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Coévolution insecte-symbiotes : Caractérisation du systéme symbiotique nutritionnel de
la petite cigale des montagnes (Cicadetta montana).

La superfamille des Cicadoidea (cigales) comprend plus de 3 000 espéces d’insectes qui se
nourrissent de la séve des plantes. Si la plupart des especes vivent sous les tropiques, quelques-
unes sont présentes dans les zones tempérées. C’est le cas de la petite cigale des montagnes
(Cicadetta montana), espéce protégée en Belgique, qui prospere sur les pelouses calcaires dans
la vallée du Viroin et en Gaume. Une 2°™ espéce (Cicadetta cantilatrix) pourrait également étre
présente en Belgique. En plus de « chanter » et d'avoir un cycle de vie complexe, les cigales
ont la particularité d’avoir développé des associations symbiotiques complexes avec des micro-
organismes symbiotiques (généralement des bactéries, parfois des champignons) qui sont logés
dans des cellules spécifiques (les bactériocytes) formant un organe de la symbiose (bactériome).
Ces partenaires microbiens fournissent a I’insecte des nutriments qu’il ne peut trouver dans son
alimentation. Bien que les systémes symbiotiques des cigales aient fait I’objet de quelques
¢tudes, ils restent peu étudiés par rapport a d’autres groupes d’insectes et les données
génomiques sont lacunaires. Ce type de données sont pourtant indispensables pour comprendre
I’évolution et 1’écologie de ces insectes. L’objectif principal de ce mémoire est de caractériser
anatomiquement et génétiquement le systéme symbiotique de C. montana. Pratiquement,
’organisation des organes symbiotiques sera étudiée via différentes approches de microscopie
a partir d’individus collectés sur le terrain (Belgique et France). Il s’agira aussi d’extraire
I’ADN des organes symbiotiques pour identifier les microorganismes associés a 1’espece avec
une approche de métabarcoding. Enfin, I’extraction de ’ADN de la cigale permettra d’initier le
séquencage de son génome et de celui de ses symbiotes. L’obtention de ces séquences est
nécessaire pour comprendre le fonctionnement de la symbiose nutritionnelle et offrir a la
communauté le 1¢ génome séquencé de C. montana. L’échantillonnage sera potentiellement
I’occasion de tester 1’hypothése de la présence de C. cantilatrix en Belgique. Approches
techniques : terrain (échantillonnage), dissection/microscopie, extraction d’ADN et analyses
bioinformatiques simples. Ce mémoire se fera en co-promotion avec le Prof. Thierry Hance et
s’appuiera sur I’expertise de Marc Migon. Une propension a I’indépendance est demandée.
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La fonction écologique du crachat de coucou de Philaenus spumarius : Caractérisation
de la composition chimique et microbienne

Les insectes construisent, a partir de matériaux divers, une myriade de structures qui peuvent
remplir différentes fonctions (protection contre les ennemis, contre les stress abiotiques). La
variété des structures construites par les insectes refléte la diversité des adaptations de ces
invertébrés pour faire face aux contraintes écologiques dans leur habitat spécifique. La cicadelle
Philaenus spumarius est une petite espeéce d’insecte hémiptére commune en Europe. Trés
polyphage, elle se nourrit du xyléme de nombreuses plantes herbacées et ligneuses et peut
transmettre Xylella fastidiosa, une bactérie phytopathogéne qui est responsable de la destruction
de nombreuses cultures. Les larves de P. spumarius produisent des nids de mousse (crachats de
coucou) que 1’on peut observer au printemps dans les prairies. Ces amas spumeux protégent les
larves des prédateurs et servent de protection thermique. Cependant, la composition chimique
et microbiologique de ces sécrétions est inconnue. Ce mémoire a pour objectif de caractériser
la composition chimique et microbiologique de ces crachats pour comprendre comment ces
structures contribuent a protéger les larves. Cette recherche fera appel aux approches de
chromatographie et de metabarcoding qui seront appliquées a des échantillons de terrain. Il
s’agira aussi de déterminer si la diversité microbiologique présente dans les crachats refléte la
diversité microbiologique associées a I’insecte pour tester ’hypothése d’une transmission de
bactérie phytopathogenes via les sécrétions. Approches techniques : terrain (échantillonnage),
chromatographie, extraction d’ADN et analyses bioinformatiques simples. Ce mémoire se fera
en co-promotion avec le Prof. Claude Bragard (ELIM) et s’appuiera sur I’expertise du CRA-W
et de la plateforme analytique MOCA. Une propension a I’indépendance est demandée.
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Manipulation de la reproduction des papillons : Prévalence et diversité Wolbachia
pipientis chez les Papilionoidea du Benelux

Wolbachia pipientis est le symbiote héritable le plus répandu chez les insectes : on estime que
la bactérie infecte entre 40 et 60% des especes d’insectes, ce qui en fait donc un des symbiotes
les plus répandus dans le monde animal. Wolbachia est surtout connue pour manipuler la
reproduction des insectes de facon a biaiser le sex-ratio en faveur des femelles, ce qui favorise
sa transmission et sa dissémination au sein des populations d’insectes. Le spectre d’action de
Wolbachia est large et la bactérie est fréquente chez les 1épidoptéres, dont quelques especes
servent de modéle pour étudier les phénotypes induits par le symbiote, tels que le « male
killing », I’incompatibilité¢ cytoplasmique et la féminisation des males. Cependant, la plupart
des études se concentrent sur des especes tropicales asiatiques, et I’interaction entre Wolbachia
est les especes de Iépidopteres évoluant dans des climats tempérés a été peu étudiée. La
recherche proposée dans ce mémoire vise a combler cette lacune. L’objectif du mémoire est
d’étudier la prévalence et la diversité de Wolbachia chez les especes de Papilionoidea présentes
en Belgique, au Luxembourg et aux Pays-Bas. Ce mémoire est la premiere étape d’une étude
qui devrait s’étendre sur plusieurs années. Dans un premier temps, des échantillons issus du
terrain et de diverses collections seront récoltés. Des analyses morphologiques et moléculaires
(barcoding) seront utilisées pour identifier les especes de papillons. Wolbachia sera détecté dans
les échantillons par PCR diagnostique via 1’utilisation de primers spécifiques. Une approche
phylogénétique MLST (Multi Locus Sequencing Typing) sera ensuite utilisée pour
cartographier plus précisément la diversité des Wolbachia chez les papillons et établir des
relations phylogénétiques entre les souches. L’étape finale sera de corréler les résultats de
prévalence et de diversité du symbiote a la diversité Papilionoidea et a leurs caractéristiques
¢cologiques associées (spécialiste vs. généraliste, intérét agronomique, etc.) et de relier ces
informations au statut de conservation des espeéces étudiées (catégorie de la liste rouge de
I'UICN). Ce dernier point est particulierement important car, en manipulant la reproduction des
papillons, Wolbachia pourrait contribuer a isoler les populations de certaines especes, ce qui
pourrait accentuer leur déclin. Approches techniques : terrain (communication avec des musées,
des collectionneurs, des musées, etc. pour I’échantillonnage), dissection, extraction d’ADN et
analyses phylogénétiques. Ce mémoire se fera en partenariat avec le Prof. Patrick Mardulyn
(Unit¢ de Biologie Evolutive et Ecologie, ULB). Une propension a I’indépendance est
demandée. Ce sujet peut éventuellement faire 1’objet de deux mémoires conjoints.

Papilionoidea
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Caractérisation de la diversité fonctionnelle du microbiote bactérien du puceron du
bananier Pentalonia nigronervosa

Les insectes interagissent étroitement avec une diversité de microorganismes pouvant étre
commensaux, mutualistes ou pathogénes. Cette diversité constitue le microbiote et a des
implications majeures pour I’écologie évolutive des insectes. Certaines bactéries qui composent
ce microbiote sont héréditaires, c-a-d qu’elles sont transmises de génération en génération.
Comme toutes les especes de pucerons (super-famille Aphidoidea), le puceron du bananier
Pentalonia nigronervosa héberge le symbiote nutritionnel intracellulaire Buchnera aphidicola,
qui lui fournit des nutriments (acides aminés) qu’il ne trouve pas en quantités suffisantes dans
la séve phloémienne. Cette espéce de puceron est atypique : elle est I’une des rares a évoluer
dans des climats chauds et a étre infectée par la bactérie Wolbachia pipientis, le symbiote
héritable le plus répandu dans les populations d’insectes (40-60% des espéces sont infectées).
Une expérience pilote a permis d’isoler quelques bactéries endophytes (dérivées des plantes).
Cela suggére que des bactéries associées au bananier peuvent étre acquises par 1’insecte, ce
dernier pouvant a son tour servir de vecteur et transmettre les bactéries a d’autres bananiers.
Cette expérience pilote, reposant sur un seul milieu de culture, n’a pas permis d’isoler et de
cultiver Wolbachia, symbiote réputé incultivable en culture pure mais qui semble pouvoir
circuler dans la seéve des plantes. L’objectif de ce mémoire est d’isoler et d’identifier la diversité
des bactéries cultivables chez P. nigronervosa en utilisant différents milieux microbiologiques.
L’ambition est double : cultiver des bactéries endophytes a partir d’une lignée clonale de P,
nigronervosa maintenue sur différents cultivars de bananiers et tenter d’isoler Wolbachia en
culture pure en utilisant des milieux microbiologiques pour microorganismes exigeants. Ce
mémoire permettra de cartographier la diversité bactérienne impliquée dans les interactions
bananier-puceron et de générer une banque d’isolats dont les génomes seront séquencés et
annotés. La mise en culture de Wolbachia serait une avancée considérable : réputé incultivable,
sa mise en culture permettrait d’utiliser des approches de génie génétique qui sont essentielles
pour comprendre ses interactions avec 1’hote et ouvrir la porte a des perspectives appliquées.
Approches techniques : cultures cellulaires en conditions stériles, extraction d’ADN, PCR,
séquengage, approches bio-informatiques (simples). Ce mémoire se fera en co-promotion avec
la Prof. Anne Legréve (ELIM) et avec I’appui de la plateforme CTMA (UCLouvain Woluwe).
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Les systémes symbiotiques des insectes sous stress thermique : réponse, plasticité et
mécanismes sous-jacents

De nombreux taxons d’insectes ont développé une dépendance a 1’égard de bactéries
symbiotiques intracellulaires pour obtenir certains nutriments. Ces bactéries, acquises parfois
il y a des dizaines de millions d’années, ont des génomes extrémement réduits et des capacités
d’adaptation limitées. Elles sont considérées comme un talon d’Achille pour les insectes hotes,
entravant leur capacité d’adaptation dans un contexte de fortes fluctuations environnementales
telles que celles imposées par le changement climatique. La thermosensibilité des symbiotes
obligatoires ancestraux est connue depuis longtemps, mais on sait peu de choses sur leur
plasticité thermique et celle des cellules hotes qui les hébergent : les bactériocytes. En cas de
stress nutritif, ces cellules réagissent de maniére trés dynamique, en régulant les symbiotes
qu’elles hébergent en fonction de la nature et de 1’intensité du stress nutritif. On suppose qu’en
cas de stress thermique, des mécanismes de régulation sont également spécifiquement
déclenchés pour assurer I’homéostasie des bactériocytes et des symbiotes qu’ils hébergent
(modulation du cytosquelette, processus de mort cellulaire, etc.). L’objectif de ce mémoire est
d’étudier la réponse des systemes symbiotiques a un stress thermique prolongé et de tester leur
résilience. Le puceron du pois Acyrthosiphon pisum sera utilis€é comme insecte modele. Les
traits d’histoire de vie des pucerons seront mesurés afin de déterminer I'impact du stress sur la
fitness de I’insecte. La dynamique des symbiotes durant le développement sera quantifiée par
des approches de cytométrie de flux et de microscopie confocale. Cette derni¢re approche
permettra d’investiguer les processus cellulaires qui sont mis en place dans le controle des
symbiotes par les bactériocytes (histologie et approches immunohistochimiques). Ces analyses
seront réalisées sur un systéme mono-symbiotique (i.e. une lignée clonale d’4. pisum infectée
uniquement par le symbiote obligatoire Buchnera aphidicola) afin de tester spécifiquement la
plasticité thermique d’une symbiose obligatoire ancestrale. En fonction de ’avancement de la
1% phase, les expériences pourraient étre étendues a des pucerons hébergeant des systémes
multi-symbiotiques impliquant un symbiote facultatif (Serratia symbiotica) conférant une
résistance thermique dont les mécanismes sont inconnus. Ce projet devrait permettre de mieux
comprendre les mécanismes sous-jacents a la plasticité et a la résilience du mutualisme
bactérien sous stress thermique, et sa contribution a I’adaptation des insectes aux fluctuations
environnementales. Ce mémoire sera propos¢ au Master BBMC, mais est ouvert au Master
BOE pour autant que les candidats soient ouverts a 1’utilisation des techniques de biologie
cellulaire et moléculaire. Ce sujet pourra faire I’objet de deux mémoires conjoints collaboratifs.
En fonction des techniques utilisées : en co-promotion avec le Prof. Patrick Dumont (LIBST)
pour la cytométrie et avec le Prof. Frédéric Clotman (LIBST) pour les approches d’imagerie.
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