqués dans la résistance aux insecticides
a lintérieur de génomes de référence 'sensibles" peut-étre due a des millions
d’années d’exposition a une variété de xénobiotiques présents in natura. En effet,
la plupart des insecticides chimiques sont similaires aux composés produits
naturellement par les plantes, comme les pyréthrinoides, extraits de fleurs
appelées pyrethres de Dalmatie, ou les nicotinoides qui sont similaires a la
nicotine produite par le tabac. L’herbivorie des insectes agit comme une pression
sélective, et entraine la sélection de la production de toxines par les plantes
(Després et al., 2007). En réponse, les insectes se nourrissant de plantes ont été
sélectionnés pour résister a ces toxines végétales, souvent via une détoxication
accrue, permettant une adaptation a lenvironnement (Berenbaum, 2002). Cette
co-évolution intense a conduit a une grande diversification des systemes de
détoxication des insectes, leur permettant de s’adapter rapidement a la plupart
des insecticides synthétiques Wen et al. (2005). Des regroupements de ces genes
impliqués dans la résistance peuvent étre dus a des translocations, ou a des
duplications locales de genes, ensuite soumis a une pression de sélection positive
(Richly et al., 2002; Ranson et al., 2002).

De plus, la souche de référence de punaises de lit Harlan, sensible aux

pyréthrinoides, avait potentiellement déja été exposée au DDT lors de sa collecte
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en 1973, dont la premiere utilisation remonte aux années 40. Or, le DDT, tout
comme les pyréthrinoides, cible le VGSC : des mécanismes conférant une
résistance croisées peuvent donc étre présents dans cette souche a 1’état ancestral,
bien qu’ayant pu également étre perdus en cas de coflit trop important. Au cours
de cette these, nous étudions donc des phénomeénes relativement récents de

mutations, conférant une résistance aux insecticides modernes.

Chez la punaise de lit, nos travaux suggerent donc un enrichissement a la fois
en genes de résistance putatifs et en inversions, dans une large région génomique
tres différenciée et associée a la résistance aux insecticides. Il est donc tentant de
spéculer qu’'un supergene combinant plusieurs alleles avantageux lors de I’'exposition
aux insecticides ségrége dans les populations de C. lectularius. Néanmoins, nos
données devront étre complétées par d’autres méthodes permettant d'une part
d’éclaircir I'organisation du génome dans cette région, et d’autre part de rechercher

la présence d’une ou plusieurs inversions sur ce locus.

5.2.3 Organisation du génome

L’objectif de 'amélioration de 1’assemblage du génome de la punaise de lit est
double : (i) obtenir une résolution génomique a I’échelle chromosomique,
permettant entre autre de pouvoir placer le scaffold portant la mutation kdr dans
un des chromosomes, (ii) préciser larchitecture du superlocus identifié, en
ouvrant la possibilité de détecter des variants structuraux (et notamment des
inversions) intra-chromosomiques. Pour ce faire, deux méthodes semblent
particulierement pertinentes : le séquengage a lectures longues (long-reads) et/ou

le séquencgage Hi-C.

Le séquencage long-reads donne en effet la possibilité de détecter les variants
structuraux (Shao et al., 2018), et de résoudre les régions répétées (dans une
certaine mesure). Les données Hi-C (High Chromosome Contact) quant a elles
permettent de générer des cartes de contacts chromosomiques. Les fragments
d’ADN spatialement proches dans le noyau sont liés ensemble, et une matrice
contenant le nombre de co-occurrences entre les reads est ensuite produite. Plus
deux régions génomiques sont proches, et plus cette carte recensera de contacts
entre elles, permettant ainsi de générer un assemblage du génome a 1’échelle

chromosomique.

Une étude récente cumulant des données long-reads PacBio et Hi-C a ainsi
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réassemblé les scaffolds du génome du hareng Clupea harengus en 26
chromosomes (Pettersson et al., 2019). En paralléle, deux sous-familles de harengs
(de la mer Baltique et de I’Altlantique) ont été génotypés pour 45 000 marqueurs
et ont formé 26 groupes de liaison, confirmant I'assemblage chromosomiques. Le
déséquilibre de liaison entre ces marqueurs a été mesuré, et révélé une région a
faible recombinaison sur le chromosome 12, définie comme un potentiel supergene.
Ce supergene, correspondant a une inversion de 7.8 Mb sur le chromosome 12,
contient des alleles impliqués dans ’adaptation écologique du hareng a différents

environnements, probablement en lien avec la température.

Si le superlocus détecté chez la punaise de lit est effectivement un supergene,
on s’attend a une réduction de la recombinaison entre I'haplotype des populations
sensibles (Ref) et celui portant les alleles impliqués dans la résistante (Inv).
Néanmoins, ce supergene pourrait également présenter un certain polymorphisme.
On peut en effet imaginer que plusieurs alleles co-existent, certains portant kdr
(représentant potentiellement un cofit en absence d’insecticide) et d’autres non. Il
pourrait donc étre intéressant de génotyper individuellement de nombreuses
punaises de lit issues de populations différentes et présentant des phénotypes de

résistance et de sensibilité distincts, afin d’identifier les différents haplotypes.

Des croisements controlés au sein d’une lignée résistante portant le potentiel
superlocus inversé et dans laquelle la mutation kdr n’est pas fixée, comme London
Field (fréquence de 0,44 contre 0 chez LL), peuvent permettre de sélectionner une
lignée isofemelle kdr-free, ainsi qu’'une lignée kdr+ (ces lignées existent par exemple
déja chez Aedes aegypti bien que n’ayant pas encore été publiées, Bacot et al. 2023).
Pour cela, des extractions peuvent étre réalisées sur des exuvies des stades 5 avant
de former les couples, afin de tester la présence ou l'absence de kdr par PCR,
suivant une méthodologie similaire a celle décrite chez le moustique Aedes aegypti
(Saavedra-Rodriguez et al., 2007).

Un séquengage pool-seq des lignées kdr-free et kdr+ pourrait ensuite permettre
de mesurer la différenciation de la région du superlocus par rapport au génome
de référence sensible (Figure 5.6). Cette différenciation pourrait ainsi mettre en
évidence la présence de la mutation kdr sur le supergene (Inv-1 kdr+), son absence
du supergene (Inv-2 kdr+), ou encore la présence de deux haplotypes du supergene
co-existants avec ou sans cette mutation (Inv-1 kdr-free, Inv-1 kdr+). Dans un
second temps, le phénotypage des lignées kdr-free et kdr+ peut étre réalisé, afin de
mesurer un éventuel décalage entre les niveaux de résistance de ces lignées. Une

absence de différence entre les phénotypes de résistance de ces souches impliquerait
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que d’autres alleles que kdr induisent la résistance observée. Si la souche kdr-
free avait un phénotype de sensibilité restauré par rapport a la souche kdr+, soit
comparable a celui de la souche de référence Ref, la mutation kdr jouerait alors
un role crucial dans la résistance. Enfin, si la lignée kdr-free présentait un niveau
de résistance intermédiaire entre kdr+ et la souche de référence, la co-existence de
plusieurs haplotypes du supergene semble probable, certains portant 1’allele sensible
du VGSC, et d’autres allele résistant kdr. Ce niveau de résistance intermédiaire
impliquerait une réponse polygénique du supergene, soit la contribution d’autres

loci que kdr dans le phénotype de résistance.

Ref R Inv kdr-free .- —

Différenciation _|—|_

kdr
Inv-1 kdr+ -- l —

S

kdr

Inv-2 kdr+ *—

\

Figure 5.6 — Haplotypes putatifs (non-exhaustifs) du superlocus inversé (Inv, i.e. le
supergéne) pouvant (co-)exister par rapport au génome de référence (Ref), en fonction de
la présence de l’alléle muté kdr du VGSC. L’alléle de référence du géne VGSC est coloré
plus pilement que sa version mutée conférant un avantage adaptatif, kdr. La mutation
kdr peut étre associée a une forte différenciation du superlocus, traduisant la présence du
supergene (Inv-1 kdr+), ou ne pas étre associée a un signal large de différenciation sur
cette région par rapport a l'alléle de référence, traduisant l’absence de kdr du supergéne
(Inv-2 kdr+). De méme pour la lignée kdr-free : 'absence de kdr peut étre associée a la
présence du superlocus inversé (Inv kdr-free) ou a son absence (pas de différenciation
avec le génome de référence, soit restauration de l’alléle Ref).

Ce type d’expérience permet donc d’identifier la présence ou ’absence du locus
pour lequel la sélection est faite (ici, kdr) a l'intérieur d’un supergene putatif. Elle
pourrait donc également étre réalisée avec d’autres loci, afin d’identifier quels alleles

mutés sont associés a ce large signal de différenciation.

L’allele kdr étant récessif, la détection de populations de punaises de lit ne le
portant pas mais étant fortement résistantes aux insecticides (décrites plus bas en
section 5.3.1) implique Dexistence d’autres mécanismes de résistance,

potentiellement également sous forme de supergene mais avec 'allele de référence
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sensible du VGSC. Ces populations de punaises résistantes et "kdr-free" détectées
sur le terrain ayant été échantillonnées aux USA, on peut aussi imaginer que le
mécanisme de supergene observé est propre aux populations échantillonnées a
Londres. L’influence de la structure des populations sur la diversité des
mécanismes de résistance devra donc étre explorée afin d’avoir des marqueurs
fiables pour pouvoir réellement suivre la propagation de la résistance sur le

terrain (voir section 5.4.1).
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5.3 Meécanismes de résistance aux pyréthrinoides
chez C. lectularius

Un des objectifs principaux de cette these était de mettre en évidence les
bases génétiques sous-jacentes aux mécanismes impliqués dans le phénotype de
résistance aux pyréthrinoides chez la punaise de lit. Nous avons choisi de diviser
ces mécanismes en fonction de leurs réponses transcriptionnelles et génomiques,
telles que nous avons pu les observer. Ainsi, nos résultats seront discutés dans
cette section par le prisme de trois grands types de variants et de leurs impacts :
les SNPs non-synonymes, les SNPs ou SVs associés a une réponse

transcriptionnelle, et les SNPs associés a une réponse post-transcriptionnelle
(Figure 5.7).

Phénotype Phénotype résistant
sensible e A N
SNP non-synonyme régulation positive régulation positive
transcriptionnelle post-transcriptionnelle
. SNP
« intergénique »
T o B —
Géne Promoteur ., ou

intron

@ wEws EwEEws e
| l | |
Transcrit

! ' v '
[ ¢ X €¢C €¢C

Protéine Protéine plus efficace Plus de protéines Plus de protéines

Figure 5.7 — Impact transcriptionnel des différents mécanismes potentiellement
impliqués dans le phénotype de résistance aux insecticides. Chez le phénotype sensible, les
transcrits (ARNm mature) sont produits suite a la transcription du géne en pré-ARNm
et a 'épissage de ce dernier, éliminant les introns. Ces transcrits seront ensuite traduits
en protéines, capables d’assurer une ou plusieurs fonctions. Chez le phénotype résistant,
plusieurs mécanismes peuvent (co-)ezister : (i) un SNP non-synonyme de la séquence
codante va changer l'acide aminé produit, ce qui peut modifier la protéine en augmentant
son affinité pour sa cible, la rendant plus efficace ; (ii) la présence de SNP dans la région
promotrice ou intronique d’un géne, ou la duplication du géne, peut influer de maniére
positive la régulation de ce géne et donc augmenter le nombre de transcrits produits,
synthétisant aisni plus de protéines; (iii) la présence de SNP (détectés dans la région
"intergénique") dans des non-coding RNA (ncRNA), ou les régions promotrices de ces
derniers, peut influencer positivement la traduction de protéines a partir des transcrits
du génes, augmentant ainsi leur nombre. Si l'on observe un méme géne dans tous ces
cas de figure, les promoteurs ainsi que les ncRNA sont bien évidemment présents aux
mémes emplacements, mais n’ont pas été représentés lorsqu’ils n’étaient pas mutés, dans
un soucts de lisibilité.
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5.3.1 Rares SNPs non-synonymes

Nos analyses génomiques conduites sur quatre populations aux statuts de
résistance contrastés n’ont permis de mettre en évidence qu’un nombre tres
restreint de SNPs non-synonymes. Ainsi, parmi les 576 SNPs outliers les plus
différenciés en fonction du statut de résistance des populations identifié lors de
I’analyse génomique des souches, un seul était non-synonyme, et détecté dans le
facteur de transcription homeobox protein one-cut. La mutation kdr, le variant
génétique le plus recherché chez les insectes résistants aux pyréthrinoides, ne

faisait méme pas partie de ces SNPs outliers.
Importance de la mutation kdr

La mutation kdr est un variant changeant la conformation du site ciblé par les
pyréthrinoides, empéchant ainsi leur fixation. Ce type de mutation est donc
considéré comme responsable de la résistance aux pyréthrinoides chez divers
arthropodes nuisibles (Dong et al., 2014). Pourtant, comme mentionné plus haut,
cette mutation n’a pas été détectée comme faisant partie des SNPs outliers
détectés dans le chapitre 2 (i.e. fortement associé au phénotype de résistance par
le logiciel BayPass, prenant en compte 'histoire évolutive des populations). Nous

pouvons nous interroger sur la signification de ce résultat.

Tout d’abord, nous pouvons émettre I’hypotheése que cette mutation n’est pas
aussi cruciale pour la résistance aux insecticides chez C. lectularius qu’on ne le
pensait auparavant. Dans ce scénario, d’autres mécanismes tels que la
détoxication, 1’épaississement de la cuticule ou l’évitement comportemental
seraient plus centraux dans la résistance aux insecticides des punaises. En effet,
une étude menée sur de multiples populations aux Etats-Unis a montré que
certaines de ces populations (CIN-1,CIN-3) étaient résistances aux pyréthrinoides,
sans pour autant porter le variant kdr (Zhu et al., 2010). Pour autant, le ratio de
résistance de ces populations par rapport a une population sensible échantillonnée
a Fort Dix (la souche Harlan) n’a pas pu étre déterminé (>12,765 X), la dose
létale pour les souches résistantes étant en effet supérieure a la limite de solubilité
de la deltaméthrine dans I’acétone (Romero et al., 2007). On peut donc observer
sur le terrain des populations tres fortement résistantes, sans implication de la

mutation kdr.

La résistance aux pyréthrinoides conférée par la mutation kdr a été identifiée

chez de mnombreuses especes d’arthropodes, telles que Musca domestica
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(Williamson et al., 1993), la blatte germanique Blattella germanica (Dong and
Scott, 1994), la mouche Haematobia irritans (Jamroz et al., 1998), et de
nombreuses especes de moustiques - A. aegypti, C. quinquefasciatus ou encore An.
gambiae (Saavedra-Rodriguez et al., 2007; Silva Martins et al., 2019; Lynd et al.,
2010). Néanmoins, cette mutation ne s’est pas (encore ?) répandue dans toutes les
populations de terrain pour ces différents insectes - quelques irréductibles villages
résistent ! C’est le cas de certaines population d’An. gambiae récemment
échantillonnées sur l'archipel du Zanzibar, qui ont montré des niveaux de
résistance élevés pour les pyréthrinoides, sans association avec la mutation kdr
présente chez seulement 0.97% des individus échantillonnés (Kampango et al.,
2022). On peut imaginer que d’autres mécanismes plus efficace et/ou moins
coliteux en l'absence d’insecticide aient évolué au sein de ces populations,
ralentissant la montée en fréquence de kdr, qui ne présente pas a titre comparatif

un avantage suffisant.

Variations des séquences codantes de génes induits par ’exposition aux

pyréthrinoides

Les genes qui ne montrent pas de différence transcriptomique entre London
Lab et London Field ne devraient pas étre impliqués dans 1’écart de phénotype de
résistance observé entre ces souches, a moins d'une différence dans leur séquence
codante. En effet, certaines mutations peuvent faciliter la dégradation de
I'insecticide, en rendant la protéine plus efficace. Nous avons recherché de telles
différences spécifiquement pour les genes 'induits' par D'exposition a la
deltaméthrine, ces genes étant plus probablement impliqués dans des mécanismes

permettant a l'insecte de lutter contre l'insecticide.

Parmi les 375 geénes détectés par notre approche transcriptomique comme étant
induits suite a ’exposition aux pyréthrinoides de maniere similaire chez les souches
résistantes et sensibles, quelques SNPs non-synonymes fortement différenciés entre
LL et LF ont ainsi été identifiés (filtres moins stringeants que pour identifier les
"outliers', détaillés dans le chapitre 3). Bien qu’aucun de ces SNPs ne concernent

des genes de résistance connus, un en particulier a attiré notre attention.

Ce gene codant pour une protéine serpine B3 était en effet associé a trois SNP
non-synonymes fortement différenciés, avec la fixation de lallele dérivé putatif
chez la souche résistante (LF). De plus, ce geéne était associé au total a 28
mutations non-synonymes dans notre analyse génomique précédente (Haberkorn

et al., 2023), faisant ainsi partie du premier percentile des génes ayant le rapport
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entre les mutations non synonymes et synonymes le plus élevé (m,/m,=4,67). De
plus, cette serpine B3 était globalement tres différenciée sur l'’ensemble de sa
séquence, puisque l'indice de différenciation calculé a 1’échelle du geéne entier
faisait partie des 5% les plus élevés dans la comparaison entre LL et LF
(Fs7=0,15). Toutes ces données suggerent que ce geéne a subi une sélection
positive dans un passé récent, conduisant a une augmentation de la fréquence de
I’allele dérivé putatif. Bien qu’a notre connaissance ce gene n’ait jamais été
associé a la résistance aux insecticides, le fait qu’il soit également induit lors de
I’exposition a la deltaméthrine rend plausible son implication dans ce phénomene.
La fonction de ce gene précis (serpine B3) est inconnue chez C. lectularius, mais
on sait que les serpines sont impliquées dans la réponse immunitaire des insectes,
et peuvent donc avoir un effet dans la résistance aux insecticides, comme chez les
moustiques Culex pipiens (Li et al., 2016). Les serpines jouent en effet un role
régulateur dans le systeme immunitaire en inhibant les protéases a sérines,
permettant par exemple la mélanisation (encapsulation) d'un pathogene chez le
moustique ou encore la drosophile (Tang et al., 2008). L’encapsulation tue le
pathogene ciblé en l'enveloppant d'un complexe protéique épais et sombre,
I'empéchant alors d’absorber les nutriments qui entourent (Kumar et al., 2018).
Ce processus est connu pour produire de nombreux dérivés réactifs de 'oxygene
(ROS), engendrant un stress oxydatif chez l'insecte. Or, deux mécanismes de
résistance aux insecticides peuvent modifier le taux de ROS dans l'organisme de
I'insecte : les P450s peuvent 'augmenter, tandis que les GSTs le diminuer. On
peut donc envisager que l'insecticide irait perturber la régulation des serpines a la
hausse, engendrant un stress oxydatif, qui irait enclencher a son tour la
sur-expression d’enzymes de détoxication pour permettre a 'insecticide de réduire

ce stress, dégradant également les insecticides.

Les mutations non-synonymes ont souvent été explorées chez les genes "cibles"
des différents insecticides, comme 'acetylcholinestérase acel pour les carbamates
et les organophosphorés, les VGSC pour les pyréthrinoides et le DDT, ou encore les
récepteurs GABA rdl pour les organochlorés (Weetman et al., 2015; Silva Martins
et al., 2019; Le Goff et al., 2003). Néanmoins, quelques mutations non-synonymes
ont également été associées a la résistance chez des genes de détoxication, comme
GSTe2, ou le changement d’acide aminé L119F confére une résistance croisée au
DDT et aux pyréthrinoides chez An. funestus (Riveron et al., 2014). La méme
étude a également montré que ce gene était régulé de maniére positive chez les
moustiques suite a une exposition au DDT. Des analyses structurelles ont ensuite
identifié que le SNP non-synonyme détecté élargissait le site de liaison au DDT

chez l'allele résistant, augmentant ainsi ses capacité de métabolisation (Riveron
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et al., 2014). Néanmoins, aucune mutation de ce type n’a été détectée a l'intérieur
de genes candidats a la résistance dans nos données, laissant donc penser que la

réponse est plutot transcriptionnelle.

5.3.2 Régulation transcriptionnelle

La présence de mutations ponctuelles en dehors de la séquence codante, mais
également de plus grands variants structuraux, peuvent affecter la régulation

transcriptionnelle des genes.

Les variants structuraux peuvent contribuer a l’adaptation notamment par le
biais d’inversions ou de duplications. Les variations de nombre de copies de genes
(CNV) peuvent avoir un impact sur leur niveau d’expression wvia un effet
gene-dosage (Kondrashov, 2012), tandis que les inversions peuvent rapprocher le
gene d’éléments régulateurs influant leur expression (Hough et al., 1998; Puig
et al., 2004).

Concernant les variants ponctuels, des mutations dans les introns ou le
promoteur d’un gene peuvent affecter sa régulation. La résistance a l'insecticide
spinosad chez Plutella xylostella a par exemple été associée a une mutation dans
la région intronique du gene, entrainant des protéines tronquées (Bastarache
et al., 2020). Chez Nilaparvata lugens, la sur-expression du P450 CYP6ER1
confere une résistance a limidaclopride (Liang et al., 2018). Les alleles de
résistances de 4 SNPs augmentent en effet l'activité du promoteur du transcrit
alternatif A2 ou ils sont détectés. Nous avons donc tenté de corréler la présence
de mutations de ce type dans nos données génomiques avec celle de genes
présentant une expression différentielle dans nos données transcriptomiques.
Néanmoins, il nous faut souligner qu’il n’existe encore que tres peu d’études
démontrant clairement I'implication de telles mutations dans la régulation

transcriptionnelle de geénes de résistance (Ingham et al., 2021a).

Différences constitutives d’expression entre les souches résistantes et

sensibles

Les données génomiques ont révélé un enrichissement en genes potentiellement
impliqués dans la résistance cuticulaire parmi les variants structuraux les plus
différenciés (top 10% des valeurs de Fgr). De manieére concomitante, I'analyse des

données transcriptomiques a permis de mettre en évidence un enrichissement en
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genes de cette méme catégorie de résistance chez ceux sur-exprimés chez les

individus résistants aux pyréthrinoides par rapport aux individus sensibles.

En effet, parmi les 20 genes détectés comme significativement sur-exprimés
chez la souche résistante London Field, six étaient des protéines cuticulaires. La
résistance cuticulaire a été observée chez de nombreux insectes résistants aux
pyréthrinoides, comme Helicoverpa armigera. (Ahmad et al., 2006), Anopheles
gambiae (Yahouédo et al., 2017) ou Culex pipiens (Pan et al., 2009). Chez les
punaises de lit également, plusieurs résultats suggerent que la cuticule joue un
role central dans la résistance aux insecticides. Par exemple, une étude
morphologique a montré une corrélation positive entre I'épaisseur de la cuticule et
le statut de résistance des souches (Lilly et al., 2016a). De plus, trois transcrits
codant pour des protéines cuticulaires (C2, C10 et C13) ont été détectés comme
surexprimés dans différentes populations résistantes de punaises de lit (Zhu et al.,
2013). D’autres études ont montré que la chitine synthase ou la protéine
cuticulaire larvaire/pupale avaient un niveau de transcription plus élevé dans les
souches de punaises de lit résistantes aux pyréthrinoides (Mamidala et al., 2012;

Koganemaru et al., 2013).

Chez cinq des six protéines cuticulaires détectées, une duplication inversée ou
des SNPs présents dans une région non-codante (située dans 'intron, le promoteur
ou l'intergénique) peuvent potentiellement expliquer ce différentiel d’expression.
Néanmoins, bien que la duplication inversée soit dans le top 10% des variants
structuraux ayant l'indice de différenciation le plus élevé, les fréquences observées
entre les populations n’était pas si discriminantes (12,3% chez LF contre 5,7% chez
LL). Concernant les SNPs d’intérét détectés, certains se trouvent dans des régions
promotrices ou les introns des genes, et présentent des Fgp extrémes indiquant
une différenciation génétique exceptionnelle (pFsr < 1E-03). Les mutations de ce
type, proches du gene (intergéniques) et introniques, peuvent en effet entrainer
des modifications transcriptomiques en jouant un role de séquences régulatrices,
recrutant ’ARN polymérase II au niveau du promoteur (Cannavo et al., 2016). Des
expériences de validation pourront étre envisagées sur ces candidats cuticulaires,
afin de mesurer I'implication des différents SNPs détectés dans le phénotype de
résistance, comme cela a été réalisé par retard sur gel (Electrophoretic mobility

shift assay) chez la cicadelle brune Nilaparvata lugens (Liang et al., 2018).
Chez C. lectularius, et plus particulierement chez les souches Londoniennes,

les punaises de lit au phénotype résistant ont plusieurs protéines cuticulaires

sur-exprimées par rapport a celles du phénotype sensible. Aucune interaction n’a
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été mesurée avec le différentiel d’expression lié au traitement aux insecticides
pour ces genes, ce qui signifie que la sur-expression est exclusivement constitutive.
Cette régulation de la production en quantité de transcrits mesurée est donc
vraisemblablement liée a des différences génétiques entre les deux souches, qui
pourraient ici prendre la forme de SNPs dans les introns ou encore dans les

régions promotrices.
Quid du cluster de P450 détecté sur le superlocus?

Certains alleles ont également été détectés dans nos données génomiques
comme semblant particulierement intéressants, mais sans présenter de signal
transcriptionnel par la suite. C’est le cas d'un cluster de trois P450 (deux
CYPG6B1 et un CYP6BYS), détecté dans le scaffold NW_019392721.1, au milieu
du superlocus LG11 chez qui nous avons identifié quatre SNPs présentant des
indices de différenciation particulierement élevés entre les souches de Londres (top
5% des Fsr). En outre, ce cluster était caractérisé par un nombre étonnamment
¢élevé de mutations non-synonymes (n=19). Le ratio m, /75 pour les trois genes se
situait en effet dans les 5% des ratios les plus élevés a 1’échelle du génome, ce qui
suggere que la sélection a pu agir sur ces loci récemment. Un signal similaire a été
observé pour le CYP6B56 du lépidoptere Amyelois transitella, probablement

impliqué dans la résistance au pyréthrinoide bifenthrine (Calla et al., 2021).

Ces genes faisaient également partie de variants structuraux dont les
extrémités étaient quasiment identiques (Figure 5.8). En observant les mapping
anormaux de reads, une premiere inversion englobant un C'YP6B5 et un CYP6B1
(LOC106663983 et 82) a été identifiée, suivie d'une duplication en tandem sur le
second CYP6B1 du cluster (LOC106663981).
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Reference genome:
CYP6B1
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Figure 5.8 — Architecture putative du cluster de cytochromes P450 détecté. Les
fréquences de détection des paires de reads supportant ’évémement sont indiquées pour
chaque souche (LL, London Lab; LF, London Field), ainsi que le ratio de profondeur
entre LF et LL (RDR, Read Depth Ratio).

Néanmoins, I'inversion ne semble pas étre particulierement différenciée entre les
souches Londoniennes (Fsr = 0.003). Quant a la potentielle duplication en tandem,
elle n’a pas passé le filtre du ratio de profondeur de couverture entre London Field
et London Lab (1,29 alors que le ratio devait étre supérieur au quantile 75%, soit

1,33), et n’est donc pas d’étre comptabilisée en tant que duplication.

Les variants structuraux détectés autour de ce cluster de P450 semblent étre en
fréquence relativement faible, y compris dans la souche LF (27% pour l'inversion,
11% pour la duplication sur le pool de 30 individus), ce qui peut expliquer pourquoi
aucun signal n’est observé lors de I’analyse transcriptomique de ces genes. En effet,
avec seulement 8 individus échantillonnés pour chaque condition dans 'analyse
transcriptomique, nous manquons probablement de puissance pour espérer détecter

une éventuelle différence trancriptomique associée.

De maniere plus globale sur le superlocus, une tres faible réponse
transcriptomique (i.e. aucun gene différentiellement exprimé entre les souches) a
été observée malgré le grand nombre de SNPs outliers détectés. Ce constat nous a
amené a nous interroger sur un autre impact éventuel de ces SNPs, en dehors du

nombre d’ARN messagers (transcrits) produits.

5.3.3 Régulation post-transcriptionnelle

Les mutations détectées au cours de I'étude génomique comme étant
potentiellement impliquées dans la résistance n’entrainent pas, dans une large
majorité des cas, de changement de la séquence protéique. De maniere générale,

ces mutations n’ont pas non plus été associées a un quelconque changement
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transcriptomique.

Deux explications ne s’excluant pas mutuellement peuvent alors étre
envisagées : (i) les SNPs identifiés ne sont pas associés a la résistance aux
insecticides, ou pas directement (mutations neutres entrainées par un balayage
sélectif), (ii) la différence de résistance entre les souches n’est médiée ni par des
changements protéiques, ni par des changements transcriptomiques, mais par

d’autres mécanismes que notre analyse n’a pas mesuré.

En effet, la régulation de l'activité des genes peut également s’effectuer au
niveau post-transcriptionel lors de leur interaction avec certains ARN non
codants (ARNnc, ou ncRNA en anglais). La découverte que la quasi-totalité du
génome pouvait étre transcrite a tout d’abord déchainé les passions autour de ces
séquences considérées jusque la comme de I""ARN poubelle" (Djebali et al., 2012).
Néanmoins, d’autres études ont rappelé que ces transcrits étant présents a des
niveaux tres faibles, ce qui pouvait empécher ces séquences d’avoir une
quelconque fonction (Palazzo and Gregory, 2014). L’'importance de I'implication
de ’ARNnc reste encore soumise a débat : bien que I'on convienne généralement
qu'une petite fraction des ARNnc ont des fonctions biologiques importantes, il
n’en va pas nécessairement de méme pour le reste des ARNnc (Palazzo and Lee,
2015). Cet article propose donc qu’en 1'absence de données suggérant le contraire,
I’hypothese nulle appropriée est qu'un ARNnc non caractérisé n’a probablement
pas de fonction, plutot que de lui attribuer un role putatif dans le développement
et/ou I'homéostasie. Cela étant dit, au dela des ARN de transfert (tRNAs) et
ribosomiques (rRNAs), il existe de nombreux exemples dans la littérature ayant
associé les ARNnc a des phénomenes adaptatifs. Ces ARNnc englobent les petits
ARNs (microRNAs, siRNAs, piRNAs), et les longs ARNs non-codants
(IncRNAs). Les IncRNAs sont les ARNnc les plus abondants au sein du génome
humain, suivie des microRNAs, et ces deux catégories sont toutes les deux

impliquées dans des processus de régulation de genes (Seal et al., 2020).

Explorer l'implication des ARN non-codants dans la résistance aux

insecticides
L’intérét croissant pour les ARNnc a permis de mettre en lumiere quelques
exemples de leur implication dans la résistance aux insecticides, en régulant

certains genes candidats.

Une étude récente a ainsi démontré qu'un IncRNA modulait la traduction
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d'une enzyme de détoxication GST en entrant en compétition avec la liaison des
micro ARN (miRNA). La sur-production de protéines induite confére ainsi une
résistance au cyflumétofene chez Tetranychus cinnabarinus (Feng et al., 2020).
Chez Aphis gossypii, des études RT-qPCR et RNAi ont évalué le role des IncRNA
dans la régulation de l'acétyl-CoA carboxylase, site cible de linsecticide
spirotetramat (Peng et al., 2021). Les miRNAs sont un autre type d’ARNnc qui
peuvent affecter la résistance aux insecticides par eux-mémes, en s’appariant avec
des ARNm, réprimant la traduction de la protéine correspondante. Ce phénomeéne
a été observé pour quatre miRNAs chez Spodoptera frugiperda, tous
significativement sous-exprimés lors du traitement de cet insecte avec trois
insecticides différents (Yang et al., 2022). Nous pensons que des études futures
devront examiner la présence d’ARNnc a proximité des SNPs candidats identifiés
par I’étude génomique, en particulier a l'intérieur du superlocus, ainsi que leur
impact putatif sur la production de protéines et, en fin de compte, sur la

résistance aux insecticides.
Des ARNnc dans le supergene ?

Le superlocus identifié dans les données génomique comme enrichi en SNPs

outliers a donc été associé a la résistance aux pyréthrinoides.

Cependant, un seul des SNPs outliers détectés au cours des analyses génomiques
était non-synonyme. Les autres variants identifiés étaient répartis dans les introns,
les exons, ou I'intergénique. Comme décrit précédemment, une partie de ces variants
pourraient tout de méme engendrer une régulation positive de genes impliqués dans
la résistance, mais cela ne semble pas étre le cas ici, avec seulement une vingtaine
de genes sur-exprimés dans la souche résistante, dont aucun dans ce superlocus.
De plus, les genes exprimés de maniere différentielle, que ce soit entre les souches
ou entre les conditions non traitées et traitées, n’étaient pas concentrés au niveau
de ce superlocus : ils étaient a contratio plutét dispersés le long des chromosomes
putatifs. Un seul gene de résistance putatif exprimé de maniere différentielle a
été trouvé a l'intérieur de cette région d’intérét : un GST, régulé positivement

chez tous les survivants traités.

L’absence d’enrichissement en genes différentiellement exprimés dans cette
région est finalement cohérent avec le faible nombre de duplications qui y ont été
détectées dans les données génomiques. De prochains travaux devront donc
s’attacher a identifier de potentiels ARNnc a lintérieur du superlocus

corrélativement a la présence des SNPs outliers détectés, et a comprendre leurs
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effets putatifs sur les genes de résistance identifiés. Dans un premier temps, les
protéines pourraient étre dosées chez les souches sensibles et résistantes aux
insecticides, afin d’observer de potentielles différence de traduction entre les
souches, par exemple a laide du kit All-in-One de BioBasic (permettant

d’extraire a partir d'un méme individu PADN, ARN et les protéines).

Ensemble, ces résultats ne remettent également pas en cause la théorie suivant
laquelle les inversions seraient en jeu dans I’évolution du "supergene" détecté. En
effet, le superlocus n’était significativement enrichi qu’en ce type de variant, ce
qui n’est pas incompatible avec I'’hypothese d’ARNnc majoritairement impliqués

dans la résistance dans cette région.
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5.4 Comprendre pour faciliter la lutte de demain

Comme décrit lors du chapitre introductif, la punaise de lit est un insecte
actuellement au cceur de nombreux débats. Au dela de I'approche tres théorique
de cette these, comment aider le grand public a comprendre le lien entre ce type
d’études et l'aboutissement a des débouchés plus appliqués? De maniere tres
concrete, qu’est ce que la recherche peut faire pour aider a lutter contre cet
insecte nuisible? Deux grands axes seront explorés dans cette partie de
discussion : le développement de tests diagnostics, et le potentiel des pathogenes

naturels pour une lutte plus écologique.

5.4.1 Développement de tests diagnostics

D’un point de vue appliqué, la connaissance des bases génétiques des mutations
impliquées dans la résistance aux insecticides est nécessaire a la conception de tests
diagnostics, et donc au suivi de 1’évolution de la résistance aux insecticides sur le

terrain (Van Leeuwen et al., 2020).

Dans le cas ou le supergene détecté chez la punaise de lit serait maintenu par
une large inversion, il est possible de réaliser des amorces (primers) sur les bordures
de cette inversion (Figure 5.9). Ces primers pourront ensuite étre testés par PCR

sur les différentes populations résistantes et sensibles aux pyréthrinoides.

Primers séquence de référence \/
o Primers « supergéne » x
e - -
(7]
2l & & &
Ref B
e - — n Génome de London Lab German Lab
) "4' "f‘, référence : Harlan
Primers séquence de référence
nversion Primers séquence de référence x
Test - — . .
> > £ | Primers « supergéne » v
Primers « supergéne » _g o .
I S S
‘O
o London Field Sweden Field  Echantillonnage
terrain

Figure 5.9 — Test diagnostic du supergéne putatif. Chaque paire de fleches symbolise
la position d’une paire de primers (forward et reverse) sur une bordure de la région du
supergéne, maintenu par une iNVersion génomique.
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L’attendu est que les primers réalisés en bordure du supergene amplifieraient
avec succes des fragments chez les homozygotes pour l'inversion (résistants) tandis
que les primers de la séquence de référence ne fonctionneraient pas, et vice-versa
chez les homozygotes sensibles. Il serait alors tres intéressant de tester ces primers
sur des individus de différentes populations de punaises de lit échantillonnées sur le
terrain, a corréler avec le phénotype de résistance aux insecticides en réalisant un
test d’exposition a une dose sublétale définie préalablement pour les populations
résistantes. Ainsi, il serait possible d’évaluer la répartition de ce mécanisme sur le
terrain, ou de mettre en évidence sa spécificité chez les souches London Field et/ou
Sweden Field, étant donné que le superlocus a été détecté en les contrastant toutes

les deux avec les souches sensibles German Lab et London Lab.

Néanmoins, avec un insecte au mode de dispersion si particulier dépendant
principalement des déplacements de son héte, nous pouvons légitimement nous
demander comment un tel mécanisme pourrait se propager entre populations. En
effet, nous ne sommes pas dans un systeme avec de grandes populations
panmictiques. Il s’agit plutdét de métapopulations tres fragmentées, avec des flux
de genes potentiellement restreints entre elles, et subissant des goulots
d’étranglement a répétition lorsqu’un hote leur permet de coloniser un nouvel
habitat. On peut toutefois imaginer qu'une population résistante se propage en
moyenne plus qu’'une population non-résistante, qui sera rapidement maitrisée des

lors que la lutte sera engagée a l'aide d’insecticides (Figure 5.10).

Figure 5.10 — Propagation des punaises de lit entre foyers suivant leur statut de
résistance (en vert, résistant, en orange, sensible).

Toutefois, la diversité génétique inter-populations mesurée par les différentes
études est tres élevée (Booth et al., 2012; Saenz et al., 2012; Fountain et al., 2014;
Akhoundi et al., 2015). Reste donc a savoir si différents mécanismes ont évolué et
se propagent en paralléle, et /ou si un unique mécanisme (comme le superlocus) est

largement répandu. Il faudra ensuite définir si ce mécanisme partagé a convergé
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chez plusieurs populations de maniére indépendante (Karasov et al., 2010), ou si

I'on peut retracer une origine unique.

Nous avons vu dans le chapitre introductif qu’une seule femelle pouvait donner
naissance a toute une population de punaises de lit au sein d’un nouvel habitat
(Polanco et al., 2011a). Pour qu'un mécanisme ait une chance élevée de se propager
au sein de l'espece, il faudrait donc qu’il soit rapidement fixé, au risque que le

propagule n’ait pas cet allele alternatif.

On peut espérer que la mise en place d'un test diagnostic a partir de nos
données puisse fonctionner pour détecter des populations résistantes aux
pyréthrinoides, bien que nous n’ayons aucune certitude quant a la prévalence du
superlocus détecté dans nos données in natura pour les raisons évoquées
ci-dessus. De plus, la résistance a cette famille d’insecticide n’est pas le seul

danger qui risque d’entraver la lutte contre cet insecte.

Aujourd’hui, les formations francaises de type Certibiocide évoquées en
introduction insistent sur la résistance aux pyréthrinoides, et préconisent de
changer de famille d’insecticide entre deux passages pour traiter un logement. La
plupart conseillent tout de méme un produit a base de pyréthrinoide en premier
passage (Permax, K-Othrine...) suivi d'un pyrrole de type chlorfénapyr (Mythic
10SC), ou un carbamate comme le bendiocarbe (Ficam WP). Néanmoins, des
niveaux de sensibilité réduits a ces produits ont d’ores et déja été observés sur le
terrain, suggérant que les populations ont déja évolué une certaine résistance a
ces insecticides (Ashbrook et al., 2017; Tawatsin et al., 2011). En particulier, des
bio-essais réalisés a Paris en 2018 ont montré de forts taux de résistance au
bendiocarbe (Candy et al., 2018). La nécessité d’identifier des marqueurs de
résistance a ces autres familles d’insecticide est donc forte, si I'on veut pouvoir
également suivre leur propagation, et ajuster les conseils faits aux

professionnel.le.s du secteur .

Les tests diagnostics peuvent permettre de traquer la résistance sur le terrain,
mais comment étre sirs que les tests suivent la vitesse de propagation des
résistances 7 En effet, contrairement a d’autres modeles d’études comme le rat ou
le moustique, le mode de dispersion de la punaise de lit et ’absence d’échange

entre les différentes sous-populations rend probable 1’évolution de mécanismes

1. Dans le cadre de cette theése, j'ai réalisé avec l'entreprise IZInovation des formations
pour sensibiliser les professionnel.le.s du secteur, ainsi qu’un podcast en partenariat avec
Hamelin Info (https://www.hamelin.info/actus/desinsectisation/podcast-punaise-de-
lit-sang-larme/).
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tres diversifiés. Comment savoir si un test est négatif parce que la population est
sensible, ou parce qu'un autre mécanisme de résistance que celui dont la présence

est testée existe?

Finalement, le meilleur moyen de gérer I'évolution de résistance et de stopper
cette course aux armements est peut-étre de diversifier les outils de lutte, en axant

la recherche sur le développement de nouvelles solutions innovantes de bio-controle.

5.4.2 La recherche dans de beaux draps!

Dans le dernier chapitre de cette these, nous avons tenté d’identifier de
potentiels agents pathogenes de la punaise de lit. En effet, outre la problématique
des élevages de ce modele d’étude, la résistance croissante aux insecticides rend
nécessaire la détection d’agents de lutte spécifiques de la punaise de lit. En
introduction, nous avons rapidement évoqué les pistes déja explorées chez cet
insecte en terme de bio-contrdle, et en particulier le champignon
entomopathogene Beauvaria bassiana. Le principal probléeme rencontré lors de
I'utilisation d'un tel champignon afin de contrdler une infestation sur le terrain

est la longueur du temps d’action, entre le premier contact et la mort de 'insecte.

La détection d'un agent pathogene spécifique de la punaise de lit et ayant une
cinétique d’infection plus rapide pourrait donc ouvrir de nouvelles perspectives

tres attendues de bio-controle.

Néanmoins, beaucoup de travaux doivent encore étre conduits une fois le
potentiel pathogene identifié, avant de pouvoir 'utiliser sur le terrain. Une fois
que 'on s’est assuré qu’un agent était inoffensif pour 'homme, le principal danger
avec l'utilisation d’entomopathogenes est bien stir lié a leur spécificité. Bien que le
traitement des punaises de lit soit réalisé en intérieur, le risque d’une
contamination extérieure est loin d’étre nul, et I'impact potentiel sur d’autres
insectes doit donc étre évalué. Dans le cas des virus, le risque est moindre, la
plupart d’entre eux étant tres spécifiques de leur hote (El-Wakeil et al., 2019). Un
autre risque est lié a ’évolution de résistance sous la pression de sélection exercée
par le pathogene. En effet, plusieurs cas de résistance d’insectes aux virus les
infectant ont été décrits. L’épaississement de la paroi de la membrane
péritrophique (& lintérieur de lintestin) des larves du lépidoptere Anticarsia
gemmatalis  semble par exemple les rendre plus résistantes au
nucleopolyhedrovirus AgMNPV (Levy et al., 2011).
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Pour I'heure, nous avons deux principaux candidats soupconnés de provoquer
le phénotype oxydé conduisant a la mort des punaises de lit. Le premier est un
réovirus, genre potentiellement entomopathogene, comme chez le criquet
migrateur Locusta migratoria (Xu et al., 2022). Ce n’est pas la premiere fois
qu’un réovirus est identifié dans des populations de punaises de lit : la premiere
occurence remonte ainsi aux années 80, lorsqu’un réovirus a été observé en
microscopie électronique au sein d’une souche élevée en laboratoire (Eley et al.,
1987). Cette étude a détecté un grand nombre de particules virale dans le
cytoplasme de cellules intestinales, suggérant que ce virus infecte bien la punaise
de lit. Un réovirus a également été détecté en analysant des punaises de lit
échantillonnées sur le terrain a Belgrade (Serbie) en 2016 (Stanojevi¢ et al.,
2020). Le second candidat est une bactérie du genre Alcaligenes, en revanche

jamais identifiée auparavant chez la punaise de lit & notre connaissance.

Bien que la détection de ces candidats ne semble pas étre limitée aux
individus mourant avec un phénotype oxydé au sein des élevages, ils peuvent
représenter d’intéressant candidats a la formulation future de produits de
bio-controle, et nécessitent donc de faire 'objet d’études plus approfondies. Dans
un premier temps, il serait intéressant de mettre au point un test PCR pour les
détecter, puis de mesurer par PCR quantitative 'abondance de ces candidats
chez des punaises saines et présentant le phénotype oxydé. Il peut ensuite étre
envisagé d’ajouter aux repas de sang les micro-organismes candidats, ou différents

antiviraux/antibiotiques ciblés, afin de corréler leur présence avec la mortalité.

Nous espérons que 'agent infectieux potentiellement responsable du phénotype
oxydé pourra étre identifié dans un futur proche, permettant ainsi d’éviter les
gros épisodes de mortalité entravant 1’élevage de la punaise de lit, et facilitant la
réalisation des recherches sur cet insecte d’intérét public. Les efforts de détection
de ce pathogene pourront également ouvrir de nouvelles pistes de bio-controle de

la punaise de lit, nous permettant peut-étre de bien dormir dans nos draps...
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5.5 Conclusion générale

Au cours de cette these, nous avons détecté de nombreuses mutations pouvant
impacter la résistance aux pyréthrinoides chez la punaise de lit. Grace au
séquencage de génomes complets, nous avons pu analyser les séquences
sous-jacentes aux différents phénotypes de résistance. Cela a permis d’identifier
pour la premiere fois la présence de variants structuraux, tels que des duplications
et des inversions, potentiellement impliqués dans la résistance aux pyréthrinoides
chez cet insecte. La détection d’un superlocus, de maniére cohérente avec une
précédente étude, n’a néanmoins pas été corrélée avec des SNPs non-synonymes,
ni avec des différentiels d’expression particuliers, mettant en évidence la nécessité
d’explorer les réponses post-transcriptionnelles pouvant étre en jeu dans cette
région. L’hypothése d'un supergeéne associé au phénotype de résistance a été
formulée, mais la répartition de ce supergene dans les populations de terrain reste
énigmatique. Cette these pose la question plus globale de l'adaptation d’un
organisme parasite de 'homme se dispersant grace a son hote, subissant de forts
goulots d’étranglement et n’ayant potentiellement aucun flux de genes entre
populations. Pour répondre a ces questions, un effort d’échantillonnage des
souches de terrain devra étre réalisé, ainsi qu'une amélioration de I'assemblage du
génome de C. lectularius & 1’échelle chromosomique. Enfin, la perte d’une grande
partie de I’élevage a cause d’une mortalité incontrélable pourrait se transformer
en espoir de lutte contre ce nuisible, en dessinant une future opportunité de

bio-controle.
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