~ 5

(=il

PUCVL

Pole Universités

UNIVERSITE D’ORLEANS

Centre Val de Loire UNIVERSITE D'ORLEANS

ECOLE DOCTORALE SCIENCES ET TECHNOLOGIES
LABORATOIRE DE BIOLOGIE DES LIGNEUX ET DES GRANDES CULTURES, UPRES EA 1207

TH ESE présentée par :
Sophie POINTEAU

soutenue le : 20 12 2011

pour obtenir le grade de : Docteur de I’université d’Orléans
Discipline : Physiologie et biologie des organismes et des populations - Interactions
Spécialité : Biologie Forestiére

Interactions peuplier - puceron lanigere
(Phloeomyzus passerinii (Sign.))
et processus a I’origine de I’émergence et de I’expansion
des pullulations

, ..{\% ¥
b !
) Qu‘.’/‘.
THESE dirigée par :
M. Francois LIEUTIER Professeur, Université d’Orléans
Co-encadrée par :
Mme Stéphanie BANKHEAD-DRONNET Maitre de conférences, Université d’Orléans
RAPPORTEURS :
M. Philippe GIORDANENGO Professeur, Université de Picardie Jules Verne
M. Jean-Christophe SIMON Directeur de recherche, INRA Rennes
JURY :
M. Jean-Christophe SIMON Directeur de recherche, INRA Rennes, Président du jury
Mme Stéphanie BANKHEAD-DRONNET Maitre de conférences, Université d’Orléans
M. Olivier BAUBET Directeur, Pdle interrégional DSF Massif central
M. Thomas BOIVIN Chargé de Recherche, INRA Avignon
M. Philippe GIORDANENGO Professeur, Université de Picardie Jules Verne

M. Frangois LIEUTIER Professeur, Université d’Orléans






~ 5

(=il

o, |
UL 7 UNIVERSITE D’ORLEANS Fil

Pdle Universités -l|||||||||||
Centre Val de Loire UNIVERSITE D'ORLEANS

ECOLE DOCTORALE SCIENCES ET TECHNOLOGIES
LABORATOIRE DE BIOLOGIE DES LIGNEUX ET DES GRANDES CULTURES, UPRES EA 1207

TH ESE présentée par :
Sophie POINTEAU

soutenue le : 20 12 2011

pour obtenir le grade de : Docteur de I’université d’Orléans
Discipline : Physiologie et biologie des organismes et des populations - Interactions
Spécialité : Biologie Forestiére

Interactions peuplier - puceron lanigere
(Phloeomyzus passerinii (Sign.))
et processus a ’origine de I’émergence et de I’expansion
des pullulations

J ..{\% ¥
b !
D
THESE dirigée par :
M. Francois LIEUTIER Professeur, Université d’Orléans
Co-encadrée par :
Mme Stéphanie BANKHEAD-DRONNET Maitre de conférences, Université d’Orléans
RAPPORTEURS :
M. Philippe GIORDANENGO Professeur, Université de Picardie Jules Verne
M. Jean-Christophe SIMON Directeur de recherche, INRA Rennes
JURY :
M. Jean-Christophe SIMON Directeur de recherche, INRA Rennes, Président du jury
Mme Stéphanie BANKHEAD-DRONNET Maitre de conférences, Université d’Orléans
M. Olivier BAUBET Directeur, Pole interrégional DSF Massif central
M. Thomas BOIVIN Chargé de Recherche, INRA Avignon
M. Philippe GIORDANENGO Professeur, Université de Picardie Jules Verne
M. Francois LIEUTIER Professeur, Université d’Orléans






Remerciements

Mes remerciements vont tout d’abord ames rapporteurs Philippe Giordanengo et Jean-
Christophe Simon, ainsi gu’a Thomas Boivin et Olivier Baubet pour avoir accepté de lire et juger ce
travail et pour l'intérét qu’ils lui ont porte.

Je remercie également Francis Delmotte pour m’avoir accueillie au sein du Laboratoire de
Biologie des Ligneux et des Grandes Cultures (Université d’Orléans) et Franck Brignolas pour son
implication, ses encouragements et son attention envers le bon déroulement de mon travail depuis sa
nomination en tant que directeur du laboratoire.

Je tiens a exprimer ma reconnaissance a toutes les personnes qui, d’une fagon ou d’une autre, ont
contribué au bon déroulement et a I’évolution de cette these :

Je remercie vivement Francois Lieutier, mon directeur de thése, et Stéphanie Bankhead-Dronnet
qui a co-encadré cette thése.

Francois, merci de m’avoir accueillie au sein de |’équipe Entomologie Forestiere du Laboratoire
de Biologie des Ligneux et des Grandes Cultures, d’abord en Master 1 ... puis 2, ou j’ai d’abord eu la
joie et [’honneur de partager ton intérét pour les scolytes. Merci de m’avoir proposé ensuite ce sujet
de thése me permettant de mettre un pied dans le monde des pucerons. Tes conseils et tes
encouragements m’ont permis d’évoluer dans mes recherches et surtout je sais maintenant qu’il y a
24h dans une journée ! Je n’oublierai pas non plus les séjours en colloques, surtout a Friebourg ou
J'ai vraiment appris a te connaitre et a apprécier ton humour!

Fanny, merci de m’avoir suivie, soutenue et encouragée depuis mon arrivée en Master et de
m’avoir fait partager ton expérience dans les analyses de génétique des populations. Ton optimisme a
été un vrai moteur et ta gentillesse et ta bienveillance m’ont toujours beaucoup touchée. Je tiens a te
dire que je suis heureuse et fiere d’avoir été ta premiere étudiante en thése. Tu m’as toujours dit « tu
feras une super thése », j ‘espére que maintenant [’hypothése se vérifie!!

Parmi les membres de I’équipe Entomologie forestiére, je tiens tout d’abord a remercier Aurélien
Sallé (alias téte d’ceuf) pour son investissement dans ce travail de thése. Merci pour ta disponibilité,
ton aide et tes nombreux conseils dans les manips, mais également pour tes nombreuses relectures
(pardon encore pour mon anglais ... et mon frangais '), sans oublier tous les bons moments passés au
labo et nos grandes discussions scientifiques (ou non) qui m’ont été trés profitables. La franchise de
tes remarques ainsi que ta capacité d’écoute m’ont vraiment permis d’avancer et d’évoluer.

Merci & Jean-Claude Vala (notre « mouchologue ») pour ses conseils et pour m’avoir
accompagnée de nombreuses fois sur le terrain afin d’échantillonner les pucerons. J'ai beaucoup
apprécié nos « couscous du midi» en téte-a-téte et notre visite forcée des Pays de la Loire apres une
sortie d’autoroute ratée!! Je te remercie aussi pour m’avoir donné le seul 20/20 de mon cursus
universitaire en biologie animale ! A titre plus personnel, je n’oublierai pas toute [’attention que tu
m’as portée depuis mon arrivée en these ainsi que cette découverte de la mangrove de Guadeloupe un
peu privilégiée je ’avoue. Et surtout chose importante, grdace a toi je sais maintenant que «Fo par zot
confon’ coco é pi zabrico. Coco tini dlo, zabrico tini grenn ! ».

France Dardeau (alias France pseudo-galle), nous n’avons partagé qu’'un an le méme bureau,
mais tes petites attentions quotidiennes m’ont beaucoup touchée. Je te confie mon euphorbe pour que
tu veilles a ce qu’Aurélien ne finisse pas par en faire un sapin de noél !

Merci également & Xavier Pineau, Carine Martin et Alain Guichard pour leur implication et leur
aide dans les manips. Xavier, ton petit coté « MacGyver » m’a beaucoup aidée et ta connaissance des
insectes m’a été d’une aide précieuse, surtout pour les TP biodiv. Te souviens-tu ce jour ou nous nNous
sommes debarrasses discrétement de la cuisse de sanglier ?!!! Je pense que tu sais de quoi je veux
parler... Alain je garde aussi en mémoire nos « rempotages de 1214 !.... Quelle galére ! »

Gilles Moreau « Gillou » qui m’a vraiment beaucoup aidée lors de mes nombreux problémes de
salle d’élevage. Ton aide m’a évité de gros soucis de manip.



Merci a tous les stagiaires pour leur contribution dans [’avancée de mes recherches. Vincent
Lesieur (mon p'tit Vincent) pour les bons moments passés au labo : ah!l toi et ton humour
incomparable... Sans oublier Saliha Aazouz, Elodie Deprost, Daphné Virfollet et David De Feraudy.

Je tiens également a remercier tous les membres du Laboratoire de Biologie des Entomophages
(Universite de Picardie Jules Verne, Amiens) pour leur accueil et leur gentillesse et pour tous les bons
moments que j’'ai pu passer avec vous lors de mes séjours Amiénois ou bien en collogue. Philippe
Giordanengo pour m’avoir accueillie au sein de son équipe. Arnaud Ameline, ton aide et tes conseils
ont contribué au développement de mes recherches. Anas Cherqui, Sébastien Boquel et Aude Couty
pour leur aide, leurs conseils et leur gentillesse.

Yvan Rahbé du Laboratoire de Biologie Fonctionnelle, Insectes et Interactions (BF2l INRA, Lyon)
pour ses nombreux conseils et son enthousiasme vis-a-Vis de mes recherches, ce qui m’a beaucoup
encouragée.

Mes remerciements vont également aux membres de I'INRA d’Orléans qui m’ont suivie depuis mes
débuts en Master et pendant ma theése.

Les membres de 1’Unité de Zoologie Forestiere. Géraldine Roux-Morabito grdce a qui j’ai mis un
premier pied dans le monde de la recherche en me permettant de réaliser mon premier stage de
master 1. Jérdme Rousselet pour tes explications si détaillées et si passionnantes de la génétique. Je
ne me lasserai jamais de nos discussions. Emmanuelle Magnoux pour avoir été toujours disponible
et a l’écoute lorsque j’ai dii développer les marqueurs microsatellites et pour le temps consacré a
t'occuper de mes séquences. Francis Goussard pour avoir sacrifié de nombreux week-ends afin que je
puisse mener mes expérimentations. Christelle Robinet, pour son aide lorsque j’ai dii mettre au point
la modélisation.

Les membres de ['Unité Amélioration, Geénétique et Physiologie Forestiéres, Frangoise Laurans et
Alain Moreau pour leur enseignement des joies et des labeurs de [’histologie végétale.

Enfin, merci a Patrick Poursat de [’Unité de Génétique et Biomasse Forestiére qui m’a permis de
sauver « ma manip 15°C » lorsque la chambre d’élevage m’a lachée en zoo.

Sylvain Pincebourde de [’Institut de Recherche sur la Biologie de [’Insecte (Université Frangois
Rabelais, CNRS, Tours) pour avoir toujours répondu présent lorsque j’avais besoin d’un conseil.

Je tiens également a remercier toutes les personnes qui ont partagé de pres ou de loin mon
quotidien pendant ces années de these (et de master)

Coralie Bertheau qui m’a fait confiance pendant mes stages de master et qui m’a initiée a la
biologie moléculaire. Tu as toujours été a l’écoute et je te suis trés reconnaissante de ta gentillesse et
tes nombreux conseils concernant la recherche et l'enseignement. De plus, grdce a toi j'ai pu
découvrir les joies du terrain en forét et du piégeage de scolytes ... ... et des tiques....

Je remercie aussi tous les anciens thésards du labo pour les moments inoubliables passés
ensemble : Bruno (Broun’s) mon voisin de bureau avec qui j’ai pu partager nos craquages de 16h et
de vrais moments de rigolade, ainsi que Fotini, Marie-Véronique, Thomas et Ludo.

Merci a mon amie Francoise Chefdor (ma p’tite framboise), d’une part pour les nombreux
conseils en biologie moléculaire et pour ton soutien, et d’autre part pour avoir partagé nos passions
communes... vive le sport et les cochons d’Inde. Ne t’inquiéte pas je n’oublierai pas Groseille et Kiwi.

Frangois Héricourt qui a toujours su me donner de bons conseils en bio mol et me remonter le
moral dans les moments un peu difficiles. Sache que ton soutien a été trés important pour moi.
Domenico Morabito (alias ‘Joyeux noél’) qui ne se souvient méme plus que c’est une de ses
remarques en TP ...un jour... qui m’a vraiment permis de comprendre que je voulais faire ce métier.
Et puis Dom tes petites taquineries quotidiennes vont bien me manquer (au fait je te [’avoue ...c était



bien la Suéde!). Je tenais également a remercier Muriel Feinart-Duranceau qui a toujours été a
[’écoute. Merci a ma p’tite Lulu et & Sabine pour leur joie et leur bonne humeur quotidienne qui
permettent d’avoir un rayon de soleil permanent au labo, méme en hiver... Merci a Claire Hébrard et
Clément Lafon-Placette qui ont toujours été disponibles pour répondre & mes questions et pour
maider en bio mol. Daniel Auguin pour ton humour et ton aide précieuse dans le « bidouillage » de
derniere minute de mes figures d’article. Heureusement que tu étais la ! Maintenant les logiciels de
traitement d’image et de PDF n’ont plus de secrets pour moi. Merci enfin a Cécile Barbaroux,
Christiane Depierreux, Sylvain Chamaillard mon collegue de promo, Sylvain Bourgerie, Stéphane
Maury et Laurent Jean-Alphonse pour les bons moments passés au labo.

Un grand merci & ma famille

N

Merci a mon pere et ma mere qui m’ont beaucoup aidée et soutenue depuis mes débuts a
['universite, euh... non depuis la maternelle.

Dimitri de m’avoir supportée pendant ces années de fac et surtout de thése. Merci pour ta patience
lorsque j’ai dii passer la plupart de mon temps devant mon ordinateur qui était devenu mon principal
interlocuteur.

Ma p'’tite Touity pour avoir été le meilleur anti-Stress que je connaisse.

Merci enfin a ma sceur Caroline et mon frére Hugo a qui je dedie cette these.






A Caroline & Hugo,






Table des matieres

Introduction générale

1.

EMERGENCES D’INSECTES RAVAGEURS INDIGENES EN MILIEU FORESTIER
1.1. Principales causes
1.2. Cas des pucerons
EMERGENCE D’UN PUCERON RAVAGEUR INDIGENE SUR PEUPLIER
2.1. Historique des infestations
2.2. Description des dégats
2.3. Moyens actuels de lutte
QUELLES HYPOTHESES POUR EXPLIQUER L’EMERGENCE ET L’EXPANSION
DES POPULATIONS DE P. PASSERINII ?
3.1. Facteurs environnementaux biotiques
3.1.1. Niveau de résistance des peuplements forestiers
3.1.1.1. Impact des contraintes abiotiques sur la résistance des arbres
3.1.1.2. Impact des pratiques sylvicoles
3.1.2. Prédation et parasitisme
3.2. Les modifications climatiques
3.2.1. Impacts directs sur les insectes
3.2.2 Impacts indirects via 1’arbre hote
3.2.3. Impacts sur les régimes de pullulation d’insectes
3.3. Caractéristiques génétiques des populations
3.3.1. Variabilité génétique et arbre hote
3.3.2. Variabilité génétique, cycle de vie et climat
3.3.3. Variabilité génétique et dispersion
PROBLEMATIQUE & OBJECTIFS DE LA THESE
4.1. Problématique
4.2. Objectifs et structure de la these

Chapitre I.  Syntheése bibliographique

Partie 1. Les pucerons des arbres

1.1.

1.2.

BIOLOGIE DES PUCERONS DES ARBRES

1.1.1.Cycle de vie
1.1.1.1. Généralités sur la stratégie de reproduction
1.1.1.2. Place de I'hote ligneux dans le cycle de vie

1.1.2. Spécialisation a 1’arbre hote

1.1.3. Adaptation a la saisonnalité de I’arbre hote

1.1.4. Dynamique des populations

1.1.5.Mode d’alimentation et adaptations associées

LES INTERACTIONS ARBRES-PUCERONS

1.2.1.Etapes de la sélection et de la colonisation de la plante hote
1.2.1.1. Localisation de I'arbre hote
1.2.1.2. Sélection du site d’alimentation
1.2.1.3. Acceptation de ’arbre héte

1.2.2.Mécanismes de résistance affectant le processus de colonisation
1.2.2.1. La qualité nutritionnelle de I’arbre
1.2.2.2. Les mécanismes de résistance des parties non lignifiées
1.2.2.3. Les mécanismes de résistance des parties lignifiées

13

15
15
17
17
17
19
20

21
21
21
21
22
23
24
24
25
26
27
27
28
29
30
30
31

33

35

37
38
38
39
40
41
41
42
45
45
46
46
48
49
50
50
51



1.3.

1.4.

ROLE DES PUCERONS DANS L’ECOSYSTEME FORESTIER

1.3.1. Interactions mutualistes arbres-pucerons

1.3.2. Dégats occasionnés par les pucerons en milieu forestier
1.3.2.1. Dégats asymptomatiques
1.3.2.2. Dégats symptomatiques

CONCLUSION

Partie 2. Le systéme biologique étudié

2.1.

2.2.

2.3.

PEUPLIER ET INSECTES ASSOCIES
2.1.1.Peuplier et populiculture
2.1.2.Problemes entomologiques du peuplier
2.1.3. Mécanismes de résistance du peuplier aux insectes
2.1.3.1. Mécanismes de défense constitutifs
2.1.3.2. Mécanismes de défense induits
2.1.3.3. Phénologie de I’arbre
LE PUCERON LANIGERE DU PEUPLIER, Phloeomyzus passerinii
2.2.1.Une sous-famille, un genre et une seule espéce
2.2.2.1dentification taxonomique : singularité des caracteres morphologiques
2.2.3.Position systématique : une histoire ponctuée d’interrogation....
2.2.3.1. Reconstructions phylogénétiques basées sur la morphologie
2.2.3.2. Reconstructions phylogénétiques basées sur les caractéres génétiques
2.2.4.Distribution géographique et arbres hotes
2.2.5.Cycle de vie de Phloeomyzus passerinii
2.25.1. Stades de développement
2.2.5.2. Déroulement du cycle de vie
2.2.5.3. Modes de dispersion
2.2.6. Alimentation du puceron
2.2.7.Ennemis naturels
CONCLUSION

Chapitre 1. Mode d’alimentation & position systématique

1. PRESENTATION DE L’ETUDE
2. MODE D’ALIMENTATION DE P. PASSERINII

Présentation de I’article n°let principaux résultats
ARTICLEN°1

3. ETUDE PHYLOGENETIQUE ET EVOLUTION DES MODES D’ALIMENTATION CHEZ LES APHIDIDAE

3.1. Introduction

3.2. Matériels & Méthodes
3.3. Résultats

3.4. Discussion

Chapitre I11. Effets de la résistance du peuplier sur le puceron lanigére

1. PRESENTATION DE L’ETUDE
2. EFFET DE LA RESISTANCE SUR LES PERFORMANCES DE P. PASSERINII

Présentation de I’article n°2 et principaux résultats
ARTICLE N°2

3. CARACTERISATION DE L’ANTIBIOSE ET DE L’ANTIXENOSE

Présentation de I’article n°3 et principaux résultats
ARTICLEN®3

-10 -

53
53
53
54
55
56

57

59
59
62
62
63
64
65
66
66
66
68
68
69
70
72
72
72
74
74
75
75

77

79
79
79
83
103
103
104
104
104

109

111
112
112
115
126
126
127



Chapitre 1V. Facteurs conditionnant I’émergence et I’expansion des pullulations

1. PRESENTATION DE L’ETUDE
2. ROLE DE LA TEMPERATURE & DE L’ARBRE HOTE
Présentation de I’article n°4 et principaux résultats
ARTICLE N°4
3. ETUDE GENETIQUE DES POPULATIONS DE P. PASSERINII
3.1. Choix des marqueurs génétiques moléculaires
3.2. Caractérisation de loci microsatellites chez P. passerinii
Présentation de I’article n°5 et principaux résultats
ARTICLE N°5
3.3. Structure génétique des populations de P. passerinii
Présentation de I’article n°6 en préparation et résultats préliminaires
ARTICLE N°6

Conclusion générale

Références bibliographiques

Annexes

-11 -

143

145
146
146
149
173
175
178
178
183
190
190
196

220

232

260



-12 -



Introduction genérale




-14 -



Introduction générale

1. EMERGENCES D’INSECTES RAVAGEURS INDIGENES EN MILIEU FORESTIER

Face aux changements environnementaux d’origine anthropique, les problémes liés aux
pullulations d’insectes dans les écosystémes forestiers sont devenus plus fréquents et leur impact
économique et écologique s’est considérablement accru (Barbosa & Schaefer 1997 ; Day & Leather
1997 ; Speight 1997 ; Dale et al. 2001 ; Paine 2006). Les populations de certains insectes ravageurs®
atteignent plus fréquemment ou de maniere plus intense des niveaux épidémiques ou étendent les
limites de leur aire géographique naturelle. C’est le cas par exemple des pullulations exceptionnelles
en grandeur et en durée du dendroctone du pin, Dendroctonus ponderosae (Hopkins) (Coleoptera) en
Amérique du Nord, avec 18 millions d’ha de forét de pins détruits (Safranyik & Wilson 2006 ; Carroll
et al. 2006 ; Safranyik et al. 2010). L’espéce, a I’origine cantonnée a 1’ouest des montagnes rocheuses,
s’est récemment établie a I’est grace a I’augmentation des températures hivernale et estivale et menace
maintenant toute la forét boréale nord américaine (Carroll et al 2006 ; Safranyik et al. 2010). De méme
en France, le décalage de la limite septentrionale et altitudinale de I’aire de distribution de la
processionnaire du pin, Thaumetopoea pityocampa (Denis & Schiffermiiller) (Lepidoptera) est attribué
a I’augmentation des températures hivernales et a la diminution de la fragmentation des foréts de pins
(Battisti et al. 2005 ; Robinet et al. 2007). De plus, au cours des deux derniers siécles, 1’introduction
intentionnelle ou accidentelle d’insectes non-indigenes, facilitée par I’intensification des échanges
internationaux, a largement contribué a 1’émergence de nouveaux insectes ravageurs forestiers
(Liebhold et al. 1995 ; Paine 2006 ; Sakai et al. 2001 ; Mattson et al. 2007). En confrontant les insectes
a de nouvelles ressources et de nouveaux habitats, ces introductions accidentelles, comme celles
résultant de I'extension "naturelle” d'especes favorisées par les changements climatiques, conduisent a
de nouvelles interactions au sein des écosystemes offrant a ces insectes la possibilité d’étendre leur
gamme d’hote et parfois de devenir des espéces invasives d'intérét économique. Enfin, durant la
deuxiéme moitié du 20°™ siécle, de nombreuses espéces d’insectes indigénes (e.g. Operophtera
brumata (L.) (Lepidoptera) en Europe ou Enaphalodes rufulus (Haldeman) (Coleoptera) aux Etats-

Unis) ont atteint le statut de ravageurs forestiers (Day & Leather 1997 ; Stephen et al. 2003).

1.1. Principales causes

La majorité des insectes indigenes dans les écosystemes forestiers se caractérisent par de bas
niveaux de populations faiblement fluctuants, et maintenus en dessous du seuil de tolérance par des

facteurs naturels de régulation, tels que la disponibilité et la qualité de I’arbre hote, les ennemis

! Ravageur : concept anthropocentrique qui qualifie les insectes dont I’activité entre en conflit avec les intéréts et
les besoins humains, par exemple en portant atteinte aux bénéfices d’une production foresticre
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naturels et les conditions climatiques. Ces espéces indigénes constituent toutefois un réservoir
d’espéces susceptibles d’atteindre le statut de ravageur dans le cas ou l'efficacité des facteurs de
régulation faiblirait. Les modifications environnementales d'origine anthropique peuvent conduire a
une telle situation, en modifiant les interactions biotiques et donc le fonctionnement des écosystéemes
forestiers. Au cours des 30 derniéres années, plusieurs espéces d’insectes indigénes ont ainsi atteint le
statut de ravageur suite au développement des plantations monoclonales d’arbres exotiques, souvent
associées a des sols mal adaptés ou & un déficit en ennemis naturels (Watt et al. 1997 ; Paine 2006).
C’est le cas par exemple de deux espéces de Lépidopteres indigenes de Grande Bretagne, Panolis
flammea (Denis & Schiffermuller) et Operophtera brumata (L.), qui sont devenues d’importants
ravageurs des plantations d'essences introduites comme Pinus contorta ((Dougl.) Loud.) et Picea
sitchensis ((Bong.) Carr.) (Stoakley 1985 ; Watt & Leather 1988 ; Kerslake et al. 1996). Les insectes
indigénes peuvent également devenir ravageurs d'essences autochtones, suite par exemple a des
pratiques sylvicoles conduisant a une altération des niveaux de résistance et a une abondance
croissante de I’arbre hote, surtout quand ces actions se doublent de problémes climatiques. Ainsi, des
sécheresses intenses, 1’abondance et 1’age des chénes rouges (Quercus rubra L.), liés aux pratiques
sylvicoles employées dans les montagnes Ozark de 1’Arkansas a engendré des pullulations sans
précédent du coléoptére Enaphalodes rufulus (Haldeman), auparavant endémique (Stephen et al.
2003). De méme, 1’élagage du pin maritime, Pinus pinaster Ait., dans les plantations forestieres des
Landes favorise la vigueur des arbres et crée des blessures de 1’écorce qui augmentent I’attractivité des
pins vis-a-vis du lépidoptere, Dioryctria sylvestrella Ratzeburg (Jactel et al. 1994, 1996). La
possibilité d’atteindre le statut de ravageur suite a des modifications environnementales dépend
cependant de la sensibilité de I'espece aux changements en question et donc de sa physiologie et plus

généralement de sa biologie (Bale et al. 2002).

Notons aussi toutefois 1’existence de quelques espéces indigénes se caractérisant par des
pullulations naturelles cycliques (e.g. tordeuse grise du méléze, Zeiraphera diniana Guénée
(Lepidoptera)) ou éruptives (e.g. typographe, Ips typographus L. (Coleoptera)) qui dépassent
périodiquement ou occasionnellement, hors interventions humaines, le seuil de tolérance et constituent
les principaux €léments des perturbations naturelles structurant les écosystemes forestiers (Ayres &
Lombardero 2000 ; Dale et al. 2000 ; Frelich 2002 ; Esper et al. 2007). Les fluctuations cycliques sont
principalement régulées par les interactions trophiques (Berryman 2002 ; Esper et al. 2007), tandis que
celle des espéces éeruptives sont souvent déclenchées par des évenements climatiques exceptionnels
(e.g. sécheresses, tempétes) entrainant a la fois un accroissement rapide des populations et une baisse
du niveau de résistance des arbres, comme c’est le cas pour les scolytes (Annila 1969 ; Chararas
1979 ; Bakke 1983).
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1.2. Cas des pucerons

Comme chez les autres insectes, la croissance des populations de pucerons (Hemiptera) est
fortement influencée par la qualité de la plante héte et les facteurs abiotiques, en particulier la
température (Bale et al. 2007). Toutefois, les pucerons possedent de nombreuses caractéristiques
biologiques spécifiques qui les rendent particulierement bien adaptés et sensibles aux modifications
des conditions environnementales. La présence d’une reproduction parthénogénétique, en contribuant
a réduire la durée de génération et a accroitre le taux de reproduction (Dixon 1998), leur permet
d'atteindre un grand nombre de générations chaque année et de croitre rapidement quand les conditions
leur sont favorables. lls possedent aussi un cycle de vie trés flexible caractérisé par la présence de
morphes variés leur permettant de varier leur comportement et leur physiologie en fonction de
I’environnement. En outre, ils partagent l’investissement de la ressource énergétique entre la
reproduction parthénogénétique (conditions favorables) et la dispersion et/ou la reproduction sexuée
(ailés sexués et parthénogénétiques) en cas de dégradation des conditions (i.e. surpopulation ou arrivée
de I’hiver) (Moran 1992). Dans ces conditions, la sensibilité et les capacités adaptatives des pucerons
face aux facteurs de I’environnement peuvent-elles conduire certaines especes indigénes a devenir des

ravageurs en milieu forestier ?

Les pucerons sont surtout connus pour les pertes économiques qu’ils occasionnent aux
cultures et aux essences ligneuses des vergers, conduisant a de sérieux impacts sur la production
mondiale de nourriture. Une centaine d’espéces d’Aphididae colite des millions de dollars chaque
année a 1’agriculture avec des pertes variables selon les pays et les espéces de puceron (Blackman &
Eastop 2007). Aux Etats-Unis, les pertes annuelles attribuables au puceron russe du blé, Diuraphis
noxia (Mordvilko) ont été estimées a 200 millions de dollars (Tatchell 1991). En revanche, trés peu
d’especes de pucerons forestiers ont atteint le statut de ravageur. Les dommages en milieu forestier
résultent essentiellement d’introductions aboutissant a la constitution de nouvelles associations :
especes introduites s'acclimatant sur essences autochtones ou espéeces indigénes s'installant sur

essences exotiques introduites (Blackman & Eastop 1994).

2. EMERGENCE D’UN PUCERON RAVAGEUR INDIGENE SUR PEUPLIER

2.1. Historique des infestations

Le puceron lanigére du peuplier, Phloeomyzus passerinii (Signoret) est une espéce indigéne de
la zone paléarctique dont les especes hotes appartiennent au genre Populus. Des pullulations

inhabituelles de cet insecte ont été recensées depuis les années 1930. En ltalie, les premiers dégats

-17 -



Introduction générale

furent observés en 1934 dans le Piémont (Della Beffa 1936) puis, a partir des années 1980, une
recrudescence de dégats fut rapportée, avec une périodicité d’environ deux ans (Lapietra & Allegro
1990). L'Espagne fut touchée en 1940, puis en 1967 et 1970 (Aparisi 1971). Au Moyen-Orient, les
premiéres pullulations furent signalées dans les années 1980 en Iran (Rajabi Mazhar et al. 2003 ;
Karahroodi et al. 2006 ; Sadeghi et al. 2007 ; Rajabi Mazhar et al. 2008). Dans tous ces pays,

P. passerinii est considéré comme le principal insecte ravageur des peupleraies.

La présence du puceron lanigére du peuplier dans les peupleraies frangaises est signalée depuis
1939. Toutefois, les premiers dégats ne sont apparues dans le Sud-Ouest de la France qu'en 1996, avec
des pullulations se répétant selon un rythme bisannuel jusqu’en 2003, date a laquelle on note une
colonisation généralisée de la vallée de la Garonne (Maugard 1996 ; Maugard & Baubet 2004) (Fig.
1). A partir de 2003, les infestations se sont étendues a la Bourgogne avec des dommages importants
principalement en 2003 et 2004. Aprés une détection ponctuelle en 1998 (Indre et Loire) et 2003
(Sarthe), elles se sont étendues aux Pays de la Loire et a la région Centre au cours de 1’année 2006
(Baubet 2007). La suite a été marquée par une pullulation généralisée sur I’ensemble des régions déja
touchées et une extension des dégats a huit nouveaux départements en 2007 et cing en 2009 (Baubet &
Caroulle 2009). Les pullulations les plus séveres ont été celles de 1’année 2007, qui ont causé la

destruction de la quasi-totalité de certaines parcelles (Paillassa 2009).

Fig. 1 Départements frangais
actuellement infestés par le puceron
lanigére du peuplier. Les deux derniers
chiffres de I’année de premiére détection
des dégats sont mentionnés pour chaque
département (d’aprés Baubet & Goudet
2010 (Département Santé des Foréts))
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2.2. Description des dégats

Della Beffa (1936) rédigea la premiere monographie sur I’espece et réalisa une étude détaillée
du type de dégats, mentionnant que les pullulations pouvaient étre particulierement dévastatrices en
Italie. P. passerinii est un ravageur primaire’ qui semble s’attaquer & des arbres situés sur des stations
riches et bien drainées. Les arbres attaqués ont un age supérieur a 6 — 7 ans correspondant
généralement a la fermeture des peuplements (circonférence voisine de 90 c¢cm). Les infestations
tendent a se localiser a I’intérieur des peuplements, délaissant les arbres de lisiere (DSF 2006), et des
facteurs tels que température élevée, forte hygrométrie et faible luminosité semblent favoriser le
développement du puceron (Vidotti 1960 ; Arzone & Vidano 1984 ; Maugard 1996).
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Fig. 2 Principaux symptobmes et dégats des infestations de puceron lanigére du peuplier : (a) tronc infesté
entiérement recouvert de cire blanche sécrétée par les colonies de puceron, (b) arbres recouverts de fumagine
[signalée par les fléches jaunes] aprés une lourde infestation, (c) craquelures caractéristiques de 1’écorce aprés
attaques - aspect ‘peau de lézard’ de 1’écorce, (d) nécroses corticales, (e¢) mortalité des branches basses et (f)

mortalité dans une peupleraie apres une infestation sévére

2 Ravageur primaire : insecte qui s’attaque a des arbres vigoureux et sains
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Les premiers signes d’attaque sont difficiles a détecter puisque les premiéres colonies
apparaissent dans les crevasses de I’écorce au niveau du tiers supérieur du tronc (i.e. zone d’insertion
des branches basses). En cas de forte pullulation, les colonies s’étendent jusque dans la partie basse du
tronc, le recouvrant complétement d’un feutrage blanchitre constitué¢ de cire sécrétée par I’insecte
(Fig. 2a). Les conséquences sont multiples (Fig. 2c,d,e) : (1) perte d’élasticité de 1’écorce dans les
zones occupées par les colonies, aboutissant a des craquelures caractéristiques connues sous le nom de
‘peau de lézard’, (2) nécroses corticales entourées de bourrelets cicatriciels, (3) mortalité de branches
basses, (4) absence de débourrement et mort 1’année suivant I’infestation (Fig. 2f) (Della Beffa 1936 ;
Arzone & Vidano 1984 ; DSF 2006), la mortalité pouvant atteindre 70 % des arbres d'une parcelle.
Aprés une infestation sévére, des champignons saprophytes se développent sur le miellat produit par
les pucerons. Leurs mycéliums donnent au tronc une couleur noire caractéristique, connue sous le nom
de fumagine (Fig. 2b). L'importance des dégats est généralement fonction de la proportion de tronc
recouvert par les colonies. Ainsi, lorsque la fraction de tronc colonisée reste inférieure a 50 % de la
surface totale, on assiste essentiellement a une diminution de croissance, tandis qu’une surface de

colonisation supérieure a 50 % aboutit généralement a la mort de I’arbre (DSF 2007).

2.3. Moyens actuels de lutte

La longévité et la hauteur des arbres rendent difficile I’application en peupleraie des méthodes
conventionnellement appliquées en agriculture. En cas d’attaques séveres, la lutte curative chimique
peut-étre utilisée (Maugard & Baubet 2004 ; DSF 2006). Toutefois, la mise en place des traitements
insecticides en début de colonisation reste difficile car elle ne doit intervenir ni trop tot (pour éviter
d’autres traitements) ni trop tard (pour limiter I’infestation), et nécessite des moyens techniques et
humains importants et colteux. Les troncs sont traités jusqu’au tiers supérieur en utilisant un
important volume d’eau mais I’impossibilité d’atteindre les plus hautes parties, alliée au fort potentiel
de recolonisation de l’insecte, diminue beaucoup ’efficacité du traitement. De plus, les molécules
chimiques utilisées (e.g. lambda cyhalothrine, pyrimicarbe) sont peu sélectives et sont nocives pour le
reste de I’entomofaune (Maugard & Baubet 2004 ; DSF 2006).

Les pullulations de P. passerinii sont sans précédent et contrastent avec les faibles densités des
populations typiquement observées sur son hote de prédilection le peuplier noir, Populus nigra (L.),
dans les zones naturelles de ripisylve (Source : crop protection compendium-cabi.org). Le puceron
lanigere du peuplier est une espece qui reste a ce jour trés peu étudiée et les raisons de son émergence

et de I’expansion de ses pullulations vers le nord restent a clarifier.
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3. QUELLES HYPOTHESES POUR EXPLIQUER L’EMERGENCE ET L’EXPANSION

DES POPULATIONS DE P. PASSERINII ?

L’émergence et la propagation rapide des populations de P. passerinii soulévent une principale
interrogation : pourquoi et comment une espece indigéne de puceron a-t-elle pu acquérir le statut de
ravageur sur une essence autochtone ? Plusieurs facteurs liés a I’environnement biotique et abiotique
de I’insecte, ainsi qu’a ses caractéristiques biologiques et génétiques pourraient étre impliqués dans

I’apparition et la propagation des pullulations sans précédent de P. passerinii.

3.1. Facteurs environnementaux biotiques

Les pullulations d'insectes correspondent a des périodes durant lesquelles leurs populations ne
sont plus contrdlées par les facteurs naturels de régulation. La dynamique des populations d’insectes
phytophages forestiers peut étre régulée par deux types de facteurs biotiques: ceux liés a I’arbre héte,
en particulier I’abondance et le niveau de résistance des peuplements, et ceux relatifs aux ennemis
naturels. L’importance relative de I’arbre hoéte et des ennemis naturels sur la dynamique de leurs

populations varie considérablement selon I’espéce d’insecte considérée (Kidd & Jervis 1997).

3.1.1. Niveau de résistance des peuplements forestiers

La résistance des arbres joue un role crucial dans I’écologie des insectes forestiers (\Wagner et
al. 2002). Les contraintes environnementales qui affectent le niveau de résistance des arbres sont donc
particuliérement susceptibles d’affecter les interactions arbre-insecte, ce qui peut conduire a une

amélioration des performances des insectes et par conséquent a I’émergence de nouveaux ravageurs.

3.1.1.1. Impact des contraintes abiotiques sur la résistance des arbres

La réponse des insectes aux modifications du niveau de résistance des peuplements semble
dépendre de la guilde alimentaire de I’insecte (Koricheva et al. 1998b). Ainsi, les insectes xylophages
et piqueurs-suceurs semblent globalement favorisés dans les peuplements stresses par les contraintes
abiotiques (Larsson 1989 ; Larsson & Bjdrkman 1993 ; Koricheva et al. 1998b), tandis que les
défoliateurs le semblent plutét dans des peuplements non stresses (Price 1991 ; Larsson &
Bjorkman 1993 ; Koricheva et al. 1998b). Toutefois, si la réponse des insectes xylophages semble
constante, celle des insectes piqueurs-suceurs et des défoliateurs montre une certaine variabilité intra-

guilde (Koricheva et al. 1998b). De telles variations sont probablement liées aux caractéristiques
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biologiques des insectes, telles que leur mobilité, leur mode d’alimentation (tissus ciblés,

spécialisation) et dépendent du groupe taxonomique considéré (Jones & Coleman 1991).

Les contraintes abiotiques, telles que la fertilisation, la température, les désastres naturels
(sécheresse, incendies de foréts, tempétes), la concentration en CO, ou la pollution peuvent modifier la
résistance de ’arbre, agir sur I’insecte lui-méme ou sur les deux simultanément (Berryman 1981 ;
Mattson & Haack 1987 ; Jones & Coleman 1991 ; Herms & Mattson 1992 ; Larsson 1989 ; Tuomi et
al. 1991 ; Koricheva et al. 1998a,b ; Lieutier 2004). Par exemple, la combinaison d'une sécheresse
intense diminuant le niveau de résistance des peuplements d’épicéas et de température élevées
favorisant le taux d’accroissement des populations d’insectes peut déclencher des pullulations
d’insectes xylophages tels que le scolyte Ips typographus L. (Coleoptera) (Chararas 1979 ; Bakke
1983). Les désastres naturels sont connus pour étre des facteurs déclencheurs des pullulations en
milieu forestier puisqu’ils affaiblissent les arbres. Ainsi, les tempétes de grande envergure sont le
principal facteur déclencheur des pullulations de scolytes. La fertilisation agit de maniére
multifactorielle. D’une part, elle peut augmenter la qualité nutritionnelle de I’arbre hote et donc sa
susceptibilité aux attaques de pucerons (Rowntree et al. 2010), comme par exemple chez le puceron
lanigere du pin sylvestre, Schizolachnus pineti (F.) (Kainulainen et al. 1996). D’autre part, selon
I’hypothése de la balance croissance/différenciation (Loomis 1932 ; Herms & Mattson 1992), la
fertilisation tend & augmenter la concentration en métabolites secondaires et donc la résistance des
arbres jusqu’a un certain seuil au-dela duquel la tendance s’inverse. Les contraintes abiotiques
directement liées aux variables climatiques telles que la température, les sécheresses ou la
concentration en gaz a effet de serre (CO,, Os) sont des facteurs importants lorsque 1’on considére les
pullulations d’insectes dans le contexte du changement climatique. Ce théme sera traité dans le

paragraphe 3.2.2 de I’introduction.

3.1.1.2. Impact des pratiques sylvicoles

Les écosystémes forestiers sont depuis longtemps modifiés par les pratiques sylvicoles assurant
le renouvellement naturel ou artificiel des peuplements, la préparation du terrain et agissant sur la
composition des peuplements (Zsuffa et al. 1996 ; FAO 2001). Depuis le milieu du 20°™ siécle, la
nécessite¢ d’accroitre la productivité des foréts est apparue avec la demande croissante en bois
d’ceuvre, de chauffage et d’industrie. La ligniculture®, s’est donc développée de maniére importante

placant au premier rang des essences plantées a 1’échelle mondiale, le pin (Pinus spp.) et I’eucalyptus

% Ligniculture : culture d’arbres a croissance rapide en plantation de courte révolution avec des pratiques
sylvicoles intensives en vue d'obtenir le maximum de rendement de matiere ligneuse
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(Eucalyptus spp.) (Ohmart & Edwards 1991 ; FAO 2001). Dans I’hémisphére nord, les principales
essences autochtones concernées sont les Salicaceae avec d’abord le peuplier (Populus spp.) puis le
saule (Salix spp) (Zuffa et al. 1996 ; Coyle et al. 2005). La standardisation des produits du bois pour
les besoins industriels a contribué a des dégats plus fréquents et intenses des ravageurs indigenes ainsi

qu’a I’émergence de nouveaux ravageurs (Day & Leather 1997).

La nécessité d’accroitre la production forestiére a conduit a une réduction de la diversité
génétique des peuplements (Mason 1985 ; Muller-Starck & Zeihe 1992), en raison du développement
de la sélection génétique d’hybrides a forte productivité (croissance rapide, qualité du bois) (Stettler et
al. 1996 ; Pallett & Sale 2004). Si I’on considére qu’il existe un compromis entre les caractéres liés a
la croissance et ceux relatifs a la défense contre les phytophages (Loomis, 1932 ; Lorio 1986 ; Coley et
al. 1985 ; Gulmon & Mooney 1986 ; Herms & Mattson 1992) et que la mise en place de mécanismes
de résistance est colteuse (Koricheva 2002 ; Strauss et al. 2002), il est probable que la sélection pour
la croissance affecte négativement les capacités de défense des génotypes sélectionnés. Dans ces

conditions, la sensibilité¢ aux insectes peut étre accrue et I’émergence de nouveaux ravageurs favorisée.

De nombreuses especes d’insectes indigenes forestiers ont atteint le statut de ravageur suite au
développement des plantations a densité élevée et a diversité génétique réduite, voire inexistante (Day
& Leather 1997 ; Speight 1997). Par exemple en Australie, de nombreux insectes indigénes présents a
I’état endémique dans les foréts naturelles d’eucalyptus sont devenus ravageurs dans les plantations
monoclonales de cette méme essence (Strauss 2001 ; Henery 2010). L’homogénéisation spatiale et
génétique des plantations peut avoir de profonds effets sur la dynamique des populations d’insectes
capables d’utiliser la ressource, en particulier les espéces monophages (Jactel et al. 2005). La forte
densité des peuplements permet aussi de réduire les pertes subies par les insectes lors de leur
dispersion pour trouver un nouvel héte. C’est particulierement crucial pour les pucerons dont le taux
de mortalité lié a la dispersion est trés élevé (Ward et al. 1998). Finalement, la simplification des
écosystemes par la réduction de la diversité génétique des arbres, par les plantations sur sols plus ou
moins adaptés et par I’augmentation de la densité sont autant de facteurs dont la combinaison affecte
le niveau de résistance des peuplements forestiers et accentue le risque d'émergence de nouveaux
ravageurs (Coyle et al. 2005 ; Wainhouse 2005 ; Henery 2010).

3.1.2. Prédation et parasitisme

Les parasitoides et les prédateurs peuvent aussi réguler significativement la dynamique des
populations d’insectes forestiers (Kidd & Jervis 1997). Toutefois, dans un habitat peu diversifié

comme certaines plantations forestiéres modernes, ‘I’hypothése des ennemis naturels’ suggere que les
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espéces et les populations de prédateurs et parasitoides sont moins abondantes et donc peu efficaces
dans la régulation des populations d’insectes phytophages (Root 1973 ; Russel 1989). De plus, chez
les pucerons des arbres, les ennemis naturels ne sont généralement pas les principaux facteurs de
régulation des populations mais plutdt des facteurs perturbant occasionnellement leur dynamique.
C'est le cas par exemple pour les populations du puceron de 1’érable, Drepanosiphum platanoides
(Schrank) qui sont parfois réduites de maniére drastique par les Hyménopteres parasitoides Aphelinus
thomsoni Graham, Monoctonus pseudoplatani Marshall ou Trioxys cirsii Curtis (Dixon 2005).

3.2. Les modifications climatiques

Les modifications climatiques impliquent des changements complexes et simultanés de
nombreuses variables environnementales (Trenberth et al. 2007). La température moyenne globale a
augmenté d’environ 1°C depuis 1’ére préindustrielle en Europe, avec une accélération au cours des
derniéres décennies durant lesquelles huit années entre 1996 et 2007 étaient parmi les plus chaudes
depuis 1850 (EEA 2008). De plus, en se basant sur les modéles d’évolution de la température pour les
100 prochaines années, il est prédit que I’augmentation de la concentration en gaz a effet de serre
pourrait augmenter la température moyenne globale de 1,8 a 4,0 °C d’ici 2100 (Meehl et al. 2007).
Des modifications du niveau de pénétration des ultraviolets B (UVB) ainsi que de la fréquence et de
I’intensité des précipitations et des évenements climatiques extrémes dont les sécheresses et les
tempétes sont aussi prédites. Les modifications climatiques affectent directement les insectes
phytophages, prédateurs et parasitoides via leurs impacts sur la physiologie et le comportement, ce qui
peut avoir des conséquences sur leurs interactions (Harrington et al. 1999 ; Hance et al. 2007). Pour les
insectes phytophages, I’impact peut étre également indirect lorsque I’insecte est affecté par des
changements d’autres facteurs eux-mémes modifiés par les paramétres climatiques, en particulier les

facteurs liés a la plante hote (Herms & Mattson 1992).

3.2.1. Impacts directs sur les insectes

La plupart des études concernant I’impact direct des modifications climatiques sur les insectes
s’intéressent a 1’effet de 1’augmentation de la température, puisque ce sont des organismes
poikilothermes dont la physiologie est fortement influencée par la température ambiante. Il existe peu
de preuves expérimentales de I’effet direct des autres facteurs climatiques sur les insectes (e.g. UVB :
Hatcher & Paul 1994 ; McCloud & Berenbaum 1994 et CO, : Stange et al. 1993 ; Agrell et al. 2000).
L’augmentation des températures peut avoir un effet positif direct sur le taux de phytophagie (DeLucia

et al. 2008 ; Bale et al. 2002) et sur la dynamique spatiotemporelle des insectes forestiers a travers la
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modulation de processus physiologiques tels que la survie hivernale, le développement, la fécondité, la
phénologie et la dispersion (Messenger 1959 ; Andrewartha & Birch 1984 ; Bale et al. 2002 ; Robinet
& Roques 2010). Comparativement aux autres insectes, le seuil thermique minimal de développement
des pucerons est bas et leur durée de génération est courte et sans diapause (Harrington et al. 1995). La
température a donc une influence déterminante sur leur dynamique et le réchauffement climatique est
susceptible d’affecter fortement leur statut de ravageur (Bale et al. 2002). De plus, la température
affecte le mode de reproduction des pucerons (cf. § 3.3.2).

Notons également que si la température affecte la physiologie des insectes phytophages, elle
affecte également celle de leurs prédateurs et parasitoides qui n’ont pas la méme tolérance
physiologique a la température et le méme optimum de développement (Parmesan & Yohe 2003 ;
Parmesan 2006). Ainsi, ’augmentation des températures peut conduire a des perturbations de la
synchronisation phénologique spatiale et temporelle entre le cycle biologique de I’insecte proie et
celui de son prédateur ou parasitoide (Harrington et al. 1999 ; Visser & Both 2005 ; Hullé et al. 2010).
Les études empiriques visant a analyser 1’impact d’une augmentation de la température sur les
interactions entre les pucerons et leurs ennemis naturels montrent qu’il n’est pas possible de tirer de
conclusion générale quant a un effet positif ou négatif des modifications de synchronisation
phénologique sur la croissance des populations de pucerons (Hullé et al. 2010). Toutefois, un décalage
de I’aire de distribution du puceron non suivi par un décalage de celle de ses ennemis naturels ou une
émergence trop précoce d’un parasitoide vis-a-vis de son puceron héte peut favoriser les populations

de puceron (Hance et al. 2007), et donc 1’émergence de nouveaux ravageurs.

3.2.2. Impacts indirects via I’arbre hote

Tous ces effets directs sur les populations d’insectes phytophages peuvent étre en outre modulés
par des effets indirects positifs ou négatifs, résultant de l'action des modifications climatiques sur la

physiologie et la phénologie de I’arbre héte et qui affecte sa qualité nutritionnelle ou sa sensibilité.

L’augmentation de la concentration en CO, atmosphérique a pour effet de modifier les
propriétés nutritionnelles des plantes en augmentant le rapport C/N. Cela conduit & un taux de
phytophagie plus important des larves d’insectes (alimentation compensatoire) pour achever leur
développement et donc a des dégats plus important (Lindroth et al. 1995 ; Docherty et al. 1996). Les
études réalisées sur les pucerons des arbres montrent une certaine variabilité de leur réponse (Docherty
1997). L’¢lévation de la concentration des gaz a effets de serre peut aussi affecter le niveau de
résistance des arbres. Ainsi, Percy et al. (2002) ont montré qu’une élévation de CO, et d’O; affecte les

caractéristiques défensives physiques et chimiques du peuplier tremble, Populus tremuloides (Michx)
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entrainant des pullulations plus séveres du puceron, Chaitophorus stevensis (Sanborn). S’agissant de
I’impact de la température sur la physiologie de la plante, les quelques études réalisées montrent qu’a
I’heure actuelle aucune généralisation n’est possible puisque la réponse de la plante semble varier
selon les composés chimiques et selon I’espéce (Bidart-Bouzat and Imeh-Nathaniel 2008). En
revanche, les sécheresses plus fréquentes et intenses qui accompagnent 1’élévation des températures
ont un impact beaucoup plus marqué sur la résistance de 1’arbre vis-a-vis des insectes phytophages et
sur leurs pullulations (Mattson & Haack 1987). De gros événements de sécheresse peuvent favoriser
I’émergence de nouveaux ravageurs, comme dans le cas des sécheresses intenses subies par le chéne
rouge ayant contribué a I’émergence du coléoptére Enaphalodes rufulus dans 1’ Arkansas (Stephen et
al. 2003). L’hypothese de la balance croissance/différenciation (Loomis 1932 ; Herms & Mattson
1992) est suggérée pour expliquer ce phénomeéne. D’apres cette hypothése, un stress hydrique modéré
augmente la concentration en métabolites secondaires impliqués dans la résistance (e.g. composés
phénoliques), tandis qu’un stress hydrique intense la réduit. La réponse des pucerons aux

modifications physiologiques induites par la sécheresse sont variables (Hale et al. 2003).

Les modifications thermiques peuvent agir sur la synchronisation phénologique entre le puceron
et son arbre hote, conduisant a des effets négatifs lorsqu’elles engendrent un décalage entre
I'apparition du stade végétal recherché par Il'insecte et le stade agressif du ravageur, comme chez le
puceron de 1’érable sycomore, Drepanosiphum platanoides (Dixon 2003). Toutefois, I’impact
pourrait-étre positif pour des pucerons endémiques qui seraient en discordance partielle avec leur hote

et dont la synchronisation serait meilleure par suite des modifications de phénologie.

3.2.3. Impacts sur les régimes de pullulation d’insectes

Il existe des preuves visibles des effets directs du réchauffement climatique sur les
modifications de I’intensité et de la fréquence des pullulations, ainsi que sur les modifications des aires
de distribution des insectes forestiers (Safranyik & Wilson 2006 ; Carroll et al. 2006 ; Ayres &
Lombardero 2000 ; Bale et al. 2002 ; Logan et al. 2003 ; Netherer & Schopf 2010 ; Robinet & Roques
2010). Les modifications d’intensité et de fréquence des pullulations sont généralement attribuées a un
accroissement du voltinisme (Ayres & Lombardero 2000 ; Harrington et al. 2001 ; Berg et al. 2006 ;
Kiritani 2006 ; Lange et al. 2006 ; Westgarth-Smith et al. 2007 ; Jonsson et al. 2007). L’aire de
distribution peut étre modifiée par un allongement de la période de vol, une augmentation du taux de
survie hivernal et un décalage altitudinal et latitudinal des isothermes modifiant la limite des
températures létales basses spécifiques & chaque espéce (Kurz et al. 2008 ; Battisti et al. 2005 ;
Robinet & Roques 2010). Plus généralement, Bale et al. (2002) ont suggéré que ’aire de distribution

d’une espece forestiére phytophage était approximativement déterminée par une combinaison du taux
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de développement avec la présence/absence d’une diapause. Leur modéle simplifié prédit que
I’augmentation des températures affectera positivement le voltinisme et la limite altitudinale et
latitudinale des especes multivoltines sans diapause, tels que les pucerons. Chez ces espéces, une
période de vol plus précoce et la diminution du taux de mortalité hivernale des générations
anholocycliques* peut également entrainer une plus grande sévérité des pullulations. C’est de cette
fagon que la capacité reproductrice des générations anholocycliques d’Elatobium abietinum au
printemps a ét¢ améliorée, entrainant d’importantes défoliations dans les foréts d’épicéas du

Royaume-Uni (Powell & Parry 1976 ; Westgarth-Smith et al. 2007).

3.3. Caractéristiques génétiques des populations

Nous venons de voir que les changements environnementaux peuvent affecter la dynamique des
populations des insectes en influengant la dispersion des individus, et donc leur répartition, en
affectant leurs interactions avec la plante hote et leurs ennemis naturels, ainsi qu’en ayant des effets
sur la physiologie de I’insecte (e.g. reproduction parthénogénétique favorisée par le réchauffement
chez les pucerons, changements dans leur phénologie et premieres migrations printanieres plus
précoces ; Hullé et al. 2010). A cela s’ajoutent les caractéristiques génétiques des populations
d’insectes répondant aux variables environnementales et qui constituent aussi un facteur clé de leur
dynamique de populations (Wallner 1987), pouvant notamment conduire a I’émergence de nouveaux
ravageurs. Chez les pucerons, la présence d’une reproduction parthénogénétique assurant une
succession rapide de nombreuses générations clonales, peut amplifier la réponse génétique et favoriser

I’émergence rapide de populations adaptées a leur habitat.

3.3.1. Variabilité génétique et arbre hote

Des modifications de la qualité et de la disponibilité de la plante hdte peuvent affecter la
dispersion des individus, ce qui influence directement les flux de genes au sein et entre les populations
et ainsi la distribution de la variabilité génétique (Mopper 1996 ; Peterson & Denno 1998a). La
spécialisation pour un hote donné peut limiter les flux de génes et conduire a 1’apparition de
populations génétiquement distinctes associées a un hote particulier (race d’héte) ou de variants
génotypiques (biotypes) contournant les genes de résistance de 1’hote et que ’on identifie
généralement sur la base d’expériences de préférence/performance des individus (Edmunds & Alstad

1978 ; Rausher 1983). Ce phénomene, fréquemment observé chez les pucerons (Shufran et al. 1992 ;

* Anholocyclique : générations a reproduction parthénogénétique
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Via 1999 ; Sunnucks et al. 1997 ; Miller et al. 2005 ; Frantz et al. 2006 ; Margaritopoulos et al. 2009),
peut conduire a I’émergence de populations ravageuses car plus spécialisées ou plus agressives. Par
exemple, depuis la fin du 19°™ siécle en Europe, les vignes ont été greffées sur des porte-greffes de
variétés américaines de vigne naturellement résistantes au phylloxéra. Cette résistance, jusqu’alors
efficace, a finalement été contournée par un nouveau biotype apparu en Allemagne en 1994 (van
Emden 2007). La culture en plantations monoclonales favorise clairement la spécialisation et
I’émergence de nouveaux biotypes chez les pucerons ainsi que leur expansion, comme dans le cas de
I’apparition de la race d’héte de Myzus persicea (Sulzer) associée au tabac (Margaritopoulos et al.
2009). L’apparition de biotypes et de races d’hote adaptés a des cultivars particuliers est également
observée chez les pucerons des arbres. Ainsi, dans les vergers de pommiers, quelques cas d’apparition
de nouveaux biotypes du puceron lanigére du pommier, Eriosoma lanigerum (Hausmann),
contournant le gene de résistance Erl présent dans le génotype Northern Spy ont été rapportés
(McClintock 1930 ; Giliomee et al. 1968). Les races d’hote et des biotypes ne doivent pas étre
négligées chez les insectes forestiers qui ont souvent une large distribution géographique et sont
associés a des hotes pérennes (Day & Leather 1997). Toutefois, leur existence n’est pas systématique.
Nicol et al. (1998) ont identifié 28 génotypes chez 40 populations du puceron vert de I’épicéa,

Elatobium abietinum mais ils n’ont pas mis en évidence de biotypes.

3.3.2. Variabilité génétique, cycle de vie et climat

Il existe chez certaines espéces de puceron un polymorphisme génétiquement déterminé du
mode de reproduction permettant la coexistence, au sein d’une méme espece, de lignées variant dans
leurs stratégies de reproduction et d’hivernation (Simon et al. 2002): (1) des clones holocycliques
alternent entre une reproduction asexuée et sexuée et hivernent sous forme d’ceufs, (2) des clones
anholocycliques maintiennent une reproduction exclusivement parthénogénétique pendant toute
I’année et hivernent sous forme d’individus parthénogénétiques, (3) des clones intermédiaires (ou
dicycliques) maintiennent simultanément les deux modes de reproduction pendant I’hiver (Blackman
1974 ; Dedryver et al. 1998). Cette flexibilité de cycle de vie est fortement influencée par la
température (Rispe et al. 1998). Le climat peut alors affecter la composition clonale des populations.
Les ¢tudes réalisées sur les pucerons des grandes cultures ont montré qu’il existait le plus souvent un
cline latitudinal avec prédominance de clones anholocycliques dans les régions a hivers doux, de
clones holocycliques dans les régions a hiver rude, et de clones intermédiaires dans les régions a hiver
fluctuant (Dedryver et al. 1998, 2001 ; Simon et al. 1999 ; Llewellyn et al. 2003). Des modifications
de température peuvent alors non seulement améliorer le taux de survie hivernale des individus
parthénogénétiques mais également favoriser les clones anholocycliques, conduisant & une croissance

exponentielle des populations et a I’émergence de nouveaux ravageurx (revu dans Hullé et al. 2010).
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3.3.3. Variabilité genétique et dispersion

Les processus de dispersion ont d’importantes conséquences sur les flux de génes. Chez les
pucerons, certaines espéces ont une grande capacité migratoire avec des flux de génes importants entre
populations (e.g. Drepanosiphum platanoides), tandis que d’autres dispersent plus localement avec des
flux de genes limités, comme les espéces gallicoles (e.g. Pemphigus bursarius) (Loxdale & Lushai
2007). De méme, au sein d’une espece, certains clones, dont la tolérance écologique est large, sont
présents sur des zones géographiques étendues tandis que les autres sont plus spécialisés et localisés
(e.g. Myzus persicae, Margaritopoulos et al. 2009). Les clones anholocycliques, non contraints par la
photopériode ou 1’obligation de trouver un hote favorable pour la reproduction sexuée, ont une grande
tolérance écologique (Margaritopoulos et al. 2009). La dispersion large (et rapide) de certains
génotypes est aussi attribuée au transport d’origine humaine (e.g. Elatobium abietinum en Nouvelle-
Zélande, Nicol et al. 1998). Quelque soit le mode de dispersion, si des pucerons immigrants trouvent
un hoéte favorable a leur arrivée, se reproduisent et survivent sur cet hote, ils peuvent constituer une
population fondatrice qui peut persister, se développer et finalement continuer a s’étendre. Parfois, ces
populations deviennent ravageuses. Par exemple dans les grandes cultures, la dispersion peut aboutir a
la sélection de génotypes (clones) résistants aux insecticides (Margaritopoulos et al. 2009). En
revanche, des populations fondatrices limitées, comme dans le cas d’une introduction d’origine
humaine trés ponctuelle, peuvent restreindre la capacité d’adaptation des populations (e.g. Elatobium
abietinum en Nouvelle-Zélande, Nicol et al. 1998). Compte-tenu de leur petite taille et de la dilution
rapide des populations ailées dans les airs, la dispersion des pucerons est difficilement appréciable
avec les méthodes conventionnelles (Loxdale 2001). En examinant la structure génétique des
populations, il est possible de mettre en évidence les processus d’expansion géographique et de

colonisation et d’identifier les populations sources (e.g. Myzus persicae, Margaritopoulos et al. 2009).
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4. PROBLEMATIQUE & OBJECTIFS DE LA THESE

4.1. Problématique

Les dégats dus au puceron lanigere du peuplier de méme que leur extension spectaculaire
restent inexpliqués, et il n’existe pas actuellement de méthode efficace de suivi et de gestion des
populations de I’insecte dans les zones infestées, ni de méthodes de prévision des risques et de
prévention des dégats dans les zones indemnes. La mise au point de telles méthodes implique
nécessairement de connaitre la biologie générale et la dynamique du puceron, en particulier le role des

facteurs abiotiques, biotiques et génétiques conditionnant leurs performances et leur agressiviteé.

Mon travail de thése démarré en 2007 s’inscrit dans un programme de recherche débuté la
méme année par 1’équipe d'Entomologie Forestiére du Laboratoire de Biologie des Ligneux et des
Grandes Cultures (LBLGC). Ce programme vise a définir les facteurs de la dynamique spatio-
temporelle des populations de puceron lanigere, pour comprendre les processus a 1’origine des
pullulations. En effet, I’émergence et la propagation rapide des populations de P. passerinii soulévent
plusieurs interrogations: S'agit-il de populations locales favorisées par des conditions
environnementales favorables ? S'agit-il de populations méridionales qui se sont propagées plus au
nord ? Ce programme vise également a proposer les bases de méthodes de surveillance, de prévision
des risques et de prévention des dégats. Il cherche a mettre en évidence les particularités des
interactions arbres / puceron lanigére / environnement qui pourraient &tre mises a profit. En particulier,
il vise :

1- a éclaircir le rble des facteurs abiotiques sur la biologie des populations de l'insecte;

2- a caractériser les mécanismes naturels de résistance de I’arbre vis-a-vis du puceron et
I’impact de celui-ci sur les tissus de son hote, dans des conditions environnementales variées;

3- a apprécier le niveau de variabilité génétique des populations du puceron en lien avec

I'agressivité de celles-ci, afin d'appréhender leurs possibilités d’adaptation a la résistance des arbres.

L’ensemble de ce programme représente un travail considérable. Mon travail de thése s’est tout
d’abord focalisé sur 1'étude des interactions entre le peuplier et le puceron lanigere en éclaircissant la
biologie générale du puceron et en initiant 1’étude des mécanismes de résistance. Puis ce travail s’est
concentré sur I’appréciation des processus a ’origine des pullulations. Afin de répondre aux deux
principales questions, deux approches ont été développees : - la premiére évaluant I’effet des facteurs
environnementaux sur les populations du puceron et leur implication potentielle dans I’émergence et
I’expansion des pullulations de P. passerinii, - la deuxiéme visant a retracer I’histoire évolutive des

populations de ce puceron afin de mieux comprendre leur origine géographique et les facteurs
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conditionnant leur évolution. Dans ce but, ce travail s’est focalisé sur 1’appréciation du réle de I’arbre
hote et de la température dans la dynamique de ses populations et I’émergence des dégits, et sur

I’évaluation du niveau de variabilité et de structure génétique des populations du puceron.

Mon projet de recherche présente un intérét tant fondamental qu’appliqué. 1l s’insére d'abord
dans une démarche scientifique générale visant d’une part a comprendre les interactions au sein d’un
modele arbre-puceron original, et d’autre part a comprendre comment les facteurs génétiques et
environnementaux interagissent pour conduire a 1’émergence de nouveaux ravageurs indigenes. Il
permet aussi d’apporter des informations utiles aux forestiers pour développer des méthodes de
prévision des risques et de gestion préventives des populations de ce nouveau ravageur. Plus
largement, mon étude pose la question du rodle potentiel des pucerons comme futures especes
ravageuses forestiéres, d’autant plus que plusieurs études ont déja souligné une abondance croissante
des populations de pucerons des arbres, en particulier celles inféodées aux parties lignifiées, dans de
nombreuses régions d’Europe (Sage 1994 ; Sage & Tucker 1997 ; Armstrong 2000 ; Collins 2001).

4.2. Objectifs et structure de la these

Les travaux présentés dans cette thése ont permis la réalisation de six articles dont un paru dans
le Canadian Journal of Forest Research en 2011, un accepté pour publication dans Molecular Ecology
Resources, trois en relecture avant soumission et un en préparation. Afin d’éviter les redondances, les

références bibliographiques sont présentées a la fin du manuscrit.

Le Chapitre | est une synthése bibliographique visant a situer P. passerinii dans le contexte
général des pucerons des arbres pour souligner les particularités du modéle biologique et préciser les
points importants a approfondir. Une premiére partie est consacrée a la présentation des connaissances
sur la biologie des pucerons des arbres, leurs adaptations, les interactions avec leurs hotes et leurs
impacts sur les écosystémes forestiers. La seconde partie traite du modele biologique et présente les

connaissances acquises préalablement a mon travail.

Le Chapitre Il vise a approfondir les connaissances sur la biologie et 1’écologie du puceron.
L’originalité des dégats et le fait que l'espece se développe sur le tronc d’arbres matures souléve
d’importantes questions quant aux interactions fines entre I'hdte et son agresseur. Une étude detaillée
du mode d’alimentation de P. passerinii, est d'abord présentée. C'est un aspect fondamental de ces
interactions, a ’origine des dégats et des mécanismes de résistance potentiellement impliqués. Les
tissus ciblés par le puceron sont identifiés et le comportement alimentaire est décrit. Une étude

phylogénétique vise ensuite a replacer 1’espéce au sein des Aphididae, pour éclaircir la position
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systématique de la sous-famille des Phloeomyzinae et apporter des éléments de discussion quant a

I’évolution du mode d’alimentation dans ce groupe.

Le Chapitre 111 aborde la variabilité génétique de résistance du peuplier avec pour objectif
d’évaluer ’effet du niveau de résistance sur les performances de P. passerinii. A cette occasion, les
types de résistance impliqués (antibiose ou antixénose) ont pu étre précisés. Le chapitre est scindé en
deux grandes parties: 1- une étude physiologique sous trois conditions expérimentales (boutures non
enracinées au laboratoire, jeunes plants en serre, arbres en peupleraie) dont les objectifs, en comparant
divers génotypes de peuplier, sont d’une part de déterminer comment les performances de 1’insecte
sont affectées par la résistance du peuplier, d’autre part de définir un test simple de mesure relative du
niveau de résistance, transposable au terrain; 2- une étude comportementale comparant les modalités
de pénétration des stylets dans des génotypes de niveau de résistance différents, afin de compléter les

informations précédentes.

Le Chapitre IV est consacré a I’identification des processus a 1’origine de I’émergence et de
I’expansion des pullulations de P. passerinii en France et a la prédiction des risques pour les zones
non-infestées. 1l se scinde en deux grandes parties. Dans la premiére, ’effet de la température sur les
performances du puceron est évalué, ce qui permet de construire un modéle mécanistique de
dynamique de ses populations basé sur les relations entre température et réponse physiologique de
I’insecte. Ce modéle est ensuite utilisé pour tester le role des modifications climatiques récentes sur
I’émergence et I’expansion des dégats et prédire les risques dans le cadre d’une évolution du
réchauffement climatique. Dans la seconde partie, les caractéristiques génétiques des populations
sont prises en compte. Il s’agit d’identifier un ensemble de marqueurs génétiques suffisamment
polymorphes pour permettre ensuite 1’estimation de la diversité génétique et l'analyse de la distribution

spatiale de la variabilité génétique chez P. passerinii.

La conclusion générale présente une vision d’ensemble des connaissances biologiques de
I'espece, des ses interactions avec l'arbre hote et des facteurs impliqués dans la dynamique de ses

pullulations.
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Chapitre I. ~ Partie 1.
ynthése bibliographique :

Les pucerons des arbres

Le puceron lanigére du peuplier et ses interactions avec son hote étant relativement peu
connus, il convenait de resituer notre systéme biologique dans le contexte général des pucerons des
arbres. Cette premiére partie a donc pour objectif de présenter la biologie générale des pucerons des

arbres et les particularités du modéle d’interaction arbres-pucerons.

Les pucerons au sens large ou Aphidoidea (sensu Blackman & Eastop 1994) constituent un
groupe d’insectes piqueurs-suceurs a corps mou apparu il y a 280 millions d’années (Grimaldi &
Engels 2005). Ils appartiennent a I’ordre des Hemiptera et au sous-ordre des Sternorrhyncha qui
compte également trois autres super-familles : Coccoidea (cochenilles), Aleyrodoidea (aleurodes) et
Psylloidea (psylles) (Blackman & Eastop 2007). Les pucerons se développent dans les zones
tempérées de 1’hémisphére nord aussi bien sur des plantes sauvages que cultivées, ornementales ou
forestieres. Environ 40 % des espéces d’Aphidoidea passent tout ou une partie de leur cycle de vie sur
un arbre hote, tandis que 55 % se développent sur les plantes herbacées et les arbustes, les 5 % restant
vivant sur un hote inconnu (Blackman & Eastop 1994, 2006). Les trois familles reconnues (sensu
Blackman & Eastop 1994) possedent des espéces exclusivement associées aux arbres : (1) les
Adelgidae (= 70 especes) toutes associées aux coniferes (Gymnospermes), (2) les Phylloxeridae (= 70
especes) dont la grande majorité des espéces se trouve sur chénes et pacaniers et une espece
particuliérement ravageuse sur la vigne, et (3) les Aphididae (4700 espéces) avec par exemple la sous-
famille des Lachninae possédant de nombreuses especes associées aux arbres (i.e. tribus des
Eulachnini et des Lachnini). Les espéces d’Aphididae modernes résultent d’une radiation évolutive
des pucerons parallele a celle des Angiospermes et Gymnospermes modernes qui a eu lieu a la fin du
Crétacé (Heie 1987 ; Blackman & Eastop 1994 ; von Dohlen & Moran 2000 ; Peccoud et al. 2010).

1.1. BIOLOGIE DES PUCERONS DES ARBRES

L’arbre différe des plantes herbacées par un certain nombre de caractéristiques ayant joué un
r6le important dans 1’adaptation des pucerons via les processus de sélection. Un arbre se définit
comme un ‘végétal pérenne, ligneux, rameux, ne portant de branches durables qu'a une certaine

distance du sol” (www:.larousse.fr). La présence de tissus lignifiés, la complexité architecturale ainsi
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que la durée de vie d'un arbre contribuent a offrir aux insectes une grande diversité de niches
écologiques (feuilles, rameaux, branches, tronc et racines) qui difféerent entre elles par leurs
caractéristiques structurales et écologiques et sont toutes susceptibles d'étre colonisées.

1.1.1. Cycle de vie

1.1.1.1. Généralités sur la stratégie de reproduction

Le cycle de vie annuel typique des pucerons alterne une succession de ‘n’ générations a
reproduction parthénogénétique thélytoque (femelles parthénogénétiques dites femelles virginipares)
favorisées par les conditions climatiques du printemps et de 1’été, et une génération a reproduction
sexuée qui produit a I’automne les ceufs qui passeront I’hiver. Ce phénoméne d’alternance des deux
modes de reproduction, connu sous le nom de parthénogénése cyclique, est une réponse adaptative a la
saisonnalité et caractérise les espéces dites holocycliques (Simon et al. 2010). La production des
sexués est sous contrle de la photopériode (longueur de la nuit), bien que la température puisse
moduler ses effets (Simon et al. 2010). L’absence de fécondation durant la parthénogenése permet aux
embryons de débuter leur développement dés I’ovulation a I’intérieur méme de leur mére encore a
I’état d’embryon dans sa propre mére. Ce phénoméne, portant le nom de télescopage des générations,
raccourcit considérablement le temps de développement des pucerons (Kindlmann & Dixon 1989 ;
Dixon 1990, 1998). Comme nous avons pu I’évoquer en introduction (§ 3.3.2), il existe un
polymorphisme génétiquement déterminé du mode de reproduction des pucerons impliquant des
clones holocycliques, anholocycliques et intermédiaires (Simon et al. 2002). Notons également la
présence de clones androcycliques produisant uniquement des males se reproduisant avec les femelles
sexuées des clones holocycliques (Simon et al. 1991). Certaines espéces présentent méme
exclusivement des lignées parthénogénétiques et sont dites apomictiques comme c’est le cas pour le

puceron géant du saule, Tuberolachnus salignus (Gmelin) (Aphididae) (Blackman & Spence 1996).

Les Adelgidae et les Phylloxeridae ont conservé un caractere primitif puisque les femelles
parthénogénétiques sont ovipares tandis que chez les Aphididae, la reproduction asexuée
s’accompagne de la viviparité (Blackman & Eastop 1994 ; Havill & Footit 2007). Chez les Aphididae,
on distinguera donc les femelles sexuées ovipares aptéres, les méles et les femelles parthénogénétiques
vivipares (aptéres ou ailées selon les espéces) (Hille Ris Lambers 1966). La présence d’individus ailés
est indispensable & la dispersion. Cette plasticité phénotypique (ou polyphénisme) qui se manifeste par
la succession de différents morphes au cours du cycle de vie d’une méme espéce caractérise le cycle
biologique des pucerons (Hille Ris Lambers 1966 ; Moran 1992). Chez les pucerons des arbres, le

polyphénisme est réduit et comporte généralement trois morphes, comme chez le puceron de 1’érable

-38 -



Chapitre 1. ~ Partie 1. Synthése bibliographique

Drepanosiphum platanoides (Schrank) (Aphididae) : femelles parthénogénétiques ailées, males ailés
et femelles ovipares aptéres (Dixon 1969).

1.1.1.2. Place de I’hote ligneux dans le cycle de vie

La grande majorité des especes de pucerons sont monoéciques et effectuent leur cycle de vie sur
le méme hote, tandis que d’autres sont hétéroéciques (= 10 % des espéces) et alternent obligatoirement

entre deux plantes hotes généralement sans lien taxonomique.

Les especes monoéciques vivent généralement sur les arbres (Williams & Dixon 2007). Chez
ces derniéres, les femelles fondatrices issues de 1’éclosion des ceufs d’hiver sont semblables aux autres
morphes. Elles initient le développement de générations parthénogénétiques (femelles virginipares)
qui se succedent avant de produire les sexupares a I’automne. Les sexupares donneront naissance aux

sexués males ou femelles (Fig. 1.1a).

Chez les espéces hétéroéciques, 1’hote ligneux constitue I’hote primaire sur lequel se produit la
reproduction sexuée et 1’hivernation, tandis que 1’hdte secondaire sera une plante herbacée ou un
arbuste sur lequel la reproduction est exclusivement parthénogénétique (Dixon 1998, 2005 ; Moran
1992). L’alternance d’hotes est trés répandue dans certaines sous-familles d’Aphididae (e.g.
Aphidinae, Anoeciinae, Hormaphidinae et Eriosomatinae) (Blackman & Eastop 2000, 2006) et chez
les Adelgidae dont les hotes primaires et secondaires sont des coniféres appartenant a des genres
différents (Blackman & Eastop 1994 ; Havill & Foottit 2007). Le cycle des espéces hétéroéciques est
complexe mais peut se résumer de la fagon suivante (Fig. 1.1b) : un cycle typique débute par
I’accouplement et le dépot des ceufs d’hiver sur I’hdte primaire ou les femelles fondatrices initient le
développement des colonies de femelles fondatrigénes aptéeres. Ces derniéres produisent les pucerons
ailés au printemps qui migrent vers 1I’héte secondaire sur lequel les colonies se développent
exclusivement par parthénogenése thélytoque (femelles virginipares aptéres et ailées). Enfin, les
virginipares finissent par donner naissance aux males et aux gynopares ailés (femelles donnant des
femelles ovipares aptéres) qui retournent sur I’hdte primaire pour I’accouplement et 1’hivernation.
Deux principales hypothéses sont proposées pour expliquer I’alternance d’héte : (1) ‘la spécialisation
de la fondatrice’, selon laquelle il y a passage au printemps d’un hote ligneux vers un hote herbacé
plus favorable nutritionnellement, mais 1’adaptation de la fondatrice a I’hote primaire oblige un retour
vers ce dernier (Moran 1988, 1990) ; (2) I’hypothese adaptative, selon laquelle ’alternance d’hote

correspond a une utilisation optimale des ressources nutritives (Mackenzie & Dixon 1991).
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Fig. 1.1 Représentation schématique du cycle de vie d’un puceron (a) monoécique et (b) hétéroécique (d’aprés
Blackman & Eastop 1994 ; Williams & Dixon 2007)

1.1.2. Spécialisation a I’arbre hote

Il existe un continuum dans la spécificité a un hote, allant des généralistes aux spécialistes avec
toutefois une large prédominance de la stratégie spécialiste (Jaenike 1990 ; Shoonhoven et al. 2005).
Eu égard a leur mode de vie parasitique (parasite du phloéme) qui impose des contraintes sélectives
fortes, les pucerons n’échappent pas a cette régle et présentent un haut degré de spécialisation a la
plante héte (Eastop 1973), les plagant parmi les insectes les plus spécialisés (Peccoud 2010). Plus de la
moitié des espéces de puceron effectuent tout leur cycle de vie sur une seule espéce de plante hote et
certains genres de puceron sont associés a un genre de plante hote particulier ou plusieurs genres trés
proches (espéces monophages et oligophages) (Eastop 1973). Ainsi, les espéces du genre Cinara
(Aphididae) sont toutes associées au genre Pinus (Pinaceae) et certaines espéces sont méme
spécialisées sur une seule ou deux especes (Favret & Voegtlin 2004). De méme, toutes les espéces de
la sous-famille Chaitophorinae sont associés aux genres Salix et Populus (Salicaceae) (Blackman &
Eastop 1994). Chez les especes hétéroéciques, la gamme d’hdtes primaires ligneux est généralement
restreinte tandis que celle de I’hote secondaire peut Etre large et diversifiée avec des espéces pouvant
étre polyphages et ravageuses de grandes cultures (1 % des Aphididae) (Peccoud et al. 2010 ;
Jousselin et al. 2010). Ainsi tous les hotes primaires des espéces du genre Pemphigus (Aphididae)
appartiennent a I’espéce Populus (Abbot & Withgott 2004), tandis que les hdtes secondaires englobent
de nombreuses especes d’ Asteraceae (Miles 1989b ; Miller et al. 2005).
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1.1.3. Adaptation a la saisonnalité de I’arbre héte

Les pucerons des arbres vivent dans un environnement saisonnier trés contrasté,
nutritionnellement trés favorable au printemps et a I’automne et pauvre en été a la maturité du
feuillage (Mordvilko 1908). Au printemps, la croissance des feuilles crée une forte demande en azote
(ou puits d’azote) puisque les feuilles constituent le compartiment majeur de stockage des composés
azotés (protéines et acides aminés libres). Cette demande en azote chute a la maturité du feuillage en
été. En automne, 1’azote foliaire est remobilisé, recyclé et stocké sous forme d'acides aminés et de
protéines dans les parties pérennes de l'arbre (Morot-Gaudry 1997). Comme nous 1’avons évoqué
précédemment, I’hétéroécie pourrait constituer une réponse adaptative a cette variation saisonniére de
la qualité nutritionnelle de I’arbre (Mackenzie & Dixon 1991). Certaines espéces monoéciques
associées aux feuilles, comme Drepanosiphum platanoides, initient une diapause reproductive durant
la période estivale (Hille Ris Lambers 1966 ; Dixon 2005). Chez de telles espéces la synchronisation
de I’éclosion des ceufs avec le débourrement des bourgeons et la synchronisation de la reproduction

sexuée avec la chute des feuilles sont clairement des avantages sélectifs (Dixon 2005).

1.1.4. Dynamique des populations

La dynamique annuelle des populations de pucerons des arbres se caractérise par une évolution
de la densité saisonniére des populations marquée par un pic d’abondance a la fin du printemps et un
second plus ou moins marqué a I’automne selon les espéces. Cette densité saisonniére ne résulte pas
uniquement de 1’évolution saisonniére de la qualité nutritionnelle de 1’arbre mais aussi de facteurs
densité-dépendants liés a la compétition intraspécifique. Le déclin estival est initié par la migration
résultant de la compétition intraspécifique pour la ressource et son intensité dépend du degré avec
lequel la qualité nutritionnelle de I’arbre hote diminue (Dixon 1970, 1971c¢, 2005 ; Dixon et al. 1993 ;
Dixon et al. 1996 ; Sequeira & Dixon 1997 ; Kindlmann & Dixon 1996). Chez les pucerons des arbres,
il existe une corrélation négative entre 1’abondance des pucerons émergeant des ceufs au printemps
(fondatrices) et le taux d’accroissement des populations a 1’automne (femelles ovipares) connue sous
le nom d’effet ‘dents-de-scie’ (Dixon 1971c, 2005). En effet, un grand nombre de pucerons au début
du printemps induit une forte compétition intraspécifique qui peut : (1) avoir un effet négatif sur la
qualité nutritionnelle de la plante hote a I’automne (e.g. pucerons du pacanier, Wood et al. 1985 ;
Alverson & English 1990 ; Bumroongsook & Harris 1991), (2) induire une réduction de la taille des
pucerons affectant positivement le taux de migration et/ou négativement le potentiel d’accroissement
de la population lors du pic automnal (puceron du sycomore Drepanosiphum platanoides, Dixon
1971c), (3) exercer ces deux effets simultanément. Les fluctuations de populations des especes

présentant un effet ‘dents-de-scie’ se caractérisent par des pics d’abondance cyclique entre les années
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(souvent des cycles bisannuels) puisqu’une réduction de la croissance des populations a 1’automne
conduira a une faible population au printemps suivant permettant une croissance plus importante des
populations a I’automne (Dixon 1971c). Cette régularité dans la fluctuation des populations est une
caractéristique commune aux pucerons des arbres a feuilles caduques et des coniferes (Dixon 2005).
Le climat et les ennemis naturels peuvent occasionnellement modifier un tel systéme (Jarosik &
Dixon 1999 ; Dixon 2005).

1.1.5. Mode d’alimentation et adaptations associées

La plupart des pucerons se nourrissent de séve ¢laborée qu’ils prélévent au niveau du phloeme
grace a leurs pieces buccales modifiées en stylets (Douglas 2003). Elles sont composées de deux
mandibules externes et de deux maxilles internes formant un canal salivaire et un canal alimentaire
puis, a ’extrémité, un canal commun (Fig. 1.2) (Miles 1999). La séve élaborée est conduite
passivement dans le canal alimentaire par la pression de turgescence des tubes criblés du phloéme.
L’alimentation par succion active est ponctuellement observée lors de la consommation de séve brute
(au niveau du xyleme) pour compenser un stress hydrique (Tjallingii 1994). La seve élaborée est un
substrat alimentaire déséquilibré car riche en carbone (saccharose) mais pauvre en acide aminés
essentiels (leucine, tryptophane, méthionine) non synthétisés par les pucerons (Douglas 2003). Ces
derniers sont alors fournis par un endosymbionte bactérien mutualiste obligatoire (primaire), Buchnera
aphidicola situées dans des cellules spécialisées nommées bactériocytes et transmis par la femelle a sa

progéniture lors de la production des gameétes (transmission verticale ; Douglas 1998).

Les pucerons se développant sur les feuilles, les pétioles, les aiguilles et les bourgeons, ou le
phloéme est facilement accessible, ne présentent pas d’adaptations particuliéres. Un petit nombre
d’espéces induit cependant des déformations d’organes (ou pseudogalles) ou des proliférations
cellulaires anormales (hyperplasies) a 1’origine de galles (Miles 1989a,b, 1990 ; Quisenberry & Ni
2007). Les galles présentent souvent une structure complexe (galles organoides) (Shorthouse &
Rohfritsch 1992 ; Stern & Foster 1995). Leur fonction principale est nutritive mais elles offrent
également une protection pour la femelle et sa progéniture (Wool 2004). Les Adelgidae (e.g. Adelges
spp.), les Phylloxeridae (e.g. Phylloxera spp. sur le pacanier) et les Aphididae des sous-familles
Eriosomatinae (Pemphigus spp.) et Hormaphidinae (e.g. Hormaphis spp.) sont les principaux groupes
concernés (Auclair 1963 ; Pollard 1973 ; Miles 1989b ; Wool 2004). Ce sont essentiellement des
espéces hétéroéciques qui induisent les galles sur leur hote primaire ligneux (Wool 2004), comme les
espéces du genre Pemphigus sur les pétioles de feuilles de peuplier ou Adelges abietis (L.) sur les
bourgeons d’épicéa (Miles 1989b).
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Fig. 1.2 Représentation schématique
de l’anatomie du systéme buccal
piqueur-suceur des pucerons en
coupes transversales (d’aprés Miles

1999)

Les pucerons se développant sur les parties lignifiées nécessitent des adaptations
morphologiques spécifiques, telles que de trés long stylets pour pouvoir atteindre le phloéme situé en
profondeur sous 1’écorce (Dixon 1997 ; Dixon et al. 1995). En conséquence, chez les pucerons des
arbres, il existe une corrélation positive entre la taille du proboscis et la profondeur de localisation du
phloéme (Dixon 1997, 1998). Le fonctionnement d’un long proboscis nécessite d’étre associé a une
grande taille du corps, il existe donc en parallele un accroissement de la taille du corps des insectes
(Dixon 1997, 1998). Par exemple, les especes de Lachninae, essentiellement associées aux parties
lignifiées du tronc et des branches, sont toutes des especes de grande taille (Pollard 1973). Certaines
espéces presentent des adaptations morphologiques supplémentaires, telles qu’un allongement
disproportionné de la taille des stylets. C’est le cas par exemple de Stomaphis quercus (L.)
(Aphididae) dont la longueur des stylets fait approximativement le double de la taille du corps afin de
s’alimenter sur le tronc de chénes matures (Dixon 1998). En prenant 1’exemple des pucerons associés
au chéne, la figure 1.3 illustre la corrélation positive qui relie la taille du corps des pucerons des
arbres, la longueur de leurs stylets et la niche occupée par 1’espéce (Dixon 1998). Les jeunes stades
possedent généralement de longs stylets disproportionnés puisque leur taille reste constante au cours
des différentes mues (Balch 1952 ; Mittler 1954).
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Fig. 1.3 Relation entre la longueur du corps et celle des stylets (échelle logarithmique) de quatre especes de
pucerons du chéne (Aphididae) associées a différents sites d’alimentation : (1) Tuberculatus annulatus (Hartig),

(2) Thelaxes dryophila (Schrank), (3) Lachnus roboris (L.) et (4) Stomaphis quercus (L.) (d’aprés Dixon 1998)

La corrélation positive qui existe entre la taille des stylets et du corps et la profondeur de
localisation du phloéme implique également que les espéces de petite taille ne seront pas capables
d’atteindre le phloéme situé en profondeur sous 1’écorce (Dixon 1997, 1998). Chez ces dernieres, les
stylets restent donc localisés au niveau du cortex’. Ces espéces induisent fréquemment des
gonflements tumoraux non structurés, ou galles histoides, au niveau des racines et/ou des parties
ligneuses aériennes (Millick 1977 ; Rohfritsch 1990 ; Shorthouse & Rohfritsch 1992 ; Stern & Foster
1995 ; Forneck et al. 2002 ; Kellow et al. 2004). Les cellules tumorales forment un tissu nourricier
dans lequel peuvent s’accumuler des acides aminés et de I’amidon favorisant le développement du
puceron (Miles 1989a). Par exemple, sur les racines et les parties aériennes du pommier, Eriosoma
lanigerum (Hausmann) (Aphididae) induit une division active (hyperplasie) des cellules du cambium.

> Cortex : tissus situés entre 1’épiderme et le systéme vasculaire (Esau 1977)
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Celle-ci aboutit & la formation d’un gonflement constituée d’un parenchyme cortical® hypertrophié et
d’un xyléme non fonctionnel qui se propage aussi bien latéralement que radialement (Staniland 1924 ;
Jeanneau 1968 ; Brown et al. 1991). Le phylloxera de la vigne, Daktulosphaira vitifoliae Fitch
(Phylloxeridae) induit la formation de galles au niveau des racines de vigne suite a une prolifération
cellulaire anormale des cellules du parenchyme phloémien’ (Granett et al. 2001 ; Forneck et al. 2002 ;
Kellow et al. 2004). Les galles ne sont pas toujours visibles extérieurement. C’est le cas par exemple
du puceron lanigere du sapin, Adelges piceae (Ratzburg) (Adelgidae) qui induit la formation d’un
parenchyme cortical hypertrophié et un élargissement des cellules de xyléme sur le tronc et les
branches de son hote secondaire, le sapin de Fraser, sans que des gonflements ne soient visibles
extérieurement (Balch 1952 ; Balch et al. 1964 ; Millick 1977; Rohfritsch 1990).

1.2. LES INTERACTIONS ARBRES-PUCERONS

Les interactions arbres-pucerons englobent I’ensemble des étapes qui interviennent dans la
sélection et la colonisation de I’h6te par le puceron et des caractéristiques et réactions de I’arbre qui
affectent les préférences et les performances des pucerons, et par la-méme le processus de colonisation
(Pickett et al. 1992 ; Prado 1997 ; Powell et al. 2006 ; Pettersson et al. 2007).

1.2.1. Etapes de la sélection et de la colonisation de la plante hote

La sélection et la colonisation de la plante héte résultent d’une succession de séquences
comportementales, impliquées dans la localisation de I’h6te, la sélection du site d’alimentation et
I’acceptation de la plante hote qui constitue I’étape ultime du processus de colonisation. Ces étapes
sont guidées par la perception de signaux visuels, olfactifs, gustatifs et tactiles impliqués dans la
reconnaissance de la nature héte ou non-hote de la plante (Niemeyer 1990, 1991 ; Pickett et al. 1992 ;
Powell et al. 2006 ; Pettersson et al. 2007). L ensemble des étapes a principalement été décrit chez les
Aphididae d’intérét économique pour les plantes cultivées incluant les arbres des vergers (Caillaud &.
Niemeyer 1996).

® Parenchyme cortical : tissu continu du cortex des tiges et des racines formé de cellules parenchymateuses. Les
cellules parenchymateuses sont capables de croitre, de se diviser et sont impliquées dans les fonctions
réparatrices et de stockage (Esau 1977)

" parenchyme phloémien : le phloéme renferme des cellules parenchymateuses dont certaines sont intimement
associées aux tubes criblés : les ‘cellules compagnes’ (Esau 1977)
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1.2.1.1. Localisation de | ‘arbre hote

La localisation d’un nouvel arbre hote s’effectue par les morphes ailés particulierement adaptés
a la dispersion a courte, moyenne et longue distances grace a la présence d’ailes et d’un systeme
sensoriel bien développé (Dixon 1998 ; Lombaert et al. 2006), tandis que les morphes aptéres
investissent 1’énergie dans la reproduction et le développement local des colonies. Toutefois, Hoyt &
Madsen (1960) ont montré que la dispersion active entre arbres chez le puceron lanigere du pommier,
Eriosoma lanigerum était principalement réalisée par le premier stade larvaire trés mobile et il n’est

pas exclu que la dispersion passive par le vent en lien avec la sécrétion de cire intervienne également.

L’orientation des pucerons et ’atterrissage sont sous 1’action de stimuli visuels et olfactifs. Les
morphes ailés sont capables de s’orienter au cours du vol migratoire & moyenne distance grace a la
perception de signhaux visuels non spécifiques (Dixon 1998 ; Kennedy et al. 1961). A proximité
immédiate de la plante, les pucerons ne sont plus sensibles aux stimuli visuels (Robert 1987) et
I’orientation du vol est guidée par les odeurs spécifiques de la plante (Chapman et al. 1981 ; Hardie et
al. 1994 ; Powell et al. 1995). Parmi les composés impliqués dans ’attraction et/ou la répulsion des
pucerons, on peut citer les composés soufrés, les composés cyanogenes, les benzaldehydes ou les
composés organiques volatiles (COVs) (Pickett et al. 1992 ; Hori 2007 ; Nottingham et al. 1991 ;
Holopainen et al. 2010). Bien que le comportement d’atterrissage puisse étre guidé par la perception
des signaux visuels et olfactifs, il semble le plus souvent s’effectuer aléatoirement et la discrimination
de la nature hote ou non héte de la plante s’effectue au cours des étapes qui succedent a I’atterrissage

(Kennedy et al. 1959 ; Kring 1972 ; Ward et al. 1998).

1.2.1.2. Sélection du site d’alimentation

Aprés avoir atterri sur 1’arbre, le puceron réalise trois séquences comportementales pouvant

aboutir a la phase d’alimentation :

% La premiére étape, guidée par des stimuli chimiques et mécaniques, consiste & sélectionner
le site de pigdre. Pour cela, les pucerons prospectent la surface de la plante avec leurs antennes portant
les sensilles olfactives ainsi que leurs tibias et I’extrémité de leur labium qui portent des soies
mécanoréceptrices. Ainsi, ils peuvent évaluer les propriétés physico-chimiques (COVs, cires
cuticulaires, exsudats de trichomes, texture, topologie) de surface avant I’insertion des stylets dans les
tissus de la plante (Niemeyer 1990 ; Pickett et al. 1992 ; Powell et al. 1999, 2006).

% La seconde étape intervient lorsque les caractéristiques physico-chimiques de la plante

percues lors de I’étape précédente sont acceptées par le puceron. Les pucerons testent le contenu du
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cytosol des cellules épidermiques par des piqdres de test bréves (< 1 min) (Powell 1991 ; Tjallingii &
Hogen-Esch 1993). Les récepteurs gustatifs localisés dans la partie proximale du canal alimentaire
sont impliqués dans la perception des métabolites intracellulaires primaires et secondaires (McLean &
Kinsey 1984 ; Wensler & Filshie 1969). Ces piqdres gustatives ont lieu sur les plantes hotes (Powell &
Hardie 2000) et non-hotes (Tosh et al. 2003) et semblent fournir suffisamment d’informations pour
conduire soit au rejet d’une plante non-hote soit a I’étape ultime de la recherche du site d’alimentation
(Powell & Hardie 2000 ; Powell et al. 2006). Chez les espéces spécialistes, la perception de un ou
deux composés secondaires semble suffire pour reconnaitre une plante hote, tandis que les généralistes
ont besoin de percevoir une plus large gamme de métabolites incluant également les métabolites

primaires (acides aminés et carbohydrates) (Douglas 2003 ; Powell et al. 2006).

¢ En cas de non-rejet, les pucerons insérent leurs stylets entre deux cellules épidermiques puis
poursuivent leur cheminement & travers les tissus par voie extracellulaire® au cours duquel ils réalisent
de nombreuses piqiires intracellulaires bréves (de I’ordre de 50-100 piqlres de 5-10 s chacune au
cours d’une phase de pénétration) (Tjallingii 1985b; Tjallingii & Hogen Esch 1993). Ces brefs
prélevements de cytosol renseignent non seulement le puceron sur la qualité nutritionnelle et gustative
de la plante mais également sur la localisation des stylets dans les tissus. Il semble que le puceron
utilise la perception des métabolites intracellulaires et des facteurs apoplastiques (pH et gradient de
saccharose) pour atteindre le phloéme (Tjallingii & Hogen Esch 1993 ; Miles 1999 ; Hewer et al.
2008). Tout au long du cheminement des stylets, les pucerons synthétisent une salive gélifiante qui, en
se solidifiant, forme une gaine salivaire (ou gaine sétale) dans laquelle les stylets peuvent glisser et
étre manceuvrés plus aisément par le puceron (Miles 1999). La gaine salivaire plus ou moins ramifiées
laisse une empreinte de la zone prospectée par le puceron (Fig. 1.4). Les pucerons injectent également
une salive liquide avant et aprés la pénétration dans les tubes criblés pour prévenir 1’occlusion de
ceux-ci par dép6t de callose ou coagulation de protéines P (phloémiennes) en réaction de la plante au
stress mécanique infligé par les stylets (Tjallingii & Hogen Esch 1993 ; Prado 1997 ; Tjallingii 2006 ;
Will & van Bel 2006). A I’heure actuelle, la phase de pénétration des stylets chez des pucerons
s’alimentant sur les parties lignifiées a été tres peu étudiée (Sandanayaka & Hale 2003 ; Kingston &
Powell 2007 ; Cardoso 2007 ; Penteado 2007). Globalement, les quelques études réalisées montrent
que la phase de pénétration est similaire a celle des especes vivant sur les parties non lignifiées, hormis
certaines différences liées a la nature des tissus ligneux et aux mécanismes de formation des galles
pour les especes non phloémophages. Par exemple, en étudiant le comportement alimentaire
d’Eriosoma lanigerum sur I’écorce de tiges de pommier, Sandanayaka & Hale (2003) ont montré que

la phase initiale de contact des stylets étaient plus longue du fait de la pénétration dans le suber (liege)

8 Via I’apoplaste qui correspond au réseau de parois cellulaires en contact les unes avec les autres
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de I’écorce. lls ont également mis en évidence de nombreuses phases de salivation au cours du
cheminement extracellulaire des stylets, dont ils suggerent I’implication dans la formation de la galle.
Enfin, en étudiant le comportement alimentaire du puceron lanigere du pin, Pineus boerneri Annand
(Adelgidae) sur I’écorce du pin taeda, Cardoso (2007) a montré que le cheminement des stylets chez

cette espece s’effectuait sans piqires intracellulaires.

Epiderme

Parenchyme

Xyleme

Phloéme

Gaine salivaire vide

Gaine salivaire avec stylets

Fig. 1.4 Représentation schématique de la zone prospectée par le puceron pour atteindre le phloéme avec les

gaines salivaires vides ainsi que la gaine salivaire renfermant les stylets du puceron (d’aprés Tjallingii & Hogen
Esch 1993)

1.2.1.3. Acceptation de [’arbre hote

Chez les espéces phloémophages, la décision finale d’accepter la plante en tant qu’hote se
refléte par Dactivité d’alimentation puisque les signaux induisant la parturition® sont généralement
pergus avant le contact avec le phloéme au cours de la phase de recherche du site d’alimentation (Tosh
et al. 2003 ; Powell et al. 2006). La perception de la qualité nutritionnelle (métabolites primaires) et
de la quantité du phloéme ainsi que sa qualité gustative (métabolites secondaires attractifs, répulsifs,
phagostimulants ou anti-appétants) jouent un role essentiel dans I’acceptation finale de I’hote
(Pettersson et al. 2007). Elle se traduit par une ingestion soutenue de phloéme au moins supérieure a
10 min pouvant se prolonger pendant plusieurs heures (Prado & Tjallingii 1994). Celle-ci intervient

souvent aprés une durée moyenne de plusieurs heures apres 1’acceés a la plante (Prado & Tjallingii

% Parturition : dépot des larves
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1994 ; Pettersson et al. 2007). Par exemple, le puceron de 1’érable Drepanosiphum platanoides initie
une phase d’ingestion soutenue en moyenne 4 h aprés 1’accés a des feuilles d’érable (Tjallingii
unpublished data). Ce laps de temps ne semble pas différer entre especes spécialistes et généralistes
bien que ces dernieres nécessitent de percevoir plus de signaux pour reconnaitre leur plante héte
(Pettersson et al. 2007). A T’heure actuelle, on sait relativement peu de choses sur la phase
d’acceptation de 1’héte chez les espeéces non phloémophages. Les études réalisées ne sont que des
études exploratoires qui ne permettent pas de tirer de conclusion générale quant a la phase
d’acceptation et qui soulévent des interrogations. Par exemple, Sandanayaka & Hale (2003) ont mis en
évidence une phase d’ingestion soutenue chez Eriosoma lanigerum qui ressemblant a une ingestion
dans le phloéme, or on sait que cette espece s’alimente normalement dans un tissu nourricier dont elle
induit la formation. Concernant Pineus boerneri, Cardoso (2007) a mis en évidence une phase
d’ingestion soutenue. Toutefois, n’ayant pas réalis¢ d’étude histologique en paralléle, les auteurs n’ont

pas pu relier cette phase d’ingestion a un tissu particulier.

1.2.2. Mécanismes de résistance affectant le processus de colonisation

La résistance résulte de 1’action des certaines caractéristiques de 1’arbre sur les préférences et les
performances de I’insecte. Selon leur impact sur le comportement et la physiologie de 1’insecte, ces
caractéristiques agissent selon trois catégories fonctionnelles de résistance (Painter 1951, 1958). La
tolérance correspond a la capacité de la plante a compenser les dommages infligés par des niveaux de
population d’insecte dommageables pour une plante sensible. Elle implique des caractéristiques telles
que la vigueur générale de la plante, la croissance compensatoire et la cicatrisation (Panda & Khush
1995). La non-préférence (renommée antixénose par Kogan & Ortman (1978)) correspond a une
altération du comportement de I’insecte conduisant & une faible ou non reconnaissance de la plante
comme héte. Elle est causée par différents caractéres morphologiques, physiologiques et/ou
phénologiques qui repoussent I’insecte ou dissuadent le comportement de nutrition ou
d’oviposition/parturition (Panda & Khush 1995). Enfin, ’antibiose n’affecte pas le comportement et
s’exprime par un effet antagoniste des caractéristiques chimiques et/ou de la qualité nutritionnelle de
la plante sur la physiologie de I’insecte. Certains effets sont directement mesurables tels que la
réduction de la fécondité, de taille/masse ou de longévité, I’augmentation du taux de mortalité ou du
temps de développement des larves (Duffey & Stout 1996 ; Tomlin & Borden 1997 ; Kause et al.
1999 ; Nelson & Kursar 1999 ; Awmack & Leather 2002).
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1.2.2.1. La qualité nutritionnelle de [’arbre

La composition nutritionnelle (surtout 1’azote) peut intervenir dans la résistance des arbres
puisqu’elle est le principal facteur influencant la croissance et la survie des pucerons (Douglas & van
Emden 2007). Ce sont les variations de concentration en métabolites primaires entre saisons, au sein
d’une espéce d’arbre (entre variétés ou génotypes), entre les différentes parties d’'un méme arbre ou
encore pour des individus d’ages différents ou soumis & des condition environnementales différentes
qui peuvent intervenir dans les propriétés antibiotiques de ’arbre (Larsson 2002). Par exemple,
Sandanayaka et al. (2005) ont suggéré gue la mauvaise qualité nutritionnelle de certains génotypes de

pommier pouvait étre impliquée dans la résistance a Eriosoma lanigerum.

1.2.2.2. Les mécanismes de résistance des parties non lignifiées

L’acceptation ou le rejet de la plante hote par les pucerons sur les parties non lignifiées des
arbres impliquent non seulement des interactions avec des facteurs localisés dans le phloéme,
principale site d’alimentation de ces pucerons, mais aussi avec des facteurs rencontrés dans les tissus
avant d’atteindre le phloéme. Parmi les mécanismes de résistance constitutifs toujours présents et
actifs, les trichomes™ glandulaires ou non et les cires épicuticulaires constituent des premiéres
barriéres physiques et chimiques dissuasives efficaces (van Emden 2007). La densité des trichomes
foliaires est impliquée dans I’antixénose mécanique, comme dans le cas des feuilles pubescentes de
tilleul qui, une fois débarrassées de leurs trichomes, deviennent plus accessibles pour les larves du
puceron du tilleul, Eucallipterus tiliae (L.) (Aphididae) (Dixon 1998). En revanche, les cires
épicuticulaires engendrent une réponse comportementale liée a des composés chimiques dissuasifs
(Bernays & Chapman 1994). Ce type d’antixénose chimique a été mis en évidence dans les feuilles de
peuplier vis-a-vis de Chaitophorus leucomelas Koch (Alfaro-Tapia et al. 2007) et dans les aiguilles
d’épicéa face a Elatobium abietinum (Walker) (Jackson & Dixon 1996). L’ implication des trichomes
glandulaires dans la résistance des arbres a été peu étudiée. Toutefois, leurs effets négatifs sur la survie
et le comportement d’acceptation des pucerons sont averés chez les plantes cultivées (Simmons et al.
2005). Enfin, des facteurs constitutifs apoplastiques et phloémiens & activité phagorépulsive peuvent
étre impliqués dans les propriétés antixénotiques, comme c’est probablement le cas dans les feuilles du
génotype de pécher ‘Rubira’ résistant a Myzus persicae (Sulzer) (Sauge et al. 1998a, b). Dans le
phloeme, la présence de composés toxiques ou a action anti-digestive, non détectés par le puceron peut

conduire a une antibiose (Dixon 1998).

' Trichomes : fines excroissances ‘ou poils’ présents au niveau des feuilles (Shoonhoven 2005)
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Suite a une attaque d’insecte (ou un stress mécanique), I’arbre peut mettre en place des
mécanismes de résistance induits locaux et immédiats (réponse hypersensible) ou retardés et
systémiques (Mattson et al. 1988). La résistance peut tout d’abord étre liée a une difficulté a contrer
une réponse rapide de la plante. Ainsi, dans le phloéme, le comportement d’acceptation du puceron
peut étre affecté par une difficulté a prévenir I’occlusion des tubes criblés par les dépdts de callose ou
la coagulation de protéines phloémiennes (cf. § 1.2.1.2). Dans ce cas la résistance agit par antixénose.
Le développement d’une réponse hypersensible, i.e. la mise en place d’une zone nécrotique résultant
d’un processus de mort cellulaire autour des points d’insertion des stylets est une réponse observée
chez plusieurs espéces d’arbres fruitiers. Elle est notamment impliquée dans les propriétés
antixénotiques de certains génotypes résistants de pécher vis-a-vis de Myzus persicae et de génotypes
de pommier vis-a-vis de Dysaphis plantaginea (Passerini) (Biggs 1967; Sauge et al. 1998b, 2002 ;
Alston & Biggs 1970). Il semblerait que cette réaction résulte de I’interaction entre les composés
salivaires et les éléments de la paroi cellulaire (Sauge et al. 1998b). Les pucerons possédent des
pectinases qui pourraient agir sur les pectines de la matrice extracellulaire pour produire des
oligosaccharides élicitant la synthése de substances défensives telles que les composés phénoliques
impliqués dans le processus de mort cellulaire (Campbell & Dreyer 1990 ; Ryan et al. 1990). Les
composés phénoliques peuvent avoir une action toxique pour le puceron. Ainsi, I’action antixénotique
de la réponse hypersensible peut s’accompagner d’un certain niveau d’antibiose comme c’est le cas
pour D. plantaginea sur pommier (Lyth 1985). En réalisant des expériences de préinfestation, Sauge et
al. (2002, 2006) ont mis en évidence une réponse induite dans le génotype de pécher ‘Rubira’ vis-a-Vis
de M. persicae. Il s’agit d’une synthése de métabolites secondaires a forte activité phagorépulsive
libérés dans 1’espace extracellulaire du mésophylle et du phloéme; conduisant a un renforcement de
I’antixénose constitutive citée précédemment (Sauge et al. 1998b). Enfin, Ramirez et al. (2009) ont
mis en évidence, au niveau des feuilles de peuplier, la mise en place d’une réponse systémique suite
aux attaques de Chaitophorus leucomelas. Elle est liée a I’activation de génes impliqués dans la

synthése d’inhibiteurs de protéases™ localisés dans le phloéme.

1.2.2.3. Les mécanismes de résistance des parties lignifiées

Les facteurs morphologiques tels que la dureté et 1’épaisseur générale des tissus de I’écorce
constituent une premiére barriére constitutive pouvant étre impliquée dans une antixénose mécanique
comme cela a déja été montré pour les insectes xylophages (Wagner et al. 2002). Les structures
présentes dans le cortex peuvent aussi induire une réponse comportementale chez le puceron

puisqu’elles constituent une barriere & la pénétration des stylets au cours de la recherche du site

1 protéases : enzymes digestives des insectes
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d’alimentation. Ainsi, des ilots de sclérenchyme bloquant le trajet des stylets du puceron lanigére du
pommier, Eriosoma lanigerum sont impliqués dans les propriétés antixénotiques de certains génotypes
de pommier (Staniland 1924). De méme chez les coniferes, les agrégats de lignine (ou stone cell
masses) disséminés dans le phloéme et le cortex, pourraient constituer des barrieres rigides a la

pénétration des stylets de pucerons.

Les parties lignifiées hébergent des pucerons qui s’alimentent dans le phloéme et d’autres qui
s’alimentent dans le cortex. Au niveau de 1’écorce, les mécanismes de résistance aux pucerons
phloémophages ne sont pas étudiés puisque ce sont globalement des especes hon dommageables pour
les arbres (cf. 8 1.3.2). Toutefois, on peut supposer que certains mécanismes cités précédemment
puissent étre impliqués. En revanche, il existe des mécanismes de résistance aspécifiques et localisés
qui sont induits suite a une blessure mécanique ou a I’infection par un agresseur biotrophe (pathogénes
et insectes phytophages) et qui peuvent étre impliqués dans la réponse de I’arbre a une infestation par
un puceron s’alimentant dans le cortex. Chez les coniféres comme chez les feuillus, I’arbre hote met
en place une réaction hypersensible caractérisée par I’accumulation de substances défensives telles que
des triterpénes®?, des composés phénoliques™ néosynthétisés ou des phytoalexines* conduisant & un
processus rapide de mort cellulaire générant des lésions nécrotiques autour du point d’infection
(Lieutier & Berryman 1988 ; Miles 1989a; Biggs 1992). Ce type de réaction hypersensible est
impliqué dans les propriétés antixénotiques de certains génotypes de pommier vis-a-vis d’Eriosoma
lanigerum (Miles 1989b), et dans celles du sapin vis-a-vis d’Adelges piceae (Balch 1952 ; Balch et al.
1964 ; Miillick 1977). Les composés phénoliques accumulés peuvent étre également directement
toxiques pour le puceron. Dans ce cas, 1’antixénose sera doublée d’une antibiose (Miles 1989b). Le
niveau de résistance de I’arbre est relié a sa capacité a mettre en place rapidement ce type de réponse,
comme c’est le cas par exemple pour les épicéas résistants aux attaques d’Adelges abietis (Rohfritsch
1988). Cette réaction hypersensible peut, dans certains cas, étre complétée par la formation plus
tardive d’un méristéme secondaire traumatique (le ‘périderme de blessure’) produisant une barriere
suberifiée, comme chez le sapin de Fraser en réponse aux attaques d’Adelges piceae (Balch 1952 ;
Balch et al. 1964 ; Millick 1977). Cette zone réactionnelle en forme de demi-lune encadrant la zone
de blessure ou le point d’infection vise a isoler 1’agresseur et/ou a remplacer les tissus lésés (Biggs
1985 ; Miles 1989 ; Biggs 1992 ; Lieutier et al. 1990). La mise en place de cette zone résulte de la

succession de deux événements caractéristiques débutant par la formation d’une barriere subéro-

12 Triterpénes : substances d'origine organique en C30 de la famille des terpénes

® Composés phénoliques : composés chimiques aromatiques constitué d’un ou plusieurs cycles benzéniques
portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles (—OH) (Macheix et al. 2005)

! Phytoalexines : Composé antimicrobien de poids moléculaire faible, & la fois synthétisé et accumulé par la
plante aprés avoir été exposé a des microorganismes (Paxton 1981)
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lignifiée impermeéable directement autour de la blessure qui offre une premiére protection face a
d’éventuelles contaminations (Biggs et al. 1984, Biggs 1992, Oven & Torelli 1994, Weiland &
Stanosz 2007). Puis, des divisions se produisent sous cette barriére, suite a une dédifférenciation des
cellules du parenchyme cortical pour former le périderme de blessure formé d’un phellogéne®™
générant vers l’extérieur un suber réactionnel et un phelloderme vers I’intérieur permettant la

régénération de 1’écorce et la protection des tissus vasculaires.

1.3. ROLE DES PUCERONS DANS L’ECOSYSTEME FORESTIER

1.3.1. Interactions mutualistes arbres-pucerons

Dans les écosystemes forestiers naturels, les pucerons coexistent avec la communauté végétale
via un réseau complexe d’interactions. Eu égard a leur mode de vie parasitaire, ils sont intimement
associés a la vie de leurs arbres hotes mais beaucoup d’incertitudes subsistent quant a leur role au
niveau des communautés (Dixon 1998). Pour expliquer les possibles interactions mutualistes entre
plantes et pucerons, Owen (1978, 1980) et Owen & Wiegert (1976) ont suggéré que la production de
miellat par les pucerons pouvait accroitre la fertilité du sol en augmentant la quantité d’azote
disponible pour I’arbre au niveau de la rhizosphere. Le sucre présent dans le miellat tombant au pied
des arbres infestés profiterait en effet a des bactéries fixatrices d’azote libres dans le sol, beaucoup
plus nombreuses sous les arbres infestés de pucerons. Cette hypothése est supportée par des
expériences de laboratoire en microcosme dans lesquelles une augmentation significative de la fixation
d’azote était observée (Petelle 1980, 1984). Toutefois, Kaye & Hart (1997) ont suggéré que la
compétition pour 1’azote entre les plantes et les microorganismes du sol pouvait étre un mécanisme

important dans la limitation de 1’azote disponible pour 1’arbre.

1.3.2. Dégats occasionnes par les pucerons en milieu forestier

Les dégats que les pucerons infligent a leurs arbres hotes sont directement liés a leur mode
d’alimentation puisqu’ils sont rarement vecteurs de phytovirus (Biddle & Tinsley 1967 ; Blackman &
Eastop 1994). Les phytovirus affectent essentiellement les arbres des vergers a fruits qui sont les hotes
primaires des pucerons de la sous-famille des Aphidinae, principalement du genre Myzus et Aphis

(Hullé 1998). On peut citer par exemple les arbres fruitiers a noyaux du genre Prunus (e.g. pécher,

15 Phellogéne : cambium cortical mis en place par dédifférenciation de cellules du parenchyme cortical sous-
épidermique et parfois par 1'épiderme, destiné a produire du phelloderme vers I’intérieur et du suber (liége) vers
I’extérieur (Esau 1977)
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abricotier, prunier) affectés par le virus (ou potyvirus) de la Sharka (Plum Pox Virus ou PPV) véhiculé
par Myzus persicae. Ces virus n’affectent pas les arbres mais le rendement et la récolte puisqu’ils
rendent les fruits impropres a la consommation (Hullé 1998). En milieu forestier, les pucerons
phloémophages induiront plutdét des dommages asymptomatiques ou des toxicoses (e.g. chloroses,
nécroses), tandis que les pucerons dont les stylets sont localisés au niveau du cortex induiront plutot
des galles (Blackman & Eastop 1994 ; Quisenberry & Ni 2007)

1.3.2.1. Dégats asymptomatiques

Les dégats de pucerons sur essence forestiére ne sont généralement pas apparents et se
traduisent, lorsque les populations de pucerons deviennent trés abondantes, par une réduction de la
croissance ou de la valeur sélective®® des arbres jeunes ou matures (Dixon 1971a,b ; Llewellyn 1972 ;
Tedders et al. 1981 ; Tedders & Wood 1985 ; Wood & Tedders 1986 ; Wood et al. 1987 ; Collins et al.
2001b ; Smith & Showalter 2001). Ainsi, en observant les cernes d'accroissement d’érables, Dixon
(1971a) a montré que les érables non infestés par Drepanosiphum platanoides pouvaient avoir une
production de bois trois fois supérieur a celle des arbres infestés. Ce type de dégats est généralement
lié au détournement par les pucerons, essentiellement sur les feuilles, d’une grande partie des réserves
nutritionnelles de I’arbre. Ainsi, la croissance du tilleul est directement affectée par la perte
énergétique liée au prélévement d’une grande quantité de séve (e.g. Eucallipterus tiliae (Dixon
1971b). Dans le cas de (e.g. D. platanoides), il semblerait qu’un autre mécanisme soit impliqué
puisque les érables seraient capables de compenser cette perte énergétique induite par les pucerons
(Dixon 1971a). 11 est possible que la salive du puceron contienne une substance toxique pour ’arbre
ou que I’alimentation du puceron (i.e. blessure mécanique ou composés salivaires) induise la synthése
d’un composé autotoxique pour I’arbre (Miles 1999). En cas de fortes densités des pucerons sur les
feuilles, ce type de dégats peut étre amplifié par le développement de champignon (fumagine) sur le
miellat qui réduit la pénétration de la lumiére et la photosynthése avec par exemple une diminution de
25-98 % chez le pacanier (Smith & Tedders 1980 ; Wood et al. 1988). Les réductions de croissance

s’accompagnent généralement d’une chute précoce des feuilles ou des aiguilles (Dixon 2005).

16 |_a valeur sélective correspond aux semences produites par un arbre qui participeront & la génération suivante
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1.3.2.2. Dégats symptomatiques

Contrairement aux exemples cités précédemment, certaines especes de pucerons occasionnent
des blessures dont les symptomes sont visibles et les dégats plus importants telles que des toxicoses ou
des déformations d’organes parfois a I’origine de galles (Miles 1989b, 1990 ; Quisenberry & Ni 2007).
Les déformations (e.g. enroulement) et les galles induites sur les feuilles, les pétioles et les aiguilles
(cf. 8 1.1.5 de ce chapitre) ont un impact trés négligeable sur les arbres causant essentiellement des
problémes d’ordre esthétique (Dixon 1998, 2005). En revanche, les toxicoses accélérent la sénescence
et sont parfois a I’origine de fortes défoliations ou de la mort des rameaux entrainant une réduction de
croissance (Carter 1977 ; Straw et al. 1998, 2000). Par exemple, Elatobium abietinum induit des
chloroses et ’abscission des aiguilles de 1’épicéa de Sitka pouvant conduire a des défoliations de
I’ordre de 39 % et des pertes de croissance de 11 a 22 % (Fig. 1.5a) (Miles 1989 ; Straw et al.
1998, 2000). Deux principales hypothéses sont proposées pour expliquer la formation des lésions
chlorotiques : (1) I’hypothése d’une interaction oxydative entre le puceron et la plante qui propose que
I’alimentation du puceron perturbe la balance redox de la plante et (2) I’hypothése d’une augmentation
de la concentration en Mg-déchelatase causée par I’alimentation du puceron (Quisenberry & Ni 2007).
Plus rarement, les pucerons sont impliqués dans la mort de I’arbre avec des conséquences écologiques
ou économiques importantes, comme ce fut le cas avec la disparition du sapin de Fraser dans le Sud
des Appalaches suite aux pullulations d’Adelges piceae (Fig. 1.5b) (Amman & Speer 1965 ; Alsop &
Laughlin 1991 ; Orondo & Day 1994). En cas d’infestation sévéres, les modifications tissulaires
induites par le puceron provoque la mort de I’écorce profonde du tronc perturbant la translocation de
la séve a I’origine de la mort des arbres (Balch 1952 ; Balch et al. 1964 ; Miles 1989b).
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Fig. 1.6 Symptdmes et dégats causés par les deux principales espéces de pucerons ravageuses forestieres : (a) le
puceron vert de 1’épicéa Elatobium abietinum (Walker) et (b) le puceron lanigere du sapin Adelges piceae

(Ratzburg) (sur son hote secondaire, le sapin)

1.4. CONCLUSION

Dans cette premiére partie, nous avons pu souligner la complexité des interactions arbres-
pucerons, liée principalement & la diversité des niches écologiques occupées par ces insectes. Une
bonne connaissance des caractéristiques du puceron et de celles de la niche qu’il occupe permet
d’appréhender les processus impliqués dans les interactions entre le puceron et son hote et de
comprendre les mécanismes impliqués dans la dynamique des ses populations. Il apparait notamment
primordial de connaitre le mode d’alimentation d’un puceron puisque celui-ci conditionne non
seulement la nature et I’importance des dommages occasionés par I’insecte mais aussi le type de
mécanismes de résistance mis en jeu par I’arbre. A ce sujet, cette synthése a mis en évidence la
nécessité de développer les connaissances sur les interactions entre les arbres et les pucerons se
développant sur les parties lignifiées. D une part on sait relativement peu de choses sur le processus de
colonisation de I’arbre par ces pucerons et, d’autres parts, il existe peu d’informations sur les

mécanismes de résistance des arbres vis-a-vis de tels pucerons.
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Chapitre I. ~ Partie 2.
ynthése bibliographique :

Le systeme biologique étudié

L’étude des interactions au sein d’un systéme biologique nécessite de bien connaitre un certain
nombre de caractéristiques des espéces impliquées. Dans cette seconde partie du chapitre de synthese,
nous présentons 1’état des connaissances sur chacun des deux protagonistes de notre modéle
d’interaction arbre-puceron : le peuplier et le puceron lanigére du peuplier, Phloeomyzus passerinii
(Signoret). Plus particulierement, il convient de resituer le peuplier dans le contexte forestier
international et national et de faire 1’état des licux des problémes entomologiques rencontrés en
peupleraies. Sans toutefois détailler toutes les modalités des interactions peuplier-insectes
phytophages, il convient d’évoquer les mécanismes physiques et physiologiques de la résistance qui
interviennent dans I’interaction entre le peuplier et ses principaux insectes ravageurs. Enfin, le puceron
lanigére étant une espéce relativement peu connue, nous faisons la synthése des connaissances

acquises préalablement a ce travail de thése pour souligner ensuite certaines particularités.

2.1. PEUPLIER ET INSECTES ASSOCIES

2.1.1. Peuplier et populiculture

Le peuplier, arbre de lumiére a feuilles caduques, se développe a 1’état naturel dans les zones de
ripisylve (Whitham et al. 1996). Le genre Populus comprend 29 especes regroupées en six sections
botaniques déelimitées sur la base des caractéristiques écologiques et morphologiques (Fig. 2.1) (Zsuffa
1975 ; Eckenwalder 1996). L’aire naturelle du peuplier occupe la quasi-totalité de 1’hémisphére nord
(Eckenwalder 1996). Trois especes sont indigenes d’Europe : le peuplier noir (P. nigra), le peuplier
blanc (P. alba) et le peuplier tremble (P. tremula). La section Aigeiros (peupliers noirs) comporte deux
principaux représentants, P. deltoides originaire du centre de I’Amérique du Nord et P. nigra
d'Eurasie. Au 18°™ siécle, I’introduction de P. deltoides en Europe & conduit & des hybridations
naturelles avec P. nigra indigene, donnant naissance aux premiers hybrides interspécifiques
euraméricains (P. x euramericana, syn. P. x canadensis), parmi lesquels ont été sélectionnes les
premiers génotypes plantés. Depuis le début du 20°™ siécle en Europe, les génotypes commercialisés

sont issus d’hybrides interspécifiques euraméricains et interaméricains (Populus deltoides x P.
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trichocarpa : P. x interamericana, syn. P. generosa) issus d’une sélection clonale réalisée dans des
instituts specialisés en lItalie, aux Pays-Bas et en France. Les hybrides sélectionnés ont une croissance
rapide permettant des rotations inférieures & 20 ans dans les meilleures stations, une forte productivité
en biomasse, des f(t rectilignes et présentent un comportement favorable vis-a-vis des contraintes
biotiques et abiotiques (Villar et al. 1995).

Le succes du peuplier est lié a la facilité de sa multiplication par voie végétative, a sa croissance
rapide et a sa capacité d’adaptation a différents types de sols (Villar 1998). De plus, sa culture présente
des intéréts multiples. En plus de la production de bois pour I’industrie (déroulage, sciage, panneaux,
pate a papier, bois énergie et construction), la culture du peuplier est impliquée dans la
phytoremédiation pour la protection des sols ou de I’eau et dans la séquestration du carbone (Ball et al.
2005). Toutes fonctions confondues, on compte 5.3 millions d’ha de plantations de peuplier dans le
monde. Sa culture est bien développée en Europe, surtout en France (236 000 ha) qui est le 1*
producteur européen et le 2°™ producteur mondial derriére la Chine (4 300 000 ha) (source

Commission Internationale du peuplier 2008).

Section Section Section Section Section Section

Populus Turanga Aigeiros Leucoides Tacamahaca Abaso
Amérigue Eurasie / Afrique Amérique du Nord Amérique du Nord Amérique du Nord Amérigue
P. grandidentata Micaux P. euphratica Olivier P. fremontii S. Watson P. heterophylia L. P. balsamifera L. P. mexicana Wesmaei
P. tremuloides Michaux P. pruinosa Schrenk P. angustifolia James
P. guzmanantiensis V. & C. P. ilicifolia Rouleau "
P. monticola Brandegee P. deltoides Marshall P. trichocarpa T. & G.
P. simaroa Rzedowski

Eurasie
Asie Eurasie
Eurasie P. nigra L . .
- nigra L. P. lasiocarpa Ofivier P. laurifolia Ledebour
P. gamblei Haines P. glauca Haines P. szechuanica Schneider
P. adenopoda Maximowicz P. simonii Carriére
P. sieboldii Miquef P. yunnanensis Dode
P. tremula L. P. ciliata Royls
r

Fig. 2.1 Classification des 29 espéces de peuplier regroupées en six sections botaniques (d’aprés Zsuffa 1975 et
Eckenwalder 1996)

En France, les plantations de peuplier sont essentiellement des futaies a larges espacements, les
taillis a courte rotation étant assez peu développés (Barnéoud et al. 1982). Au cours du dernier siecle,
les surfaces de production en futaie sont passées de 100 000 ha en 1939 a pres de 235 000 ha (source

cadastre 2003) et une production annuelle de 1.5 million de m?® de bois par an. L’essentiel de la
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populiculture est regroupé en trois zones majeures (Fig. 2.2) : (1) la zone Nord-Est regroupant les
régions Nord Pas de Calais, Picardie, Champagne-Ardenne et Bourgogne (86 277 ha), (2) la zone
Centre-Ouest avec les régions Centre et Pays de la Loire (44 961 ha) et (3) la zone Sud-Ouest
regroupant les régions Poitou-Charentes, Aquitaine et Midi-Pyrénées (51 975 ha) (source cadastre
2003).

Les peupleraies frangaises présentent une faible diversité clonale, essentiellement constituée
d’hybrides F1 P. x euramericana et P. x interamericana. Les problemes pathologiques tiennent une
place importante dans le choix des génotypes plantés et participent donc a la part relative de ces
hybrides dans les plantations francaises. Les hybrides euraméricains, beaucoup moins sensibles aux
rouilles foliaires, ont connu un regain d’intérét malgré leur plus faible productivité et, pour les 20
années a venir, ’institut technologique FCBA (Forét, Cellulose, Bois-construction, Ameublement)
prévoit une forte augmentation de leur utilisation dans les peupleraies frangaises (Thivolle-Cazat
2002). Bien que la France dispose d’un catalogue de 32 cultivars, seule une dizaine de génotypes (P. X
euramericana : ‘triplo’, ‘1214, ‘Koster’, ‘Dorskamp’, ‘145/51°, ‘Flevo’, ‘Polargo’, ‘Blanc du Poitou’,
P. x interamericana : ‘Raspalje’ et P. trichocarpa : ‘Trichobel’, ‘Fritzi Pauley’) constituent 1’essentiel
de la production, le génotype ‘1214’ étant largement majoritaire (Paillassa 2010). De méme, selon les

zones populicoles, il existe une variabilité de la composition génotypique des peupleraies (Fig. 2.2).

Surface des peupleraies par département (ha)
[ ]o-3000

I 3001 - 18000

’?E-\] Proportion relative des hybrides de
4 peuplier (%)

. * Populus x euramericana

(o~ 1 e
7

Qs

- Autre génotypes (hybrides intraspécifiques)

- ' - P. trichocarpa
- - P. deltoides

Fig. 2.2 Principales zones populicoles (zones Nord-Est, Centre-Ouest et Sud-Ouest) et proportion relative des

différents hybrides de peuplier plantés pour chacune des trois zones populicoles
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2.1.2. Problémes entomologiques du peuplier

A coté de sa sensibilité généralement élevée aux pathogénes (bactéries, virus, champignons) des
feuilles, des tiges et des rameaux (Villar 1998), le peuplier posséde 1’'un des cortéges d'insectes
phytophages le plus diversifié par rapport aux autres espéces feuillues (Whitham et al. 1996). En
Europe, le peuplier compte environ 525 espéces d’insectes et acariens phytophages, dont une grande
majorité appartenant aux guildes des défoliateurs et des xylophages mangeurs de pousses ou foreurs.

En peupleraie, peu d’espéces sont responsables de dégats significatifs (Delplanque 1998).

Les espéces défoliatrices sont les plus représentées mais elles ne sont pas considérées comme un
grand danger car le peuplier, comme tous les feuillus, peut tolérer la perte d’une partie importante de
son feuillage sans que cela n’affecte sa survie ni méme sa croissance. Seules les trés larges
défoliations (en général supérieures a 50 %) peuvent causer une perte significative de biomasse
réduisant la productivité des plantations (Harrell et al. 1981 ; Coyle et al. 2002). Les chrysoméles
(Coleoptera : Chrysomelidae) représentent ’essentiel des cas de défoliations avec par exemple 60 %
des cas en France (Harrell et al. 1981 ; Maugard 2005). Les xylophages sont majoritairement des
ravageurs secondaires'’ (Mattson et al. 2001 ; Maugard 2005). IIs créent des perforations dans le bois,
le rendant impropre a certains usages (sciage, déroulage) et fragilisant les arbres. lls augmentent aussi
la sensibilité des arbres aux pathogenes (Klepzig et al. 1997 ; Philippe & Bohlmann 2007). 11 s’agit
principalement de Coléoptéres (Cerambycidae et Curculionidae) et de Lépidopteres (Philippe &
Bohlmann 2007 ; Maugard 2005). Les infestations d’insectes piqueurs-suceurs sur peuplier ont été
jusqu'a ces derniéres années tres limitées (Leclant 1998 ; Coyle et al. 2005). Sur les 120 espéces de
pucerons réparties dans 24 genres associées au peuplier (Blackman & Eastop 1994), seules quelques
espéces d’Aphididae appartenant a deux sous-familles - les Pemphiginae (Pemphigus spp.) et les
Eriosomatinae (Chaitophorus spp.) - peuvent causer des dommages occasionnels. Les premiers
provoquent des galles sur les pétioles tandis que les seconds se développent sur les feuilles (Leclant
1998). Toutefois, la gestion des populations de pucerons est rarement recommandée puisque leurs

ennemis naturels suffisent & maintenir leurs populations a des niveaux tolérables (Coyle et al. 2005).

2.1.3. Mécanismes de résistance du peuplier aux insectes

Les especes et les génotypes de peuplier hybrides présentent des niveaux tres variables de
sensibilité pour de nombreux insectes (Robison & Raffa 1994 ; Havill & Raffa 1999). Toutefois les

mécanismes impliqués dans de telles différences sont peu connus. Les variations de

7 Ravageurs secondaire s: insectes qui s’attaquent a des arbres affaiblis, malades ou dépérissants
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préférences/performances des insectes selon les génotypes de peuplier suggerent une variété de
mécanismes de résistance impliqués dans les propriétés antibiotiques et antixénotiques du peuplier.
Ramirez et al. (2004) ont testé le niveau de résistance de 12 types de croisements de peuplier vis-a-vis
du puceron des feuilles de peuplier Chaitophorus leucomelas Koch, montrant que les génotypes de
parenté Populus maximowiczii étaient résistants. De méme, 15 génotypes de peuplier de la section
Leucoides affectent difféeremment le comportement de choix, le développement, la survie et la
fécondité des chrysomeéles Chrysomela populi L. et C. tremulae F. (Augustin 1991, Augustin et al.
1993). Enfin, les stades de vie de I’insecte peuvent étre affectés par des mécanismes de résistance
différents. Ainsi, les adultes de Cryptorhynchus lapathi sont affectées par les propriétés antixénotiques
d’un génotype de peuplier de parenté P. maximowiczii qui inhibe I’oviposition, tandis que les larves
sont affectées par les propriétés antibiotiques d’un autre génotype de parenté similaire qui affecte leur

développement (Broberg et al. 2005 ; Broberg et Borden 2005).

Les mécanismes de résistance du peuplier impliquent diverses combinaisons de traits défensifs
constitutives et induites impliquant des structures physiques défensives (e.g. structures anatomiques
protectrices) et des composés chimiques (métabolites secondaires, enzymes et protéines). La
phénologie de I’arbre joue également un role important dans la résistance de certains génotypes

(Constabel & Major 2005 ; Philippe & Bohlmann 2007).

2.1.3.1. Mécanismes de défense constitutifs

Le peuplier posséde une premiere barriére constitutive formée de caractéristiques défensives
physiques et chimiques (Philippe & Bohlmann 2007). Les trichomes foliaires et 1’épaisseur de 1’écorce
constituent une premiere barriere évidente face aux insectes défoliateurs et xylophages (Philippe &
Bohlmann 2007). Les performances des insectes peuvent étre affectées par la qualité nutritionnelle des
génotypes ou I’action toxique des métabolites secondaires. Les composés phénoliques tels que les
phénolglucosides™ sont les principaux métabolites secondaires impliqués dans la défense constitutive
du peuplier (Palo 1984 ; Philippe & Bohlmann 2007). Bien qu’ils soient présents dans les feuilles et
I’écorce, 1’¢tude de leur implication dans la défense constitutive concerne principalement les insectes
défoliateurs. Ils ont été bien étudiés chez le peuplier tremble qui contient quatre principaux
phénolglucosides foliaires: la salicine, la salicortine, la trémuloidine, la trémulacine (Lindroth et al.
1987a). La quantité et la nature des phénolglucosides fluctuent en fonction des espéces ou génotypes
de peuplier, des saisons et des tissus (Palo 1984 ; Lindroth et al. 1987b ; Augustin 1991 ; Lindroth &
Hwang 1996 ; Osier et al. 2000a,b ; Osier & Lindroth 2004). lls ont une action antiappétante

'8 phénolglucosides : composés phénoliques simples liés & une molécule de sucre (Macheix et al.2005)
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dissuasive ou toxique et leurs niveaux constitutifs sont généralement corrélés négativement aux
performances des insectes défoliateurs spécialistes ou généralistes (Tahvanainen et al. 1985 ; Lindroth
& Hemming 1990 ; Augustin 1991 ; Hemming & Lindroth 1995 ; Osier et al. 2000a; Osier &
Lindroth 2001, 2004). En revanche sur certaines espéces, la salicortine peut avoir une action
phagostimulante augmentant ainsi la sensibilité des génotypes (Augustin 1991).

La combinaison de caractéristiques défensives physiques et chimiques est souvent a 1’origine de
la résistance du peuplier. Ainsi, Yiping & Zhangyi (1993) ont montré que la résistance du génotype
Populus deltoides cv ‘Lux 69/55” au développement des larves du capricorne asiatique était li¢ a la
teneur en lignine de 1’écorce et a la faible qualité nutritionnelle de ce génotype. De méme, les
trichomes foliaires de Populus alba et les variations inter-génotypiques des niveaux constitutifs en
composés phénoliques foliaires affectent directement le comportement de choix et la durée de

développement des défoliateurs tels que les chrysomeéles (Augustin 1991, Augustin et al. 1993).

2.1.3.2. Mécanismes de défense induits

Les mécanismes de résistance induits chez le peuplier ont principalement été étudiés chez les
especes défoliatrices telles que la livrée des foréts (Robinson & Raffa 1997) et le bombyx disparate
(Havill & Raffa 1999). Les défenses induites peuvent étre locales ou activées de maniere systémique.
Elles peuvent agir directement sur 1’insecte ou indirectement via 1’attraction de ses prédateurs et
parasitoides (défenses multitrophiques) (Philippe & Bohlmann 2007). Les signaux qui activent les

défenses induites ne sont pas bien connus chez le peuplier.

Les composés phénoliques tels que les phénolglucosides et les tannins condensés™ sont les
principaux métabolites secondaires induits par 1’alimentation des insectes défoliateurs (Palo 1984 ;
Augustin 1991 ; Osier & Lindroth 2001 ; Peters & Constabel 2002 ; Stevens & Lindroth 2005). Les
tannins condensés sont présents dans les feuilles et 1’écorce et sont connus pour affecter indirectement
les performances des insectes par action antidigestive en diminuant la disponibilité des acides aminés
disponibles par précipitation des protéines (Palo 1984) ou directement par effet toxique (Blytt et al.
1988 ; Hemming & Lindroth 1995 ; Hwang & Lindroth 1997). Enfin, I’émission locale et systémique
de composés organiques volatils (COVs) formés de composés phénoliques simples ou de terpénoides™

(mono- et sesqui- terpenes) contribue aux défenses du peuplier, directement par effet répulsif pour

" Tanins condensés : polyméres de flavanols (ou catéchines) (Macheix et al. 2005)

20 Terpénoides : classe large et diverse de composés organiques dérivant d'unités isopréne a cinq carbones
assemblées et modifiées de facons variées (Schoonhoven 2005)
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I’insecte et/ou indirectement en agissant comme molécules sémiochimiques impliquées dans les

défenses indirectes (Havill & Raffa 2000 ; Arimura et al. 2004).

En complément, la synthése de certaines protéines contribue aux défenses induites. Les
inhibiteurs de protéase” et polyphénol oxydases”, affectent directement le développement des
insectes par action antidigestive en réduisant 1’absorption des acides aminés (Broadway & Duffey
1986 ; Ryan 1990 ; Felton et al. 1992 ; Constabel et al. 2000 ; Philippe & Bohlmann 2007). Ramirez et
al. (2009) ont mis en évidence I’induction d’inhibiteurs de protéase dans les feuilles de peuplier suite a
I’alimentation de Chaitophorus leucomelas. Toutefois, bien que leur induction ne fasse aucun doute,
I’efficacité de ces protéines dans la défense du peuplier reste encore a prouver. D’autres protéines
telles que les chitinases peuvent étre également induites suite a un stress mécanique (Parsons et al.
1989 ; Clarke et al. 1998).

2.1.3.3. Phénologie de I’arbre

Il existe une variabilité inter-génotypique de la date de débourrement au printemps (Witter &
Waisanen 1978). Cette variabilité peut jouer un réle important dans la résistance de certains génotypes
de peuplier aux premiers défoliateurs de la saison de végétation. Ainsi, Donaldson & Lindroth (2008)
ont montré que la variation de phénologie du débourrement étudiée sur 30 génotypes de peuplier
tremble était particulierement impliquée dans la variation de sensibilité des génotypes au Lépidopteres

Malacosoma disstria au cours des années de pullulation de faible intensité.

2! Inhibiteurs de protéase : protéines qui se lient aux enzymes digestive des insectes et les inactivent (Philippe &
Bohlmann 2007)

22 polyphénol oxydases : enzyme qui catalyse I’oxydation des composés phénoliques en quinone (Philippe &
Bohlmann 2007)
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2.2. LE PUCERON LANIGERE DU PEUPLIER, Phloeomyzus passerinii

2.2.1. Une sous-famille, un genre et une seule espece

L’insecte fut décrit pour la premiéere fois en France par Signoret (1875) sur une espéce de
peuplier indéterminée (Populus sp.) sous le nom de Schizoneura passerinii. Le nom de genre fut
ensuite modifié en Lowia par Lichtenstein (1886), puis en Phloeomyzus par Horvath en 1896. Le genre
Phloeomyzus fut successivement placé au sein de différentes tribus d'Aphididae (Pemphigini,
Eriosomatini) avant que Mordvilko (1934) crée spécifiqguement la sous-famille des Phloeomyzinae
dont le genre Phloeomyzus est actuellement 1’unique représentant. Plusieurs espéces furent
successivement décrites [Phloeomyzus redelei Hille Ris Lambers (Hille Ris Lambers 1931) et P.
dubius (Boerner) (Boerner & Schilder 1932) sur P. nigra, P. dearborni (Smith) (Smith 1974) sur P.
tremuloides] mais finalement placées en synonymie avec P. passerinii (Doom & Hille Ris Lambers
1962 ; Smith 1974). Le genre Phloeomyzus ne semble donc comporter qu’une seule espece (Blackman
& Eastop 1994 ; Nieto-Nafria & Mier-Durante 1998). Une sous-espéce, P. passerinii zhangwuensis a

néanmoins été décrite sur Populus sp. par Zhang en Chine (Zhang & Zhong 1982).

Position systématique :
Ordre : Hemiptera
Sous-ordre : Sternorrhyncha
Superfamille : Aphidoidea
Famille : Aphididae
Sous-famille : Phloeomyzinae
Genre : Phloeomyzus

Espece : Phloeomyzus passerinii (Signoret, 1875)

2.2.2. ldentification taxonomique : singularité des caracteres morphologiques

Phloeomyzus passerinii présente les critéres d’identification taxonomiques spécifiques aux
Aphididae (sensu Remaudiere & Stroyan 1984) (Fig. 2.3), c'est-a-dire une viviparité lors de la phase
de parthénogenése, une rhinarie®® primaire subterminale sur ’avant dernier segment antennaire et une

autre sur le dernier segment, des stigmates sur les segments abdominaux | & IV, deux nervures

2 Rhinaries : sensilles olfactives impliquées dans la perception des molécules sémiochimiques (Pickett et al.
1992)
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cubitales sur les ailes antérieures ainsi que deux nervures obliques sur les ailes postérieures et enfin un
abdomen plus volumineux que I’association téte-thorax (Fig. 2.4a) (Nieto-Nafria & Mier-Durante
1998). Contrairement aux Aphididae toutefois, une seule bifurcation (au lieu de 2) est visible sur la
nervure médiane des ailes antérieures (Fig. 2.4b).

Antenne de 6 articles

Tubercule frontal
Nervure costale

Nervure sous-costale

Pterostigma

Nervures médianes
(avec 2 bifurcations)

. M o\
“A_Mesothorax ¢
:7 N Nervures cubitales

Nervures obliques

1 Fig. 2.3 Morphologie généralisée

- -
- Y P 5 g \ Q;) ! Cornicule
W / ‘
\

d’un puceron Aphididae femelle

Plaque anale

\
o ‘\ !(; Cauda , ;s s . N
) parthénogénétique ailée (d’apres

Blackman & Eastop 1994)

D’aprés Nieto-Nafria & Mier-Durante (1998), la principale caractéristique des Phloeomyzinae
et de I’espéce P. passerinii est la présence de femelles virginipares toujours apteres et de sexués males
et femelles ovipares tous ailés (Fig. 2.4). Conformément au polyphénisme des pucerons des arbres,
P. passerinii présente donc trois morphes. Toutefois ces morphes different de la situation standard
puisqu’ils incluent des femelles parthénogénétiques toutes apteres, des femelles ovipares toutes ailées
et des males ailés. 1l mesure 1.2 a 1.9 mm et présente plusieurs criteres morphologiques archaiques
comme la présence de cornicules® poriformes, une cauda semi-circulaire réduite et une plaque anale
arrondie (Fig. 2.4a). Il possede deux larges plaques ciriéres sur la partie dorsale postérieure de
I’abdomen (urite post-corniculaire 7) d'ou le nom de lanigére (Fig. 2.4a). Le morphe aptére présente
une fusion de la téte et du thorax, des antennes & cing ou six articles, tandis que les morphes ailés

présentent des ailes a plat aux repos et des antennes composees toujours de six articles qui manquent
de rhinaries secondaires (Fig. 2.4b).

24 Cornicules : appendices émettant la phéromone d’alarme, E-B-farnéséne (Pickett et al. 1992)
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L\ |
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Fig. 2.4 Caractéristiques morphologiques des (a) femelles virginipares apteres et des (b) sexués ailés de
Phloeomyzus passerinii (d’aprés Nieto-Nafria & Mier-Durante 1998). Photos: Blackman & Eastop (1994)

(noir et blanc) et S. Pointeau (couleur)

2.2.3. Position systématique : une histoire évolutive ponctuée d’interrogations...

Bien qu'il existe dans la littérature plusieurs reconstructions phylogénétiques comparant les
caractéres morphologiques ou génétiques des diverses sous-familles de puceron Aphididae, le lien

phylogénétique entre la sous-famille Phloeomyzinae et les autres sous-familles n’a jamais été élucidé.

2.2.3.1. Reconstructions phylogénétiques basées sur la morphologie

Deux reconstructions phylogénétiques basées sur I’analyse cladistique des données
morphologiques paléontologiques ont été réalisées (Fig. 2.5). Elles différent par un certain nombre de
critéres morphologiques et une interprétation différente de I’homologie de certains caractéres. En
basant sa reconstruction phylogénétique sur 1’analyse de 18 caractéres morphologiques et un

biologique (alternance d’hote : retour des sexupares sur 1’hote primaire), Heie (1987) qualifie la sous-
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famille des Phloeomyzinae de trés particuliere et spécialisée (Fig. 2.5a). La présence de femelles
ovipares toujours ailées chez les Phloeomyzinae, associée aux caracteres archaiques rapportés plus
haut, n’a en effet pas permis de définir un lien évolutif avec I’une ou ’autre des deux lignées sceurs
Mindarinae + Thelaxinae + Drepanosiphinae et Greenideinae + Aphidinae + Lachninae. La femelle
ovipare de I’espéce ancestrale de ces deux lignées était pourtant probablement ailée, comme chez P.
passerinii, puisque ce caractere est présent a la fois chez les Drepanosiphinae et les Greenideinae. La
seconde reconstruction proposée par Wojciechowski (1992), basée sur 1’analyse de 19 caractéres tous
morphologiques, diverge de 1’hypothése de Heie (1987) et relie les Phloeomyzinae aux Thelaxinae
(Fig. 2.5b).

@ (b)
I: Adelgidae Adelgidae
Phylloxeridae I: Phylloxeridae
Hormaphidinae ) Hormaphidinae )
Anoeciinae Eriosomatinae
_I: Eriosomatinae Phloeomyzinae
L Mindarinae Thelaxinae
I: Drepanosiphinae Aphididae Anoeciinae | Aphididae
Thelaxinae i Greenideinae
) # — Phloeomyzinae Mindarinae
s Greenideinae Drepanosiphinae
FemelaliTzeivééares —I: Lachninae —l: Lachninae
Aphidinae Aphidinae

Fig. 2.5 Reconstructions phylogénétiques basées sur I’analyse cladistique des données morphologiques

paléontologiques selon (a) Heie (1987) et (b) Wojciechowski (1992)

2.2.3.2. Reconstructions phylogénétiques basées sur les caracteres génétiques

Les deux premieres reconstructions phylogénétiques globales des Aphididae ont été réalisées en
utilisant des séquences d’ADN mitochondrial ou d’ADN de 1’endosymbionte bactérien Buchnera (von
Dolen & Moran 2000 ; Martinez-Torres et al. 2001). Seule celle de von Dohlen & Moran (2000) a
inclus la sous-famille des Phloeomyzinae. Toutefois, la faible résolution pour des niveaux
taxonomiques supérieurs a la tribu, probablement liée & une rapide radiation évolutive des pucerons
paralléle a celle des angiospermes, n’a pas permis d’élucider la position systématique de cette sous-

famille. Enfin, la récente reconstruction phylogénétique d’Ortiz-Rivas & Martinez-Torres (2010)
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basée sur I’analyse séparée mais également combinée de génes nucléaires et mitochondriaux n’a pas

considérée la sous-famille des Phloeomyzinae.

2.2.4. Distribution géographique et arbres hotes

L'aire naturelle du puceron lanigere du peuplier, P. passerinii est située en zone paléarctique et
recouvre approximativement celle du peuplier noir Populus nigra, son héte de prédilection et I’une des
trois especes européennes de peuplier (Tableau 2.1, Fig. 2.6) (Lapietra & Allegro 1990 ; Blackman &
Eastop 1994). L’espéce a été introduite dans plusieurs pays d’Amérique (Tableau 2.1). Phloeomyzus
passerinii est monoécique sur le genre Populus. En conditions naturelles et faible densité, il se
développe dans les zones de ripisylve privilégiées par le peuplier noir (Source : crop protection
compendium-cabi.org). La présence de 1’espéce est également citée sur P. suaveolens, P. ciliata P.
maximowiczii, P. deltoides (Habib & Ghani 1970 ; Blackman & Eastop 1994). En revanche, le
signalement de P. passerinii par Theobald (1929) sur P. alba serait a prendre avec précaution car
pouvant provenir d’une confusion dans la nomenclature des pucerons (Doom & Hille Ris Lambers
1962), ce qui semble confirmé par les tests de sensibilité effectués sur les génotypes de P. alba
(Lapietra & Allegro 1990 ; Rajabi Mazhar et al. 2003 ; Karahroodi et al. 2006). Quant aux rares
observations sur P. tremuloides en Amérique du Nord (dans le Maine et au Canada), elles sont trés

probablement liées & une introduction (Smith 1974) (Tableau 2.1).

Les especes de peuplier et les génotypes de peuplier cultivés montrent une sensibilité variée aux
attaques de P. passerinii. Par exemple, Populus nigra montre une grande variabilité de sensibilité,
tandis que celle de P. deltoides est généralement faible et P. alba semble exempt d’attaque (Lapietra &
Allegro 1990 ; Allegro & Cagelli 1996 ; Allegro 1997 ; Rajabi Mazhar et al. 2003 ; Karahroodi et al.
2006). En peupleraie, les peupliers hybrides euraméricains P. X euramericana, présentent une
sensibilité variée selon les génotypes (Lapietra & Allegro 1990 ; Allegro et al. 1996 ; Allegro 1997).
En ltalie, la sensibilité des especes parentales de P. x euramericana que sont P. deltoides (Arru &
Lapietra 1979) et P. nigra (Allegro & Cagelli 1996) a été évaluée dans le but d’obtenir des génotypes
hybrides résistants. Allegro et al. (1995) ont recherché des marqueurs biochimiques de la résistance
dans trois groupes de P. nigra qui se distinguaient par leur niveau de sensibilité contrasté au puceron
lanigere. Cette étude a montré que les composés phénoliques permettaient de discriminer les groupes
de résistance, en particulier I’acide 4-hydroxybenzoique et 1’acide 4-hydroxy-3-methoxybenzoique.
Enfin, la résistance des génotypes de peuplier est généralement constante au cours de 1’année ; bien

que pour un petit nombre de génotypes elle semble varier selon la saison (Allegro et al. 1996).

-70 -



Chapitre 1. ~ Partie 2. Synthése bibliographique

Fig. 2.6 Aire de répartition de I’hdte
naturel (Populus nigra) de Phloeomyzus
passerinii (source EUFORGEN)

Tableau 2.1 Signalements de Phloeomyzus passerinii dans son aire géographique naturelle et zones

d’introduction (d’apreés crop protection compendium-cabi.org)

Pays Origine Référence

Europe

Belgique Indigéne Nef & Menu (1994)
France Indigene Signoret (1875)
Allemagne Indigene Della Beffa (1936)
Gréce Indigene Garuphalos & Tsitsones (1965)
Hongrie Indigéne Nef & Menu (1994)
Italie Indigene Della Beffa (1936)
Hollande Indigéne Doom & Hille Ris Lambers (1962)
Espagne Indigene Aparisi (1971)
Royaume-Uni Indigene Theobald (1929)

Asie / Moyen-Orient

Chine Indigene Zhang & Zhong (1982)
Russie Indigene Cholodkovsky (1921)
Iran Indigéne Chodjai (1977)

Israél Indigene Halperin (1981)
Pakistan Indigene Habib & Ghani (1970)
Turquie Indigéne Remaudiére et al. (2006)
Syrie Indigéne Nef & Menu (1994)
Afrique

Egypte Indigéne Hall (1928)

Maroc Indigéne Roberti (1939)
Amérique

Etats-Unis Introduite Smith (1974)

Canada Introduite Smith (1974)

Argentine Introduite Ortego et al. (2004)
Pérou Introduite Delfino (2005)

Chili Introduite Ramirez (com. pers.)
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2.2.5. Cycle de vie de Phloeomyzus passerinii

2.2.5.1. Stades de développement

Arzone & Vidano (1984) ont décrit quatre stades larvaires (L1 a L4) pour la phase
parthénogénétique (Fig. 2.7). Les larves L1 sont fines et trés mobiles et possédent un rostre tres long
dépassant de I’abdomen. Les quatre mues successives se traduisent par un allongement du corps et un
¢élargissement progressif de 1’abdomen pour aboutir a la forme ovoide caractéristique des femelles
parthénogénétiques apteres. La taille des stylets est constante pour tous les stades. La succession des
stades larvaires de la phase sexuée est différente (Fig. 2.7) (Arzone & Vidano 1984). Aux stades L1 et
L2 succedent deux stades nymphaux N3 et N4 caractérisés par 1’apparition des ébauches alaires qui

donneront les sexués ailés males et femelles ovipares a I’issue de la mue imaginale.

Fig. 2.7 Représentation schématique de
la  succession des  stades de
développement des phases asexuée et

sexuée du cycle de vie de P. passerinii

Femelles virginipares Sexués males et
apteéres femelles ailés

2.2.5.2. Déroulement du cycle de vie

Phloeomyzus passerinii effectue tout son cycle de vie dans les crevasses de I’écorce du tronc et
de la base des branches du peuplier, préférentiellement au niveau du tiers supérieur de 1’arbre (Della
Beffa 1936 ; Arzone & Vidano 1984 ; Blackman & Eastop 1994) (Fig. 2.8). Au cours de son cycle,

plusieurs générations parthénogénétiques constituées uniquement de femelles virginipares aptéres se
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reproduisant par parthénogenese thélytoque se succédent, généralement de mars & novembre. Leur
nombre dépend des conditions climatiques, principalement de la température (Arzone & Vidano
1984). A l'automne, il y a apparition des sexués males et femelles ovipares tous ailés. Toutefois
pendant I'hiver, P. passerinii maintient en paralléle une phase parthénogénétique constituée de
femelles virginipares aptéres en quiescence (Della Beffa 1936 ; Arzone & Vidano 1984). La phase
parthénogénétique peut méme prédominer pendant 1’hiver dans les régions a hiver doux (Arzone &
Vidano 1984 ; Blackman & Eastop 1994). Aprés accouplement a l'automne, les femelles ovipares
ailées déposent directement leurs ceufs sur 1’écorce du tronc des peupliers (Arzone & Vidano 1984).
Lorsque les conditions environnementales redeviennent favorables, les larves et les femelles
parthénogénétiques aptéres en quiescence dans les crevasses de I’écorce reprennent leur
développement et les fondatrices aptéres issues des ceufs d’hiver (morphologiquement identiques aux
femelles virginipares aptéres) donnent naissance a la premiére génération de femelles virginipares
apteres. Les variants de cycle de vie correspondant a différentes stratégies de reproduction et
d’hivernation, c'est-a-dire la présence de clones holocycliques, anholocycliques, intermédiaires,

androcycliques ou une combinaison de ces derniers, n’ont jamais été décrits chez P. passerinii.

Vi
Vs 3
5, § ‘F.uq/:

\" Femelles virginipares aptéres

Femelles fondatrices aptéres

Printemps

CEufs d’hiver

Hoéte

\ Populus spp.

Reproduction sexuée

Générations

parthénogénétiques aptéres

(

\

Générations
parthénogénétiques aptéres

-8 ; 3\ Automne
\
N Males ailés
Femelles ailées +
ovipares

Sexupares

Fig. 2.8 Schéma du cycle de vie du puceron lanigére du peuplier, Phloeomyzus passerinii (d’aprés Arzone &
Vidano 1984 ; Blackman & Eastop 1994)
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2.2.5.3. Modes de dispersion

Le mode de dispersion de P. passerinii n’est pas connu et n’a jamais été étudié. La dispersion
des individus sur I’arbre et entre arbres dans une peupleraie pourrait s’effectuer par le premier stade
larvaire trés mobile, comme cela est le cas pour d’autres pucerons des arbres comme Eriosoma
lanigerum dans les vergers de pommiers (Hoyt & Madsen 1960 ; Alspach & Bus 1999). L’observation
d’individus au niveau des racines est courante (Vala et al. 2011) et ces derniéres pourraient constituer
un couloir pour coloniser de nouveaux arbres. Il est également possible que la dispersion par le vent en
lien avec la sécrétion de cire contribue a la dissémination des premiers stades larvaires, les stades
adultes étant moins mobiles. Comme pour tous les pucerons, on suppose également que la dispersion a
courte, moyenne et longue distance des individus ailés de P. passerinii s’effectue de maniére active et
passive avec les courants atmosphériques (Dixon 1998 ; Lombaert et al. 2006). Comparativement aux
autres espéces d’Aphididae, la dispersion des individus est réalisée par des ailés tous sexués (Hille Ris
Lambers 1966), ce qui est une particularité intéressante du genre Phloeomyzus. La contribution

relative des formes sexuées et asexuées a la dispersion n’est pas connue.

2.2.6. Alimentation du puceron

En condition endémique, Phloeomyzus passerinii se développe sur le tronc des peupliers
matures et a la base des branches basses, préférentiellement au niveau du tiers supérieur de ’arbre. En
cas d’épidémie, les individus sont capables de s’alimenter sur 1’ensemble du tronc. Arzone & Vidano
(1984) suggerent une alimentation du puceron dans le parenchyme cortical sans toutefois réaliser
d’étude pour confirmer ou infirmer cette hypothése. Comparativement a d’autres pucerons se
développant sur les parties lignifiées des arbres, P. passerinii est une espéce relativement petite, il est
donc possible que la taille de ses stylets ne lui permette pas d’atteindre le phloéme situé en profondeur
sous I’écorce. Toutefois, les pucerons mangeurs de parenchyme, comme le puceron lanigére du
pommier Eriosoma lanigerum, induisent généralement des galles, or P. passerinii ne cause pas de
galle apparente. Enfin, Heie (1987) suggere que la présence d’une cauda rudimentaire caractérise les
especes primitives s’alimentant dans le parenchyme ou les espéces inductrices de galles ; la cauda
ayant évoluée suite au développement d’un mode d’alimentation phloémophage, afin de dégager les
grandes quantités de miellat produites en raison de ce mode d’alimentation. Des études

supplémentaires sont donc nécessaires pour comprendre le mode d’alimentation de P. passerinii.
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2.2.7. Ennemis naturels

Les études recensant les ennemis naturels de P. passerinii concernent uniquement les
prédateurs. Par exemple en lItalie, Arzone (1987) a répertoriés 30 espéces de prédateurs Acariens,
Hétéropteres, Névropteres, Diptéres et Coléoptéres (Tableau 2.2), mais bien qu’il existe une
corrélation significative entre le degré d’infestation des peuplements et 1’abondance de ces auxiliaires
naturels, ces derniers n'exercent apparemment pas de régulation efficace des populations de

P. passerinii en peupleraie.

2.3. CONCLUSION

La populiculture tient une place trés importante dans la production forestiére en France. Elle
était jusqu’a ces derniéres décennies relativement épargnée par les problémes entomologiques.
L’importance et 1’originalité des dégats de puceron constituent donc une premiere particularité. De
plus, le puceron lanigére du peuplier est une espéce trés spécialisée présentant de nombreuses
particularités biologiques. Premiérement, c’est une espéce unique du point de vue de sa morphologie
qui présente de nombreuses caractéristiques archaiques. Toutefois, I’histoire évolutive de cette espéce
et son lien phylogénétique avec les autres espéces d’Aphididae ne sont pas résolus a ce jour. Les
caractéristiques morphologiques du puceron et la niche écologique qu’il occupe soulévent des
interrogations quant a son mode d’alimentation et ses interactions avec son arbre hote. Deuxiémement,
I’espéce présente la particularité de posséder des morphes sexués uniquement ailés au cours de son
cycle biologique, or cette caractéristique peut avoir un impact important sur la capacité de dispersion,
la dynamique et la composition génétique des populations de cette espece. Il y a également une
coexistence des deux modes de reproduction pendant I’hiver et une apparente prédominance de la
reproduction asexuée dans les zones tempérées a hivers doux, ce qui peut aussi avoir un impact
important sur la composition génétique des populations de puceron mais également sur le potentiel

ravageur de I’insecte.
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Tableau 2.2 Prédateurs répertoriés de Phloeomyzus passerinii. (d’aprés crop protection compendium-cabi.org).

Arzone (1987), ® Raspi (1996), ¢ Vidotti (1960).

a

Classification

Espéce

Insectes

Coleoptera: Coccinellidae
Coleoptera: Coccinellidae
Coleoptera: Coccinellidae
Coleoptera: Coccinellidae
Coleoptera: Coccinellidae
Coleoptera: Coccinellidae
Diptera: Chamaemyiidae
Diptera: Chloropidae
Diptera: Chloropidae
Diptera: Syrphidae
Diptera: Syrphidae
Diptera: Syrphidae
Diptera: Syrphidae
Diptera: Syrphidae
Diptera: Syrphidae
Diptera: Syrphidae
Diptera: Syrphidae
Diptera: Syrphidae
Diptera: Syrphidae
Diptera: Syrphidae
Diptera: Syrphidae
Diptera: Syrphidae
Hemiptera: Anthocoridae
Hemiptera: Anthocoridae
Hemiptera: Anthocoridae
Hemiptera: Miridae
Hemiptera: Pentatomidae
Neuroptera: Chrysopidae
Neuroptera: Chrysopidae
Neuroptera: Chrysopidae
Neuroptera: Chrysopidae
Neuroptera: Chrysopidae
Neuroptera: Hemerobiidae
Acariens

Acarina: Trombiidae

Adalia bipunctata (L.)
Coccinella septempunctata L. 2
Exochomus 4-pustulatus (L.)
Propylaea 14-punctata (L.)*
Synharmonia globata (L.) *
Scymnus ferrugatus (Muls.) #
Leucopis annulipes (Zett.)"
Thaumatomyia elongatula (becker)®
Thaumatomyia sp. ?

Episyrphus balteatus (Deg.) #
Melanostoma mellinum (L.)
Metasyrphus corollae (F.)?
Meliscaeva auricollis (Meig.)
Neocneprocton sp.
Platycheirus clypeatus (Meig.)
Platycheirus manicatus (Meig.) ?
Postosyrphus luniger (Meig.) ®
Scaeva pyrastri (L.)*
Sphaerophoria scripta (L.)
Syrphus ribesii (L.)*

Syrphus venustus (Meig.) ?
Syrphus vitripennis Meig. ?
Anthocoris confusus (Reut.) *
Lyctocoris campestris (F.)?
Orius minutus (L.)®

Pilophorus clavatus (L.)*

Arma custos (F.) ¢

Anysochrysa prasina (Burm.) ®
Chrysopa flava (Scop.) ?
Chrysopa perla (L.)?

Chrysopa septempunctata (Wesm.) ©
Chryoperla carnea (Steph.)?
Sympherobius pygmaeus (Ramb.) ®

Allothrombium fuliginosum (Herm.) ®
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“The student of aphids is requested never to generalize™...

Bodenheimer FS & Swirski E (1957)
The Aphidoidea of the Middle East. Weizmann Science Press of Israel
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Chapitre 1.

ode d’alimentation

& position systématique

1. PRESENTATION DE L’ETUDE

Compte tenu de I’importance du mode d’alimentation des insectes dans les interactions avec
leurs plantes hotes et du manque de connaissances sur cet aspect chez P. passerinii, il était
indispensable d’étudier les processus fondamentaux de 1’alimentation de ce puceron. Ces informations
sont essentielles pour comprendre comment ’insecte exploite son hdte, les conséquences de son
alimentation sur les tissus de la plante, mettre en évidence une éventuelle réaction de la plante et
évaluer leur implication dans le dépérissement des peupliers. Le site d’alimentation conditionne
également les mécanismes de résistance mis en jeu. Son étude représente donc une premiére étape a
I’étude des mécanismes de résistance. Ces travaux ont donné lieu a la rédaction d’un article qui sera
prochainement soumis pour publication. D’un point de vue plus fondamental, il apparaissait aussi
intéressant d’élargir la base taxonomique des comportements alimentaires caractérisés chez les
pucerons se développant sur organes lignifiés. Cette approche est complétée par une étude
phylogénétique visant a établir les liens entre la sous-famille des Phloeomyzinae et les autres sous-
familles d'Aphididae, du point de vue de I'évolution du mode d’alimentation. Elle est donc présentée
dans ce chapitre a la suite de I’étude du comportement alimentaire. Toutefois, elle sera incluse pour

publication dans un des articles de génétique présentés dans le chapitre V.

2. MODE D’ALIMENTATION DE P. PASSERINII

« Présentation de I’article n°1 et principaux résultats

Les dommages directs infligés par les pucerons a leurs arbres hotes sont liés a leur mode
d’alimentation. Sur les parties lignifiées, les stylets des espéces phloémophages pénétrent les tissus
végétaux de maniére intercellulaire en produisant des sécrétions salivaires qui réduisent les
perturbations et conduisent a des symptdémes a peine perceptibles (Tjallingii & Hogen Esch 1993 ;
Miles 1999 ; Walling 2008). De cette maniere, ils endommagent peu les tissus et conduisent

essentiellement a un ralentissement de la croissance de ’arbre, résultat d'un détournement des réserves
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nutritionnelles. Les dégats les plus visibles et importants sont infligés par les pucerons qui se
nourrissent au niveau du cortex et pénétrent les tissus de 1’écorce de maniére inter- et/ou intracellulaire
(Pollard 1973 ; Miles 1989b ; Blackman & Eastop 1994). Leurs sécrétions salivaires induisent en effet
des déformations tumorales qui aboutissent parfois a la mort de I’arbre. Ces déformations sont le plus
souvent visibles extérieurement [e.g. Eriosoma lanigerum (Hausmann) sur pommier ou Adelges
piceae (Ratzburg) sur tiges d’épicéa] sauf dans quelques cas comme celui d'A. piceae sur le tronc
d'Abies fraseri (Balch 1952 ; Balch et al. 1964 ; Jeanneau 1968 ; Miillick 1977 ; Miles 1989b). En
conditions naturelles, P. passerinii induit des nécroses corticales sur le tronc des peupliers sans
apparemment initier de structures externes semblables a des galles et conduit au dépérissement des
arbres en cas d’infestation sévére. Bien que Arzone & Vidano (1984) suggerent une alimentation dans
le parenchyme cortical, aucune étude n’a porté spécifiquement sur le mode d’alimentation de P.
passerinii et on ne sait pas réellement si ce tissu est bien celui visé par le puceron. On ne connait pas

non plus les processus fondamentaux mis en jeux au cours de la pénétration des stylets.

Les recherches sur le mode d’alimentation des pucerons ont montré que les stylets buccaux
atteignent leur site alimentaire apres une phase exploratoire a I’intérieur des tissus végétaux.
L’observation directe du mode d’alimentation étant impossible, ces études sont fondées sur le
couplage de méthodes expérimentales indirectes : 1’électropénétrographie (EPG), la stylectomie,
l'histologie. L’EPG permet de réaliser un suivi temporel du comportement alimentaire et de déterminer
avec précision la localisation des stylets et I’activité de ’insecte dans les tissus végétaux (salivation,
ingestion) (McLean & Kinsey 1964 ; Tjallingii 1978, 1988, 2000). Cette technique consiste & insérer
le puceron et sa plante héte dans un circuit électrique, a I’aide d’électrodes reliées directement a
I’insecte (fixé sur la plante) et au sol dans lequel est enracinée la plante. Le circuit est fermé dés que le
puceron met ses stylets en contact avec les tissus végétaux. La pénétration des stylets génére alors des
fluctuations de tension formant un ‘signal EPG’ qui est amplifié et enregistré sur ordinateur (Fig.
I1.1a). Ces fluctuations de tension sont la résultante de deux composantes électriques concurrentes qui
incluent des informations biologiques importantes : la "résistance" liée a I’insecte (R), et la tension ‘ou
biopotentiel’ générée a I’interface plante-insecte nommée ‘force électromotrice’ (emf) (Tjallingii
1985a). La premiere composante est liée a 1’activité des valves présentes au niveau des stylets dans le
canal alimentaire et le canal salivaire, tandis que la seconde est liée au potentiel électrique
membranaire des cellules végétales. Le ‘signal EPG’ permet de distinguer différentes phases
comportementales constituées de une ou plusieurs ondes électriques distinctes, chacune corrélée a une
localisation et une activité précise des stylets dans les tissus végétaux (van Helden & Tjallingii 2000)
(Fig. 11.1b). C'est le couplage de la méthode EPG avec les techniques de stylectomie et d’histologie
(microscopie optique et électronique a transmission) qui a permis aux auteurs de déterminer ces
corrélations (Kimmins & Tjallingii 1985 ; Tjallingii 1988 ; Tjallingii & Hogen Esch 1993).
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(a) Amplification
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Fig. 11.1 (a) Représentation schématique du dispositif d’électropénétrographie (EPG) et (b) représentation des
trois phases comportementales principales, avec les ondes électriques associées : np, non pénétration ; A et B,
établissement du contact électrique et initiation de la gaine salivaire ; C, activité extracellulaire des stylets lors de
la phase de pénétration au sein des tissus de la plante ; pd, pigdre intracellulaire (potential drop) ; G, ingestion
active de xyleme ; E1, salivation dans le phloéme et E2, ingestion passive de phloéme (d’apres Tjallingii 1978 et
Prado & Tjallingii 1994)

Depuis son développement dans les années 1980, le systéme EPG s’est avéré une méthode
fiable de caractérisation du comportement alimentaire et a été utilisée chez un grand nombre d’insectes
piqueur-suceurs Sternorrhynches tels que pucerons, aleurodes (Janssen et al. 1989 ; Walker & Janssen
2000), cochenilles (Calatayud et al. 1994), ou psylles (Bonani et al. 2010) et Auchénorrhynches (Lett
et al. 2001 ; Miranda et al. 2009). Parmi les pucerons, 1’essentiel des études utilisant cette méthode a
porté sur les espéces phloémophages d’Aphididae ravageuses des grandes cultures (Sauvion & Rahbé
1999). Il n’y a que quelques exemples trés limités d’application a des pucerons des parties lignifiées
parmi lesquels on trouve Eriosoma lanigerum sur pommier (Sandanayaka & Hale 2003), Cinara

atlantica (Wilson) (Penteado 2007) et Pineus boerneri Annand (Cardoso 2007) sur le pin,

-81-



Chapitre 1. Mode d’alimentation & Position systématique

Daktulosphaira vitifoliae Fitch sur la vigne (Kingston & Powell 2007) et Phylloxera coccinea (von
Heyden) sur le chéne (Harrewijn et al. 1998). Hormis celui de P. boerneri le comportement, décrit
chez ces espéces, présente cependant de nombreuses similitudes avec les phases caractérisées chez les
pucerons phloémophages, bien que certaines ondes présentent des variations spécifiques des tissus

ligneux. Dans ce contexte, le travail réalisé sur P. passerinii est tout a fait original.

Nos objectifs étaient de localiser le site de nutrition de P. passerinii et de caractériser son
comportement alimentaire en couplant I'histologie classique avec I'EPG. L’étude histologique a été
réalisée en collaboration avec 1’Unité d'Amélioration Génétique et de Physiologie Forestiére de
I’INRA d’Orléans et I’étude EPG lors d’un séjour au Laboratoire de Biologie des Entomophages de
I’Université de Picardie Jules Verne. Dans les deux expériences, des femelles virginipares apteres ont
été placées sur 1’écorce de jeunes plants de peuplier et le comportement alimentaire de 20 individus a
été analysé. L’observation histologique des gaines salivaires du puceron nous a d'abord permis de
visualiser la pénétration des stylets et le site de nutrition, suggérant une alimentation dans le cortex
végétal. Nous avons alors réalisé¢ un suivi en temps réel du comportement alimentaire de 1’insecte a
I’aide de la méthode EPG. L'ensemble du comportement alimentaire se déroulant dans le cortex
(hormis la phase de pénétration du suber), il n’était pas nécessaire de corréler chaque onde & un tissu
particulier et donc nous n'avons pas eu besoin de réaliser des coupes histologiques concomitantes a

I’observation des différentes ondes EPG.

Les résultats d’analyse des gaines salivaires et des enregistrements EPG montrent un
comportement alimentaire atypique chez les Aphididae, caractérisé par trois ondes : A, C et une
nouvelle onde Icp. Les ondes A et C sont des variantes de celles des pucerons phloémophages. L’onde
Icp, décrite sur la base des résultats histologiques et des précédentes descriptions d’ondes EPG chez
les Sternorrhynches, a été corrélée a une activité intracellulaire dans les cellules du parenchyme
cortical. Le mode d’alimentation de P. passerinii se caractérise finalement par une phase de transit
intra- et extracellulaire droite des stylets au sein du suber et du parenchyme cortical, suivie d'une phase
intracellulaire soutenue dans les cellules du parenchyme cortical. Chez P. passerinii, la phase de
transit des stylets est dépourvue de piqdres intracellulaires bréves (potential drop, pd) ce qui s'explique

par le fait que le puceron traverse de part en part les cellules du parenchyme cortical.
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Résumé

Quarante pourcent des espéces de pucerons effectuent la totalité ou une partie de leur cycle de vie sur
les arbres, essentiellement sur les feuilles et les pétioles. Les especes capables d’exploiter les parties
lignifiées présentent soit des adaptations spécifiques, telles que des stylets trés longs leur permettant
d’atteindre le phloéme ou la capacité d’induire des galles. Le puceron lanigére du peuplier,
Phloeomyzus passerinii (Signoret) (Hemiptera: Aphididae) qui colonise les troncs et la base des
branches des peupliers matures induit des nécroses corticales conduisant & la mort des arbres en cas
d’infestations séveres. A I’heure actuelle, le mode d’alimentation de ce puceron est inconnu. Nous
avons examiné le mode d’alimentation de P. passerinii sur des boutures de Populus x canadensis
Moench en utilisant: (i) des analyses histologiques du site d’alimentation et du cheminement des
stylets et (ii) des analyses par électropénétrographie (EPG, DC-system) enregistrées a partir de
femelles parthénogénétiques aptéeres placées sur les tissus ligneux. Les résultats d’histologie et d’EPG
ont montré que les stylets de P. passerinii pénétraient dans les tissus de la plante en suivant un tracé
intra- et extracellulaire droit avec pour destination le parenchyme cortical. Comparé aux EPGs des
pucerons phloémophages, des divergences ont été trouvées pour les deux ondes A et C; et une
nouvelle onde Icp a été décrite. En se basant sur les analyses histologiques et les précédentes
descriptions d’ondes EPG, nous discutons la corrélation entre les ondes EPG produites par P.
passerinii avec la position de ’extrémité des stylets et les activités du puceron dans les tissus de
I’écorce. Cela a permis de distinguer une phase de cheminement et une phase intracellulaire soutenue,
se déroulant toutes deux dans le parenchyme cortical. Le mode d’alimentation sur écorce est discuté en
relation avec les dommages occasionnés par I’insecte et en termes d’évolution du mode d’alimentation

du puceron.
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Abstract

Forty percent of aphids live wholly or partly on trees, most species being associated with leaves or
petioles. Species able to exploit woody parts have either specific adaptations, such as extra long stylets
that allow them to reach the phloem, or the ability to induce galls. The woolly poplar aphid,
Phloeomyzus passerinii (Signoret) (Hemiptera: Aphididae), colonizes the trunks and base of the lower
branches of mature poplars and causes cortical necrosis leading to the death of trees where infestation
is heavy. Very little is known about the mode of feeding of P. passerinii. This study looked at the
feeding behavior of P. passerinii on stem-cuttings of Populus x canadensis Moench using: (i)
histological analyses of the feeding site and stylet pathway and (ii) electrical penetration graphs (EPG,
DC) based on parthenogenetic apterous females on woody tissues. The histological and EPG results
showed that stylets of P. passerinii penetrated into the plant tissues following a straight unbranched
extracellular and intracellular pathway to reach the cortical parenchyma. Compared to EPGs for
phloem sap feeding aphids, there were differences in the waveforms A and C whereas a new
waveform Icp was described. Based on histological analyses and previous descriptions of EPG
waveforms, correlations with the stylet tip position and aphid activities within bark tissues are
discussed. A pathway and a sustained intracellular phase were distinguished, both occurring in the
cortical parenchyma cells. The bark aphid feeding mode is discussed in relation to the damage caused

and in terms of changes in the aphid’s diet.

Keywords Tree-aphid interaction - Phloeomyzus passerinii - Trunk feeder - Bark tissue - cortical

parenchyma - Electrical penetration graph
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Introduction

Aphids living on trees account for approximately 40% of aphid species throughout the world. They
belong to the three families of the Aphidoidea: Aphididae, Adelgidae and Phylloxeridae (Blackman
and Eastop 1994). Tree-dwelling aphids generally feed on leaves or petioles but some are able to
exploit the trunks, branches and roots (Blackman and Eastop 1994; Pollard 1973). Some of the aphids
that feed on woody tissues are able to reach the phloem either because they are large and feed on
young stems, branches or large shrubs (e.g. Tuberolachnus salignus (Gmelin)) or, if they feed on the
trunk (e.g. Stomaphis sp.), because they are large and have long stylets with a proboscis of
approximately twice the length of the body (Pollard 1973; Dixon 1997, 1998). Other aphids that feed
on woody tissues are mainly gall-forming insects living on roots or stems, such as the woolly apple
aphid, Eriosoma lanigerum (Hausmann) and the grape phylloxera Daktulosphaira vitifoliae (Fitch)
(Pollard 1973; Miles 1989; Brown et al. 1991; Kellow et al. 2004; Kingston and Powell 2007). Phloem
sap feeding aphids usually cause limited symptoms on trees whereas more profound species-specific
effects such as galls are produced by parenchyma feeding aphids (Miles 1989). Adelgidae induce galls
that are visible on the outside of conifer shoots but some morphs within the Adelges species feed on
the cortical parenchyma cells of the trunk of their secondary host without causing visible galls (e.g.
Adelges piceae (Ratzeburg) on fir trunks) (Balch 1952; Balch et al. 1964; Mullick 1977; Rohfritsch
1990; Miles 1989).

Tree-dwelling aphids generally cause little damage to forest ecosystems. However, severe
outbreaks of aphids living on woody tissues have been reported to cause extensive tree mortality that
leads to significant economic and ecological damage, such as the dieback of North American Fraser
firs owing to outbreaks of A. Piceae (Millick 1977; Miles 1989). The woolly poplar aphid,
Phloeomyzus passerinii  (Signoret), the only known species in the subfamily Phloeomyzinae
(Aphididae) (Blackman and Eastop 1994), is a monoecious aphid that feeds on poplar trunks. Firstly
described in France (Signoret 1875), this species is native from the Palaearctic area (Blackman and
Eastop 1994). Its life cycle is characterized by an autumnal production of sexual alates, occurring
while parthenogenetic reproduction through apterous individuals continues (Blackman and Eastop
1994). Colonies develop in bark crevices of young or mature trees. During outbreaks in poplar stands,
the aphids can colonize whole trunks, causing extended necroses of cortical cells resulting in cracks,
mortality of lower branches and inhibition of bud break (Della Beffa 1936; Arzone and Vidano 1984).
Aphid outbreaks lead to a reduction in tree growth and even to massive tree mortality, which causes
considerable damage to poplar stands in southern Europe, North Africa and the Near East (Arzone and
Vidano 1984; Lapietra and Allegro 1990; Sadeghi et al. 2007). Although P. passerinii is a widespread
pest, little is known about its feeding strategy. This lack of knowledge prevents the development of

effective control.
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The feeding of insects with piercing mouthparts has mainly been observed indirectly because it
occurs inside plant tissues. Light or transmission electron microscopy can provide such partial and
indirect information about the location of the tissues involved in feeding and the stylet pathways of
these insects (Pollard 1973; Tjallingii 1988). In contrast, since several decades, electrical Penetration
Graph (EPG) is used to acquire direct temporal information on stylet penetration. Probing behavior is
generally described by the characterization of EPG waveforms (or waveform patterns) correlated with
both stylet tip positions inside plant tissues and insect activities (Tjallingii 1978, 1988, 2000). EPGs
have been used to study plant resistance and plant virus transmission and have mainly been applied to
crop pests such as phloem sap feeding Aphididae (Alvarez et al. 2006; Fereres and Moreno 2009) and
other piercing-sucking insects such as sharpshooters, thrips, whiteflies, psyllids and mealybugs
(Janssen 1989; Calatayud et al. 1994; Harrewijn et al. 1996; Miranda et al 2009; Bonani 2010). A few
EPG studies have investigated the probing behavior of tree-dwelling aphids feeding on woody stem
tissues (Sandanayaka and Hale 2003; Cardoso 2007; Kingston and Powell 2007; Penteado 2007).

This study investigated the feeding behavior of the woolly poplar aphid by combining histology
and EPG recording. First, the tissues penetrated and fed upon by apterous parthenogenetic P.
passerinii were identified by light (LM) and transmission electron microscopy (TEM). Then, EPG
waveforms were described and correlated with histological observations of salivary sheaths. Together
with comparisons with earlier EPG studies on other plant-sucking insects the probing behavior of P.

passerinii on poplar stems was characterized.

Materials and methods

Insects and plants

A P. passerinii colony was established from an apterous parthenogenetic aphid collected in October
2008 from a poplar stand in Reboursin (France). This clonal colony belonged to the most common
haplotype that has so far been identified in France (Pointeau et al. unpublished data from combined
analyses of three mitochondrial DNA fragments, Cytochrome oxidase | and Il and Cytochrome b
genetic fragments). The colony was maintained under the breeding conditions developed by Arru
(1974), in a climate controlled chamber (20 £ 1 °C, 70 + 10 % RH and 16L:8D photoperiod), on
Populus x canadensis Moench cv. ‘1214’ stem-cuttings (25 cm long and 1.5 to 2 cm diameter), which
provide an optimal rearing host for this aphid (Arru 1974; Lapietra and Allegro 1990). Stem-cuttings
were one-year old poplar stump sprouts cut from mature trees using a pair of secateurs. They were
collected in the experimental nursery of Guéméné-Penfao (France) in late autumn when winter buds

were present. The laboratory colony was transferred every 15 days onto new stem-cuttings.
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Experiments were performed on the poplar genotype ‘1214’ for both histological and EPG
studies. Poplar stem-cuttings (1.5 to 2 cm diameter) were collected as described above in late autumn
2008. The stem-cuttings were kept at 2°C in dry conditions until use. Prior to the experiments, the
stem-cuttings were trimmed to 20 cm in length and, to simplify their use in experiments, all buds
except the terminal bud were removed. The stem-cuttings were put in water for one week to rehydrate
the plant tissues and initiate bud break and root formation. They were then placed in 0.53 liter pots
containing compost (Klasmann substrate 4, recipe no. 267). Bud break and leaf formation indicated
that the potted stem-cuttings were in a good physiological condition.

As the aphids prefer the upper part of mature trees (Della Beffa 1936; Arzone and Vidano
1984), histological observations were also performed on one log from a 10 year old tree. The tree was
cut in July 2009 and one 1.50 m long (20 cm diameter) log from the upper part of the trunk was
retained. Infestations for histological preparations were performed soon after the log cutting without

specific log treatment.

Histology of stylet tracks

Aphid settling and sample collection: sets of two apterous parthenogenetic adult females were placed
on the bark of eight stem-cuttings and one 1.5 m log (two sets 10 cm apart per stem-cutting and ten
sets 10 cm apart for the log) and allowed to feed for 48 h. Each set was caged under half of a
transparent gelatin capsule (half a cylinder) (size 000, LGA, La Seyne-sur-Mer) covered by a band of
Parafilm®to hold the capsule on the bark. Plant tissues were pre-fixed for 2 h, with the aphids in situ,
by injecting a glutaraldehyde solution [2.5 % in a 0.2 M, pH: 6.8, Mcllvain citrate/phosphate buffer
(Pépin and Boumendil 1982)] into the gelatin capsules. The capsules were then removed and block
samples of approximately 1 mm?, including a zone from the cork layer on the superficial area of

xylem, were carefully cut using a razor blade around the probing site, with the aphid in situ.

Sample preparation and staining for light microscopy: block samples were fixed in 2.5 %
glutaraldehyde and dehydrated at room temperature in a graded ethanol series (25-100%) They were
then embedded in historesin Technovit 7100° (Kulzer & Co, Wehrheim, Germany), allowing 3 um
thick serial transverse sections (microtome RM 2155, Leica Microsystems, Vienna, Austria). To view
and measure the salivary sheaths, thirteen stem-cutting sections and four log sections containing the
salivary sheaths were stained with 0.2 % (wt:vol) acid fuchsin in 1:1 (vol:vol) mixture of 95 % ethanol
and glacial acetic acid (Backus et al. 1988), cleared with distilled water and stained with 0.1 %
malachite green in distilled water (wt:vol).

All sections were mounted on slides using Canada balsam and examined using a light

microscope (Leica DMR, Leica Microsystems, Vienna, Austria) with a Leica DFC 320 digital camera.
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The area round the end of the stylet pathway (cell layer) and salivary sheath typology (“branched” or
“unbranched” salivary sheaths and stylet pathway) were characterized. The mean and maximum stylet
penetration depths were measured on the poplar stem-cuttings and the mature log using ImageJ 1.40
(National Institutes of Health). The thickness of the cork and cortical parenchyma was also calculated
based on three measurements per section. The stylets of five parthenogenetic females were examined
using light microscopy and their total length was measured using ImageJ 1.40.

Sample preparation for transmission electron microscopy: samples were fixed, dehydrated and
embedded in LR-White resin as described above. Series of ultra thin adjacent sections (150 nm) were
cut using an ultramicrotome (Leica Ultracut R, Leica Microsystems, Vienna, Austria), mounted on
400-nickel wire mesh grids and counterstained with uranyl acetate (20 min) and lead citrate (30 min).
Sections were viewed using a transmission electron microscope (CM 10 Philips, Eindhoven,
Netherlands). In order to monitor serial section progression, some thin sections (1.25 um) and ultra
thin sections were stained using the Richardson azure Il and methylene blue staining method
(Richardson et al. 1960), mounted on slides using Canada balsam and examined using light

microscopy (Leica DMR, Leica Microsystems, Vienna, Austria).

Electrical penetration graph (EPG) recording

The stylet penetration was EPG recorded using a Giga-4 EPG system (EPG systems, Wageningen, The
Netherlands) (Tjallingii 1978, 1988), adjusted to about 70x gain. Three to five day old apterous adult
females of P. passerinii were collected from the laboratory colony and immediately immobilized on
the tip of an Eppendorf cone connected to a vacuum device. The waxy wool covering the apterous
parthenogenetic aphid dorsum was gently removed with a fine paintbrush and then a thin gold wire (20
um diameter and 2 cm length) was stuck onto the aphid’s dorsum using water-based conductive silver
glue (EPG systems, Wageningen, The Netherlands). The electrode was then attached to the amplifier
input of the EPG system and the aphid was carefully placed in contact with the bark at mid-height of
the potted stem-cuttings. Another electrode (10 cm copper wire, 2 mm diam.) was inserted into the soil
of the potted stem-cuttings. Twenty aphids were monitored from 8.00 h. to 16.00 h. The connected
aphid-plant system was placed inside a Faraday cage in a climate-controlled room at 20 £ 1 °C under
electric fluorescent light. The EPG data acquisition and analysis were performed using Probe 3.4
software for Windows (EPG systems, Wageningen, The Netherlands).

Different EPG waveforms were distinguished and described based on standard characteristics:
relative amplitude, frequency, voltage level, and electrical origin. The relative amplitude of the
waveform was the ratio between the measured amplitude (minimum to maximum deflection) and the

highest recorded amplitude (only waveforms with a main R origin). The frequency (Hz) was estimated
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from 40 observations for each waveform (two observations per aphid). The voltage level of the
waveform (positive or negative) reflected an intracellular or extracellular position of the stylet tips
(Tjallingii 1985b). The main electrical origin was due to resistance fluctuation (R), electromotive force
(emf) or both (Tjallingii 1985a, 2000). To determine the electrical origin of each waveform, the
system voltage was set to positive and negative levels during typical periods in each waveform
(Tjallingii 2000). The stylet activities and position of the stylet tips in the plant tissues were inferred
from histological observations and similarities to other aphids and Sternorrhyncha (van Helden and
Tjallingii 2000, Sandanayaka and Hale 2003).

After waveform characterization, the occurrence and duration of some EPG parameters were
calculated using EPG-Calc 4.9 (Giordanengo 2009). Some non-sequential parameters were calculated:
(1) % of aphids showing a waveform, (2) number of waveform periods and (3) their mean duration per
aphid (Table 2). Some sequential parameters were also calculated to characterize the probing behavior
of P. passerinii such as: (4) time from the beginning of experiment to the first probe, (5) time from the
start of the first probe to initiate each specific period (i.e. pathway and sustained ingestion (> 10 min)),
(6) total duration of non-probing period from the start of the first probe to the end of the recording, (7)
total duration of penetration before the first sustained ingestion within a probe, and (8) mean number
of intracellular phases before the first sustained ingestion.

Typical sequences of waveform events occurring during stylet penetration were studied to
characterize P. passerinii probing behavior. The likelihood of a specific waveform being followed by
another waveform type was calculated on the basis of 160 h (8 h per aphid) of EPG recording
(Wayadande and Nault 1996; Almeida and Backus 2004; Miranda et al. 2009).

Data analysis

Statistical analyses were performed using R 2.7.2 (R Development core team 2007). Comparisons
between depths of the cortex layers in stem cuttings and those in the log were performed using the
Wilcoxon rank sum test. The significance level, a, was set at 5 % in all statistical analyses. Mean

values in the text and tables are given with their standard error.

Results

Histology of stylet tracks

The transverse thin sections (1.25 pm thick) of stem tissues showed that stylets followed a straight

route through the bark tissues, not extending deeper than the cortex cell layer, i.e. the ground tissue
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region between the vascular system and the epidermis (Fig. la). Likewise, all salivary sheaths
observed, in both the stem-cuttings and the log, were unbranched and ended in the cortical
parenchyma. For both the poplar stem-cuttings and the log, the thickness of the cork layer averaged 74
+ 2 pum (avg = SE; n = 39 and n = 12, respectively). However, the cortical parenchyma layer was
significantly thicker on the log (1685 = 96 um; n = 12) than on the poplar stem-cuttings (692 + 15 pm;
n =39) (W = 468; P < 0.001). The mean penetration depth of the salivary sheaths into the cork and
cortical parenchyma was 390 + 46 pm (n = 13; maximum 602 pum) on the poplar stem-cuttings and
302 = 85 um (n = 4; maximum 531 um) on the log. The total length of stylets of P. passerinii was 760
+ 17 um (n =5).

Light microscopy of transverse thin sections also showed that stylets may follow an intercellular
pathway, but crossing right through cell walls may indicate that they probably also follow an
intracellular pathway (Fig. 1b). Intracellular stylet penetration was confirmed by LM on ultra thin
sections (150 nm thick) (Fig. 1c) and TEM on ultra thin sections that showed punctured cell with cell

remnants (Fig. 1d).

Electrical penetration graph (EPG) recording

Characterization of EPG waveforms. The woolly poplar aphid produced EPG signals at two clearly
distinct voltage levels, suggesting both intracellular and extracellular stylet penetration. Three distinct
waveforms were distinguished and named A, C and Icp (Fig. 2a, Table 1). Despite a few differences in
waveform characteristics when compared to phloem sap feeding aphids (Tjallingii 1988; Prado and
Tjallingii 1994; van Helden and Tjallingii 2000), waveforms A and C were labeled using the canonical
terminology for EPG waveforms of phloem sap feeding Aphididae, waveform A being the initial
electric contact of stylets with plant tissues, and waveform C being the salivary sheath secretion and
extracellular activities during the stylet penetration of the cortical parenchyma (Tjallingii 1988, 2000).
A new term was created for a new intracellular phase, “waveform Icp” (Intracellular cortical
parenchyma), because this type of waveform has not previously been described.

During an 8 h period, P. passerinii performed an average of 2.2 £ 0.5 probes (n = 20) with a
mean duration of 115 + 24 min per probe (n = 20). Waveform A was always recorded at the start of
probes for the 20 aphids, with a mean duration of 4.5 £ 0.4 min (n = 20) (Fig. 2a, Table 2). This
waveform was characterized by one to three stepwise increases in voltage levels, each starting with
irregular signal at a high maximum frequency (1-11 Hz) and followed by a low amplitude period.
Electrical resistance appeared its main electrical origin (Table 1).

Waveform C occurred in every recording, always at extracellular voltage level with a mean
duration of 3.2 £ 0.3 min (n = 20) for each uninterrupted period, and an average occurrence of 18.8 +

2.0 (n = 20) periods per aphid (Fig. 2a, Table 2). The signal was irregular, with a pattern of frequently
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occurring sub-waveforms C-1 and C-11, and occasionally occurring sub-waveforms C-I11 or C-1V, all
with a high amplitude, a frequency range of 1-7 Hz, and resistance as the main electrical origin (Fig.
2c, Table 1). Occurrence and duration of the sub-waveforms in waveform C are not given because of a
more or less distinct repetitive pattern depending on the EPG recordings. Contrary to other aphids, no

clear B waves were shown during waveform C.

Table 1 Characteristics of electrical penetration graph (EPG) waveforms of the woolly poplar aphid,
Phloeomyzus passerinii during an 8 h access period to the bark of Populus x canadensis cv. ‘1214” stem-cuttings.
Correlations with stylet activities in P. passerinii were made using light microscopy of P. passerinii’ salivary
sheaths and feeding sites, comparisons with stylet activities from phloem sap feeding aphids (van Helden and
Tjallingii 2000) and from Eriosoma lanigerum, a tree-dwelling aphid that feeds on lignified plant tissue
(Sandanayaka and Hale 2003).

Waveform characteristics Correlations

EPG waveform

Amplitude Frequency Voltage Electrical Stylet tips in plant o
. . Stylet activities
(%) (Hz) level origin tissue
Sub-
waveform
Np 0 - - - Not in plant Non-probing
A 0-50 1-11 Extrac. R Epidermis/cork Initial electric contact
of stylet-plant
C Cortical parenchyma  Salivary sheath
C-1 100 1-7 Extrac. R secretion and
C-ll 20-300 1-7 Extrac. R extracellular activities
C-1 20-150 1-7 Extrac. R during stylet pathway
C-lIv 150-500 1-7 Extrac. R
Cpi Cortical parenchyma  Ingestion?
lcp-l (+) emf [Correlation work is
- 1-7 Intrac. .
lep-1 () emf needed to verify that
Icp-11 - 3-8 Intrac. emf waveform Icp (or a
specific lcp sub-
Icp-111 - 0.1-0.5 Intrac. emf waveform(s) actually

represents ingestion]

Note: Relative amplitude (minimum to maximum deflection) only for R components: compared to sub-waveform | of
waveform C (C-I); voltage level extracellular (extrac.) or intracellular (intrac.); main electrical origin (R) resistance
fluctuation or (emf) electromotive force; Np, Non probing; lcp-1 (+), positive peak of sub-waveform Icp-1; Icp-I (-), negative

peak of sub-pattern Icp-I.
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L

Fig. 1 Sections of stylet pathways of Phloeomyzus passerinii adult parthenogenetic females feeding on the
poplar bark of Populus x canadensis cv. ‘1214°. (a) Light microscopy of transversal section (1.25 pm thick) of
poplar stem-cutting showing a straight stylet pathway ending in the cortical parenchyma (b) details of break in
cell wall and (c) Light microscopy of ultra thin transversal section (150 nm thick) of stylet tips in cortical
parenchyma. (d) Transmission electron microscopy (TEM) of transversal sections (150 nm thick) of stylet in a
cortical parenchyma cell showing presence of cell remnants. The neighboring cell without stylets didn’t show
such remnants. ¢, cork; cc, cork cambium; cp, cortical parenchyma; sc, sclerenchyma; st, stylets; ssh, salivary

sheath; cw, cell wall; es, extracellular space.
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Table 2 Occurrence (% and numbers) and duration (min) of EPG waveforms in the woolly poplar aphid,

Phloeomyzus passerinii during 8 h recordings on the bark of Populus x canadensis cv. ‘1214” stem-cuttings. Np,

non-probing.

EPG waveforms % aphids Periods / aphid Period duration / aphid

& sub-waveforms showing Mean =+ SE (Min-Max) Mean + SE (Min-Max)
Np 100 26 + 05 (1-11) 1765 + 247 (32.1-431.4)
A 100 22 + 05 (1-10) 45 + 04 (1.6-8.4)

C 100 188 + 20 (8-39) 32 + 03 (1.7-6.6)

b-lcp* 100 162 + 16 (7-29) 1.0 + 0.1 (0.3-2.7)

s-lcp? 65 13 + 02 (1-3) 1064 + 288  (20.1-377.0)
Icp-I 100 345 + 17 (26-44) 0.67 + 002  (0.59-0.84)
Icp-11 100 2565 + 234  (128-396) 031 + 004  (0.09-0.48)
Icp-111 65 2163 + 304  (91-369) 016 + 002  (0.12-0.28)

Note: I b-Icp are the brief Icp events (Icp < 10min) that occurred during stylet pathway; 2 s-Icp are the sustained Icp events
(Icp > 10 min), Icp-1, -1, and -111 are waveform Icp sub-waveform. Occurrence and duration of waveform C sub-waveforms
are not given because of a more or less distinct repetitive pattern depending on recordings.
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Fig. 2 Electrical penetration graph (EPG) signals of the woolly poplar aphid, Phloeomyzus passerinii probing on
the bark of Populus x canadensis cv. ‘1214 stem-cuttings. (a) 1 h general scheme of a typical EPG recording. (b)
Waveform A, representative trace of the starting point of an EPG recording showing three main voltage levels
(shown by arrows). (c) Waveform C, typical succession of several sub-waveforms C: C-1, C-Il, C-I1I (d) and C-

IV (e). Sub-waveforms C-I1l and C-1V, occasionally occurring.
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Waveform Icp also occurred in all recordings at a distinctly lower voltage level than the other
waveforms, which suggests that the stylets had punctured a membrane of a living plant cell (Fig. 2a)
(Tjallingii 1985b). The Icp waveform showed three sub-waveforms, Icp-1, Icp-11 and Icp-Ill, the
characteristics of which are given in Table 1. Two distinct Icp periods occurred (Fig. 3), brief Icp
periods (b-Icp) of about 0.3-2.7 min and sustained Icp (s-Icp) that lasted longer than about 20 min
(Table 2). Brief Icp periods were found in all recordings embedded in waveform C (Fig. 2a). They
occurred 16.2 £+ 1.6 times on average per individual with a mean duration of 1.0 £ 0.1 min (n = 20) per
period (Fig. 3a, Table 2). During a b-lcp period, Icp-1 was followed by Icp-1l (only one period of
each). The sustained Icp periods were observed in 65% of the 8 h recordings (Table 2) and occurred
1.3 £ 0.2 times per individual with a mean duration of 106.4 + 28.8 min (n = 13) (Table 2). The s-lcp
periods showed all three sub-waveforms, Icp-1, Icp-1l and Icp-1ll (Fig. 3a). High -resolution graphs
(Fig. 3) showed that Icp-I has two types of peaks, positive and negative, which seem independent from
each other (Fig. 3b). The positive peaks showed somewhat smaller amplitude than the negative ones,
those later being very similar to those in Icp-1l. This suggests that Icp-I and -1l have these negative
peaks in common, although in Icp-11 they are occurring at a higher frequency than in Icp-I (3-8 Hz vs.
1-7 Hz; Fig. 3a, insets). Icp-1 occurred 34.5 + 21.7 times per individual with a mean duration of 0.67 +
0.02 min, whereas Icp-I1 occurred 256.5 * 23.4 times with a mean duration of 0.31 = 0.04 min (n =20).
The last sub-waveform Icp-111 showed a nearly flat signal (low amplitude and no distinguishable
frequency) and occurred 216.3 + 30.0 times on average per individual, usually between two Icp-11l sub-
waveforms, with a mean duration of 0.16 = 0.02 min (n = 13). The main electrical origin of each Icp

sub-waveform was emf (Table 1).

Time partitioning and sequence of waveforms. During 8 h of EPG recording, P. passerinii spent on
average 26.5 % of the time non-probing (Np) from the start of the first probe (n = 20). During probing
activities in the cortical parenchyma, it spent more time in intracellular than in extracellular activities
(62% vs. 38%, n = 20). Several EPG parameters were selected to describe the probing behavior of P.
passerinii (Table 3). On average, the first probe occurred after 3 h of non-probing activity (192.5 +
29.0 min). The first C + b-Icp period occurred soon after the onset of the first probe, while the first s-
Icp after the onset of the first probe was 2 h (123.0 £ 34.5 min). Within a probe, the total time spent in
waveforms A + C + b-lcp before the first s-Icp was 49.2 £ 3.8 min, including on average 14.1 + 1.8 b-
Icp periods.

Sequence analysis of waveforms during all 160 h of EPG recording (20 recordings of 8 h
each) showed that all individuals began probing with waveform A which was followed by waveform
C (Fig. 4). The general scheme that came after the A and the first C periods consisted in alternate b-
Icp patterns and waveform C. 86.9% of waveforms C were followed by b-lcp patterns that all returned

to waveform C. Only 4.5% of all waveforms C initiated were followed by a sustained Icp pattern (s-
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Icp). More than half of the initiated s-lcp (58.8 %) was maintained until the end of the recording,
while the others returned to waveform C. Finally, 8.5% of waveforms C were followed by non-
probing activity, which was maintained until the end of recording in 22.6% of cases and returned to
waveform A in the other cases.

(a) lcp waveform
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Fig. 3 (a) Waveform Icp found in a 1 h Phloeomyzus passerinii EPG recording on the bark of Populus x
canadensis cv. ‘1214” stem-cuttings: (1) b-Icp: brief Icp events (Icp < 10 min) observed during stylet pathway
and composed of sub-waveform Icp-1 followed by sub-waveform Icp-11, (2) s-Icp: sustained Icp events (Icp > 10
min) composed of a typical succession of sub-waveforms Icp-1, Icp-1l and Icp-11l. Higher resolution views of

representative sub-waveforms; (a) Icp-I, (b) Icp-11 and(c) Icp-111

Table 3 Electrical penetration graph (EPG) parameters used to study the probing behavior of the woolly poplar
aphid, Phloeomyzus passerinii during an 8 h access period to the bark of Populus x canadensis cv. ‘1214’ stem-

cuttings. Np, non-probing

EPG parameters Mean * SE (Min-Max)
Time parameters (min)
Time from the beginning of experiment to first probe* 1925 + 29.0 (11.4-437.3)
Time from start of first probe to first C + b-Icp? 45 + 05 (1.6-8.1)
Time from start of first probe to first s-lcp® 1230 + 344 (17.9-375.1)
Total duration of Np from start of first probe to end of recording 1272 + 259 (0-316.37)
Total duration of A + C + b-Icp? before the s-lcp® within a probe 492 + 38 (17.9-67.2)
Occurrence parameter
Number of b-lcp? before the first s-lcp® 141 + 18 (5-29)

Note: ! Starting point of probe is waveform A; ? b-Icp are brief Icp events (Icp < 10min) that occurred during stylet pathway:

% s-Icp are sustained Icp events (Icp > 10min).
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b-lcp
(lep < 10 min)
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Fig. 4 Sequence analysis of waveforms. Typical sequence probability of waveforms as occurred during probing

behavior of the woolly poplar aphid, Phloeomyzus passerinii in the bark of poplar stem-cuttings of the genotype
Populus x canadensis cv. ‘1214°. The values near the arrow correspond to the likelihood that one waveform is

followed by any other type. Probabilities < 1% are not shown

Discussion

Histological analysis of salivary sheaths and EPG waveforms revealed that P. passerinii likely feeds
from cortical parenchyma tissue. This strategy is in agreement with both the little honeydew secretion
of P. passerinii when compared to phloem sap feeding aphids (personal observation) and the stylet
length of P. passerinii. This tiny aphid (1.6-1.7 mm in length; Arzone and Vidano 1984) does not have
a very long stylet as do aphids of the Stomaphis species (Blackman and Eastop 1994; Dixon 1998)
which feed on the trunks of mature trees, and is not a large species like phloem sap feeding aphids that
probe on tree bark such as Lachninae. Even if P. passerinii inserted the whole of its stylet (i.e.
approximately 760 = 17 um) into the mature poplar bark — its preferred feeding site — the stylet are not
long enough to penetrate the distance of 1685 + 96 pum into the inner cortical parenchyma tissue to
reach the phloem.

The stylet pathways of P. passerinii within the cortical parenchyma appeared to differ from
those of phloem sap feeding aphids. Phloem sap feeding aphids leave many empty branches of
salivary sheaths (Tjallingii and Hogen Esch 1993), whereas P. passerinii leave only straight,
unbranched salivary sheaths. This observation suggests that P. passerinii does not need to locate
phloem vessels, which is not surprising if it feeds exclusively in the cortical parenchyma. Changes in

the stylet pathway of P. passerinii were only observed when stylets encountered blocks of
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sclerenchyma (Deprost E., unpubl. data), which has also been observed for other aphids feeding on
woody tissues such as E. lanigerum (Staniland 1924). Previous transmission electron microscopy
studies showed that aphid stylet pathways were extracellular (sometimes intramural) with brief
intracellular punctures (potential drop [pd] waveforms) of cells bordering the stylet pathway (Kimmins
1986, 1988; Tjallingii and Hogen Esch 1993). The stylet pathway of P. passerinii was also
extracellular. However, some cells encountered along the pathway seemed to have been crossed and
punctured (as suggested also by the presence of cell remnants in damaged cells), which seems to
match the straight route of P. passerinii’s salivary sheath.

One waveform, Icp, is new for P. passerinii. Given the non-vascular feeding strategy of P.
passerinii, all waveforms except for waveform A appeared to be correlated with stylet tip positions
within the cortical parenchyma. Although not new, waveform A differed from the typical brief, high
amplitude signals reported from aphids feeding on soft plant tissues (Tjallingii 1988) but was similar
to woolly apple aphids, E.lanigerum, which penetrate their stylets into woody apple shoots
(Sandanayaka and Hale 2003). Initially, this aphid also had long waveform A periods with one to three
sudden increases in voltage level, indicating an extracellular stylet activity generating a continual
decrease in resistance component, probably as a result of cork penetration. The bark probably becomes
more electrically conductive closer to the cortical parenchyma, explaining the increasing voltage
levels. Waveform A in EPGs of phloem sap feeding aphids is soon followed by waveform C
correlated to both salivary sheath secretion and extracellular stylet penetration within the parenchyma
tissue (Tjallingii 1978, 1988; Tjallingii and Hogen Esch 1993). On the basis of similarities in
waveform characteristics and tissue location it is most likely that waveform C of P. passerinii is
correlated to the same activities. However, the sub-waveforms of waveform C showed more or less
distinct repetitive patterns, as described in Janssen et al. (1989) on whitefly. These authors suggested
that they reflected an alternation of intercellular secretion of sheath saliva and mechanical progress of
the stylets. Repetitive patterns in P. passerinii might be related to such alternation of activities during
penetration, but further analyses are required to link sub-waveforms to the aphid activities. Waveform
B features from other aphids were less clear or missing (Tjallingii 1988).

The main difference between P. passerinii and other aphids appeared in waveform Icp, the
intracellular phase in cortical parenchyma cells. The EPGs showed two distinct waveform Icp periods:
(1) the brief b-lcp, usually lasting about one minute, occurred 16 times on average, and (2) a sustained
s-Icp, lasting more than 20 minutes, that often occurred subsequently. The return to waveform C at the
end of a pd waveform in phloem sap feeding aphids (lasting 5-15s, typically) seems to be due to the
withdrawal of the stylet tip from the living cell (Tjallingii 1985b). Alternatively, the return could be
prompted by the stylet piercing the membrane at the opposite side of the cell or by the death of the
punctured cell. In the case of P. passerinii, the two latter explanations seem more appropriate as

shown by intracellular passages in the straight stylet pathways. The relatively small number of b-Icp
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waveforms and their much longer duration than the pd waveforms support the hypothesis that they
might be related to crossing the cells, meanwhile possibly ingesting their contents. The biological
significance of the s-Icp waveform is much more difficult to explain. The sustained intracellular phase
in non vascular cells is rather different from committed phloem ingestion in phloem feeders
(Pettersson et al. 2007). The way in which P. passerinii ingests nutrients from the cortical parenchyma
cells during these periods of s-Icp, is a question open to speculation. Kunkel (1967) suggested that
parenchyma feeding Homoptera might stimulate a symplastic nutrient flow from surrounding cells and
allowing subsequent sucking of the fluid contents of several cells by puncturing only one cell.
Although rather speculative, this hypothesis corresponds to the clear indication of an intracellular
position of stylet tips during s-Icp. The difference between b-Icp and s-Icp, in terms of waveform, is
that Icp-111 only occurred in the latter. However, this sub-waveform represents a ‘silent period’,
suggesting no apparent activities, in contrast to Icp-1 and Icp-Il that showed regular repetitions of
peaks (Fig. 3). The Icp-1l peaks may suggest similarity to the E2 phloem ingestion waveform in
phloem sap feeding aphids. However, the E2 peaks in other aphid EPGs have mixed emf/resistance
origin and are not related to ingestion but to salivation, concurrently with ingestion. Ingestion is
reflected by a regular sine-wave like signal of about 5 Hz, similar to but with a much lower amplitude
than the waveform during xylem ingestion (Prado and Tjallingii 1994). The peaks shown in our Icp-I
and -1l may, therefore, be related to salivation, the Icp-I peaks resembling the E1 salivation peaks and
the Icp-11 downward peaks resembling the E2 salivation peaks. Furthermore, Icp-1 always occurred
before Icp-Il, similar to E1 always preceding E2. However, similarities in waveform shape are
generally not reliable and further experimental studies are required to explain them. Sub-pattern Icp-I11
was only observed during s-lcp events between two sub-patterns Icp-1l. This sub-pattern was
associated with intracellular position of stylets in parenchyma cells and showed a flat trace usually
lasting less than 10 s. Under the hypothesis that a symplastic nutrient flow occurs during s-Icp period,
Icp-111 might correspond to the period during which the punctured cell has been emptied of its content
and is filled from the contents of surrounding cells. Alternatively, an intracellular osmotic pump
hypothesis could be possibly applied to Icp-1II, a ‘pressure release’ (into the food canal) period
between Icp-1l periods, during which salivation may have increased the osmotic pressure in the
punctured cell. Further studies involving correlation work by running EPG recordings in parallel with
histological studies, quantifications of honeydew secretion or stylectomy will be necessary to confirm
these hypotheses.

The average time needed to reach a sustained intracellular phase in a cortical parenchyma cell
after plant access in P. passerinii (5 h) is similar to that reported in phloem sap feeding aphids: 5-7 h
in some aphid-plant combinations (Tjallingii and Mayoral 1992), although this includes a longer non-
probing time before the first probe (3 h). It would be interesting to perform further assays to test the

effects of tethering on this first long non-probing period. In phloem sap feeding aphids, 1 h of complex
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probing activity distributed over several separate probes, frequently including some short sieve
element punctures has been observed regularly (Tjallingii and Mayoral 1992). In P. passerinii, the
sustained intracellular phase was preceded by 2 h of a relative more simple sequence of events with an
average of two probes per recording. This simplicity is probably due to the fact that mainly one type of
plant tissue is penetrated. Only waveform A and early waveform C represent penetrating a different
tissue: cork and cortical cambium, respectively. Then, alternations of waveform C and b-Icp reflected
extracellular stylet penetration and crossing of cortical parenchyma cells.

Pollard (1973) underlined that Aphidoidea penetrate plant tissues targeting phloem sieve tubes,
with exceptions for some tree-dwelling aphids species for which the destination of stylets is the
cortical parenchyma such as in Adelgidae. In studying the probing behavior of Adelgidae (i.e. Pineus
boerneri Annand on Pinus taeda L.), Cardoso (2007) described two main waveforms (one
extracellular and one intracellular), which could be comparable to the waveforms C and Icp of P.
passerinii’s EPGs. The most striking difference is the absence of short intracellular events
(comparable to b-Icp) occurring during the pathway phase. In P. boerneri’s EPGs, aphids generally
stay on average 1.7 h in the extracellular phase before shifting to a sustained intracellular phase
(Cardoso 2007). However, penetration of cortical parenchyma tissue of conifer stems by Adelgidae is
intercellular and only occasionally intracellular (Balch 1952; Pollard 1973; Mullick 1977). This could
explain the absence of short intracellular events related to crossing of cortical parenchyma cells and
could confirm the biological significance of b-Icp pattern. Some Adelgid species have a 2-year life
cycle consisting of two different feeding strategies according to the years (Havill and Foottit 2007).
For instance, Adelges piceae feeds on galls initiated on its primary host (i.e. spruce) the first year, but
feeds by inserting its stylets inside cortical parenchyma cells of the trunk of its secondary host (i.e.
firs) the second year (Balch 1952; Balch et al. 1964; Miillick 1977). When A. piceae penetrate cortical
parenchyma cells of fir trunks, they trigger a hyperplasy and a hypertrophy of cortical parenchyma
cells that might increase the sugar content and nutritional quality of these cells (Balch 1952; Balch et
al. 1964; Mullick 1977). The prolonged intracellular phase in P. passerinii’s EPGs might be related to
feeding in such nutritious tissue. However, such cellular modifications are generally visible after a few
days (Mdllick 1977). P. passerinii initiated a sustained intracellular event after a time lag of 5 h from
the beginning of the experiment.

Tree-dwelling aphids have been considered to cause less damage than other sucking insects
because they are rarely responsible for virus infection and their damage is mainly linked to reduction
in tree growth (Blackman and Eastop 1994). However, it seems that we are here confronted with an
exception where bark damage may result in extensive tree mortality. Two main hypotheses might
explain such a phenomenon. Firstly, damage might be the consequence of tissue modifications caused
by normal feeding. For instance, morphs of A. piceae in their secondary host are, with P. passerinii,

the only known trunk-dwelling aphids that do not cause apparent galls but induce extensive tree
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mortality. A. piceae triggers a non specific response consisting in the formation of a “wound
periderm” within cortical parenchyma cells and a histological modification of tracheids similar to
“compression wood” which disturbs sapwood translocation and causes tree mortality (Miillick 1977;
Miles 1989). Secondly, herbivores having intimate relationships with their host trees, such as sessile
Hemipteran, may induce a hypersensitive reaction (HR), i.e. a localized host tissues death reducing the
negative impact of the insect (Fernandes 1990). Species inducing strong HR may be particularly
damaging to their host tree by causing widespread tissue necrosis and tree mortality (Radville et al.
2011). The presence of an extended necrosis of cortical cells and the rapid and important poplar
mortality following P. passerinii infestation suggest that its feeding mode induces such pronounced
HR. Moreover, a plant that has no co-evolutionary history with a specific herbivore is more likely to
exhibit a HR resulting in widespread tissue necrosis (Ryan et al. 1990). Poplar grown in poplar stands
are recent man selected hybrids. Thus, the lack of co-evolutionary history between P. passerinii and
theses hybrids might also contribute to the development of a strong HR. However, the consequences
of the feeding mode on poplars are still unknown and it is not known whether symptoms of damage
are linked to a comparable tree responses.

In a broad ecological perspective, this study extends knowledge of the bark-feeding nutritional
ecology of Aphididae. P. passerinii is the only Aphididae species known to feed on cortical
parenchyma cells without causing apparent galls, a diet more usually encountered in Adelgidae
(Pollard 1973; Miillick 1977; Miles 1989). Parenchyma feeding is a characteristic of the two primitive
families, i.e. Adelgidae (all associated with conifers) and Phylloxeridae (mainly associated with oaks
and pecans) (Pollard 1973; Blackman and Eastop 1994; von Dohlen and Moran 2000). Heie (1987)
suggested that the success of the Aphididae lineage was partly due to the emergence of phloem sap
feeding as inferred from the evolution of a large cauda in recent families of Aphidoidea. Because a
large cauda gives a morphological advantage by allowing the excretion of the large quantity of
honeydew produced by phloem feeders, it may have developed during the shift from parenchyma
feeding to phloem sap feeding (Heie 1987). P. passerinii is the only species of the sub-family
Phloeomyzinae (Blackman and Eastop 1994), a very peculiar family characterized by a rounded
rudimentary cauda (Heie 1987). This morphological characteristic is not surprising given the mode of
feeding of P. passerinii and might be associated with a primitive parenchyma feeding lifestyle. The
phylogenetic position of Phloeomyzinae has not yet been elucidated. However, the mode of feeding of
P. passerinii suggests that it might be a primitive sub-family in the Aphididae lineage that evolved
before the emergence of the phloem sap feeding lifestyle in Aphididae. Its exact position however, still
needs to be clarified.

In conclusion, despite the feeding preference of P. passerinii for the bark of mature trees, both
histological and EPG analysis performed on poplar stem-cuttings were appropriate ways of studying

the mode of feeding of this trunk feeder. They gave significant new insight into the feeding ecology of
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Aphididae and showed a simpler probing behavior than phloem sap feeding aphids, probably owing to
the small number of tissues crossed. The distinction between the short and sustained intracellular
events of waveform Icp made it possible to separate P. passerinii EPG waveforms into two main
phases: a pathway phase (gathering waveforms A, C and b-lcp) and a sustained intracellular phase (s-
Icp) in cortical parenchyma tissue. The information obtained on the feeding site and stylet penetration
of P. passerinii should serve as a basis for advanced studies on the mechanisms that lead to tree

mortality and the poplar’s resistance mechanism.
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3. ETUDE PHYLOGENETIQUE ET EVOLUTION DES MODES D’ALIMENTATION

CHEZ LES APHIDIDAE

3.1. Introduction

Au cours de 1’étude précédente nous avons pu montrer que P. passerinii s’alimente dans le
parenchyme cortical du tronc de peupliers selon un mode de pénétration encore jamais observé au sein
des Aphididae. En comparant ce mode d’alimentation a celui des deux familles primitives Adelgidae
et Phylloxeridae, nous avons émis I’hypothése qu’il pourrait correspondre & un caractére primitif au
sein des Aphididae. Compte tenu de la position systématique non résolue de P. passerinii, il
apparaissait donc intéressant de clarifier les liens phylogénétiques des Phloeomyzinae avec les autres
sous-familles. Cette analyse devrait permettre d’apporter des informations utiles pour comprendre

I’évolution du mode d’alimentation des pucerons au sein des Aphididae.

Plusieurs études ont tenté de réaliser une reconstruction phylogénétique globale des sous-
familles d’ Aphididae en se basant sur les caractéres génétiques (cf. chapitre I, partie 2 § 2.2.3.). Elles
se sont cependant révélées inadaptées a la résolution des nceuds profonds (i.e niveaux supérieurs a la
tribu), probablement a cause de I’utilisation de genes mitochondriaux dont le pouvoir résolutif s’avere
inadapté aux groupes ayant connu de rapides radiations évolutives (Ortiz-Rivas et al. 2004). Ce cas de
figure s’est ainsi également présenté lors de la résolution des liens phylogénétiques au sein du groupe
des Drosophila (Barrio et al. 1994). Le génome nucléaire est constitué de genes codants, fortement
conservés, qui peuvent étre utilisé pour résoudre de telles phylogénies. Ortiz-Rivas et al. (2004) ont
montré 1’utilité du géne LWO (‘Long Wave-length Opsin’, codant pour le pigment visuel ‘Opsine’),
dans la résolution des liens phylogénétiques pour des niveaux taxonomiques supérieurs a la tribu chez
les pucerons Aphididae. Ortiz-Rivas & Martinez-Torres (2010) ont ensuite mis en évidence que les
reconstructions phylogénétiques effectuées avec LWO supportaient le groupement des sous-familles
d’Aphididae en trois grandes lignées: (1) A + D (Aphidinae, Calaphidinae, Chaitophorinae,
Drepanosiphinae and Pterocommatinae), (2) E + T (Anoeciinae, Eriosomatinae, Hormaphidinae and
Thelaxinae, et (3) L (Lachninae) concordantes avec les différents scénarios d’évolution du cycle
biologique des pucerons. Cette reconstruction phylogenétique supporte la topologie des principales
lignées décrites par Wojciechowski (1992), avec toutefois un désaccord important quant a la position
systématique basale des Lachninae. lls ont également souligné que la combinaison du géne LWO avec
d’autres génes nucléaires [e.g. EFla (Elongation Factor 1 o ; Normark 1999)] ou avec des génes
mitochondriaux au faible pouvoir résolutif [ATP6 (sous-unité 6 de la F-ATPase) et COll (Cytochrome
oxydase II)] avait pour effet d’augmenter le support de la monophylie de certaines sous-familles. Par

conséquent, nous avons choisi d’utiliser le géne LWO pour résoudre les liens phylogénétiques des
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Phloeomyzinae avec les autres sous-familles et de le combiner avec un second géne nucléaire, le géne
EFla.

3.2. Matériels & Méthodes

Afin d’éviter les redondances avec le chapitre IV, les matériels et méthodes relatifs a 1’é¢tude
phylogénétique ne sont pas présentés dans cette section. Le choix des espéces de pucerons incluses
dans la reconstruction phylogénétique, les informations relatives aux marqueurs nucléaires choisis et
aux méthodes moléculaires utilisées ainsi que le détail des analyses phylogénétiques sont détaillées

dans I’article n®6.

3.3. Résultats

L’arbre phylogénétique non-enraciné obtenu a partir du jeu de donné, incluant les premiére et
seconde positions de codon du géne LWO et toutes les positions de codon du géne EFla pour
I’ensemble des 28 espéces étudiées, montre une topologie congruente avec les trois principales lignées
(A +D, E+T and L) précédemment décrites dans Ortiz-Rivas & Martinez-Torres (2010) (Fig. 11.2). Le
support statistique des nceuds (maximum de vraisemblance) pour les trois lignées et les sous-familles a
I’intérieur des lignées est globalement trés haut, excepté pour les sous-familles de la lignée E + T. La
sous-famille des Phloeomyzinae montre un lien phylogénétique hautement supporté avec celle des

Lachninae. Elle a donc été incluse dans la lignée L renommée L + P (Lachninae et Phloeomyzinae).

3.4. Discussion

Notre résultat est en désaccord avec la proposition de Wojciechowski (1992) (cf. chapitre I, Fig.
2.5b) qui suggérait de relier les Phloeomyzinae aux Thelaxinae et donc & la lignée E + T. Ortiz-Rivas
& Martinez-Torres (2010) ont proposé une combinaison de caractéres morphologiques indiqués
comme caractéristiques de la lignée L: (i) un intestin long présentant des boucles, (ii) des
triommatidies au premier stade larvaire, (iii) des cornicules courts ou poriformes, (iv) un processus
terminalis plus court que la base du dernier article antennaire, (v) un rostre a cinq articles et (vi)
I’absence de glandes accessoires. Les Phloeomyzinae possédent les caractéres i, iii et iv (Ponsen
1982 ; Nieto-Nafria & Mier-Durante 1998) et Wojciechowski (1992) évoque en outre la présence du
caractére ii, mais le rostre de P. passerinii est composé de quatre articles. Il n’existe pas de donnée sur
les glandes accessoires. Si I’on considére les caractéres proposés par Ortiz-Rivas & Martinez-Torres

(2010), la combinaison des caractéres morphologiques relatifs a la forme de I’intestin et des cornicules
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et la configuration du dernier segment antennaire semble donc la mieux adaptée pour caractériser la
lignée L + P vis-a-vis des deux autres lignées. Enfin, les caracteres morphologiques diagnostiques qui
différencient les Phloeomyzinae des Lachninae sont la présence de femelles sexuées toujours ailées et
des ailes disposées a plat au repos (Heie 1987), tandis que le rostre a cinq articles caractérise les
Lachninae.

Les différentes combinaisons de genes et les reconstructions phylogénétiques effectuées par
Ortiz-Rivas & Martinez-Torres (2010) suggerent une position basale des Lachninae dans la phylogénie
des Aphididae (Fig. 11.3). Nos résultats suggérent une position basale des Phloeomyzinae au sein de la
lignée L + P. L’écologie et le cycle de vie des Lachninae et des Phloeomyzinae présentent des
similitudes. Comme les Phloeomyzinae, les Lachninae (tribus des Lachnini et Eulachnini, excepté la
tribu des Tramini associée aux Astéracées) sont monoéciques sur arbres (Blackman & Eastop 1994 ;
Normark 2000). Les Eulachnini se développent sur les aiguilles de coniféres (e.g. Cinara spp. sur
Pinus spp.), tandis que les Lachnini se développent sur 1’écorce du tronc, des branches, des tiges et des
racines des Rosacées (Pterochloroides persicae (Cholodkovsky) sur Prunus spp.), des Salicacées (e.g.
Tuberolachnus spp. sur Salix spp.) et des Fagacées (e.g. Stomaphis spp. sur Quercus spp.) (Blackman
& Eastop 1994 ; Normark 2000). Toutes ces especes de Lachninae sont phloémophages puisqu’elles
sont toutes de grande taille et donc capables d’atteindre les tubes criblés situés en profondeur sous
1I’écorce (cf. chapitre I, partie 1 §1.1.5) (Pollard 1973 ; Blackman & Eastop 1994). Par conséquent le
mode d’alimentation dans le parenchyme de 1’écorce du tronc du peuplier chez P. passerinii et la
position systématique basale des Phloeomyzinae au sein de la lignée L + P suggérée par notre résultat
(Fig. 11.2) semblent valider notre hypothése du caractére primitif du mode d’alimentation de P.

passerinii.

En ce qui concerne les Aphididae modernes et compte tenu de 1’hypothése soutenue par
plusieurs auteurs d’un ancétre commun monoécique sur conifére (Heie 1987 ; Shaposhnikov 1987),
Ortiz-Rivas & Martinez-Torres (2010) ont proposé un scénario de 1I’évolution du mode d’alimentation
des pucerons & partir d'un ancétre commun sur gymnosperme suivi de quatre transitions jusqu'aux
Angiospermes (Fig. 11.3a). Sous cette hypothése, la prise en compte des Phloeomyzinae dans la
phylogénie ajoute une 5°™ transition. Toutefois, les auteurs ont également suggéré que 1’explication la
plus parcimonieuse de I’évolution du mode d’alimentation des Aphididae serait d’accepter la présence
d’un ancétre commun aux sous-familles vivant sur Angiospermes avec seulement deux transitions des
Angiospermes aux Gymnospermes pour la tribu Eulachnini et la sous-famille Mindarinae (Fig. 11.3b).
Dans ce cas, 1’ajout des Phloeomyzinae n’induit pas de transition supplémentaire. Nos résultats
concernant a la fois la position systématique basale de P. passerinii au sein de la lignée L + P et son
mode d’alimentation a priori primitif semblent plutét converger vers I'hypothése la plus

parcimonieuse d'Ortiz-Rivas & Martinez-Torres (2010). Si cette hypothese était juste, il se pourrait
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que la lignée des Aphididae modernes soit issue d’une espéce monoécique s’alimentant dans le
parenchyme de Gymnospermes (comportement alimentaire primitif suggéré par Heie (1987)) passant
ensuite sur Angiospermes et que I’évolution du mode d’alimentation au sein de la lignée L + P soit
caractérisée par un passage sur Gymnosperme chez les Eulachnini, un passage & un mode
d’alimentation phloémophage sur Angiosperme chez les Lachnini et un passage sur plantes herbacées
Astéracées chez les Tramini (non représenté sur la figure 11.2). Tous ces résultats ne sont que

préliminaires et nécessitent d’étre confirmés par la construction d’un arbre enraciné a 1’aide d’un
outgroup.
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Fig. 1.2 Arbre non-enraciné construit selon la méthode de reconstruction phylogénétique du maximum de
vraisemblance obtenu a partir d’un jeu de séquences de deux genes nucléaires combinés [premiére et seconde
position de chaque codon pour le géne LWO (Long Wave-length Opsin) et totalité de chaque codon pour le géene
EFla (Elongation Factor 1a)]. Les valeurs de bootstrap supérieures a 50 % sont données a c6té du nceud. Les
trois ellipses en pointillé représentent les trois principales lignées regroupant les principales sous-familles
d’Aphididae analysées (écrites en gras) : lignées A+ D, E + T and L + P (cf. texte § 3.1).

- 106 -



Chapitre 11.

Mode d’alimentation & Position systématique

(a) (b)
L Eulachnini § L is Eulachnini §
- Lachnini £ Lachnini E
=3 o
Tramini 3 Tramini 3
Pterocommatinae Pterocommatinae
= g g
g Aphidini £ pra— Aphidini £
= z
A+D Macrosiphini % A+D Macrosiphini 3
< S < g
Calaphidinae - 2P Calaphidinae -
a2 52
- Drepanosiphinae 'g ’; Drepanosiphinae 'g §
o o
= Chaitophorinae §_ S Chaitophorinae § -
g° - &
E+T Mindarinae e E+T Mindarinae -
- Eri ini 3
| {: Fordini [: Fordini
Pemphigini Pemphigini
prermeen Thelaxinae prreeen Thelaxinae
A 1 A
- H ]
Cerataphidini & Cerataphidini &
h-] 3
Hormaphidini '§ Hormaphidini §.
Nipponaphidini E Nipponaphidini §
x T

Fig. 11.3 Proposition des relations phylogénétiques parmi les sous-familles d’ Aphididae et scénarios d’évolution
du mode d’alimentation des pucerons de cette famille selon 1’hypothése dun ancétre commun (a) sur
Gymnosperme et (b) sur Angiosperme. L’arbre consensus représente un arbre consensus des analyses réalisées
dans Ortiz-Rivas & Martinez-Torres (2010). Les lignes vertes représentent les groupes associés aux
angiospermes et les lignes noires ceux associés aux gymnospermes. Les fléches rouges représentent les

transitions ‘Gymnosperme vs Angiosperme’ et ‘Angiosperme vs Gymnosperme’.
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Chapitre I11.

ffets de la résistance du peuplier

sur le puceron lanigere

1. PRESENTATION DE L’ETUDE

Dans le chapitre précédent, nous avons pu élucider certaines étapes de la colonisation du
peuplier par le puceron lanigére. Afin d’avoir un apergu global des interactions entre P. passerinii et
son hote, il était important de comprendre comment les mécanismes de résistance peuvent affecter le
processus de colonisation. De plus, bien que les mécanismes de résistance et leurs actions sur les
pucerons phloémophages soient bien connus, on sait relativement peu de choses pour des pucerons
s’alimentant dans le parenchyme. Enfin, 1’augmentation croissante du potentiel ravageur de
P. passerinii ainsi que le co(t et les inconvénients écologiques et pratiques des traitements chimiques a
conduit a prendre en considération la résistance naturelle du peuplier vis-a-vis du puceron lanigére
comme une méthode de lutte alternative. Ce choix est d’autant plus justifié que les populations
d’ennemis naturels semblent inefficaces dans la régulation des pullulations en peupleraie (Arzone
1987). L utilisation des mécanismes naturels de résistance des plantes est un outil de lutte puissant
contre les insectes phytophages, qui fait partie intégrante des programmes de lutte intégrée et permet
de réduire les codts économiques et environnementaux. Par exemple, 1’utilisation de porte-greffe
résistant aux attaques du phylloxera de la vigne Daktulosphaira vitifoliae demeure la principale
méthode de lutte contre ce ravageur des variétés européennes de vigne. Peu d’essais pratiques ont
cependant été réalisés concernant les arbres forestiers. C’est une tache difficile dans la mesure ou
I’arbre est un végétal persistant. De plus, comme pour tous les végétaux, I'expression phénotypique de
la résistance est la résultante d’interactions entre des facteurs génétiques (i.e. génotype de I’arbre) et
des facteurs environnementaux (e.g. temperature, humidité, sécheresse, fertilisation et pratiques
sylvicoles) (Heidger & Lieutier 2002 ; Bidart-Bouzat and Imeh-Nathaniel 2008 ; Henery 2010 ;
Rowntree et al. 2010). Toutefois, cette méthode semble la mieux adaptée aux plantations forestieres
modernes, en particulier au peuplier qui présente de nombreuses especes et possibilités d’hybridation
(Coyle et al. 2002). La mise au point de génotypes d’arbres résistants nécessite : (1) la connaissance
précise du comportement de I’insecte et de ses interactions avec son hote, (2) le criblage de différents
génotypes en laboratoire, (3) la mise au point de techniques d’infestation au champ et le criblage de
ces mémes génotypes au champ pour obtenir confirmation de la résistance, (4) 1’obtention de critéres

simples, rapides, pratiques mais fiables d’évaluation des niveaux de résistance, (5) I’identification de
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la base de la résistance (caractéristiques anatomiques ou chimiques), (6) sa stabilité face aux variations
des facteurs abiotiques, et (7) la recherche des fondement génétique (héritabilité) de la résistance
(d’aprés Kumar 1991). L’étude de la biologie et du comportement de P. passerinii (point 1) a fait
I’objet du chapitre précédent. Dans ce chapitre, nous nous intéressons d'abord aux points 2, 3 et 4, en
comparant les effets du niveau de résistance de divers génotypes de peuplier sur les performances des
populations de puceron. Dans une seconde partie, nous étudions de maniére fine, pour des génotypes
de sensibilité connue, le(s) type(s) de résistance impliquée(s) (antibiose et/ou antixénose) et donnons
des premiers éléments de réponse quant a la localisation des facteurs de résistance. Ceci servira de
point de départ a I'élucidation des bases de la résistance et ses variations sous l'effet des facteurs

abiotiques (points 5 et 6) qui font 1’objet d’une autre these.

2. EFFET DE LA RESISTANCE SUR LES PERFORMANCES DE P. PASSERINII

« Présentation de I’article n°2 et principaux résultats

Des tests de laboratoire ont été développés en Italie et en Iran afin d’évaluer I’effet du génotype
de peuplier sur I’insecte et obtenir des informations utiles pour des opérations de screening des
génotypes (Arru 1974 ; Arru & Lapietra 1979 ; Allegro & Cagelli 1996 ; Allegro et al. 1996 ; Sadeghi
et al. 2007). Ces tests consistent a dénombrer 1’abondance des individus ou des colonies de puceron
sur des boutures ou des jeunes plants infestés artificiellement. Ils ont montré que les colonies de P.
passerinii possédaient des capacités de développement variables selon les especes et les génotypes de
peuplier. Toutefois, bien que ces tests présentent I’avantage d’examiner un grand nombre de
génotypes pour un co(t humain et financier relativement réduit, leurs résultats ne sont que
partiellement en accord avec les observations de terrain. Par exemple, certains génotypes comme
‘Soligo’, jugés résistants sur le terrain, apparaissent sensibles en conditions de laboratoire (Allegro et
al. 1996). De plus, s’ils soulignent que la nature du génotype peut avoir un impact sur les populations
de P. passerinii, ces tests ne permettent pas d’expliquer I’origine de la variabilité de performance des
insectes. Celle-ci pourrait résulter en effet d’une réponse comportementale du puceron liée a certains
traits de défense de I’arbre hote affectant la reconnaissance ou les préférences de I’insecte (antixénose)
ou d’une altération des paramétres physiologiques du puceron tels que son développement ou sa

fécondité (antibiose).

Dans ce contexte, nous avons étudié la résistance de divers génotypes de peuplier cultivés en
France et déterminé 1’origine des différences de performances observées chez les pucerons. Nous
avons aussi vérifié que I’expression de cette résistance était transposable a différentes conditions

expérimentales, notamment des conditions de laboratoire aux conditions de terrain. Pour une méme
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souche de puceron, les performances des insectes ont ainsi été évaluées sous trois conditions
expérimentales : (1) boutures non enracinées en laboratoire, (2) plants sous serre et (3) arbres matures
en peupleraie. Nous avons testé 10 genotypes de peuplier appartenant a Populus x canadensis
Moench, P. x interamericana Brockh., P. nigra L., P. deltoides Bartram ex Marshall et P. trichocarpa
Torr. & A. Gray ex Hook, sélectionnés sur la base de leur importance économique, de leur sensibilité
appréciée d’apres les dégats de terrain et de précédents tests de laboratoire (Allegro et al. 1996 ;
Baubet 2007). Ces travaux ont été réalisés dans le cadre de la thése (étude sous serre), du stage de

master 2 de V. Lesieur (¢tude de laboratoire) et d’une étude de terrain réalisée par M. Bonnaffoux.

Les résultats indiquent que les génotypes testés ont affecté différemment le taux de colonisation,
la vitesse de développement et la fécondité du puceron, suggérant I’implication de mécanismes de
résistances variables selon les génotypes. Les résultats obtenus sous les trois conditions
expérimentales ont montré une concordance lorsque les performances démographiques et le taux de
colonisation du puceron étaient considérés. Enfin, la méthode d’infestation mise au point sur le terrain
s’est avérée efficace pour 1’évaluation du niveau de résistance au champ et pourra donc étre utilisée

ultérieurement dans des expériences visant a étudier la résistance en conditions naturelles.
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Estimating the effect of poplar resistance on the
performance of the woolly poplar aphid,
Phloeomyzus passerinii, in various experimental
conditions

Sophie Pointeau, Aurélien Sallé, Vincent Lesieur, Stéphanie Bankhead-Dronnet,
Matthieu Bonnaffoux, and Francois Lieutier

Abstract: The woolly poplar aphid, Phloeomyzus passerinii (Signoret) (Sternorrhyncha: Aphididae), causes the most dam-
age to poplars in southern Europe and the Near East as outbreaks can lead to massive mortality in mature stands. Previous
studies, conducted on poplar cuttings or young trees, showed that resistance varied depending on the poplar genotype. How-
ever, these results did not indicate how aphid populations were affected by tree resistance and were only partially confirmed
by field observations. This study investigated the effect on aphid settlement and performance of poplar genotypes belonging
to Populus X canadensis Moench, Populus X interamericana Brockh., Populus nigra L., Populus deltoides Bartram ex Mar-
shall, and Populus trichocarpa Torr. & A. Gray ex Hook. using a single aphid clone. The study was conducted under three
experimental conditions: (i) unrooted cuttings, (if) potted cuttings, and (iif) mature trees. The aphid settlement rate, the larval
development rate, and the fecundity were affected by the poplar genotype, highlighting the antixenotic and antibiotic proper-
ties involved in tree resistance to P. passerinii. The laboratory results for aphid performance and settlement rate on unrooted
cuttings were transposable to both potted cuttings and mature trees. Laboratory studies could, therefore, provide useful infor-
mation for identifying the parameters involved in resistance mechanisms.

Résumé : Le puceron lanigére du peuplier, Phloeomyzus passerinii (Signoret) (Sternorrhyncha : Aphididae), est le plus im-
portant ravageur des peupleraies d’Europe méridionale et du Proche-Orient, ses pullulations aboutissant a des mortalités
massives dans les peuplements matures. De précédentes études réalisées sur des boutures ou des jeunes peupliers ont montré
que la résistance a cet insecte variait selon les génotypes de peuplier mais sans identifier les effets chez les insectes. De
plus, les résultats n’ont été que partiellement vérifiés par les observations de terrain. En utilisant une méme souche de puce-
ron, nous avons examiné I'impact de génotypes de peuplier appartenant & Populus X canadensis Moench, Populus X inter-
americana Brockh., Popiilus nigra L., Populis deltoides Bartram ex Marshall et Populus trichocarpa Torr. & A. Gray ex
Hook. sur I'installation et les performances du puceron. L’étude a été conduite sous trois conditions expérimentales : (i)
boutures non enracinées, (if) boutures en pot, et (iii) arbres matures. Un effet du génotype a été observé sur le taux d’instal-
lation, la vitesse de développement et la fécondité du puceron, soulignant I'implication de phénoménes d’antixénose et d’an-
tibiose dans la résistance a P. passerinii. Les résultats de laboratoire se sont avérés transposables aux boutures en pot et aux
arbres matures lorsque les performances et le taux d’installation était considérés. Les études de laboratoire peuvent donc
fournir des informations utiles pour I'identification des paramétres impliqués dans les mécanismes de résistance.

Introduction

The woolly poplar aphid, Phloeomyzus passerinii Signoret
(Aphididae: Phloeomyzinae), is a cosmopolitan monoecious
aphid that feeds in bark crevices of mature poplars close to
harvesting age (Della Beffa 1936; Aparisi 1971; Sadeghi et
al. 2007). Although it has a holocyclic life cycle with an au-
tumnal production of sexual alates, parthenogenetic reproduc-
tion of apterous females predominates (Della Beffa 1936;
Arzone and Vidano 1984; Blackman and Eastop 1994). This
aphid is considered to be the most significant pest of poplar
stands throughout southern Europe, North Africa, and the

Near East (Arzone and Vidano 1984; Lapietra and Allegro
1990; Sadeghi et al. 2007). Where there is significant infesta-
tion, the aphids colonize whole stems, causing a loss of bark
elasticity resulting in cracks, extended cortical necroses, mor-
tality of lower branches, and inhibition of bud break. Severe
outbreaks can lead to reduction in tree growth and even mas-
sive tree mortality, resulting in significant financial losses
(Della Beffa 1936; Arzone and Vidano 1984; Baubet and
Caroulle 2009). In France, although it has been observed in
poplar stands since 1939, the first significant outbreaks were
recorded in the mid-1990s in southwestern France (Maugard
1996; Maugard and Baubet 2004). Since then, outbreaks have
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increased in severity and have extended northwards to the
central part of France, especially to poplar stands planted
with genotypes belonging to the hybrid Populus X canaden-
sis Moench, which are the most common genotypes planted
in France owing to their optimal cultivation characteristics
(Baubet 2007; Baubet and Caroulle 2009).

The increasing threat from P. passerinii has recently led to
the consideration of resistance to this aphid as an additional
criterion in the selection of poplar genotypes (Lapietra and
Allegro 1990; Département de la santé des foréts (France)
2006). Field observations of aphid outbreaks suggest that
tree resistance varies depending on the poplar genotype (Dé-
partement de la santé des foréts (France) observations). How-
ever, these field observations were often limited to the few
genotypes that were most commonly planted, and it was dif-
ficult to take account of the effect of the site location. More-
over, records were based on visual observations that were
hampered by the aphid’s preference for the upper parts of
the trees. Laboratory and field tests were also carried out in
Italy and Iran to assess tree resistance (Lapietra and Allegro
1990; Allegro et al. 1996; Sadeghi et al. 2007). They were
performed by artificially infesting unrooted cuttings or young
trees (1 to 6 years old) with P. passerinii colonies. Resistance
was then estimated by measuring the abundance of aphid in-
dividuals or colonies. Such methods have the advantage of
being able to test a large number of genotypes rapidly and
with little expense (Allegro and Cagelli 1996). However,
they also suffer from several limitations. Firstly, there was
only partial correlation between the results of the laboratory
tests and field observations on the occurrence and extent of
infestation (Allegro et al. 1996). Secondly, assays were never
performed on trees of a size or age similar to those usually
colonized under field conditions. In addition, although these
studies showed that the poplar genotype affected P. passerinii
population dynamics, assays performed using cuttings or
young trees did not use the same aphid clone and few fo-
cused in detail on the insect characteristics that were affected
by the host tree.

Plant resistance to insects often involves a combination of
three components: tolerance is defined as the ability of an in-
fested plant to survive and reproduce in spite of the pest
(Panda and Khush 1995); antixenosis results in low or no ac-
ceptance of the plant by the insects owing to the disturbance
of the processes involved in host acceptance (Kogan and Ort-
man 1978); and antibiosis affects the insect populations
(Panda and Khush 1995). Two studies provided data on
P. passerinii survival and preference among poplar genotypes
and concluded that both antibiosis and antixenosis could be
involved in poplar resistance (Rajabi-Mazhar et al. 2003; Ra-
jabi-Mazhar et al. 2008). Further study of the interactions be-
tween P. passerinii and its host tree is required to determine
the consequences of resistance on the biological characteris-
tics of the aphids and to assess the contribution of each re-
sistance mechanism to the overall expression of poplar
resistance. Studies dealing with other aphid—plant systems
have demonstrated that a wide array of biological parameters
can be affected by the host genotype, e.g., settlement rate,
development, fecundity, and survival (Awmack and Leather
2002; Ramirez et al. 2004; Sandanayaka et al. 2005).

This study aimed (i) to determine the life-history traits of
the aphids that are affected by host plant resistance to clarify

Can. J. For. Res. Vol. 41, 2011

the mechanisms involved, (ii) to confirm previous observa-
tions on inter- and intra-specific variability of poplar resist-
ance to P. passerinii and extend these observations to the
genotypes cultivated in France, and (iii) to test whether re-
sistance expression is comparable between laboratory obser-
vations, rooted cuttings, and older trees in the field. The
study was carried out under three experimental conditions us-
ing a single aphid clone: (i) a laboratory study with unrooted
poplar cuttings; (ii) a greenhouse study with potted cuttings;
and (iii) a field study with mature trees. Individual-related
and colony-related variables were used to assess aphid per-
formances.

Materials and methods

Aphid clone and tree genotypes

Aphids were obtained from a monoclonal laboratory col-
ony, established from wild apterous parthenogenetic insects
collected in October 2008 in Reboursin (France), on the Pop-
ulus X canadensis ‘Dorskamp’ poplar hybrid. This monoclo-
nal colony belonged to the most common haplotype that has
so far been identified in France (S. Pointeau, S. Bankhead-
Dronnet, and F. Lieutier, unpublished data from analyses of
cytochrome oxidase I and II and cytochrome b genetic frag-
ments). The colony was maintained under the breeding con-
ditions developed by Arru (1974). Aphids were reared on P.
X canadensis ‘1214’ cuttings (25 cm long and 1.5 to 2 cm
diameter) under the following controlled conditions: 20 =+
1 °C, 70% + 10% relative humidity, and 16 h light — 8 h
dark regime.

Ten of the genotypes commercially available in France,
with various resistance levels according to the literature (Al-
legro et al. 1996) and field observations (Baubet 2007), were
selected for the laboratory study (Table 1). For practical rea-
sons, the number of genotypes tested in the greenhouse ex-
periment had to be reduced to six, which had different
resistance levels, according to the literature and field observa-
tions (Table 1). For the field experiment, sites with no previ-
ously recorded infestations were selected to avoid possible
biases linked to pre-infestation. However, few poplar growers
agreed to host the experiment for fear of damage and because
the experimental setup had not been previously tested. Con-
sequently, the study was conducted in four sites, with only
four genotypes. The site locations and stand characteristics
are provided in Table 2.

Laboratory experiment

Poplar cuttings (1.5 to 2 cm diameter) were collected from
the experimental Guémené-Penfao nursery (France) at the
end of autumn 2008 and kept at 4 °C until use. The biologi-
cal parameters of the aphids were assessed on 10 replicates
for each of the 10 genotypes tested. One week before the ex-
periment, poplar cuttings were removed from storage, placed
in water, trimmed to 20 cm in length, and all but the terminal
buds were removed for easy handling. Each cutting was
placed in a plastic pot containing water and perlite and main-
tained under the same controlled conditions as used for rais-
ing the monoclonal aphid laboratory colony. Bud break and
leaf formation indicated that the cuttings were in a good
physiological condition.

For practical reasons, all genotypes could not be tested si-
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Table 1. Poplar genotypes used in the three experiments,
Resistance to Laboratory ~ Greenhouse  Field

Genotype Code Species Hybridization P. passerinii study study study
Brenta B P. X canadensis P. deltoides X P. nigra R* X X X
Dorskamp D P. X canadensis P. deltoides x P. nigra s X X X
1214 1214 P. X canadensis P. deltoides X P. nigra St X X
145/51 145/51 P. X canadensis P. deltoides X P. nigra St X X
Koster K P. x canadensis P. deltoides x P. nigra ? X X
Soligo S P. X canadensis P. deltoides X P. nigra S/R* X X X
Raspalje R P. X interamericana P. trichocarpa x P. del- ? X

toides
Alcinde A P. deltoides — X X
Vereecken  V P. nigra — X
Trichobel T P. trichocarpa P. trichocarpa x P. tri- ? X

chocarpa

Note: R, resistant; S, susceptible.

*Allegro et al. 1996,
"Baubet 2007.

Table 2. Site locations of the field experiment and characteristics.

Altitude  Stand age Circumference
Site Coordinates (m) (years) Genotypes (cm) Height (m)
Mareil sur Loir 47°42'37"N 31 15 Dorskamp 119.3+6.2 31.7+1.7
00°00'44"E
Saint Philbert du Peuple 47°23'54"N 28 9 Koster 65.7+0.7 19.0+0.6
00°04'05"E
La Fléche 47°41'45"N 30 9 Dorskamp 87.3+4.2 19.7+0.3
00°03'35"E Koster 81.7+2.3 19.0+0.5
Soligo 50.6+2.8 14.3+0.7
Brenta 49.3+4.3 12.840.4
Parigné 1’Evéque 47°56'59"N 115 Dorskamp 46.7+3.3 10.3+£0.8
00°18'45"E Soligo 447429 12.3+0.3
Brenta 35.7+1.5 10.0+0.0

multaneously. Consequently, the experiment was divided into
two sets. In the first set of experiments from mid-February to
the end of March 2009, ‘Brenta’, ‘Dorskamp’, ‘1214°, ‘145/
51°, ‘Koster’, and ‘Soligo’ genotypes were used, and ‘Al-
cinde’, ‘Raspalje’, ‘Trichobel’, ‘Vereecken’, and ‘Soligo’
were used for the second set of experiments from April to
the end of May 2009. ‘Soligo’ was included in both sets, be-
cause of its high settlement rate, to be used for comparison.

Experimental setup

Two pairs of apterous parthenogenetic females were placed
at mid-height on each cutting, each pair under a colourless
gelatine capsule (size 000, LGA, La Seyne-sur-Mer) to make
it easier to monitor the aphids and their nymphs. After 24 h,
first instar nymphs laid by the females were kept and
counted, and the females and gelatine capsules were re-
moved. These nymphs were monitored daily until they
reached the second instar. If none of the nymphs reached the
second instar, new infestations were carried out. When all
nymphs had reached the second instar, only one nymph was
kept on each cutting and monitored daily under a dissecting
microscope. The duration of nymphal development was as-
sessed by checking daily for the occurrence of each instar
and their exuviae, until adult moult. The date when adults
produced their first offspring was noted and daily fecundity
was then monitored.

Aphid performance parameters

Life-history traits based on individual-related variables
commonly used for aphid performance assessment were used
(Collins et al. 2001; Ramirez et al. 2004; Sandanayaka et al.
2005). For each genotype, the ratio between the number of
nymphs that reached the second instar and the number of
nymphs produced by the females was used as the settlement
rate. The duration of each nymphal instar, total nymphal de-
velopment, and prereproductive period (period from birth to
the production of the first offspring) were recorded. For each
genotype, the survival rate was assessed as the ratio between
the nymphs that reached the final moult and the total number
of settled second instar nymphs. Fecundity was measured as
the total number of offspring produced during a period equiv-
alent to the prereproductive period. The intrinsic rate of natu-
ral increase (r,) was estimated using the simplified method
described by Wyatt and White (1977), which assumed that
95% of the value of r, is contributed by the offspring pro-
duced in a period equivalent to the prereproductive period. It
was calculated using the formula r,, = 0.74(In Md)/d, where
Md is the number of nymphs produced per individual over a
period equal to the prereproductive period d.

Greenhouse experiment
Poplar cuttings collected in Guémené-Penfao (France) at
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the end of autumn 2008 were used. In January 2009, they
were removed from storage and trimmed to 20 cm. The basal
part was immersed in water for five days and then in liquid
Exuberone for 20 min to rehydrate plant tissues, to improve
bud break, and to stimulate rhizogenesis. For easy handling,
all but the terminal buds were removed. The cuttings were
planted in sand for three weeks and then transplanted at
three-week intervals into 0.53, 2, 4, and 10 L pots containing
compost (Klasmann substrate 4, recipe no. 267). Agglomer-
ated Osmocote was added to each 10 L pot for fertilization.
The cuttings were then left to grow for three months until
the beginning of the experiment. In mid-April 2009, 12 pot-
ted cuttings for each of the six tested genotypes (Table 1)
were randomly placed in a greenhouse and watered by an au-
tomatic system three times per week.

Experimental setup

In May 2009, two parthenogenetic females were placed at
mid-height of each cutting and kept under a gelatine capsule
as described above. The gelatine capsules and the females
were removed after 48 h, leaving a sufficient number of first
instar nymphs to assess settlement, fecundity being lower
under greenhouse conditions than in laboratory conditions.
The nymphs were monitored daily and the number of settled
nymphs (nymphs reaching the second instar) was recorded. If
none of the nymphs reached the second instar, new infesta-
tions were performed. When a nymph reached the adult stage
on a cutting, the other nymphs were removed. At this point,
because it was difficult to acquire individual-related data on
the potted cuttings, colony-related data were used. The col-
ony growth was monitored using the newly moulted female
as the starting point for colony development. The female and
her colony were monitored for eight weeks from the produc-
tion of the first offspring. A picture was taken every week on
each of two opposite sides of each cutting, always at the
same place and same distance from the pot.

Aphid performance parameters

The settlement rate was assessed as for the laboratory ex-
periment. The pictures taken during colony development
were processed using Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Systems
Inc.), and colony areas were estimated using Image] 1.40
(National Institutes of Health). For each cutting, the areas es-
timated using each of the two pictures were summed. A mean
colonized area was calculated each week for each genotype.

Field experiment

In each field site, three trees per genotype were selected,
giving a total of six ‘Brenta’, six ‘Soligo’, and nine ‘Dor-
skamp’ trees. Trees were selected randomly within the stand,
away from the edge.

Experimental setup

In mid-June 2009, poplar trunks were infested with aphids,
at breast height on the north-facing side of the trunk, using a
piece of poplar cutting infested with approximately 10 virgin-
oparous females. The infested area (15 X 15 cm) was sur-
rounded with glue and covered with a fine mesh cloth. If no
colony had been observed one month after aphid deposition,
a second infestation was performed. Each tree was inspected
for the presence of aphids every other week until the end of

Can. J. For. Res. Vol. 41, 2011

October. When aphids were observed, a picture of the area
was taken at a constant distance from the trunk.

Aphid performance parameters

The infestation success rate was assessed as the number of
successfully infested trees compared with the total number of
infested trees. The pictures taken during colony development
were processed using Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Systems
Inc.), and colony areas were estimated using Image] 1.40
(National Institutes of Health).

Data analysis

Statistical analyses were performed using R 2.7.2 (R De-
velopment Core Team 2007). All variables were checked for
homoscedasticity (Levene test) and normal distribution
(Shapiro—-Wilk test). As the variables did not fit a normal dis-
tribution even after log(x + 1) or arcsin \/x transformation, all
of them were analyzed using nonparametric tests. The settle-
ment rate, total nymphal development time, prereproductive
period duration, fecundity, r,, and colonized area were as-
sessed using the Kruskal-Wallis test followed, when signifi-
cant, by pairwise Wilcoxon rank sum tests for multiple
comparisons with a Holm correction. Tests were performed
only when more than five replicates per parameter and geno-
type were available. If fewer than five replicates were avail-
able for a genotype, it was discarded from the analyses.
Comparisons between aphids parameters obtained on ‘Soligo’
in the two sets of laboratory experiments were performed us-
ing the Wilcoxon rank sum test. The differences between
genotypes for the survival rate in the laboratory experiment
and infestation success rates in the field experiment were as-
sessed using the Fisher’s exact test. The significance level, «,
was set at 5% in all statistical analyses. Mean values in the
text and tables are given with their standard error.

Results

Laboratory study

As aphid parameters obtained on ‘Soligo’ were the same
for both sets of the laboratory experiment, the data for the
‘Soligo’ genotype were pooled and statistical comparisons
were performed for all parameters for the genotypes tested in
both sets.

The settlement rate varied depending on the poplar geno-
types (Fig. 1A). It was lower on genotypes ‘Alcinde’,
‘Brenta’, ‘Koster’, and ‘Trichobel’ than on genotypes ‘1214,
‘Dorskamp’, ‘Soligo’, ‘145/51°, and ‘Vereecken’, for which it
was four to seven times higher. The genotype ‘Raspalje’ was
intermediate.

The survival rates on ‘Vereecken’, ‘Dorskamp’, ‘1214°, and
‘Soligo” genotypes (100%, 100%, 90%, and 90%, respec-
tively) were significantly higher than those on ‘Brenta’ and
‘Koster’, on which no aphid survived (P < 0.05 in all cases).
This rate was also significantly higher on ‘145/51" (80%) than
on the ‘Brenta’ genotype. The survival rate was significantly
lower on both ‘Trichobel’ and ‘Raspalje’ genotypes (50% in
both cases) compared with ‘Vereecken’ and ‘Dorskamp’. It
also differed significantly between ‘Soligo’ and ‘Raspalje’
genotypes. Only four nymphs reached the adult stage on
‘Raspalje’ (in 13.9 + 1.1 days), three on ‘Trichobel’ (in
16.0 + 0.6 days), and no adult survived long enough to esti-
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Fig. 1. Mean (+SE) values for biological parameters of apterous parthenogenetic Phloeomyzus passerinii females on unrooted cuttings of
different poplar genotypes under laboratory conditions. See Table 1 for genotype codes. (A) Settlement rate (n = 10 for each genotype); (B)
duration of the four nymphal instars and total nymphal development time (V, n = 10; 1214 and D, n = 9; S, n = 18; 145/51, n = 8); (C)
fecundity recorded during a period equivalent to the prereproductive period; and (D) intrinsic rate of natural increase (r,) (145/51, n = 8; S,
n=16;1214 and D, n = 9; V, n = 10). Different letters indicate significant differences for settlement rate, total nymphal development, fe-

cundity, and r, (@ = 0.05, pairwise Wilcoxon rank sum test).
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mate fecundity. It was, therefore, not possible to estimate de-
velopmental and fecundity parameters accurately on these
genotypes, or on ‘Brenta’ and ‘Koster’.

The poplar genotype affected the duration of all nymphal
instars (instar 1, Hy s = 20.71, P < 0.001; instar 2, Hy5 =
13.81, P = 0.008; instar 3, Hy50 = 11.05, P = 0.026; instar
4, Hyso = 17.03, P = 0.002) and, consequently, the total
nymphal development duration (Hso = 31.35, P < 0.001)
(Fig. 1B). There was a three-day difference in development
between the two extremes (i.e., ‘Vereecken’ and ‘145/517).
The prereproductive period varied significantly between gen-
otypes, as it did for total nymphal development (Hj4 =
28.50, P < 0.001). It ranged from 13.9 days for “Vereecken’
to 17.2 days for ‘145/51".

Fecundity was also significantly affected by the poplar
genotype (Fig. 1C). It was more than twice as low on both
‘145/51" and ‘Soligo’ than on the other genotypes. As their
development was longer and their fecundity was lower, the
aphids that developed on ‘Soligo” and ‘145/51" had a signifi-
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cantly lower intrinsic rate of natural increase r,, than on the
other genotypes (Fig. 1D).

Greenhouse study

The settlement rate was affected by poplar genotypes
(Fig. 2A). No nymph settled on the ‘Alcinde’ genotype, and
the settlement rate was significantly lower on ‘Brenta’ than
on ‘Soligo’, ‘145/51°, “1214°, and ‘Dorskamp’ genotypes, on
which it was three to five times higher.

From the third week until the end of the experiment, the
colonized area was significantly affected by the poplar geno-
type (week 3, Hsy = 14.86, P < 0.002; week 4, H3yy =
18.22, P < 0.001; week 5, H3 4y = 18.54, P < 0.001; week
6, Hyy = 17.83, P < 0.001; week 7, Hs4 = 19.36, P <
0.001; week 8, H; 49 = 20.91, P < 0.001) (Fig. 2B). Colonies
exhibited exponential growth on ‘1214 and ‘Dorskamp’ gen-
otypes, whereas growth was more linear on ‘145/51" and al-
most zero on ‘Soligo’. No colony developed on the ‘Brenta’
genotype.
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Fig. 2. (A) Mean (+SE) settlement rate of apterous parthenogenetic
Phloeomyzus passerinii females on potted cuttings of six poplar
genotypes under greenhouse conditions. (B) Evolution of the mean
(+SE) colonized areas by apterous parthenogenetic Phloeomyzus
passerinii populations on potted cuttings of four poplar genotypes.
Different letters indicate significant differences (o = 0.05, pairwise
Wilcoxon rank sum test). See Table 1 for genotype codes.
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Field study

In the field experiment, eight trees out of 27 were success-
fully infested, five after the first aphid deposition (four ‘Dor-
skamp’ and one ‘Soligo’) and three others after the second
aphid deposition (one ‘Dorskamp’ and two ‘Soligo’). No suc-
cessful infestation was observed on ‘Brenta’ and ‘Koster’
trees. With an infestation success rate of (.55, the genotype
‘Dorskamp’ differed from ‘Brenta’ and ‘Koster’ genotypes
(P = 0.044 in both cases) but not from ‘Soligo’ (infestation
success rate = (0.50). The infestation success rate did not dif-
fer significantly for ‘Soligo’, ‘Brenta’, and ‘Koster’ geno-
types. No aphids were found outside the monitoring area.

Given the limited number of replicates and because trees
were not inoculated at the same time, it was not possible to
perform statistical analyses for the colonized areas. Nonethe-
less, Fig. 3 suggests that the mean colonized area during the
infestation period tended to be higher on ‘Dorskamp’ (1.44 +
0.96 cm?) than on ‘Soligo’ (0.05 + 0.03 cm?) trees.
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Fig. 3. Mean (+ SE) bark areas colonized by apterous parthenoge-
netic Phloeomyzus passerinii populations from June to October 2009
on trees belonging to two poplar genotypes (‘Dorskamp’ (D) and
‘Soligo’ (S)) on three experimental sites: La Fleche (1), Mareil sur
Loir (2), and Parigné 1’Evéque (3).
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Discussion

Poplar genotypes affected various aphid performance pa-
rameters, suggesting that resistance acted through various
mechanisms during settlement, development, and multiplica-
tion. In both laboratory and greenhouse experiments, aphids
exhibited a relatively high settlement rate on certain geno-
types (i.e., ‘1214°, ‘Dorskamp’, ‘Soligo’, ‘I145/51°, and ‘Ver-
eecken’), whereas it was significantly lower or zero on
others (i.e., ‘Alcinde’, ‘Brenta’, ‘Koster’, and ‘Trichobel’).
The same pattern was found in the field experiment, with a
zero infestation success rate on both ‘Brenta’ and ‘Koster’
genotypes. Such a low settlement rate suggests that antixeno-
sis and (or) strong antibiosis could be involved in host resist-
ance to this aphid. Sauge et al. (1998a, 1998b) obtained
similar patterns when rearing Myzus persicae on resistant
Prunus genotypes and attributed the resistance to a strong
antixenotic property, which was corroborated by a very low
nymphal mortality rate and, based on electrical penetration
graphs, a failure by the aphids to recognize these genotypes
as hosts. Here, the zero settlement rate recorded on ‘Alcinde’
under both laboratory and greenhouse conditions could also
indicate strong antixenosis, but both the low survival and set-
tlement rates observed on ‘Brenta’, ‘Koster’, “Trichobel’, and,
to a lesser extent, ‘Raspalje’ genotypes suggest a strong anti-
biotic effect. Indeed, antibiosis might cause early instars to
die after settlement owing to a strong substrate toxicity or nu-
tritional unsuitability (Panda and Khush 1995). Both antibio-
sis and antixenosis might be involved during the settlement
of P. passerinii, depending on poplar genotypes. Using pref-
erence assays, Rajabi-Mazhar et al. (2003) concluded that
antixenosis could affect P. passerinii settlement on some pop-
lar genotypes. However, their conclusions relied on preferen-
ces among poplar genotypes that could also result from an
enhanced attractiveness of some genotypes.

Among the genotypes on which P. passerinii could settle,
‘Soligo” and ‘I45/51" had a negative impact on both the de-
velopment and reproduction of the aphids. Despite a rela-
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tively high settlement rate of first instar nymphs, aphids
reared on these genotypes under laboratory conditions exhib-
ited slow development, a prolonged prereproductive period,
reduced fecundity, and, as a consequence, a much lower r,,
when compared with aphids reared on the ‘Vereecken’, ‘Dor-
skamp’, and ‘1214° genotypes. In the greenhouse study, the
colonies developing on ‘Soligo’ and ‘145/51" potted cuttings
also exhibited a weak, linear growth, whereas growth was
much stronger on both ‘Dorskamp’ and ‘1214°, visible after
only three weeks of colony establishment. Under field condi-
tions, colonies also tended to be larger on ‘Dorskamp’ than
on ‘Soligo’ trees. This lengthening of the nymphal period as-
sociated with a reduction in reproductive performance is gen-
erally ascribed to antibiosis (Panda and Khush 1995; Sauge
et al. 1998a; Sandanayaka et al. 2005), resulting from a nu-
trient deficiency and (or) toxic metabolites in host tissues
(Awmack and Leather 2002; Philippe and Bohlmann 2007).
However, as we performed “no-choice” experiments, the
poor performances of P. passerinii on these two genotypes
might also indicate strong antixenosis owing to the presence
of secondary compounds acting as feeding inhibitors leading
to insect starvation (Panda and Khush 1995). The occurrence
of feeding inhibitors would have affected the settlement rate
(Sauge et al. 1998a, 1998b). Because the settlement rate was
the same on both ‘Soligo’ and ‘I45/51" compared with ‘Ver-
eecken’, ‘Dorskamp’, and ‘1214° genotypes, on which aphids
performed better, the hypothesis of an antibiotic effect seems
more plausible. Further experiments would be required to de-
termine the type of antibiotic (i.e., poor nutritional quality or
toxic effect of the host plant) and (or) antixenotic properties
that are involved.

Resistance to P. passerinii varied among poplar species
and hybrids. This confirms the previous field and laboratory
observations reported in Italy and Iran (Lapietra and Allegro
1990; Allegro et al. 1996; Sadeghi et al. 2007). These results
indicate that the performance of P. passerinii is optimal on
P. nigra (‘Vereecken’ genotype) and that aphid settlement
was impaired on P. deltoides (‘Alcinde’ genotype), P. tricho-
carpa (“Trichobel’ genotype), and P. X interamericana (‘Ras-
palje’ genotype). These differences agree with previous
studies indicating that, in general, P. deltoides genotypes ex-
hibit a high resistance towards P. passerinii, whereas P. nigra
genotypes are generally susceptible (Allegro et al. 1996; Al-
legro and Cagelli 1996; Sadeghi et al. 2007). Under labora-
tory, greenhouse, and field conditions, aphid settlement and
multiplication capacities varied between P. X canadensis hy-
brid genotypes. The good performances observed on both
‘1214" and ‘Dorskamp’ genotypes agreed with previous labo-
ratory studies and field observations (Allegro et al. 1996;
Lapietra and Allegro 1990; Baubet 2007). Similarly, the low
settlement rate observed on ‘Brenta’ confirms previous re-
ports of its high resistance (Allegro et al. 1996). Although
‘Soligo” was previously considered as a susceptible genotype
under laboratory conditions (Allegro et al. 1996), this study
shows that both development and fecundity were impaired
on this genotype. It is the first report on the resistance to
P. passerinii of ‘Koster’, a genotype commonly planted in
France.

This study was the first attempt to use a single aphid clone
to confirm that laboratory tests on resistance to aphids were
comparable with tests in field conditions. Allegro et al.
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(1996) stated that a classification obtained using a lab-based
resistance index was sometimes contradicted by field obser-
vations. For example, they considered the ‘Soligo’ genotype
to be resistant according to field observations, whereas it
was ranked as susceptible under laboratory conditions. How-
ever, the effects on aphid settlement, development, and fe-
cundity should be considered to prevent wrongly classifying
genotypes as susceptible or resistant. During their laboratory
assays, Allegro et al. (1996) estimated resistance just one
month after infestation, when the effects preventing insect
settlement were easily observed but effects on insect develop-
ment and fecundity were not clearly detectable. This is in line
with the greenhouse study showing that differences in colony
area between genotypes were significant only after several
weeks of colony growth. To predict poplar resistance to
P. passerinii, it is therefore advisable to take account of both
the settlement and the multiplication capacities of the aphids.

In this study, although the limited number of genotypes
and replicates did not allow rigorous estimation of aphid per-
formances in the field, the trends observed under these con-
ditions corroborated previous field observations (Allegro et
al. 1996; Baubet 2007; Baubet and Caroulle 2009), and these
trends were in line with the results obtained with either un-
rooted or potted cuttings. The low settlement rates observed
for genotypes ‘Alcinde’, ‘Brenta’, and ‘Koster’ were con-
firmed both by the greenhouse results for ‘Alcinde’ and
‘Brenta’ and under field conditions for ‘Brenta’ and ‘Koster’.
Similarly, the lowest aphid reproductive performances were
consistently observed under laboratory, greenhouse, and field
conditions for ‘I45/51°and ‘Soligo’. Observations of resist-
ance expression under laboratory conditions were comparable
with those on both potted cuttings and mature trees. Chang-
ing the experimental conditions introduced uncontrolled envi-
ronmental factors (e.g., temperature and humidity) and
variations in host physiology between unrooted cuttings and
trees, but apparently did not modify the nature of the insect
response towards the host tree resistance mechanisms. Labo-
ratory studies can thus provide useful information for identi-
fying host-related parameters involved in resistance.

There are some reservations about the resistance estimation
in our study. Maternal experience (i.e., the host on which the
aphid’s parents have been reared) may have buffered the ef-
fects of host quality on offspring fitness, at least during the
first offspring generation (Collins et al. 2001; Awmack and
Leather 2002). In this experiment, aphids were reared for
several generations on the ‘1214’ genotype prior to the ex-
periment assessing aphid performances during only one gen-
eration on other poplar genotypes. This may have altered the
interactions between the aphid and the assayed genotypes.
However, as these results agree with previous field observa-
tions, maternal experience probably did not exert a strong in-
fluence. In the assessment of resistance and ranking of poplar
genotypes, although results from lab-based experiments
agreed with results from field observations, they should be
regarded with caution because several issues still need to be
clarified. Firstly, it should be investigated whether resistance
rankings stay the same regardless of the aphid clone consid-
ered. Aggressiveness may vary among clones within aphid
species (Bournoville et al. 2000; Jyoti and Michaud 2005).
This study was conducted with aphids belonging to the most
common haplotype in France, but a preliminary population
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genetic study indicates that several haplotypes may be en-
countered in France and elsewhere in Europe (S. Pointeau,
S. Bankhead-Dronnet, and F. Lieutier, unpublished data).
Secondly, site conditions may also modify aphid performan-
ces. Field observations suggest that aphid damage is more se-
vere on well-watered, fertile sites (O. Baubet, Département de
la santé des foréts (France), personal communication, 2009).
To address this issue, the field experimental setup presented
here would be useful, as it allows the aphid’s settlement and
performance to be studied without damaging a whole stand.

In conclusion, this study showed that several biological pa-
rameters of P. passerinii were affected by poplar genotypes,
highlighting the antibiotic and antixenotic properties of cer-
tain poplar genotypes. Further investigations are necessary to
determine what kind of antixenotic and (or) antibiotic proc-
esses are involved in poplar resistance (low nutritional quality
of the host plant and (or) secondary metabolites). The in-
volvement of several mechanisms in poplar resistance to
P. passerinii is encouraging in the context of a breeding pro-
gramme, as already mentioned for Prunus resistance to My-
zus persicae (Sauge et al. 1998b). The similarity in the
results from the three experiments indicates that controlled
laboratory studies could provide information for future identi-
fication of tree resistance related parameters useful for further
breeding purposes. Finally, the field experimental setup
proved to be reliable in assessing poplar resistance to P. pass-
erinii under field conditions and could be adapted to assess
the impact of environmental factors on insect population dy-
namics.
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3. CARACTERISATION DE L’ANTIBIOSE ET DE L’ANTIXENOSE

«+ Présentation de I’article n°3 et principaux résultats

Dans I’étude précédente, nous avons mis en évidence une résistance vis-a-vis de P. passerinii
pour certains génotypes de Populus x canadensis Moench qui résultait soit d’un faible taux
d’installation du puceron soit d’une réduction importante des performances démographiques de
I’insecte. Si ces résultats suggérent I’implication de mécanismes de résistance différents, ils ne
permettent pas de déterminer précisément le (ou les) type(s) de résistance impliqué(s) et d’identifier
les tissus de 1’écorce contenant les facteurs de la résistance. Il était donc nécessaire de réaliser une

étude supplémentaire pour compléter ces informations.

La méthode d’¢électropénétrographie (EPG) que nous avons décrite dans le chapitre précédent
permet de corréler des ondes EPG a la localisation et a ’activité précise des stylets dans les tissus
végétaux (Tjallingii 1978, 1988 ; Tjallingii & Hogen Esch 1993). Par conséquent, elle peut étre
utilisée pour identifier les tissus végétaux concernés par la résistance. En comparant, chez des
génotypes résistants et sensibles, les parametres démographiques et les paramétres EPG spécifiques du
comportement alimentaire du puceron, il est notamment possible de déterminer si 1’altération des
performances de l'insecte sur un génotype résistant est liée a I’impact de facteurs de résistance sur la
reconnaissance ou les préférences de 1’insecte (antixénose) ou sur ses parametres démographiques sans

altération de son comportement (antibiose).

Nous avons choisi trois génotypes de niveau de sensibilité connu d'aprés 1’étude précédente :
deux génotypes résistants ‘Brenta’ et ‘145/51° et un sensible ‘1214’. Puis, par une analyse combinée du
comportement alimentaire (réalisée au cours d’un second séjour au Laboratoire de biologie des
entomophages de 1’Université de Picardie Jules Verne) et de la physiologie du puceron sur ces
génotypes, nous avons caractérisé le (ou les) type (s) de résistance impliqué(s) et les tissus végétaux
concernés. Comme attendu suite a 1’étude précédente, les deux génotypes ‘Brenta’ et ‘145/51 agissent
sur I’insecte de maniére complétement opposée. Chez le génotype ‘Brenta’, une antixénose se
manifeste dans le parenchyme cortical. De maniére intéressante, une antibiose se manifeste également.
Cette antibiose pourrait étre liée a une antixénose si forte qu’elle conduit a une famine des larves et a
leur mort ou a une réaction hypersensible du génotype. Des études supplémentaires sont nécessaires
pour déterminer si la résistance de ce génotype résulte d’une difficulté a accepter 1’hote ou a
contourner une réaction hypersensible de 1’héte. Chez le génotype ‘145/51° en revanche, c'est un
phénomene d'antibiose qui intervient, probablement basée sur une déficience en éléments nutritionnels

ou sur la présence d’inhibiteurs de digestion.
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Résumé

Le puceron lanigére du peuplier, Phloeomyzus passerinii (Signoret) (Hemiptera : Aphididae) est un
ravageur majeur des peupleraies de la zone méditerranéenne et du Moyen-Orient, ainsi que d’une
grande partie de celles de la France. Il se développe sur les troncs ou il s’alimente au niveau du
parenchyme cortical. En dépit de son importance économique, il existe peu d’information sur les
mécanismes impliqués dans la résistance du peuplier vis-a-vis de ce ravageur. Dans cette étude, nous
avons examiné la réponse du puceron a la résistance du peuplier en combinant une étude
physiologique et une étude comportementale (électropénétrographie). Les performances et le
comportement de pénétration de P. passerinii ont été évalués sur trois génotypes Populus X
canadensis : un sensible, ‘1214°, un résistant, ‘Brenta’ et un intermédiaire ‘145/51°. Pour ‘145/51” et
‘Brenta’, les facteurs de la résistance sont localisés dans le parenchyme cortical. Sur ‘Brenta’, le taux
de survie larvaire était affecté et le comportement alimentaire de P. passerinii était modifié, suggérant
une antixénose localisée dans le parenchyme et combinée a des caractéristiques antibiotiques. Les
paramétres démographiques étant altérés et la phase intracellulaire soutenue étant prolongée, le type de
résistance impliqué pour le génotype ‘145/51 est supposé étre une antibiose. Les types de résistance
sont discutés en relation avec les mécanismes de résistance probablement impliqués et leur utilisation
potentielle pour le contrble de P. passerinii. Cette étude est le premier essai qui vise a caractériser les
mécanismes de résistance vis-a-vis d’un puceron Aphididae se nourrissant dans le parenchyme

cortical.
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aphid (Hemiptera: Aphididae) in different poplar genotypes
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Abstract

The woolly poplar aphid, Phloeomyzus passerinii (Signoret) (Hemiptera: Aphididae), is a major pest
of poplar plantations in the Mediterranean and the Near East areas, as well as in France. It lives on
trunks and targets the cortical parenchyma as feeding site. Despite its economical importance, little is
known about the mechanisms involved in poplar resistance towards this pest. In this study, we
investigate the aphid response to poplar resistance by combining physiological and behavioral
(electrical penetration graph) studies. The performances and probing behavior of P. passerinii were
assessed on three Populus x canadensis Moench genotypes: one susceptible ‘1214°, one resistant
‘Brenta’ and one intermediate ‘145/51°. For the 145/51° and ‘Brenta’ genotypes, resistance factors
were located in the cortical parenchyma. On ‘Brenta’, nymphal survival was affected and the probing
behavior of P. passerinii was modified, suggesting a parenchyma-located antixenosis, combined with
antibiosis properties. Because demographic parameters were altered and the sustained intracellular
phase was significantly enhanced, the type of resistance involved in ‘145/51° was supposed to be
antibiosis. These types of resistance were discussed in relation to the possible mechanisms involved
and their potential use for P. passerinii control. This study is the first attempt to characterize resistance

mechanisms against a true parenchyma feeding Aphididae.

Keywords Phloeomyzus passerinii - Populus x canadensis - tree resistance - bark - parenchyma feeder -

Electrical penetration graph
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Introduction

Host plant selection in aphids is a succession of behavioral sequences conditioned by chemical,
physical (tactile) and nutritional information (Powell et al. 2006). Aphids select their puncture site by
performing a first assessment of host plant suitability. They scan the plant surface to perceive
physicochemical cues using the tip of their proboscis and their antennae carrying respectively
mechano- and chemo-receptors (Niemeyer 1990; Powell et al. 2006). After insertion of their stylets
within plant tissue, they use gustatory receptors located at the tip of the food canal to discriminate host
and non-host plants on the basis of intracellular primary and secondary metabolites (Wensler and
Filshie 1969; Powell et al. 2006). The first brief intracellular puncture in epidermis cell is generally
sufficient to decide on rejection of a non-host plant (Powell 1991; Tjallingii and Hogen Esch 1993).
When plant is recognized as host, stylets are inserted deeper (Powell et al. 2006). The feeding site is
localized thanks to intracellular punctures initiated along the stylet pathway, which inform the insect
on the nutritional quality of the tissue encountered (Tjallingii and Hogen Esch 1993). In phloem sap
feeding aphids, these intracellular punctures are brief and numerous (Tjallingii and Hogen Esch 1993),
while they are less frequent in other Hemiptera (Calatayud et al. 1994; Janssen et al. 1989). The
ultimate step of host plant acceptance is a sustained ingestion phase in the targeted feeding site (Prado
and Tjallingii 1994). At each step of stylet penetration, plant resistance factors encountered by aphids
may affect host plant colonization processes.

Resistance factors can affect host plant colonization in two ways. Antixenosis is a type of
resistance in which aphid probing behavior is deterred or altered by resistance mechanisms leading to
a delayed acceptance and ultimately the rejection of the host plant. Aphids’ performance reduction due
to alteration of demographic parameters without behavioral modifications highlights antibiosis (Kogan
and Ortman 1978; Panda and Khush 1995). Antibiosis has traditionally a chemical origin while
physicochemical characteristics that disturb the way to the feeding site are involved in antixenosis
(Panda and Khush 1995; van Emden 2007). When toxic secondary metabolites are detected by aphids,
they may act as deterrent compounds contributing in antixenosis (van Emden 2007). Antibiosis can
result either from toxic or antidigestive effects of secondary metabolites or from the unsuitable
composition in primary metabolites of the host plant (Panda and Khush 1995; van Emden 2007).
Because of their economical impact, host plant resistance against aphids has been mostly studied in
crop pest species (van Helden and Tjallingii 1993; Cole 1994; Caillaud et al. 1995; Le Roux et al.
2008). Tree-dwelling aphids are considered to cause less damage because they induce only tree growth
reduction and rarely transmit phytovirus (Blackman and Eastop 1994). However, when aphids live on
woody tissue, they may induce injuries to stems and cause tree mortality (Miles 1989). Such tree-
dwelling aphids are often parenchyma feeders or gall inducers (Pollard 1973; Miles 1989) and the type

of tree resistance involved against such aphids is poorly known.
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To determine the type of resistance involved in plant defense against aphids and the tissues
involved, several experiments have to be combined. The electrical penetration graph (EPG) generates
waveforms correlated with both stylet activities and stylet tip position into plant tissue (Tjallingii
1978, 1988), and allows the description of probing behavior of aphids or other Hemiptera (Tjallingii
2000). Comparative analyses of some EPG parameters when insects probe on susceptible and resistant
plant genotypes can be used as a tool to obtain information on the types of resistance involved (van
Helden and Tjallingii 1993, 2000). Disturbance of specific EPG parameters allows detecting
antixenosis and its location in host plant tissue. On the contrary, antibiotic properties are highlighted
when host plant resistance may be quantified thanks to the reduction of aphid performance (e.g.
survival, fecundity or increased developmental rate), while aphids’ probing behavior is not affected.
EPG parameters have been well characterized in phloem sap feeding aphids (Tjallingii 1978, 1988;
Prado and Tjallingii 1994) but few EPG studies have characterized the probing behavior of aphids
exhibiting distinct feeding diet (Sandanayaka and Hale 2003; Cardoso 2007; Kingston and Powell
2007). This is a curb to the development of knowledge about tree resistance against aphid feeding on
woody tree tissues.

The woolly poplar aphid, Phloeomyzus passerinii (Signoret) (Aphididae: Phloeomyzinae), is a
monoecious species that lives on the trunk of young or mature poplars (Arzone and Vidano 1984;
Blackman and Eastop 1994), where its stylets follow an extracellular and intracellular pathway to
reach its feeding site in the cortical parenchyma tissue (Pointeau et al. unpubl. data). Firstly described
in France (Signoret 1875), this species is native from the Palaearctic area (Blackman and Eastop
1994). In case of heavy infestations in poplar stands, colonies develop on the whole trunk, leading to
damage ranging from reduction in tree growth to massive tree mortality (Lapietra and Allegro 1990;
Sadeghi et al. 2007). Previous observations pointed out that resistance to this aphid varied among
poplar species and genotypes (Lapietra and Allegro 1990; Allegro and Cagelli 1996; Allegro et al.
1996; Sadeghi et al. 2007; Pointeau et al. 2011). In resistant genotypes, either nymphal settlement or
development and fecundity were affected, suggesting that resistance acts through various mechanisms
involving antibiotic and/or antixenotic properties (Pointeau et al. 2011). The probing behavior of P.
passerinii has been recently characterized, opening new perspectives for studying poplar resistance
mechanisms against this emerging aphid pest (Pointeau et al. unpubl. data).

The present study investigates both the type and location of resistance in three poplar genotypes
Populus x canadensis Moench exhibiting a contrasted susceptibility to P. passerinii: ‘Brenta’
genotype is resistant, ‘1214’ genotype which is susceptible, whereas ‘145/51” genotype is intermediate
(Pointeau et al. 2011). Using the same aphid clone, EPG and demographic parameters of P. passerinii
were assessed and combined to infer the possible mechanisms involved in poplar resistance against

such a cortical parenchyma feeding aphid.
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Materials and Methods

Aphids and plant material

The three tested poplar genotypes (‘Brenta’, ‘1214’ and ‘I45/51”) were provided by the experimental
Guémené-Penfao nursery (France). Stem-cuttings (1.5 to 2 cm diameter) (one-year poplar stump
sprouts cut from mature trees) with winter buds were collected at the end of autumn 2008 and kept at
2°C in dry condition until use.

Aphids were obtained from a monoclonal laboratory colony, established from wild apterous
parthenogenetic insects collected in October 2008 in Reboursin (Region Centre, France), on the
Populus x canadensis cv. ‘Dorskamp’ poplar hybrid. This colony belonged to the most common
haplotype that has so far been identified in France (Pointeau S., unpublished data from analyses of
Cytochrome oxidase I and Il, and Cytochrome b genetic fragments). The colony was maintained under
the breeding conditions developed by Arru (1974). Aphids were reared on P. x canadensis cv. ‘1214’
stem-cuttings (25 cm long and 1.5 to 2 cm diameter), under the following controlled conditions: 20 £ 1
°C, 70 £ 10 % RH and 16L: 8D photoperiod. Laboratory colony was transferred every 15 days on new

poplar stem-cuttings.

Aphid performances

One week before the experiment, poplar stem-cuttings were removed from storage, trimmed to 20 cm
in length and placed in water. For easy use in experiments, all buds except the terminal one were
removed. Each stem-cutting was placed in a plastic pot containing water and perlite, and maintained
under the same controlled conditions as used for the aphid laboratory rearing. Bud break and leaf
formation indicated that the stem-cuttings were in a good physiological condition.

Pools of even-aged first instar nymphs were placed on each stem-cutting, as in Pointeau et al.
(2011) and nymphs were monitored daily until they reached the second instar. New infestations were
carried out if none of the nymphs reached the second instar. Then, only one nymph was kept on each
stem-cutting and monitored under a dissecting microscope. Nymphal development duration was
assessed by checking daily for the occurrence of each instar and their exuviae, until adult molting. The
date of production of the first offspring was noted for each female and daily fecundity was then
monitored. Biological parameters were assessed on 22 replicates of each of the three genotypes.

For each genotype, the ratio between the number of nymphs that reached the second instar and
the number of nymphs produced by the females was used as the settlement rate. Demographic
parameters such as nymphal survival rate (ratio between the nymphs that reached the final molt and

the total number of settled second instar nymphs), duration of the pre-reproductive period (from birth
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to the production of the first offspring), fecundity (total number of offspring produced during a period
equivalent to the pre-reproductive period) were assessed. The intrinsic rate of natural increase (ry,) was
also estimated using the simplified method described by Wyatt and White (1977), which assumed that
95 % of the value of ry is contributed by the offspring produced in a period equivalent to the pre-
reproductive period. It was calculated using the formula r, = 0.74 (In Md) / d, where Md is the number
of nymphs produced per individual over a period equal to the pre-reproductive period d. The doubling
time (DT) was calculated with DT =In 2/ ry, (Birch 1948).

Probing behavior

The probing behavior of P. passerinii was EPG recorded on the three poplar genotypes by using the
Giga-4 EPG system (EPG systems, Wageningen, The Netherlands) (Tjallingii 1978, 1988), adjusted at
about 70x gain. Stem-cuttings were prepared as for the performance experiment and placed in pots
containing water. Three to five-day-old apterous adult females of P. passerinii were collected from the
laboratory colony and immediately immobilized on the tip of an Eppendorf cone connected to a
vacuum device. The wax wool covering aphid dorsum was gently removed with a thin paintbrush, and
then a thin gold wire (20 um diameter and 2 cm length), previously attached to a copper electrode, was
stuck on the aphid’s dorsum by conductive water-based silver glue (EPG systems, Wageningen, The
Netherlands). The electrode was then attached to the amplifier input of the EPG system and the aphid
was carefully placed in contact with the bark at mid-height of the poplar stem-cuttings. Another
electrode (10 cm copper wire, 2 mm diam.) was inserted into the pot containing the stem-cutting. Each
aphid was monitored for 12 h (08:00-20:00 hours) and 22 to 26 individuals were analyzed, depending
on the poplar genotype. The connected aphid-plant system whole was placed inside a Faraday cage in
a climate-controlled room at a temperature of 20 = 1°C under electric fluorescent light. The acquisition
and analysis were performed with Probe 3.4 software for windows (EPG systems, Wageningen, The
Netherlands).

Recording were scored using Np (non-probing) and the EPG waveforms or waveform periods
described by Pointeau et al. (unpubl. data): A, stylet pathway through cork tissue; C, extracellular
stylet pathway through cortical parenchyma tissue; b-Icp, stylet pathway through cortical parenchyma
cells (brief Icp event, < 10 min), and s-Icp, sustained intracellular phase in cortical parenchyma cells
(sustained Icp event, > 10 min). Sixteen EPG parameters belonging to these EPG waveforms were
calculated using EPG-Calc 4.9 (Giordanengo 2009) and assigned in six categories: (i) general probing
behavior (ii) cork phase (A waveform), (iii) extracellular cortical parenchyma phase (C waveform),
(iv) crossing of cortical parenchyma cells (b-lcp waveform), and (v) sustained intracellular phase in

cortical parenchyma cells (s-lcp waveform), (vi) additional parameters.
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Typical sequences of waveform events occurring during stylet penetration were studied on the
three genotypes to characterize P. passerinii probing behavior based on data of 264-312 h (12 h per
aphid) of EPG recording, by calculating the likelihood a specific waveform being followed by another
waveform type as described in previous studies (Wayadande and Nault 1996; Almeida and Backus
2004; Miranda et al. 2009). Probabilities < 2 % were not considered.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using R 2.7.2 (R Development core team, 2007). The significance
level was set at 5 % in all statistical analyses. Mean values in the text and tables are given with their
standard error. All variables were checked for homoscedasticity (Levene test) and normal distribution
(Shapiro-Wilk test). As the variables did not fit a normal distribution even after log (x+1) or ArcSin\x
transformation, all of them were analyzed using non-parametric tests.

The genotype effect on settlement rate was assessed using the Kruskal-Wallis test followed by
pairwise Wilcoxon rank sum tests for multiple comparisons, with a Holm correction. Difference
between genotypes for the survival rate was assessed using the Fisher exact test. Wilcoxon rank sum
test was used to compare pre-reproductive period duration, fecundity, intrinsic rate of natural increase
(rm) and doubling time (DT).

Genotype effect on EPG parameters during aphid probing was assessed using the Kruskal-
Wallis test followed, when significant, by pairwise Wilcoxon rank sum tests for multiple comparisons
with a Holm correction. A Fisher exact test was performed to assess whether the proportion of aphids

that initiated a sustained ingestion varied among genotypes.

Results

Aphid performances

The settlement rate was reduced on ‘Brenta’ compared to ‘1214’ and ‘145/51° (Table 1). No aphid
reached the adult stage when nymphs were reared on ‘Brenta’, while nymphal survival rate was above
90 % on ‘1214’ and ‘I45/51° (Table 1). It was therefore not possible to estimate the remaining
demographic parameters on ‘Brenta’. The pre-reproductive period was significantly higher on ‘145/51°
than on ‘1214°, while the fecundity was significantly reduced on the former (Table 1). Consequently
the intrinsic rate of natural increase (r,) of the population was significantly reduced and doubling time

of the population (DT) was enhanced when aphids were reared on ‘145/51” (Table 1).
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Table 1 Mean (= SE) performances of Phloeomyzus passerinii reared on stem-cuttings of the Populus x
canadensis Moench genotypes ‘1214, ‘145/51” and ‘Brenta’. Settlement rate, pre-reproductive period (from birth
to the production of the first offspring), fecundity (recorded during a period equal to the pre-reproductive
period). ry,: intrinsic rate of natural increase; DT: doubling time. Nymphal survival rate: percentage of nymphs

reaching the adult stage.

Performance parameters 1214 145/51 Brenta P-value
n=22 n=22 n=22

Settlement rate 050 =+ 0.05 a 061 =+ 0.06 a 012 £+ 0.03 b <0.001

Nymphal survival rate (%) 95 a 91 a 0 b <0.001
n=21 n=20

Pre-reproductive period (day) 137 + 0.2 160 = 04 - <0.001

Fecundity (female/female) 636 + 3.8 365 + 49 - <0.001

Iy, (female/female/day) 022 =+ 0.01 016 =+ 0.01 - <0.001

DT (day) 31 + 01 47 + 03 - <0.001

Note: P-value: P-value of the pairwise Wilcoxon rank sum test for multiple comparisons (settlement rate), Fisher exact test
(nymphal survival rate) and Wilcoxon rank sum test (Pre-reproductive period, fecundity, r,and DT) (o= 0.05).

Probing behavior

Eight EPG parameters were significantly affected by poplar genotypes (Table 2). General probing
behavior and cork phase were significantly affected in their total duration but not in their number of
occurrence. Total duration of non-probing (s_Np) was significantly enhanced on ‘Brenta’ compared
with ‘145/51°. Total duration of cork phase (s_A) was significantly longer when aphids were reared on
‘145/51° compared with ‘1214°. The number of extracellular parenchyma phases and crossings of
parenchyma cells were significantly affected by poplar genotypes, but not their total duration. The
number of extracellular parenchyma phase (n_C) and the number of crossed parenchyma cells (n_b-
Icp) were significantly higher on ‘1214’ than on ‘I45/51°. This later parameter was higher on ‘1214’
than on ‘Brenta’ but did not differ between ‘145/51° and ‘Brenta’. The proportion of aphids initiating a
sustained intracellular phase in cortical parenchyma (%_s-lcp/Tr) was significantly reduced on
‘Brenta’ compared with both ‘1214 and ‘145/51°. Within aphids that initiated a sustained intracellular
phase in cortical parenchyma, the number of these sustained phases (n_s-Icp) was not affected.
However, their average duration (a_s-lcp) was significantly reduced on ‘Brenta’ compared with
‘145/51°, and their total duration of (s s-Icp) was significantly higher on ‘I45/51° than on ‘1214°.
Among additional parameters, the time to the first probe from the beginning of the experiment (t>1Pr)
and the time to the first sustained intracellular phase in cortical parenchyma from the start of the first

probe (t>1s-lcp) did not differ significantly among the three genotypes. The number of crossed
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parenchyma cells before the first sustained intracellular phase in parenchyma (n_b-lIcp>1s-Icp) was
significantly higher on ‘1214’ than on ‘145/51°.

Sequence analysis of waveforms during all 264-312 h of EPG recording (12 h per aphid)
showed that sequences of events were variable depending on the genotype (Fig. 1). When compared
with ‘1214°, there were approximately twice more C waveforms followed by a sustained intracellular
phase in cortical parenchyma (s-Icp) when aphids fed on ‘145/51” and ‘Brenta’. On genotype ‘1214°,
81 % of s-Icp periods were maintained until the end of recording, against only 70 % on ‘145/51° and
31.8 % on ‘Brenta’. More s-Icp periods returned to a C waveform on these last two genotypes (26.7 %
and 68.2 % for ‘I45/51° and ‘Brenta’ respectively) than on ‘1214° (19 %). On the ‘145/51° genotype,
4.8 % of A waveform and 3 % of s-Icp periods were followed by a non-probing period. 9.4 % of the
non-probing periods were maintained until the end of the recording on ‘1214°, whereas the

corresponding values were 23.8 % on ‘I45/51° and 52.6 % on ‘Brenta’.

1214 145/51

86.1 % 82.7 %

100 % 100 %
QPG ) Qe Cn )

90.6 % | 76.2% |

8.2% 81.0% 6.5 % 70.0 %
o 3.3%
—P 94% End of recording 48% —Pp 238% End of recording

82.3%

47.4 %

99.5 %
=P wn (D w2 o)

73% s18%
= o
Fig. 1 Transition scheme between waveforms representing the typical sequence of events that are likely to occur
during 264-312 h of probing behavior of the woolly poplar aphid, Phloeomyzus passerinii on the bark of poplar
stem-cuttings of the Populus x canadensis Moench genotypes ‘1214, ‘145/51° and ‘Brenta’. Np (non-probing);
A, stylet pathway through cork; C, extracellular stylet pathway through cortical parenchyma; b-Icp, stylet
pathway through cortical parenchyma cells (brief Icp event, < 10 min), and s-Icp, sustained intracellular phase in
cortical parenchyma cell (sustained Icp event, > 10 min) (Pointeau et al. unpubl. data). The values near the
arrowheads correspond to the likelihood that a waveform being followed by any other type. Probabilities < 2 %

were not shown.
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Table 2 EPG parameters (mean = SE) belonging to five EPG waveforms or waveform periods: Np (non-
probing), A, C, b-lcp and s-lIcp (see text for further details); calculated on 12 h EPG recordings of Phloeomyzus
passerinii feeding on the bark of the Populus x canadensis Moench genotypes ‘1214°, I45/51° and ‘Brenta’.
EPG parameters were assigned in six categories: (i) general probing behaviour, (ii) cork phase (waveform A),
(iii) extracellular cortical parenchyma phase (waveform C), (iv) crossing of parenchyma cells (brief Icp events <
10 min, b-lcp), (v) sustained intracellular phase in cortical parenchyma (sustained Icp events > 10 min, s-lcp),
and (vi) additional parameters. Different letters within a line indicate significant differences (o = 0.05, Kruskal-

Wallis followed by pairwise Wilcoxon rank sum test for multiple comparisons).

EPG parameters 1214 145/51 Brenta P-value
n=22 n=26 n=22
General probing behaviour
1.n_Np 25 t 05 18 + 02 19 + 02 0.722
2.s_Np (min) 4288 + 360 ab 3088 + 422 a 4713 + 443 b 0.018
Cork phase
3.n_A 23 = 05 16 = 02 14 + 01 0.419
4.s_A (min) 109 + 24 a 252 + 55 b 464 + 245 ab 0.026
Extracellular parenchyma phase
5.n_C 182 + 27 a 107 + 10 b 113 + 10 ab 0.030
6.s_C (min) 516 + 65 352 + 52 6558 + 141 0.043
Crossing of parenchyma cells
7.n_b-lcp 157 + 22 a 88 + 08 b 93 + 09 b 0.015
8. s_b-lcp (min) 159 + 20 105 + 1.2 121 + 22 0.076
Sustained intracellular phase in parenchyma
9. %_s-lcp/Tr 91 a 88 a 45 b <0.001
10. n_s-lcp 10 = 01 12 + 02 10 + 03 0.147
11. a_s-lcp (min) 2250 + 392 ab 3298 + 422 a 1560 + 329 b 0.033
12. s_s-Icp (min) 2349 + 401 a 3847 + 426 b 1739 + 561 ab 0.046
Additional parameters
13. t>1Pr (min) 279.2 + 383 2028 + 341 298.7 + 46.0 0.173
14. t>1s-lcp (min) 1419 + 359 715 + 1238 928 + 397 0.272
15.'s_b-Icp >1s-Icp (min) 138 + 22 89 + 13 115 + 33 0.270
16. n_b-Icp >1s-Icp 138 + 21 a 76 + 09 b 92 + 09 ab 0.020

Note: (1) n_Np, number of non-probing; (2) s_Np, sum of non-probing; (3) n_A, number of A; (4) s_A, sum of A; (5) n_C,
number of C; (6) s_C, sum of C; (7) n_b-Icp, number of b-Icp; (8) s_b-Icp, sum of b-lcp; (9) %_s-lcp/Tr, % aphids with s-
Icp; (10) n_s-lcp, number of s-lcp; (11) a_s-Icp, average of s-lcp; (12) s_s-lcp, sum of s-Icp; (13) t>1Pr, time to first probe
from the beginning of the experiment; (14) t>1s-Icp, time to the first s-Icp from start of the first probe; (15) s_b-Icp>1s-Icp,
sum of b-Icp before the first s-Icp; (16) n_b-Icp>1s-Icp, number of b-Icp before the first s-Icp.
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Discussion

P. passerinii exhibits an atypical parenchyma feeding behavior with EPG waveforms distinct from
other aphids, especially the Icp waveform which corresponds to the intracellular position of the stylets
in the cortical parenchyma cells (Pointeau et al. unpubl. data). The feeding process in P. passerinii
consists of a series of consecutive events starting with the first stylet contact with cork, followed by
the straight stylet transit through the cortical parenchyma layer with the crossing of parenchyma cells
and, ultimately, by a sustained intracellular phase in the cortical parenchyma cells (Pointeau et al.
unpubl. data). This peculiar feeding diet suggests that host plant selection in P. passerinii follows steps
distinct from other aphids. This study was the first attempt to characterize tree resistance to such a
parenchyma feeding aphid living on trunk bark, by using EPGs. There is little information in the
literature on tree resistance mechanisms involved against such aphids. Our results showed that both
EPG signals and performance parameters of P. passerinii were affected differently among the three
tested poplar genotypes. These results suggest that resistance acts through distinct mechanisms in the

‘145/51” and the ‘Brenta’ genotypes, as previously hypothesized (Pointeau et al. 2011).

Surface interactions

Perception of surface physicochemical cues constitutes the first step of plant suitability assessment in
aphids (Powell et al. 2006). Surface antixenosis resistance is a common feature that affects aphid
settlement on tree leaves due to the presence of trichomes, epicuticular waxes or emission of volatile
organic compounds (VOCs) (van Emden 2007). Poplar trunk bark may contain terpenoids, simple
phenolics and benzene cyanide potentially involved in VOCs emission or surface properties that could
repel or deter P. passerinii (Palo 1984; Philippe and Bohlmann 2007). However, P. passerinii did not
show any significant difference among the three tested genotypes, regarding the delay for the first
probing, suggesting that no bark surface repellence interfere in the resistance of ‘I45/51” and ‘Brenta’.
This result is congruent with the high settlement rate of first instar nymphs observed on ‘145/51° and
suggests that the very low settlement rate observed on ‘Brenta’ cannot be related to strong surface

antixenotic properties.

Internal interactions

EPG studies of phloem sap feeding aphids showed that, after plant contact, resistance may be due to
either antixenosis resistance based on physicochemical cues perceived at different levels of plant
tissues (e.g. epidermis, mesophyll or phloem) or antibiosis when aphids had no difficulties to reach
and consume phloem sap but experience low performance due to chemical characteristics of the plant
(Cole 1994; Caillaud et al. 1995; Alvarez et al. 2006; Le Roux et al. 2008). In the case of a

parenchyma feeder such as P. passerinii, antixenosis resistance may be located either in the cork layer
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or in the cortical parenchyma tissue, and antibiosis is supposed to be linked to parenchyma cell
content.

Resistance in cork. Aphids spent more time in cork phase (A waveform) on ‘I145/51° than on
‘1214’ and ‘Brenta’. However, settlement rate on ‘145/51° was not significantly affected when
compared with the susceptible genotype ‘1214°. It is likely that cork does not have significant
antixenotic properties and does not contribute significantly to the overall expression of resistance in
this genotype. This was corroborated by the fact that 95.2 % of stylet pathways through the cork layer
(i.e. A waveform) was followed by extracellular stylet pathways within cortical parenchyma tissue
(i.e. C waveform). Consequently, cork-located resistance was not involved in the two tested resistant
genotypes.

Resistance in the cortical parenchyma. The ‘145/51° and ‘Brenta’ genotypes exhibited similar
characteristics. The phase of stylet transit within the cortical parenchyma was characterized by a
significant reduction in the number of crossed parenchyma cells compared with the ‘[214° genotype.
On ‘145/51°, this was followed by a significant reduction in the number of extracellular cortical
parenchyma phases. This tendency was also observed on ‘Brenta’, although not statistically
significant. This characteristic could result from difficulties in penetrating the parenchyma tissue,
possibly because of antixenotic factors. However, in spite of a reduced number of crossed cells there
was no significant difference in the delay in initiating the first sustained intracellular phase in the
cortical parenchyma between the three genotypes. Thus, it is more likely that the reduction of crossed
cells rather corresponded to anatomical characteristics of these genotypes.

‘Brenta’ appeared to be a less suitable host genotype than ‘1214’ and ‘145/51°. On 'Brenta’, the
very low settlement rate and the zero nymphal survival suggested antixenosis and (or) strong antibiosis
properties (Pointeau et al. 2011). The main characteristics of antixenosis in EPGs of phloem sap
feeding aphids as well as in gall inducing aphid such as Eriosoma lanigerum (Hausmann) is reduced
ingestion phase and a smaller proportion of aphids initiating a sustained ingestion (van Helden and
Tjallingii 1993; Cole 1994; Sauge et al. 1998a; Sandanayaka et al. 2003). The EPGs corroborated
antixenosis resistance in ‘Brenta’ since aphids failed to recognize this genotype as a host. Only half of
the aphids initiated a sustained intracellular phase in the cortical parenchyma cells of this genotype
(i.e. s-Icp waveform) compared to both ‘1214’ and ‘145/51°. Moreover, a high proportion of sustained
intracellular phases (68.2 %) returned to extracellular stylet penetration within parenchyma tissue
(only 19 % on the susceptible ‘1214’), and 52.6 % of non-probing periods were maintained until the
end of recordings (only 9.4 % on ‘1214°) (Fig. 1). Finally, among aphids that initiated a sustained
intracellular phase on ‘Brenta’, food uptake duration also tended to be reduced although not
statistically supported. Antixenosis has generally little influence on nymphal survival (Sauge et al.
1998a,b). However, on ‘Brenta’, nymphal survival was null, suggesting concomitant antibiotic

properties.
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The poplar resistance mechanisms explaining such an aphid response on the genotype ‘Brenta’
is a question open to speculation. Parenchyma-located antixenosis might reflect difficulties in either
accepting feeding substrate as a consequence of a deterrent compound (Dixon 1998) or overcoming a
rapid plant hypersensitive reaction (Sauge et al. 2002). These two hypotheses might also explain the
concomitant antibiotic properties observed on ‘Brenta’. Antixenotic effect of deterrent constitutive
secondary metabolites, such as tannins or phenolic glycosides present in poplar bark (e.g. salicin,
salicortin, tremuloidin, tremulacin) (Palo 1984; Philippe and Bohlmann 2007), might be so strong that
starvation could lead to nymph mortality. Alternatively, hypersensitive reaction is triggered by an
accumulation of defensive compounds (e.g. phenolics), which cause necrosis. Some of which,
appearing directly toxic to aphids (Miles 1989), might also lead to nymph death. Resistance
mechanisms in ‘Brenta’ need further investigations to be elucidated.

Although no nymph completed its life cycle on ‘Brenta’, 45 % of adult aphids monitored on
EPGs were able to initiate a sustained intracellular phase in the cortical parenchyma cells of this
genotype. Sandanayaka et al. (2005) observed similar results when they reared E. lanigerum on an
apple resistant genotype. These authors concluded that the occasional susceptibility, under glasshouse
condition, of this generally immune genotype could be an explanation. However, the poplar genotype
‘Brenta’ is always resistant whatever the scale considered, i.e. laboratory, greenhouse or field
conditions (Pointeau et al. 2011). It is possible that more than 12 h (duration of our observations) are
necessary for an antibiotic effect to take place in ‘Brenta’. An experimental artefact is also possible
because wired aphids cannot leave an unsuitable plant, and consequently may probe longer and more
frequently leading to a higher proportion of aphids reaching the sustained ingestion phase than in the
case of natural conditions (Tjallingii 1986, 1988).

Resistance without behavioral effects. The genotype ‘145/51° displayed a different kind of
resistance compared with ‘Brenta’. Compared with the susceptible genotype ‘1214, the settlement rate
on ‘I45/51° was not affected; but the r, was reduced and DT was prolonged consecutively to the
antagonistic effects of resistance mechanisms on both the development time and fecundity. Contrary to
‘Brenta’, P. passerinii initiated a sustained intracellular phase in the cortical parenchyma cells of
‘145/51° as quickly and in the same proportion as in ‘1214’°. The resistance level of this poplar
genotype is therefore antibiosis, as previously suggested (Pointeau et al. 2011). The lower nutritional
quality of ‘145/51° or the presence of toxic or anti-digestive secondary metabolites such as phenolics
might be involved in the antibiotic property of this genotype (Palo 1984; Philippe and Bohlmann
2007). However, food uptake in ‘145/51° was significantly prolonged compared to ‘1214’ and the
survival rate of first instar nymphs was higher, which tends to exclude intoxication of aphid.
Nutritional deficiency and/or occurrence anti-digestive secondary metabolites would thus more likely
explain the alteration of the demographic parameters of P. passerinii. Further investigations are

needed to identify the chemical composition (primary and secondary metabolites) of the bark of the of
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‘145/51° genotype and clarify their involvement in its resistance.

Characteristics of the susceptible genotype

The typical probing behavior of P. passerinii on the suitable 'I-214' host genotype was essentially
characterized by the aphid's ability to maintain a sustained intracellular phase in the cortical
parenchyma cells for numerous hours, without returning to an extracellular stylet progress in cortical
parenchyma tissue. This is congruent with the high levels of settlement and survival, and the rapid
development observed on this genotype. However, prior to this experiment, P. passerinii had been
reared on the ‘1214’ genotype for several generations. One cannot thus exclude that the marked
difference in the susceptibility between ‘1214’ and the others two genotypes might be partly explained
by the maternal experience of the aphids, which could have buffered the effect of host plant quality on
offspring fitness, at least during the first offspring generation (Collins et al. 2001). Nevertheless,
previous studies showed that maternal experience probably did not exert a strong influence on P.

passerinii's performances (Pointeau et al. 2011).

Conclusion

Our results bring knowledge about an unusual tree-aphid interaction model, with distinct host
colonization processes. To our knowledge, there is no previous data on the tree resistance mechanisms
against such a parenchyma feeding aphid on lignified tissues. The combined analysis of the EPGs and
the demographic parameters of P. passerinii provided evidence of the existence of different
mechanisms of resistance in the poplar genotypes tested. The results suggest that, with the genotypes
considered, P. passerinii encountered no resistance factors before its stylets reach the cortical
parenchyma layer. Feeding behavior was only disrupted on the genotype ‘Brenta’, which showed a
parenchyma-located antixenosis resistance coupled with antibiosis. The mechanisms involved still
need to be clarified as it was not possible to distinguish between difficulties to accept the feeding
substrat and inability to overcome a possible hypersensitive response of the genotype. Reduced
performance on ‘145/51° was due to antibiosis alone, either based on chemical and/or nutritional
resistance. These mechanisms are of wider interest in the building of a durable resistance to P.
passerinii in poplar. They may reduce, when associated in the same genotype, the probability of aphid

populations overcoming resistance.
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Chapitre IV.

acteurs conditionnant I’émergence et I’expansion

des pullulations

1. PRESENTATION DE L’ETUDE

Dans ce chapitre, nous nous sommes placés dans un contexte écologique plus large en
recherchant les processus a ’origine de 1’émergence et de 1’expansion des pullulations de P. passerinii
en France. Rappelons que plusieurs facteurs peuvent étre impliqués dans 1I’émergence d’un insecte
ravageur indigéne sur une essence autochtone, en particulier un environnement climatique favorable
et/ou une altération du niveau de résistance ou de I’abondance de I’arbre hote (affectés par les
conditions abiotiques et les pratiques sylvicoles). Ces facteurs environnementaux peuvent favoriser le
développement des populations locales d’insectes, favoriser I’expansion de certaines populations ou
I’apparition et ’expansion de génotypes particuliers (Wagner 2002 ; van Driesche 2006 ; Ayres &
Lombardero 2000 ; Margaritopoulos et al. 2009 ; Robinet & Roques 2010). Les dégats de P. passerinii
ont été signalés pour la premiere fois en peupleraie dans le Sud-Ouest de la France en 1996, en 1998
en Indre et Loire puis en 2003 en Bourgogne (Baubet & Goudet 2010). Des modifications climatiques
ou liées a I’arbre hote pourraient avoir été des éléments déclencheurs des pullulations de puceron
lanigere du peuplier. De plus, & I’heure actuelle, il est impossible de savoir si ces pullulations sont
liées a des populations locales ou a des populations ou génotypes particuliers en expansion
géographique. Or, ces informations sont essentielles a 1’élaboration de méthodes de gestion adaptées
au contrble de ce ravageur. Cette étude est abordée par deux approches complémentaires qui
permettent a la fois d’évaluer I’importance des facteurs environnementaux dans la dynamique des
pullulations de P. passerinii et de comprendre 1’origine et I’évolution des populations de puceron
lanigere en France :

- Une premiére approche a pour objectif d’évaluer I’effet de la température sur les performances
du puceron et de tester son implication dans le processus d’émergence et d’expansion des pullulations
de puceron lanigére, en considérant également le niveau de résistance des génotypes plantés en France
et leur répartition. L’étude vise également a évaluer les risques pour les zones encore non infestées.

- Une deuxieme approche complémentaire de génétique vise a retracer I’histoire évolutive des
populations de puceron lanigére pour mieux comprendre leur origine géographique, leur évolution et

les relations entre foyers d’infestation. Les objectifs spécifiques sont d’une part de mettre au point des
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outils génétiques fiables applicables a une étude de génétique des populations, et d’autre part d’utiliser
ces outils pour estimer la diversité génétique, identifier les génotypes et apprécier le niveau de
différentiation des populations de P. passerinii.

Je présenterai d’abord les travaux concernant I’implication des facteurs environnementaux dans
I’émergence du probléme du puceron lanigére en France, qui font I’objet d’un article prochainement
soumis. Puis, j’exposerai les travaux de 1’étude génétique, qui ont donné lieu a un article accepté pour

publication dans Molecular Ecology Resources et un article en préparation.

2. ROLE DE LA TEMPERATURE & DE L’ARBRE HOTE

¢ Présentation de I’article n°4 et principaux résultats

En France, bien que P. passerinii ait été signalé a 1’état endémique en peupleraie depuis 1939
(Maugard 1996), les premiéres pullulations n’ont été enregistrées qu’a partir du milieu des années
1990 dans le Sud-Ouest de la France. Depuis, les pullulations se sont intensifiées et étendues vers le
Nord du pays. Le réchauffement climatique récent a déja été mis en cause dans la modification des
régimes de pullulations des insectes forestiers (Netherer & Schopf 2010). Par exemple, les conditions
climatiques défavorables du sud du bassin parisien constituaient jusqu’au milieu des années 1990 une
barriére a I’expansion latitudinale de la processionnaire du pin, Thaumetopoea pityocampa. Depuis le
réchauffement observé en 1996 dans cette zone, cette barriére a été décalée de 5.6 km au nord
(Robinet et al. 2007). Les températures anormalement chaudes des années 1990 suivi d’un
accroissement continu des températures année aprés année (EEA 2004) pourraient avoir favorisé
localement le développement des populations de puceron lanigére, passant ainsi d’un état endémique a
un état épidémique, et contribué a I’expansion des pullulations de pucerons a des zones ou les
populations étaient auparavant limitées par la température. Des approches modélisatrices
expérimentales et théoriques ont été développées sur de nombreux modéles biologiques pour évaluer
I’impact potentiel du réchauffement climatique sur les pullulations d’insectes (Bale et al. 2002 ;
Williams & Liebhold 2002 ; Ungerer et al. 1999 ; Battisti et al. 2005 ; Crozier & Dwyer 2006 ; Lange
et al. 2006 ; Jonsson et al. 2007 ; Robinet et al. 2007). Ce sont généralement des modéles corrélatifs
qui relient la distribution actuelle des pullulations d’une espéce a la température afin de prédire
I’évolution des aires de pullulation (Williams & Liebhold 2002) ou des modeles mécanistiques qui
évaluent en laboratoire la réponse physiologique (e.g. développement, phytophagie) de ’insecte a la
variable température pour ensuite la relier a une analyse géographique de 1’évolution du climat
(Ungerer et al. 1999 ; Battisti et al. 2005 ; Robinet et al. 2007).
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Nous avons choisi d’évaluer I’impact d’un réchauffement climatique récent sur I’émergence et
I’expansion des pullulations de P. passerinii par une approche modélisatrice qui prédirait les patrons
d’abondance locale du puceron en utilisant les données climatiques sur une période de 30 ans. Nous
avons dans un premier temps étudié la réponse physiologique de I’insecte a la variable température
(i.e. quatre températures testées: 10°C, 15°C, 20°C et 25°C) pour ensuite développer un modél
mécanistique de dynamique des populations qui simule le potentiel de croissance annuel des
populations de P. passerinii en conditions optimales. Pour prédire les risques liés a une évolution du
réchauffement climatique, les projections du modele ont été réalisées pour plusieurs scenarii

d’évolution de la température (+ 1°C & + 4°C).

Comme nous avons pu le voir dans le chapitre précédent, les performances du puceron lanigére
sont aussi directement influencées par le niveau de résistance des génotypes de peuplier. Les
conditions dans lesquelles 1’arbre se développe influencent également I’expression phénotypique de la
résistance de ’arbre (Rowntree et al. 2010). L’utilisation de génotypes de peuplier sensibles au
puceron, la culture en plantations monoclonales ainsi que ’augmentation des surfaces plantées,
pourraient avoir aussi un impact important sur les populations de P. passerinii. Les génotypes de
peuplier cultivés présentent des niveaux de sensibilité variés aux infestations de puceron lanigére
(Della Beffa 1936 ; Vidotti 1960 ; Allegro 1997). En France, les infestations sévéres concernent
essentiellement les génotypes de peuplier euraméricain avec d’abord le ‘1214” et dans une moindre
mesure ‘Dorskamp’ et “Triplo’ (Baubet & Caroulle 2009). La résistance de 1’arbre hote n’a pas été
incluse dans le modele lui-méme, mais le role potentiel de la distribution des peupleraies en France et

de la résistance des génotypes plantés a été pris en compte dans I’interprétation des résultats.

En combinaison avec les données de I’arbre hote, le modele prédit ainsi de maniere fiable
I’histoire passée et la répartition actuelle des pullulations de P. passerinii. La combinaison entre les
modifications climatiques locales apparues au cours des années 1990 et la composition génotypique
des peupleraies semble avoir contribué a 1’émergence des pullulations en France. La répartition
actuelle semble étre influencée par la température et la distribution des peupleraies. Ce modéle a
permis d’identifier un seuil de déclenchement des pullulations qui peut constituer un outil d’évaluation
des risques pour les peupleraies encore non infestées, d’autant plus que les scenarii d’évolution de la
température prédisent un dépassement de ce seuil sur ’ensemble de la France pour une augmentation

des températures moyennes de 1°C.
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ARTICLE N°4

Predicting insect outbreaks in a warming world: population
dynamics of an emerging poplar pest

Pointeau S, Bankhead-Dronnet S, Robinet C, Sallé A, Pineau X, Vala J-C & Lieutier F

Prochainement soumis pour publication
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Résumé

Le changement climatique des derniéres décennies a été directement ou indirectement impliqué dans
I'évolution de I’histoire de vie et des niveaux de population de plusieurs espéces indigenes d'insectes
forestiers, conduisant a des pullulations inattendues et sans précédent. Bien que 1’impact complexe du
climat sur les communautés d'insectes soit difficile a estimer, 1’évaluation de l'effet du réchauffement
climatique sur la dynamique des populations d'insectes demeure fondamentale pour comprendre et
prédire les pullulations d'insectes induites par ce réchauffement dans les écosystémes forestiers. Afin
de tester I'hypothése d’un effet du réchauffement climatique sur I'émergence et la propagation des
insectes indigenes, cette étude a évalué si le récent réchauffement climatique pourrait expliquer les
pullulations du puceron lanigére du peuplier, Phloeomyzus passerinii, un ravageur émergent dans les
peupleraies francaises depuis 1996. Un modele mécanistique de dynamique des populations a été
développé pour simuler le potentiel de croissance annuel des populations de P. passerinii en
conditions optimales, le taux global d'accroissement (TGA), basé sur les traits biologiques dépendant
de la température et en donnant le facteur multiplicateur maximal de la population. Les projections du
modéle ont été effectuées en utilisant un indice théorique TGA: Ln TGA. Lorsque les données de
I'arbre hote ont été prises en compte, ce modele a prédit avec succes I'histoire passée et I’aire actuelle
de pullulation de cet insecte, ce qui confirme l'effet du réchauffement climatique sur ce puceron
ravageur émergent. Des scenarii simples de réchauffement climatique (+1 a +4 ° C) ont prédit I'avenir
des tendances locales a I'échelle du pays, montrant une augmentation significative des niveaux de
population sur une large zone géographique et un risque d'épidémie dans les plantations non encore

affectées avec une augmentation de température de seulement 1 ° C.
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Predicting insect outbreaks in a warming world: population dynamics

of an emerging poplar pest

Sophie Pointeau’, Stéphanie Bankhead-Dronnet, Christelle Robinet?, Aurélien Sallé !, Xavier Pineau®,

Jean-Claude Vala' & Francois Lieutier

1 UPRES EA 1207, Laboratoire de Biologie des Ligneux et des Grandes Cultures, Université d’Orléans, Rue de
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Abstract

Climate change in recent decades has been directly or indirectly involved in changing the life-history
and population levels of many endemic forest insect species, leading to unexpected and unprecedented
outbreaks. In spite of difficulties in assessing the complex impact of climate on insect communities,
evaluating the effect of climate warming on insect population dynamics remains fundamental to
understanding and predicting global warming-induced insect outbreaks in forest ecosystems. To test
the hypothesis that climate warming affects the emergence and spread of endemic insects, this study
assessed whether recent climate warming could explain the outbreaks of the woolly poplar aphid,
Phloeomyzus passerinii, an emerging pest in French poplar stands since 1996. A mechanistic model of
population dynamics was developed to simulate the annual growth potential of P. passerinii
populations under optimal conditions, the Global Increase Rate (GIR), based on temperature-
dependent biological traits and giving the maximum multiplying factor of the population. Model
projections were performed using a theoretical GIR index: Ln GIR. When host tree data was taken into
account, this model could successfully indicate the past history and current outbreak range of the
insect, confirming the effect of climate warming on this emerging aphid pest. Simple climate warming
scenarios (+1 to +4°C) predicted future local tendencies at the country scale, showing a significant
increase in population levels over a wide geographical area and a risk of outbreak in plantations not

yet affected with an increase in temperature of only 1°C.

Keywords Forest disturbance - Outbreak modelling - Epidemic aphid species - Global increase rate -

Phloeomyzus passerinii
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Introduction

Regional and global climate changes, particularly temperature increase, are major anthropogenic
disturbances suffered by ecosystems. During the last century, the temperature increased significantly
by 0.6 + 0.2°C (Folland et al. 2001) and the mean global temperature was forecast to increase by 1.8 to
4.0°C between 1980-1999 and 2090-2099 (Meehl et al. 2007). As trees are long-living organisms with
slow growth, forest ecosystems are particularly sensitive to environmental changes, which can cause
forest disturbance (e.g. increased frequency of extreme events such as drought, fire, storms and
hurricanes). The distribution, phenology, abundance and dynamics of many forest plant and animal
species are also expected to change significantly over the next decades (e.g., McCarty 2001; Parmesan
and Yohe 2003; Root et al. 2003; Parmesan 2006).

Poikilothermic organisms, in particular insects, are highly sensitive to temperature, which
directly affects their life-history traits (development, reproduction and mortality) and dispersal. Global
warming may, therefore, influence both the rate of increase and the distribution of their populations.
Moreover, temperature increase can cause cascade effects on herbivorous forest insect populations
with indirect effects on community interactions, including host trees, competitors, natural enemies and
symbionts (Ayres and Lombardero 2000; Bidart-Bouzat and Imeh-Nathaniel 2008; Netherer and
Schopf 2010; Robinet and Roques 2010). The changes in outbreak patterns of herbivorous insects in
temperate forests have both ecological and socio-economical impacts (Ayres and Lombardero 2000;
Volney and Fleming 2000; Dale et al. 2001; Netherer and Schopf 2010). There is already visible
evidence that temperature is the main cause of outbreak pattern modifications through its effect on the
population dynamics of herbivorous forest insects, characterized by explosive population eruptions
(Netherer and Schopf 2010). The most frequently reported response to global warming is climate-
induced outbreak range shifts, which are well documented in coniferous pests such as bark beetles in
North America (Ungerer et al. 1999, William and Liebhold 2002; Berg et al. 2006) and the pine
processionary moth (Thaumetopoea pityocampa) in Europe (Battisti et al. 2005; Robinet et al. 2007).

To show how climate warming has affected, and will continue to affect, outbreak ranges,
frequencies and intensities, various statistical modelling strategies were used, based either on
correlative models that correlate current species outbreak distributions with climatic variables
(Williams and Liebhold 2002) or on mechanistic relationships between temperature and species-
specific physiological responses (Ungerer et al. 1999; Battisti et al. 2005; Robinet et al. 2007). While
correlative models may provide good indications of the impact of climate warming on outbreak
ranges, mechanistic approaches using lab-based estimates of insect thermal physiology can provide
greater understanding (Pearson and Dawson 2003; Crozier and Dwyer 2006; Robinet et al. 2007).
They correlate the temperature with population dynamics parameters, making it possible to assess the

importance of temperature on both outbreak range and dynamics (Ungerer et al. 1999; Battisti et al.
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2005; Lange et al. 2006; Jonsson et al. 2007). The reliability of such methods derived from bioclimatic
envelope models is open to question as factors other than temperature, particularly biotic interactions,
may be involved in determining outbreak range and dynamics (Pearson and Dawson 2003). However,
mechanistic models provide a useful basic approach giving an initial approximation of the potential
effects of global warming on outbreak patterns (Pearson and Dawson 2003; Robinet et al. 2007).
There are currently limitations in outbreak risk assessment in response to global warming. Firstly,
most existing models of population dynamics focus on the shift of range leading to outbreaks further
north or at higher altitudes and the prediction of unprecedented outbreaks related to changes in
voltinism (Ungerer et al. 1999; Battisti et al. 2005; Lange et al. 2006; Jonsson et al. 2007). Little
research has been carried out into the prediction of local explosions of insect populations by the
detection of a threshold for triggering outbreaks. Such a model would be a useful means for predicting
local effects of climate warming on outbreak patterns and improving management strategies.
Secondly, existing models are generally based on temperature-dependent development (lower
developmental threshold and development degree-days) and do not take account of the effects of
temperature on reproduction. Finally, these models focus mainly on coniferous forest insects, in
particular bark beetles and Lepidoptera (Volney and Fleming 2000; Netherer and Schopf 2010;
Robinet and Roques 2010).

To gain a better understanding of the direct impact of global warming on insect outbreak
patterns, predictive models should be applied to forest insect species that may be key agents of forest
disturbance (Ayres and Lombardero 2000). Among insects, aphids (Hemiptera: Sternorrhyncha) are
sensitive indicators of temperature change, owing to their fast growth, low developmental temperature
thresholds and short generation times without diapause, allowing them to reproduce many generations
per year (Harrington et al. 1995). The outbreak patterns of temperate aphid species, in which
parthenogenetic reproduction may predominate, are therefore expected to be significantly modified by
global warming (Bale et al. 2002). Moreover, aphids are important pests and it is of particular interest
to predict how their populations will respond to future environmental changes (Harrington et al. 2007;
Hullé et al. 2010). Previous studies on the effects of global warming on aphids have focused mainly on
phenological changes caused by milder winters resulting in earlier flight (Harrington et al. 2001;
Weastgarth-Smith et al. 2007). Investigating how aphid population-dynamics could respond to global
warming will provide useful additional information (Newman 2003).

The woolly poplar aphid, Phloeomyzus passerinii Signoret (Sternorrhyncha: Aphididae:
Phloeomyzinae), feeds in bark crevices of the trunk of Populus spp. and is considered to be the most
significant pest of poplar stands throughout temperate Europe and the Near East (Arzone and Vidano
1984; Lapietra and Allegro 1990; Sadeghi et al. 2007; Baubet and Caroulle 2009). It has a
predominant parthenogenetic reproduction pattern of apterous virginoparae in France and some

Mediterranean countries. Colonies develop rapidly from March to November and apterous
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virginoparae overwinter in bark cracks when the temperature is low (Arzone and Vidano 1984). This
aphid mainly attacks Populus x euramericana (Dode) Guinier genotypes, especially the widely planted
‘1214> (Allegro and Cagelli 1996; Allegro et al. 1996; Baubet and Caroulle 2009). P. passerinii
outbreaks result in several symptoms ranging from reduced tree growth to massive tree mortality
leading to significant financial losses (Della Beffa 1936; Arzone and Vidano1984; Baubet and
Caroulle 2009). The first outbreaks were recorded in Italy in 1934 (Della Beffa 1936) and their
frequency increased during the 1980s (Lapietra and Allegro 1990). In France, although the aphid had
been reported as endemic for a long time, its first significant attacks were recorded only during the
mid-1990s in the south-west (Maugard 1996; Maugard and Baubet 2004). Since then, outbreaks have
increased in severity and have extended northwards (Baubet and Caroulle 2009). The unusually warm
worldwide temperatures of the 1990s may have encouraged the development of latent populations
until the first outbreaks and the continual increase in temperature may have encouraged the outbreaks
to move northwards (EEA 2004).

This study investigated the effects of climate warming as well as distribution and genotypic
composition of poplar stands on outbreak patterns of the woolly poplar aphid in France. A simple
method was developed to predict extreme scenarios of aphid population growth related to global
warming and to define a critical threshold for triggering outbreaks with populations expanding from
endemic to epidemic levels. Laboratory experiments were carried out at constant temperatures to
measure individual development and fecundity, from which population growth parameters were
calculated. The experimental data was used to develop a mechanistic model of population dynamics. A
theoretical multiplying factor, the “Global Increase Rate” (GIR), was used to simulate the annual
growth potential of P. passerinii populations under optimal conditions at various temperatures over the
study area (France). It represented the suitability of the habitat temperature in various localities. Model
projections were performed using a theoretical GIR index: Ln GIR. By using historical climatic data,
the GIR model was used to test the hypothesis that the increase in number of outbreaks and range was
due to climate change. Various scenarios for climate warming and host tree data were considered to

assess the risk of aphid outbreaks as a function of temperature.
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Study area and host trees

The study was carried out at national scale in France. The area of poplar stands in each department
(French administrative county) was determined using 2003 cadastral data. Departments were separated
into two classes depending on the total area of poplar plantations (0-3000 ha, 3001-18000 ha). The
distribution and abundance of poplar areas varied (Fig. 1a). The departments with the largest areas of
poplar (> 3000 ha) were located in three main zones: (1) south-west, (2) centre and (3) north of
France. They accounted for 31% of departments and 75% of the total area planted with poplars. The
proportion of three groups of poplar genotypes in each of these poplar zones was calculated (data at
regional scale from the French Ministry for Agriculture, Food, and Fisheries, 1996-2008) (Eric
Paillassa, Institute for Forestry Development, pers. com.) (Fig. 1a). These groups of genotypes were
defined according to the species or hybrids to which they belong: (i) Populus x euramericana hybrids,
mainly the ‘1214’ genotype, (ii) P. x interamericana Brockh. hybrids, mainly the ‘Beaupré’ genotype,
and (iii) P. deltoides Marsh. and P. trichocarpa Torr.& Gray. The first group of genotypes was
considered to be the most susceptible to P. passerinii, whereas the genotypes in the last two groups
were considered to be resistant (Allegro and Cagelli 1996; Allegro et al. 1996; Baubet and Caroulle
2009; Pointeau et al. pers. obs.). P. x euramericana hybrids accounted for more than 80-95% of the
poplar diversity in the south-west and the central zones and 51.8 % in the northern zone.

The current distribution of the departments affected by P. passerinii outbreaks in France were
also considered (source: Forest Health Department, DSF, French Ministry of Agriculture, Food, and
Fisheries) (Fig. 1b). To show the history of outbreaks, the year of the first outbreak recorded was
indicated for each department. It was clear that damage had spread recently and rapidly from the

southern-west to the central part of France and that the northern part is currently unaffected.
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Poplar area (ha) &; Poplar genotypes (%)
Il Range and history of P. passerinii outbreaks
] 0-3000 [[:7] Populus x euramericana
- 3001 - 18000 \\\\‘_ Populus x interamericana
- Other Populus:
- P, trichocarpa
- P. deltoides

Fig. 1 (a) Poplar stand data in France: distribution of the departments in which the total poplar area exceeded
300 ha (cadastral data 2003). Three main poplar zones: (1) southern, (2) central and (3) northern zones. In each
zone, the relative area (% of the total poplar area) of three groups of poplar genotypes is indicated (data from the
French Ministry for Agriculture, Food and Fisheries (1996-2008)). (b) Outbreak history of P. passerinii: the year
(last two numbers) of the first outbreak report is indicated for each department (data from Forest Health

Department). Departments are delimited by thin black lines.

Model description and methods

The Global Increase Rate model was developed to simulate the annual growth potential of
P. passerinii populations under optimal conditions over the study area, assuming that host saturation
and natural enemies were not limiting factors of population growth. Since it was a multiplying factor,
this model did not require abundance data, and thus, the population growth rate could be simulated
without knowing the initial population size. At a given point in France, the GIR was affected by both
the number of generations that a population can achieve and the rate of multiplication in each
generation (Rq, net reproductive rate) (Andrewartha and Birch 1954). As these two parameters are
closely related to temperature, the annual growth potential of P. passerinii populations was expected
to vary geographically according to the climatic characteristics of each area (Harrington et al. 1995).
GIR data were Ln transformed in order to project them onto the study area, giving a map of a GIR
index representing the growth potential of P. passerinii populations in one year under optimal
conditions (without limiting factors except temperature). This map was used to test the hypothesis that
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climatic changes explained the recent spread and intensification of outbreaks in France. The GIR
index projection also gave a tool for assessing the risk of outbreaks in regions that are currently
unaffected, under current climate conditions and warming scenarios. All analyses and simulations
were performed using R 2.7.2 (R Development core team 2007). Maps were generated using
Arcinfo 9.2, ESRI.

Modelling the Global Increase Rate (GIR)

Temperature dataset. A model was built using daily mean temperatures recorded from January to
December. Daily minimum (Tmin) and maximum (Tmax) temperatures for the 30-year period 1979-
2008 were obtained from the European Climate Assessment & Dataset (Klein Tank et al. 2002), at 28
weather stations covering the study area. Missing data (i.e. the temperatures for days without records,
1% of the data) were estimated by linear regression using the data from the nearest station and daily
mean temperatures were calculated from the Tmin and Tmax data over this 30-year period at these 28
stations.

Number of generations and net reproductive rate of P. passerinii. These parameters were calculated
for each weather station over the period 1979-2008. To calculate the number of generations (G),
degree-days were computed for each day as T ean — To, Where Tean Was the daily mean temperature
and T, the developmental threshold temperature defined from laboratory experiments (see below). The
accumulated degree-days from January to December were then calculated. The number of generations
in a year for each locality was given by G =Y degree-dayS;an.pec / DDgen, Where DDge, Was the
accumulated degree-days required to achieve a complete generation (defined from the laboratory
experiment). The annual mean net reproductive rate (R,) for each year and each locality was estimated
using daily mean temperatures and the non-linear regression equation fitted to the four measured Rq
values (one at each temperature tested in the laboratory experiment) and R, equals to zero at the

developmental threshold temperature.

GIR model. In case of overlapping generations, population size at time t is
Ni = Ro™ Ny 1)
where
g(t) is the number of generations at the time t since the initial time
Rois the net reproductive rate of the population
N, is the population size at time t

N is the initial population size

- 157 -



Chapitre V. Facteurs conditionnant |’émergence et | ’expansion des pullulations

The annual growth potential of P. passerinii populations (GIR) based on the number of generations

completed within one year (G) (= g (t = 1 year)), was derived from equation (1):
GIR= N(G)/ N(()) = ROG (2)

The GIR was calculated for each year during the period 1979-2008 at the 28 weather stations
using the equation (2), assuming that the same non-linear relationship between temperature and R,
applied for all generations at a given station. The G parameter took account of the effect of annual
temperature variations on aphid development and R, took account of reduction in aphid fecundity and
survival at lower and higher temperatures. To summarise the results, a mean GIR index (Ln GIR) was
calculated for sequential five-year periods from 1979 to 2008 (1979-1983, 1984-1988, 1989-1993,
1994-1998, 1999-2003, 2004-2008) in each of the 28 weather stations. For each five-year period, the
mean GIR index was interpolated using a multiple regression with latitude, longitude and elevation as
predictive variables, based on the data from the 28 stations. It was then projected onto a grid cell (180
x 132 cells, with a cell size Ax = Ay = 0.08°) covering the study area (N 41°.08° — N 52°.00°, W
04°.92> — E 10°.00°) using a digital elevation model derived from the USGS/NASA SRTM data
(Jarvis et al. 2006).

To evaluate the model, both annual mean and maximum Ln GIR values corresponding to the
year of the first recorded outbreak in each department affected by P. passerinii between 1996 and
2008 were calculated. Locations above the elevation limit of 650 m, which corresponded to areas
where there are no poplar stands (source: Forest Health Department, DSF, French Ministry of
Agriculture, Food, and Fisheries), were excluded from the calculations, to avoid bias in mountainous
departments. Ln GIR values were compared with the years and locations of the first outbreaks in order

to detect a possible Ln GIR threshold related to outbreak emergence.

Climate warming scenarios in combination with poplar stand data

To explore the possible effects of climate warming on the pest status of P. passerinii, an increase in
temperature was simulated, ranging from +1°C to +4°C, in steps of 1°C, from the reference stable
climate scenario (based on the average values of Ln GIR for the 30-year period 1979-2008). The mean
GIR index over this period was estimated for each station and interpolated for each climate warming
scenario. The data was then projected onto the grid cell described above.

The results generated by the model of the reference stable climate and the temperature increases
were used to compare the mean GIR index below the elevation limit of 650 m for the three main

poplar zones (Fig. 1a).
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Model parameters

Aphids and plants. P. passerinii were bred in laboratory conditions from a single collection of one
wild apterous parthenogenetic female collected in May 2008, in a poplar stand located in Maray
(Centre region, France). The aphids were reared on cuttings of the poplar genotype P. x euramericana
cv. 1214 (length: 25 cm, diameter: 1.5 to 2 cm), using the method described by Arru (1974). Breeding
conditions were maintained at 20 + 1°C, 70 + 10% RH and 16:8h L:D.

In December 2008, 120 cuttings of ‘1214’ (diameter: 1.5 to 2 cm, length: 15 cm) were collected
from seedlings located in an experimental forestry nursery in Guémené-Penfao (Brittany region,
France). These cuttings were transplanted into 0.53 L pots containing a 3:1 mixture of compost
(Klasmann® substrate 4 n°267) and sand. For easy handling, all except the terminal buds were
removed. The potted cuttings were placed in a greenhouse and left to root for two weeks before use.

Experimental treatments. The experiment was carried out in climatic chambers at four constant
temperatures, 10 £ 1°C, 15 + 1°C, 20 + 1°C, and 25 + 1°C, under controlled daylight (16:8h L:D) and
70 + 10% relative humidity. Before the assays, four young apterous virginoparae aphids bred in the
laboratory were placed on the bark of each of the 120 potted cuttings using a thin paintbrush and kept
under a gelatine capsule (LGA, La Seyne-sur-Mer) to prevent them falling or moving. The capsules
were held on the bark by Parafilm®. All the cuttings were first kept at 20°C for 24 hours to obtain
even-aged pools of first instar nymphs under the gelatine capsules. The capsules and the adults were
then removed and a maximum of 10 nymphs per cutting was kept. Cuttings were divided into four
groups of 30, which were kept in climatic chambers for the temperature tests. The aphids were
monitored daily and, once the nymphs had reached the adult stage, only one adult was kept on each

cutting and monitored daily until death.

Individual parameters. Nymphal survival and development was assessed by monitoring the cuttings
daily for the occurrence of each instar and their exuviae. The mean duration of the four nymphal
instars and total nymphal development was calculated for each cutting. Nymphal survival was
assessed as the percentage of nymphs that had reached maturity.

Total longevity was estimated as the time from birth to death. The duration of total adult life
and the three adult life periods (pre-reproductive, reproductive, and post-reproductive) was recorded.
The mean total fecundity of apterous virginoparae (number of offspring per female) was assessed by
recording the offspring daily.

The relationship between the development rate (reciprocal of total nymph development time)
and temperature was used to estimate the developmental threshold temperature and the development
degree-days (Andrewartha and Birch 1954; Campbell et al. 1974). This relationship can be

approximated by a straight line between extreme temperatures (temperatures below which the
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development is considered to cease and above which the insect dies). Most development rate data can
thus be fitted reasonably well by linear regression, where the intercept with the temperature axis gives
the developmental threshold. The standard error was calculated according to Campbell et al. (1974).
The development degree-days estimate was calculated as the temperature/time product:

(Te—To) (H),
where
T, is the developmental threshold temperature,
T, is the rearing temperature and
H is the development duration (in days) at that temperature.
The accumulated degree-days for a complete generation (from birth to the production of the first
offspring) (DDgen) Were also estimated using the above equation by replacing (H) by the length of the

pre-reproductive period.

Population parameters. A life table was built using the age-specific survivorship (l,) and fecundity
(m,) for each age interval (x) including nymphal instars. The intrinsic rate of natural increase (r,) was
approximated using the equation: Y ¢™ I, m, = 1. The net reproductive rate (Ro =Y I, m,), the finite
rate of increase (1 = e™), the mean generation time (T,,=In R,/ r,,) and the doubling population time
(Tg=In2 / ry) were also calculated (Andrewartha and Birch 1954). The Jackknife technique was used
to estimate the uncertainty associated with the estimation of each population growth parameter (Meyer
et al. 1986).

Statistical analysis

The mean values in the text and tables are given with their standard error (£ SE). Statistical procedures
were performed using R 2.7.2 (R Development core team 2007). All variables were checked for their
homoscedasticity (Levene test) and normal distribution (Shapiro-Wilk test). Non normal data was
log (x+1) or ArcSin\x transformed. Variables that did not fit a normal distribution after transformation
were analyzed with non-parametric tests. The significance of correlations between warming,
development time, nymphal survival, longevity, adult life periods, total fecundity and population
growth parameters were analyzed with a Kruskal-Wallis test followed, when significant, by pairwise
Wilcoxon rank sum tests for multiple comparisons. The significance was taken at P < 0.05. The
correlation between the development rate of nymphal instars and temperature was tested using the

Pearson test.
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Results

Model parameters

Individual parameters. All P. passerinii individuals developed through four nymphal instars. For each
nymphal instar, the duration of the development decreased significantly when the temperature
increased from 10°C to 25°C, leading to a decrease in the duration of the total nymphal development
(Table 1). Survival increased slightly but significantly with increasing temperature (Table 1). The
highest mortality occurred at 10°C and 15°C, whereas the optimal temperature for nymphal instar
survivorship was between 20°C and 25°C.

The total longevity and total duration of the three adult life periods (pre-reproductive,
reproductive and post-reproductive life) of apterous parthenogenetic P. passerinii decreased
significantly as the temperature increased from 10 to 25°C (Table 1). The total mean fecundity was
significantly affected by low and high temperatures. The maximum number of nymphs was observed
at 15°C and 20°C and the minimum at 10°C.

The development rate of the nymphal instars was correlated linearly and positively with
temperature (Fig. 2). Based on the intercept of the regression line with the temperature axis, the
minimum temperature needed to allow development (lower developmental threshold) was estimated at
6.4 £ 0.5°C. The upper temperature allowing development could not be determined over the range of
temperatures tested but a third order regression equation showed that P. passerinii optimum was
around 30°C. Using the lower developmental threshold, the development degree-days of P. passerinii
(from birth to adulthood) was 171 =1 degree-days. The accumulated degree-days required by
P. passerinii for a complete generation (from birth to the production of the first offspring) (DDgen)

were 198 + 2 degree-days.

0.15
—_ y = 0.0059x - 0.0387
2, r2=0.977; P < 0.001 L
% 0.10 - Fig. 2 Rate of development (1/days) from
g birth to final ecdysis of apterous
(0]
c individuals of Phloeomyzus passerinii
g Developmental threshold
5 005 - 6.4°C reared at four constant temperatures, n=
]
0 119. The broken line is a diagrammatic
[
o representation of a speculative third order

0.00 , ‘ ' * polynomial regression.
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Temperature (°C)
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Table1 Mean (£ SE) development time (days) of the four nymphal instars, fecundity, duration of adult life
periods (days), longevity (days) and nymphal survival (%) during development of apterous parthenogenetic
Phloeomyzus passerinii reared at four constant temperatures on ‘1214’ potted cuttings. n = number of cuttings.

Means with the same letter within a line did not differ significantly (o = 0.05, pairwise Wilcoxon rank sum test).

Rearing temperature

10°C 15°C 20°C 25°C P <
(n=29) (n=30) (n=30) (n=30)
Nymphal periods (days)
First instar 1417 £+ 022 a 735 £+ 011 b 423 + 007 c 320 + 006 d 0.001
Second instar 1035 + 032 a 501 + 018 b 287 £ 007 ¢ 245 £+ 0.06 d 0.001
Third instar 991 £+ 013 a 433 + 011 b 221 + 006 c 178 + 004 ¢ 0.001
Fourth instar 1115 + 027 a 516 * 008 b 239 £ 007 ¢ 18 + 003 d 0.001
Total development 4557 + 041 a 218 + 033 b 1171 £ 011 c 928 + 007 d 0.001
Nymphal survival (%) 646 + 48 b 664 + 48 b 875 + 18 a 791 + 39 ab 0001
(n=28) (n=27) (n=24) (n=20)
Adult periods (days)
Pre-reproductive 857 + 043 a 36 £ 020 b 167 + 011 c 123 + 008 d 0.001
Reproductive 6404 + 437 a 4456 + 227 b 2526 + 134 c 167 + 158 d 0.001
Post-reproductive 750 + 14 a 474 + 099 ab 196 + 041 be 063 + 045 c 0.001
Fecundity 2979 + 259 ¢ 1062 + 739 a 8998 + 681 a 5545 + 742 b 0001
Longevity (days)
Adult life 8011 + 457 a 529 + 291 b 2879 + 139 ¢ 188 + 170 d 0.001
Total life 1249 + 460 a 7431 + 298 b 4079 + 141 ¢ 2805 + 169 d 0.001

Population parameters. All the life table statistics were affected significantly by temperature (Table
2). The net reproductive rate (Ro) was very low at 10°C and peaked at 15°C, with a maximum
multiplying factor of populations of 106 times in each generation. The intrinsic rate of natural increase
(rm) increased significantly with temperature up to 25°C. At 10°C, aphids had difficulty in maintaining
their population (r, =0.046). Over the range of the temperatures tested, it was not possible to
determine the temperature at which r, started to decline as temperature increased. The highest finite
rate of increase (1) was 1.27 and was recorded at 25°C. The mean generation time (T,) and the
doubling generation time (Ty) decreased significantly as the temperature increased from 10°C to 25°C.

These two parameters decreased rapidly between 10°C and 15°C but slowly from 15°C to 25°C.
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Table2 Mean (x SE) population growth parameters of apterous parthenogenetic Phloeomyzus passerinii
reared at four constant temperatures on ‘I214° potted cuttings. Rq = net reproductive rate; r,, = intrinsic rate of
natural increase; A = finite rate of increase; T,, = mean generation time; T4 = doubling generation time. Means

with the same letter within a line did not differ significantly (o = 0.05, pairwise Wilcoxon rank sum test).

Rearing temperature

10°C 15°C 20°C 25°C P<
(n=28) (n=27) (n=24) (n=20)
Ro 2992 + 0.09 d 1062 + 0.26 a 8702 + 028 b 5198 + 0.36 € 0.001
'm 0.046 <+ 0.001 d 0.119 <+ 0.001 c 0212 + 0.001 b 0242 + 0.001 a 0.001
bs 1047 + 0001 d 1126 + 0001 ¢ 1236 + 0001 b 1274 =+ 0.001 a 0.001
Tm 7388 * 0.05 a 3921 £ 002 b 2107 + 001 c 1633 + 0.02 d 0.001
Tq 1507 + 0008 a 5825 + 0002 b 327 + 0002 <c¢c 284 =+ 0.003 d 0.001

Modelling the Global Increase Rate (GIR)

Number of generations and net reproductive rate. The number of generations that P. passerinii can
achieve in one year (during its active period) ranged from 3 to 19 for all weather stations over the
period 1979-2008. The non-linear relationship between temperature (from 6.4°C to 25°C) and the net
reproductive rate (Ro) was represented by the regression equation:

y = -0.0231x% + 0.2664x* + 13.6110x — 96.5200 (R*= 0.920),

with a maximum occurring at 18-19°C.

GIR model. The regressions that gave the best explanations of the variation of the GIR index (Ln GIR)
for each of the sequential five-year period are summarized in Table 3.

The index gradient given by the model for the six sequential five-year periods ranged from 0
to 81 for the study area (Fig. 3a), which means that the population level of P. passerinii could be
multiplied by a factor of between 0 and 1.5E+35 in one year depending on the locality. The south-to-
north index gradient did not change during the first two five-year periods (1979 to 1988). The GIR
index remained 1.4-2.2 times higher in the south-west (generally between 50 and 65) than in the north
(30 to 35) and stayed around 35-45 in the central part. From the period 1989-1993, this gradient
changed. During 1989-1998 in the north of France, the GIR index value was between 35 and 40, while
it was 40-45 from 1999. The GIR index increased by a factor of 1.3 over the 30-year period 1979-2008
in the north, while it increased by a factor of 1.1 in the south-west, rising from 55 to 70 from 1994 to
2008. In central France, the GIR index values were roughly comprised between 40 and 50 from 1989.
The current GIR index gradient (period 2004-2008) has values 1.2-1.8 times higher in the south-west
(55< Ln GIR <70) than in the north (40< Ln GIR <45).
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In the evaluation of the model, all annual mean GIR index values for the first years of
outbreak in each French department were above 45 (or GIR = 3.5E+19) (Fig. 3b). The highest mean
GIR index value (66.1) was found in Gironde and the lowest was 45.1 (Jura). Maximum GIR index
values were between 48.4 (Aube) and 68.8 (Landes). See Online Appendix 1 for the department
numbers, names and corresponding mean and maximum annual GIR index values. There was a good
congruence between the departments where the GIR index value was above 45 for the 2004-2008
period and the departments currently affected by P. passerinii outbreaks (Fig. 3c). GIR index value

was above 45 in 90 % of the area currently affected by P. passerinii outbreaks presented.

Table 3 Regressions giving a best fit to the variation of the Global Increase Rate (GIR) index for the period 1979-
2008 divided into sequential five-year periods and for the climate warming simulation. In the climate warming
simulation, the stable climate scenario is based on the average GIR index for the 30-year period 1979-2008.

Abbreviations for regression equation: Lat, latitude (in decimal degrees); Elev, elevation (m).

Scenario Regression equation r2 F-statistic P <
GIR model for the period 1979-2008 divided in sequential five-year periods

1979-1983 Ln (GIRyg79.1083) = 243.051 — 4.147 Lat — 0.032 Elev 0.944 Fy05=228.6 0.001
1984-1988 Ln (GIR19gs.1088) = 249.777 — 4.299 Lat — 0.031 Elev 0.953 Fa25=275.5 0.001
1989-1993 Ln (GIRygg9.1993) = 239.727 — 3.989 Lat — 0.033 Elev 0.951 F05=260.1 0.001
1994-1998 Ln (GIR1gg4.1998) = 260.658 —4.395 Lat — 0.035 Elev 0.955 Fy05=285.6 0.001
1999-2003 Ln (GIR1g99.2003) = 247.681 — 4.068 Lat — 0.035 Elev 0.953 Fa25=275.3 0.001
2004-2008 Ln (GIR2004-2008) = 234.302 — 3.795 Lat — 0.033 Elev 0.944 Fp05=229.8 0.001

GIR model for the climate warming simulation

Stable climate (sc) Ln (GIRsc) =245.866—4.115 Lat—0.033 Elev 0.953 F225=276.3 0.001
sc+1°C Ln (GIRsc+1) = 258.094 — 4.223 Lat — 0.036 Elev 0.956 F225=290.6 0.001
sc+2°C Ln (GIRsc+2) = 267.919 — 4.275 Lat — 0.038 Elev 0.955 Fp.05=290.5 0.001
sc+3°C Ln (GIRsc+3) = 275.391 — 4.274 Lat — 0.041 Elev 0.954 Fj25=282.0 0.001
sc+4°C Ln (GIRsc+4) = 280.641 — 4.226 Lat — 0.043 Elev 0.952 F225=269.7 0.001

Climate warming scenarios in combination with poplar stand data

The regressions that best explain the GIR index variations for the reference stable climate (average Ln
GIR for the period 1979-2008) and for each of the four scenarios of tested climate warming are
summarized in Table 3. For each model, the mean GIR index differed significantly between zones
(Fig. 4). The highest value was observed in south-western France and the lowest in northern France.
The effect of climate warming on each poplar stand zone was highly significant (P < 0.001 in each
zone). With a warming of 1°C, the mean GIR index reached a value above or equal to 45 over the

whole poplar area in France, even in the northern zone. This value was approximately the current
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value of the central zone under a stable climate. However, a warming of 4°C was required for the
northern area to reach the current values observed in the south-west. An increase of 3°C in the central

zone was required to reach the value observed in the south-western zone under stable climate.
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Fig. 3 (a) Predictive model of the Global Increase Rate (GIR) index (Ln GIR) for sequential five-year periods
from 1979 to 2008, based on temperature data from the 28 weather stations and the areas where the climate was
suitable for aphid development. (b) Annual mean and maximum GIR index values for the year of the first
outbreak report in each department (labelled by their number, see Fig. 3c for their localization). (c) Areas
concerned by Phloeomyzus passerinii outbreaks and area corresponding to a GIR index above 45, according to
the predictive GIR model of the 2004-2008 period (see Fig. 3a). Departments are delimited by black lines and

labelled with their corresponding number.
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Fig. 4 Mean (+ SE) Ln GIR (Global Increase Rate) values for each of the three areas delimiting the main poplar
zones in France (Filled square: south-west, hatched square: centre, emptied square: north of France and
Burgundy regions). Global warming simulations were performed by calculating the average GIR index for an
elevation of the annual mean temperature of 1°C (Ln GIRsc+1), 2°C (Ln GIRsc+2), 3°C (Ln GIRsc+3) and 4°C
(Ln GIRsc+4) applied to a 30-year reference climate (GIRsc: 1979-2008 period). Within a GIR scenario,
significant differences between poplar zones are indicated with different letters (o = 0.05, pairwise Wilcoxon

rank sum test).

Discussion

As it is often the case with emerging insect pests, there was little information about the life history
traits of the woolly poplar aphid (Moharramipour et al. 2004; Rajabi-Mazhar et al. 2003, 2008; Arzone
and Vidano 1984). This study provides substantial information on the biology and population
dynamics of P. passerinii, especially on the effects of temperature on both the individual apterous
parthenogenetic forms (development, survival, and fecundity) and the aphid population parameters.
The aphid optimum growth temperature is generally around 22°C (Harrington et al. 1995), but it

seems to be around 30°C for P. passerinii, which is consistent with the occurrence of this species in
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the Mediterranean area (Arzone and Vidano 1984). The total nymphal development time, fecundity
and population parameters of the apterous parthenogenetic stages were similar to those observed in
other temperate tree-dwelling aphids (Asante et al. 1991; Collins and Leather 2001). Similarly, the
developmental threshold (6.4 + 0.5°C) and the development degree-days (171 + 1) obtained from the
laboratory experiments were comparable to those estimated for other temperate aphid species such as
Eriosoma lanigerum, Brevicoryne brassicae, Acyrthosiphon pisum, Tuberolachnus salignus
(Campbell et al. 1974; Asante et al. 1991; Harrington et al. 1995; Collins and Leather 2001). This
experimental data is therefore in agreement with other studies on tree-dwelling and crop aphid species,
making it possible to adapt the Global Increase Rate (GIR) to these species.

An approach using the temperature sensitivity of the physiology to model population growth
rate can successfully show the current and expected range shift of a species (Crozier and Dwyer 2006).
This study used this approach to model the emergence and dynamics of outbreaks of an aphid species
originally latent in France. Incorporating host tree data could explain its current outbreak range as well
as assess risks of outbreak.

The GIR incorporates multiple temperature effects on aphid population dynamics, whereas
other existing models only take account of temperature-dependent development data (Ungerer et al.
1999; Lange et al. 2006; Jénsson et al. 2007). The GIR reflects the effects of climate warming both on
the annual voltinism and the rate of multiplication per generation (net reproductive rate, Ry),
depending on the temperature in different localities. The experimental data did not make it possible to
determine precisely the optimum temperature for development or the higher lethal temperature
threshold. Consequently, the number of generations (G) and thus the GIR may have been
overestimated but this restriction is certainly negligible in the past and current GIR index (Ln GIR)
projection because the daily mean temperature rarely exceeds 30°C (P. passerinii optimum
temperature) in France. Moreover, by using a non-linear relationship between R, and temperature in
the GIR calculation, the harmful effects of higher temperatures on the population growth rate were
partially included in the model parameterization. The decrease in the slope of the south-to-north
gradient of the maximum GIR index from 2.2 in the 1979-1988 period to 1.8 in the 2004-2008 period
indicates that the difference between extreme GIR index values tends to be less marked under global
warming (Fig. 3). This reduction was mainly driven by a greater GIR index increase in the north (from
Ln GIR = 30-35 before 1989 to Ln GIR = 40-45 during 2004-2008). This could be explained by the
harmful effects of high temperatures on the aphid population growth rate in the south-west through its
effect on R,. It underlines the usefulness of building an index including temperature effects on both
development and reproductive data.

The model was evaluated by testing the annual mean and maximum GIR index for the year of
the first outbreak report in each department between 1996 and 2008 (Fig 3b). Among the departments

with damaged areas, the first outbreaks occurred at an annual mean GIR index value above 45. The
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risk of outbreaks would thus probably increase when the annual mean GIR index rises above 45.
Consequently, the current geographical range of P. passerinii outbreaks (Fig. 1b) can be successfully
predicted with both the current distribution of a annual mean GIR index above the threshold value of
45 (Fig. 3c) and poplar area data (Fig. 1a). There was a good congruence between the location of the
three main poplar zones (Fig. 1a) and the current outbreak distribution, except for the northern part of
the northern poplar zone where no outbreak has yet been recorded (Fig. 1a and 1b). The absence of
outbreaks could be explained by the low annual mean GIR index encountered in this area below 45,
but also by the stand composition (see below). That P. passerinii outbreaks could occur above a
particular threshold value supports the hypothesis that climate warming influences both the emergence
and the range of these outbreaks. It also confirms the usefulness of building a population dynamics
model simulating the annual population growth rate of an insect species to explain its outbreak range.
The genotypic composition of poplar stands (Fig. 1a) has also certainly played a significant role
in the history of outbreaks, in combination with that of global warming. The presence of P. passerinii
populations has been reported in French poplar stands since 1939 (Maugard and Baubet 2004) but no
outbreaks had been recorded before the mid-1990s (Maugard 1996) (Fig. 1b). Modelling the GIR
index over the period 1979-2008 in France also revealed that P passerinii population dynamics were
modified by temperature only from the period 1989-1993 (Fig. 3a). No outbreak was, however,
recorded in south-western France before 1996 although the GIR index had largely exceeded the
threshold value of 45. This apparent contradiction can be explained by the anthropogenic
redistribution of resources from the 1990s, especially the planting of poplar genotypes susceptible to
P. passerinii. For example, the fast growing but highly susceptible genotype ‘1214’ has been widely
used since the 1990s and has been the most commonly planted genotype since 2000, now making it
the most widely distributed in the country (Paillassa 2010; Pointeau et al. pers. obs.). The
intensification of sylvicultural practices, the increase in stand density and the monoclonal culture of
fast growing and more susceptible poplar genotypes may also have promoted P. passerinii outbreaks.
Since the period 1989-1993, a continuous increase of GIR index values has been observed all over the
country, with a northwards expansion of the area of annual mean GIR index above the threshold value
of 45 (Fig. 3a). The first recorded outbreaks in France were located in the south-west, an optimal area
for aphid development at this time when considering both the GIR index values (already higher than
45, Fig. 3a) and the poplar genotypes (93% of P. x euramericana including the most susceptible
genotypes). In the central poplar zone, where aphid outbreaks are more recent, poplar stand
composition is favourable (81% of P. x euramericana genotypes) but GIR index is much lower.
Finally, the absence of damage in northern France, where there are many poplar stands, can be
explained by both a GIR index below the 45 threshold value and a high proportion of

P. x interamericana, P. trichocarpa and P. deltoides, all poplar groups considered resistant to P.
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passerinii (Lapietra and Allegro 1990; Allegro et al. 1996; Sadeghi et al. 2007; Pointeau et al. pers.
obs.).

These results support the hypothesis that the unusually warm worldwide temperatures of the
1990s (EEA 2004) provided an opportunity for latent populations of P. passerinii to reach epidemic
levels. During the 1990s, other unexpected insect outbreaks were also reported for insects previously
at endemic population levels, such as those of the spruce bark beetles Dendroctonus spp. in the North-
American forests (Berg et al. 2006). Berg et al. (2006) suggested that these massive beetle outbreaks
were triggered by temperature directly affecting population size through both better overwintering
survival and greater maturation rate. Accelerated development rates related to increasing temperature
can also allow polyvoltine species to produce additional generations leading to unprecedented
outbreaks (Ayres and Lombardero 2000; Lange et al. 2006; Jonsson et al. 2009). It could, therefore, be
considered that the temperature increase of the 1990s affected both voltinism and the reproductive rate
of each generation of P. passerinii, especially as aphids are non-diapausing and fast-growing
organisms with a low temperature developmental threshold (Harrington et al. 1995). However, the
hypothesis of a major direct role of climate warming on insect population dynamics must be
considered with caution. Climate could be also indirectly involved in outbreak occurrence and
expansion by affecting host tree physiology and resistance. For example, global change experiments
have already shown how plant chemical compounds such as secondary metabolites usually involved in
defences against phytophagous insects, can be affected by variations in temperature, CO,, O; and UV
light (see review in Bidart-Bouzat and Imeh-Nathaniel 2008). Moreover, in population dynamics of
phytophagous insects, other biotic and abiotic factors can also be involved (Ayres and Lombardero
2000; Bale et al. 2002; Netherer and Schopf 2010; Robinet and Roques 2010).

As combining GIR model projection and poplar stand data gives a reliable prediction of current
outbreak distribution (Fig. 1 and Fig. 3), the projection of climate warming scenarios in combination
with poplar stand data may help to indicate possible future outbreaks, even though it is difficult to
guantify them. Hence, in a climatic change perspective, this model predicts that aphid populations
could increase in all parts of France. An increase of 1°C in mean temperature would raise the GIR
index to the threshold value of 45 in the entire northern poplar zone (Fig. 4), and current values of GIR
index in the south-west would be reached in the central and northern parts of the country for a
warming of 3°C and 4°C respectively. Nonetheless, because the genotypic composition of poplar
stands in the northern zone is dominated by resistant forms (P. x interamericana hybrids, P.
trichocarpa and P. deltoides: Lapietra and Allegro 1990; Allegro et al. 1996; Sadeghi et al. 2007;
Pointeau et al. pers. obs.), P. passerinii population levels would probably remain low.

These predictions must, however, be treated with caution. (1) Although the overestimation of
the number of generations is certainly negligible in the past and current GIR model projections

because the daily mean temperature rarely exceeds 30°C in France, it may affect results related to the
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climate warming scenarios. (2) Climate warming simulations implied that the geographical
distribution of poplar stands will remain stable in the future, but major changes in bio-geographic
areas are expected for short rotation forestry (Loustau et al. 2005). However, because poplar stands
already occupy the well drained humid land in France required for poplar cultivation (Fig. 1a), change
in the general geographical distribution of poplar stands in relation to climate warming are unlikely in
France. (3) The model did not consider the possible harmful effects of an increase in CO, atmospheric
concentration. Previous studies on aphid responses to climate change have suggested that both
increased temperature and CO, concentration can influence the population growth rate through a
negative effect on plant nutritional quality (i.e. variation in sap amino acid concentration) (Bezemer et
al. 1998, 1999; Newman 2003; Newman et al. 2003; Hullé et al. 2010). However, this would affect sap
feeding aphids rather than P. passerinii which feed on cortex (Arzone and Vidano 1984, Pointeau et
al. pers. obs.). (4) It was assumed that there was no limitation on the aphid population growth rate, in
particular from natural enemies and competitors. However, the GIR model, combined with poplar
stand data, successfully predicted the current range of P. passerinii damage, suggesting that these
regulating factors do not currently play a major role in the population dynamics of this insect, but their
role in future climate warming conditions may change (5) The carrying capacity was not considered
but the large areas of monoclonal poplar plantations are probably not a limiting factor for P. passerinii
population growth. (6) Finally, this laboratory study used one single aphid clone. The various
populations distributed throughout France may have different biological performances and
aggressiveness in relation to their local habitat conditions. Genetic analyses combined with a
biological study of these populations would help to determine whether outbreak emergence and
expansion are due to one or several clones. The genetic identification of the clone used in this study
and the knowledge of its distribution in France will make it possible to assess whether the GIR model
produces overestimates or underestimates.

This study produced three main results. 1. The approach combining physiology, population
dynamics and host tree data provided reliable prediction of past outbreaks and the current outbreak
range of P. passerinii. The study underlines that the current outbreak range of the aphid is mainly
driven by temperature, in combination with the distribution of poplar stands, while past outbreak
history could be explained by the recent climate warming occurring since the 1990s in combination
with the genotypic composition of poplar stands. The demonstration of a threshold risk for outbreak
triggering (threshold GIR index value above 45), makes the GIR model a useful tool for assessing the
risks incurred by poplar stands at local scale, thus providing a starting point for the implementation of
an effective forest management program to deal with the pest. Because the composition of poplar
stands plays a role in curbing the increase of aphid populations, forest management should be driven
towards more diversified poplar stands. 2. The model can easily be used with existing data and

constitutes a basic structure that can be adapted to more complex aphid life cycles, for example those
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alternating sexual and parthenogenetic stages affected by temperature in different ways. 3, Additional
information is provided on the little known population dynamics of P. passerinii, a major emergent
poplar pest and the only species in the sub-family Phloeomyzinae (Arzone and Vidano 1984).

In a broad ecological perspective, aphids may be key agents of forest disturbance because they
are very sensitive organisms, likely to respond quickly to climate warming. As in the case of the
woolly poplar aphid, other tree-dwelling species that are not current forest pests can be expected to

become serious pests in the future.
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Appendix 1 Characteristics of the French departments used in the model evaluation (Fig. 2b).

Year of first No. of

outbreak report department Name of department Mean Ln GIR value Maximum Ln GIR value
1996 65 Hautes-Pyrénées 53.3 59.0
1996 82 Tarn-et-Garonne 57.3 60.0
1998 37 Indre-et-Loire 48.9 50.9
1999 32 Gers 62.7 65.0
1999 40 Landes 65.4 68.8
1999 47 Lot-et-Garonne 62.6 65.0
2001 24 Dordogne 57.7 68.7
2003 21 Cote-d'Or 46.4 534
2003 33 Gironde 66.1 67.8
2003 53 Mayenne 50.2 53.9
2003 71 Sadne-et-Loire 50.9 55.1
2004 31 Haute-Garonne 57.9 61.3
2005 49 Maine-et-Loire 53.4 55.0
2006 1 Ain 54.5 59.4
2006 18 Cher 53.2 55.4
2006 45 Loiret 52.0 53.4
2006 86 Vienne 56.7 58.1
2007 10 Aube 46.0 48.4
2007 36 Indre 52.0 54.9
2007 39 Jura 451 51.2
2007 41 Loir-et-Cher 50.6 52.9
2007 42 Loire 46.1 51.0
2007 46 Lot 57.0 63.0
2007 79 Deux-sevres 54.6 59.6
2007 89 Yonne 46.6 49.8
2008 72 Sarthe 46.3 49.5
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3. ETUDE GENETIQUE DES POPULATIONS DE P. PASSERINII

Comme nous 1’avons indiqué en premiére partie de ce chapitre, les modifications climatiques
récentes et les pratiques sylvicoles ont joué un réle important dans 1’émergence et I’expansion du
probléme de puceron lanigére en France. Bien que ces résultats suggerent I’implication de populations
latentes favorisées par les modifications environnementales, ils ne nous donnaient pas d’indications
sur I’origine des populations impliquées ni sur I’étendue des relations entre les différents foyers
d’infestations, d’autant plus que la capacité de dispersion du puceron lanigére n’est pas connue. Un
certain niveau d’isolement des populations issues des différentes régions populicoles conduirait & une
différenciation génétique des populations de pucerons, tandis que des échanges entre foyers
d’infestation dus a la dispersion naturelle ou anthropique du puceron conduiraient & une faible
structure des populations. Dans un contexte de réchauffement climatique, on peut méme faire
I’hypothese que les populations des régions plus au nord (Bourgogne, Centre, Pays de la Loire...)
seraient issues de la colonisation et de I’installation de populations (ou de clones particuliers) du Sud-
Ouest, une des premiéres régions infestées. Une étude génétique était donc nécessaire pour inférer
I’histoire évolutive des populations du puceron lanigére, identifier leur origine géographique et
identifier les populations impliquées dans I’émergence et 1’expansion des pullulations. Dans le cadre
de cette thése, il s’agissait d’une part de connaitre 1’étendue de la diversité génétique des populations
de P. passerinii a I’échelle de la France, puis de mesurer le niveau de différentiation génétique des
populations, notamment entre les régions populicoles. D’autre part, il semblait aussi important de
connaitre les liens génétiques entre les populations frangaises et certaines populations italiennes et
espagnoles ; pays limitrophes du sud de la France dans lesquels les dates d’infestations sont
antérieures (Della Beffa 1936 ; Aparisi 1971). Ces informations nous seront utiles pour le

développement d’une stratégie de gestion efficace du ravageur.

Pour réaliser notre étude de génétique des populations, nous avons entamé, au début de la thése
en octobre 2007, une campagne d’échantillonnage en collaboration avec le Département Santé des
Foréts (DSF), I’Office National des Foréts (ONF), le Centre Régional de la Propriété Forestiere
(CRPF) et I’Institut pour le Développement Forestier (IDF). Les correspondants observateurs du DSF
étaient chargés de récolter, sur un des arbres présents dans des parcelles suivies régulierement, des
morceaux d’écorce présentant des pucerons. Un collaborateur italien, Giani Allegro, et un espagnol,
Nicolas Pérez Hidalgo, nous ont permis de disposer également d’échantillons de leurs pays respectifs.
Les récoltes étaient faites a hauteur d’homme, ou parfois au niveau du sol sur les racines superficielles
ou la base du tronc, sur divers génotypes de peuplier, mais la majorité était I’euraméricain ‘1214’
puisque c’est le principal génotype attaqué (cf. Tableau 1 de I’article 6). Cette campagne

d’échantillonnage nous a permis d’obtenir des individus issus de 35 localités qui sont incluses dans les
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analyses de ce chapitre (Fig. V.1, cf. Tableau 1 de I’article 6 pour les informations relatives a chaque
localité). L’échantillonnage est toujours en cours et les nouvelles localités permettront de compléter

I’analyse de structure génétique.

A T’heure actuelle, les avancées considérables dans le domaine de la biologie moléculaire,
permettent de disposer de nombreux marqueurs (Loxdale & Lushai 1998). La premiere étape de mon

travail a donc consisté a sélectionner et mettre au point les marqueurs génétiques intéressants pour

notre étude.
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Fig. IV.1 Distribution géographique des 35 localités échantillonnées d’ou proviennent les individus utilisés dans
les analyses de génétique de P. passerinii de ce chapitre de thése, cf. tableau 1 de I’article 6 pour les

informations relatives a chaque localité.
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3.1. Choix des marqueurs génétiques moléculaires

Un marqueur génétique est un caractére mesurable qui permet de révéler un polymorphisme. Le
niveau de polymorphisme permet de détecter avec une précision plus ou moins fine des variations
génétiques, d’estimer leurs fréquences et de suivre leur évolution pour comprendre les liens génétiques

entre populations.

Les avancées technologiques des vingt derniéres années permettent de disposer a 1’heure
actuelle de nombreux marqueurs génétiques moléculaires, c'est-a-dire mesurable au niveau de I’ADN
(Loxdale & Lushai 1998 ; Sunnucks 2000). Chaque marqueur moléculaire présente des avantages et
des inconvénients et le choix des marqueurs a utiliser est une étape cruciale qui dépend de la question
génétique a traiter et du type d’organisme a étudier (organismes a reproduction sexuée ou clonale). Le
niveau de sensibilité d’un marqueur moléculaire est une caractéristique importante a prendre en
considération puisque celui-ci doit étre suffisamment variable pour détecter de la variabilité génétique
mais pas trop variable pour révéler les liens génétiques entre individus ou pour éviter les phénoménes
d’homoplasie® (Hewitt 1996 ; Sunnucks 2000). En effet, les fragments d’ADN utilisés peuvent avoir
des taux d’évolution différents (Navajas 1998), ce qui les rend plus ou moins informatifs.

Certains marqueurs moléculaires correspondent a des fragments d’ADN provenant du génome
d’organites endosymbiotiques tel que le génome des mitochondries. L’ ADN mitochondrial (ADNmt)
est circulaire et possede une organisation simple, c'est-a-dire sans intron dans les séquences codantes.
Il est transmis maternellement (hérédité non mendélienne) sans recombinaison préalable. Cette
hérédité de type maternel permet de suivre séparément le flux génique maternel du flux paternel. Les
génomes mitochondriaux animaux sont typiquement constitués d’une succession de 37 génes qui
codent pour des ARN ribosomaux, des ARN de transfert et des protéines impliquées dans la
respiration (e.g. cytochrome oxydase), la réplication d’ADN, la transcription et la traduction (Fig.
IV.2). Les mitochondries n’ont pas ce systeme de réparation de I’ADN. Par conséquent, le taux de
mutation de I’ADNmt est plus élevé que celui du génome nucléaire. Toutefois, ce taux est variable
selon les régions (Hewitt 2001). En effet, ’ADNmt posséde des zones a taux d’évolution rapide,
tandis que d’autres sont bien conservées, permettant la définition d’amorces universelles qui rendent
possible son utilisation chez de trés nombreuses especes d’insecte (e.g. les genes codant pour la
cytochrome oxydase | et Il, Fig. 1V.2). Chez les pucerons, le polymorphisme de séquence des génes
mitochondriaux est généralement utilisé pour résoudre des questions d’ordre phylogénétique. Les
marqueurs mitochondriaux ont notamment permis d’élucider les relations au sein des tribus

d’Aphididae et de comprendre 1’évolution du changement d’hétes (von Dohlen & Moran 2000), et de

%> Homoplasie : risque d’observer deux alléles identiques résultant d’histoires mutationnelles différentes
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révéler des complexes d’espéces comme au sein de 1’espéce Schizaphis graminum (Rondani) (Shufran
et al. 2000). Les genes mitochondriaux sont de maniére générale peu utilisés pour étudier la structure
génétique et le systeme de reproduction chez les pucerons en raison de leur faible variabilité et de leur
mode d’héritabilité identique chez les lignées sexuées et asexuées (Simon et al. 1995 ; Hales et al.
1997). Néanmoins, leur utilisation au niveau intraspécifique, en tant qu’analyse préliminaire, peut

révéler une certaine variabilité due a 1’existence d’haplotypes différents.

Leuwux

Fig. 1V.2 Représentation schématique de I’ensemble des génes et régions constituant le génome mitochondrial :
12S et16S rRNA, ARN ribosomaux ; ND1 a ND6, sous-unités 1 a 6 de la NADH déshydrogénase ; cytb,
cytochrome b ; COI a COIllI, sous-unités de la cytochrome c oxydase ; ATP6 et ATP8, sous-unités de I’ATP
synthétase ; les ARN de transfert (ARNt) sont indiqués par le code de ’acide aminé correspondant. Les génes

indiqués par un code couleur sont les plus utilisés dans les études de génétique chez les insectes.

Les loci®’ microsatellites (ou STR ‘Short Tandem Reapeats’ ou encore SSR ‘Simple Sequence
Repeats’) sont des régions non codantes du génome nucléaire, et donc peu conservées et trés variables.
Les microsatellites sont trés utilisés comme marqueurs moléculaires de part leur simplicité et leur
grande répétition dans les génomes des eucaryotes ainsi que dans certains procaryotes (Estoup &

Angers 1998 ; Téth et al. 2000). Ce sont des fragments d’ADN composés de motifs simples de 2 a 6

*® Haplotype : variant mitochondrial

2" Locus (loci au pluriel) : emplacement précis d'un géne sur le chromosome qui le porte

-176 -



Chapitre V. Facteurs conditionnant |’émergence et | ’expansion des pullulations

nucléotides répétés en tandem jusqu’a plusieurs dizaines de fois. Les motifs les plus utilisés sont les
di-, les tri- et les tétra-nucléotides. Ils sont caractérisés par un polymorphisme extrémement élevé du
fait de leur taux de mutation important (Estoup & Angers 1998). Il est généralement accepté que le
premier mécanisme d’évolution des microsatellites est un glissement de 1’enzyme polymérase lors de
la réplication de ’ADN (Levinson & Gutman 1987 ; revu par Jarne & Lagoda 1996). Ce
« bégaiement » induit des erreurs se manifestant le plus souvent par un ajout ou une soustraction d’un
motif microsatellite. Ainsi, les alléles, ¢’est-a-dire les différentes formes d’un marqueur microsatellite,
correspondent au nombre de répétitions du motif donné. Le polymorphisme des marqueurs
microsatellites ne réside donc pas dans la séquence proprement dite mais dans le nombre d’unités de
répétition (Fig. IV.3). Afin de déterminer le nombre de répétitions a un locus donné, il faut
spécifiqguement amplifier le microsatellite par réaction en chaine par polymérase (ou PCR ‘Polymerase
Chain Reaction’). Si un microsatellite n’est pas spécifique d’un locus, les régions flanquantes le sont.
Une paire d’amorces spécifiques de ces régions flanquantes amplifiera donc ce seul microsatellite
(Fig. IV.3). Les variations de longueur des fragments amplifiés ne different que de quelques bases. Par
conséquent, la révélation du polymorphisme des microsatellites doit s’effectuer par électrophorése sur
gel trés résolutif ou par détection de fluorescence sur séquenceur automatique. En résumé, le locus
microsatellite se définit par un couple d’amorces PCR qui amplifie une région unique du génome

contenant un motif répété.

Amorce Forward
Individu A~ ... GCTCCAGGCTTAGACACACACACACACACGCACTTTAACGATAC.....
...CGAGGTCCGAATCTGTGTGTGTGTGTGTGCGTGAAATTGCTATG.

Amorce Reverse

Motif dinucléotide (CA) répété 7 fois  (CA),

Amorce Forward
—_—
Individu B~ ... GCTCCAGGCTTAGACACACACACACACACACACACACGCACTTTAACGATAC.....
.....CGAGGTCCGAATCTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGCGTGAAATTGCTATG
—

Amorce Reverse

Motif dinucléotide (CA) répété 11 fois (CA)44

Fig. 1V.3 Exemple représentant la variabilité entre deux individus pour un méme locus microsatellite.

Les marqueurs microsatellites sont généralement neutres, c'est-a-dire non soumis aux pressions
de sélection de ’environnement. Ainsi, quel que soit 1’alléle®® présent au locus marqueur, la valeur
sélective de I’individu est la méme. Ce sont des marqueurs multialléliques a hérédité mendélienne,
utiles pour établir les relations de pedigree entre individus. Ils ont I’avantage d’étre codominants, ce
qui signifie qu’il est possible de révéler les deux copies de chaque locus microsatellite présentes sur

les paires de chromosomes homologues dans les génomes diploides. 1l est donc possible de distinguer

%8 Allele : différentes formes que peut prendre un géne sur les chromosomes homologues.
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les hétérozygotes et de connaitre les génotypes des individus pour plusieurs loci analysés ; ce qui
permet d’inférer les événements de recombinaison et les relations entre génotypes. Compte tenu de ces
caractéristiques, les microsatellites sont des marqueurs de choix pour étudier la structure génétique des
populations d’insectes et estimer les flux de genes (Sunnucks 2000 ; Behura 2006). Appliqués aux
études de génétique des populations de pucerons, ils permettent notamment de tester les hypotheses
sur I’évolution du mode de reproduction des pucerons (Simon et al. 2002 ; Halkett et al. 2005) ou sur
la spécialisation a la plante hote (i.e. formation de race et la place de I’hote dans les phénomeénes de
spéciation) (Sunnucks et al. 1997 ; Simon et al. 2003 ; Miller et al. 2005).

Les microsatellites ont ainsi été choisis dans la présente étude pour analyser la variabilité
génétique ainsi que la structure génétique des populations de P. passerinii. Au commencement de cette
theése, il n’existait pas de marqueurs microsatellites disponibles pour étudier 1’espéce P. passerinii.
Certains loci microsatellites s’avérent utilisables au-dela des limites de I’espéce au sein d’un méme
genre (Haak et al. 2000). Toutefois, P. passerinii est I’'unique espéce décrite du genre Phloeomyzus,
par conséquent nous ne disposions pas non plus de loci microsatellites provenant d’espéces proches.
L étude génétique de P. passerinii a donc commencé par la caractérisation d’un ensemble de loci
microsatellites polymorphes pour ensuite étudier la variabilité et le niveau de différenciation génétique

entre les populations de puceron.

3.2. Caractérisation de loci microsatellites chez P. passerinii

« Présentation de I’article n°5 et principaux résultats

Le développement de marqueurs microsatellites repose sur deux étapes essentielles: (i)

I’isolement et la conception d’amorces spécifiques et (ii) la recherche du polymorphisme.

L’isolement de loci microsatellites passe classiquement par les étapes : d’enrichissement initial
pour créer une banque de fragments courts (= 500 pb) d’ADN génomique, de récupération de I’ADN
enrichi par PCR, de clonage de I’ADN enrichi récupéré et de séquencage des clones positifs. Compte
tenu du caractere chronophage et colteux de cette technique et de son faible rendement, une nouvelle
méthode d’isolement de marqueurs microsatellites haut débit, maintenant disponible sur la plateforme
Genoscreen (Lille, France) a été développée (Malausa et al. 2011). Cette méthode d’isolement est
basée sur la création d’une banque enrichie en motifs microsatellitaires en utilisant des sondes
microsatellites multiplexées et I’utilisation d’une technologie de séquencage haut débit nouvelle
génération sur la plateforme de pyroséquencage 454 GS-FLX Titanium. Le logiciel iQDD (Meglécz

2010) permet ensuite de trier la grande quantité de séquences obtenues, de détecter les microsatellites
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et enfin de concevoir les amorces. Compte tenu de la fiabilité et du fort rendement de cette procédure,
méme pour des espéces qui posaient probléme avec les méthodes traditionnelles, un projet national
d’isolement de marqueurs microsatellites de haute qualité pour une large gamme d’organismes non-
modeles a été développé des 2009. Ce projet ‘AIP BioRessources EcoMicro’ a regroupé 33
laboratoires [INRA, CNRS, USDA, Université de Montpellier 2, Université de Provence, Université
de Toulouse, Université d’Orléans, Université Libre de Bruxelles, Université catholique de Louvain et
Muséum d’Histoire Naturelle] et concerne environ 70 espéces d’origines taxonomiques variées dont P.
passerinii. L’isolement des microsatellites chez P. passerinii a donc été réalisé a la plateforme
Genoscreen de Lille sur un pool de femelles parthénogénétiques issues de six localités en Europe
(France, Italie et Espagne). L’utilisation de cette technique a haut débit a permis d’isoler 619
marqueurs microsatellites chez P. passerinii, dont 462 motifs parfaits (i.e. constitués d’un seul motif
répété a I’identique, cf. Fig. IV.3) et 157 motifs composés (i.e. constitués de plusieurs motifs répétés et
imbriqués, e.g. (CA)s(GA)s).

La recherche du polymorphisme a été réalisee au LBLGC uniquement sur les motifs
microsatellites parfaits comme conseillé par Meglécz et al. (2010). Compte tenu du nombre important
de loci, nous nous sommes basés sur un ensemble de critéres pour sélectionner un nombre raisonnable
de loci microsatellites a tester. Notons que notre choix s’est porté sur les motifs di- et tri-nucléotides
comportant plus de six répétitions. Des détails supplémentaires sont apportés dans le paragraphe
matériels et méthodes de I’article n°5. Nous avons ainsi sélectionné un total de 44 loci microsatellites
dont 35 dinucléotides et neuf trinucléotides. Les fragments d’ADN contenant les microsatellites ont
ensuite été amplifiés par PCR. De nombreuses expériences préliminaires effectuées avec des amorces
non modifiées par fluorescence ont d’abord consisté a optimiser les conditions PCR pour chacun des
loci. Une premiere évaluation du polymorphisme a été réalisée en faisant migrer les produits PCR de
35 individus provenant de localités différentes (27 localités francaises, 6 localités espagnoles et 2
localités italiennes) (Fig. 1V.1) dans un gel de polyacrylamide 8 % [1.25 ml acrylamide, 12.5 pl
TEMED, 50 pl persulfate d’ammonium 10 %, 1 ml TBE 5x, 4 ml H,0mq] plongé dans un tampon
TBE 1x permettant la séparation des différents alléles. Aprés migration, les gels étaient plongés dans
un bain de bromure d’éthydium (BET) puis visualisés sur une table UV équipée d’une caméra. La
taille des fragments amplifiés était controlée a 1’aide d’un marqueur de taille O'RangeRuler™ 20 bp
DNA (Fermentas) (Fig. 1V.4). Le but de ces expériences préliminaires était d’éviter de faire
synthétiser directement une modification par fluorescence sur I’amorce forward de chacun des 44
couples d’amorces, ce qui aurait été relativement colteux. Ces expériences ont permis de mettre en
évidence 12 loci microsatellites d’intéréts [Pp4, Ppl4, Pp20, Pp21, Pp22, Pp23, Pp24, Pp25, Pp26,

Pp27, Pp28, Pp29]. Les amorces forward de chacun de ces 12 loci ont été synthétisées avec une
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modification par fluorescence en position 5° de I’amorce 6-FAM (bleu), VIC (vert), NED (jaune) ou
PET (rouge) (Applied Biosystems).

Fig. IV.4 Migration pour un
méme locus microsatellite de 13
individus sur gel de
polyacrylamide. MT : marqueur

de taille, T- : témoin négatif.

Les 12 loci microsatellites d’intéréts (i.e. 10 avec motifs dinucléotides et 2 avec motifs
trinucléotides) ont été testés pour les 35 individus avec les amorces fluorescentes de maniere a
déterminer finement la taille des alléles et nous donner une idée de la variabilité de ces marqueurs
pour nos futures études de structure génétique des populations en France. Les PCRs ont été réalisées
de maniére indépendante en utilisant a chaque fois 20 % d’amorces forward marquées par
fluorescence. Les produits d’amplification étaient déposés sur microplaque en multiplexage [i.e., 4
produits PCR de fluorescence différente dans un méme puits contenant également 9.6 pl de formamide
et 0.4 pl de marqueurs de taille standard GenScan™-500L1Z® (Applied Biosystems)] pour é&tre
détectés sur séquenceur automatique ABI 3100. La taille des alleles a été déterminée a I’aide du

logiciel Peak Scanner™ v1.0 (Applied Biosystems) (Fig. IV.5).
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Fig. IV.5 Exemple d’analyse des pics de fluorescence a I’aide du logiciel PeakScanner ™ v1.0 pour un individu a

109.2

quatre loci microsatellites différents. Chaque locus voit ses alleles représentés par des pics de fluorescence d’une
couleur donnée. L’individu analysé est donc homozygote aux loci Pp23 et Pp24 et hétérozygote aux loci Pp21 et
Pp22.

Le nombre d’alléles par locus variait de 2 a 10 alleles avec des gammes de taille variables

selon les loci (Fig. 1V.6) et I’hétérozygotie observée variait de 0,080 a 0,680. Sur les 35 individus
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analysés, 25 génotypes multilocus (MultiLocus Genotypes ou MLGs) ont été identifiés, soulignant

I’importance de la diversité génétique chez cette espece. Ainsi la caractérisation de ces marqueurs a

permis d’obtenir un outil puissant pour étudier la structure génétique des populations chez P.

passerinii a 1’échelle de la France.

Pp24 Pp21 Pp23  Pp22
>
85 86 91 105 106 109 119
Pp28 Pp27 Pp25
>
91 9 97 122 128 130
Pp29 Pp14 Pp4 Pp20

74 20 95 100 106 189 201

Fig. IV.6 Représentation schématique des valeurs minimales et maximales des alleéles (en pb) pour chacun des

12 loci microsatellites utilisés. Les 12 loci sont analysés en multiplexage par groupe de quatre loci auxquels sont

associés quatre fluorescences différentes [6-FAM (bleu), VIC (vert), NED (jaune, ici en noir pour une meilleure

lisibilité) ou PET (rouge)].
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Résumé

Cette étude fait un compte rendu des premiers marqueurs microstallites disponibles chez 1’espéce
Phloeomyzus passerinii, seul représentant des Phloeomyzinae (Hemiptera: Aphididae). Ce puceron est
un ravageur émergent dans les peupleraies du sud de I’Europe, d’Afrique du Nord et du Moyen-
Orient. L’isolement de 462 loci microsatellites a été réalisé en utilisant un protocole d’enrichissement
biotine et un séquencage nouvelle géneération sur la plateforme de pyroséquencage 454GS-FLX
Titanium. Nous avons testé 44 marqueurs microsatellites (35 dinucléotides et 9 trinucléotides) parmi
lesquels 12 loci étaient polymorphes. Le niveau de diversité génétique a été évalué sur 35 individus
parthénogénétiques collectés dans différentes localités de France, d’Espagne et d’Italie ou les
pullulations de ce puceron sont communes. Sur les 35 individus analysés, 25 génotypes multilocus ont
été trouvés. Le nombre d’alléles varie de 2 a 10 par locus et 1’hétérozygotie observée varie de 0.080 a
0.680 en utilisant un individu par génotype multilocus. Ces 12 loci pourraient étre utiles dans le

traitement de questions se rapportant a la structure génétique et la reproduction de P. passerinii.
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Characterization of twelve microsatellite loci in the woolly poplar
aphid, Phloeomyzus passerinii (Hemiptera : Aphididae :

Phloeomyzinae)

Sophie Pointeau, Carine Martin, David De Feraudy, Francois Lieutier & Stéphanie Bankhead-Dronnet

UPRES EA 1207, Laboratoire de Biologie des Ligneux et des Grandes Cultures, Université d’Orléans, Rue de
Chartres, BP 6759, FR-45067 Orléans Cedex, France.

Abstract

This study reports on the first microsatellite markers available for the species Phloeomyzus passerinii,
the only species in the Phloeomyzinae (Hemiptera: Aphididae). This aphid is an emerging pest in
poplar stands through southern Europe, North Africa and the Near East. Isolation of 462 microsatellite
DNA loci was performed using biotin-enrichment protocol and new generation 454GS-FLX Titanium
pyrosequencing. We tested 44 microsatellite markers (thirty-five dinucleotides and nine trinucleotides)
among which 12 loci were polymorphic. The level of genetic diversity was assessed on 35
parthenogenetic individuals collected in different localities from France, Spain and Italy where aphid
outbreaks are common. Out of the 35 individuals analysed, 25 multilocus genotypes were found. The
number of alleles ranged from 2 to 10 per locus and the observed heterozygosities from 0.080 to 0.680
using one individual per multilocus genotype. These 12 loci might be of interest in addressing

guestions dealing with population genetic structure and reproduction of P. passerinii.

Keywords Tree-dwelling aphid - poplar pest - microsatellites - genetic diversity - Phloeomyzus passerinii

Running title  Twelve microsatellite DNA loci characterized in Phloeomyzus passerinii
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Introduction

The woolly poplar aphid, Phloeomyzus passerinii (Signoret) (Hemiptera: Aphididae: Phloeomyzinae)
is a tree-dwelling aphid that feeds in bark crevices of the trunk of Populus spp. Colonies are easy to
pick out thanks to the white wax secreted by aphid individuals. While it is endemic of the Palaearctic
area where levels of populations are usually low with a negligible impact on host trees (Blackman &
Eastop 1994), P. passerinii has become an emerging pest in poplar stands causing important economic
damage to southern Europe, North Africa and the Near East (Arzone & Vidano 1984; Blackman &
Eastop 1994; Sadeghi et al. 2007). First severe outbreaks were recorded in Italy in the 1930s (Della
Beffa 1936), in Spain in the 1940s (Aparisi 1971), and in south-western France in the mid-1990s
(Maugard 1996). Parthenogenetic reproduction ensures many rapid, successive generations that lead to
reduction in tree growth or even massive mortalities in poplar stands (Della Beffa 1936; Arzone &
Vidano 1984). In recent years, severe outbreaks have become more frequent in the already known
infested French departments, but always in poplar stands spared until then. Moreover, numerous
newly-infested departments were also recorded northwards (Baubet and Caroulle 2009). Preliminary
studies suggested that outbreaks of local populations may have been enhanced by host plant
availability and susceptibility as well as by the warming up since the mid-1990s (Pointeau et al 2011,
Pointeau et al in prep.). Nevertheless, it is also likely that the northward populations may come from
southern populations. Thus, a population genetic study will help us to assess these hypotheses.
Likewise, to date the investment in sexual reproduction is not known within this species, of which
only the alatae are sexuales, while it allows genetic intermingling between aphid lineages. To probe
the genetic structure and the genetic contribution of both types of reproduction in P. passerinii, we
need to develop sufficiently polymorphic genetic markers. Compared with other genetic markers
showing little genetic variation, in particular in clonal aphid lineages (Simon et al. 1999),
microsatellite loci have great potential for answering our questions and for providing such a sensitive

tool for P. passerinii.

Materials and methods

Microsatellite loci were isolated at Genoscreen (Lille, France) from one pooled sample of apterous
parthenogenetic individuals from six different European localities, following a protocol based on the
454 GS-FLX Titanium pyrosequencing of microsatellite-enriched DNA library (Malauza et al. 2011).
The enrichment was performed using eight biotin-labelled oligonucleotides [(AG)1, (AC)10, (AAC)g,
(AGG)s, (ACG)s, (AAG)s, (ACAT)s, (ATCT)g]. Screened motifs were chosen on the basis of

microsatellite motif frequencies in 12 insect and vertebrate species for which genomes are published
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(Martin et al. 2010). Primers corresponding to adapters were used to amplify the resulting enriched
DNA. The enrichment and GS-FLX 454 Titanium were performed by Genoscreen (Lille, France). The
open access program iQDD was used to sort and select the resulting sequences (Meglécz et al. 2010).
A total of 462 sequences of at least 80 bp contained only perfect microsatellite motifs with a minimum
of four repeats displaying flanking regions without tamdem-repetitions.

A set of 44 loci was selected according to the following criteria: (i) di-and tri-nucleotide
targeted motifs (ii) more than six repeats, (iii) annealing temperatures between 50 and 60 and, (iv)
sizes of amplification products between 80 and 300 bp. For the 35 dinucleotides and 9 trinucleotides
retained, polymorphism was assessed in separate polymerase chain reactions (PCRs) on 35 individuals
collected in different localities through France (27 localities), Spain (6 localities) and Italy (2
localities). Genomic DNA was extracted from single apterous parthenogenetic individuals using the
GenElute™ Mammalian Genomic DNA Kit (Sigma) and was eluted in 100 pl of the elution buffer
provided in the kit. Amplifications were carried out using the GoTaq® Flexi DNA Polymerase package
(Promega). The total reaction volume was 10 pl containing: 1pl of genomic DNA (= 10 ng), 0.4 uM
each primer, 200 uM each dNTP, 2 pl of 5x Mg"™ free Green GoTaq® Flexi buffer, 0.6 U of Taq
DNA. MgCI, concentrations were optimized for each microsatellite locus (Table 1). PCR were
performed using a MJ Research PTC-100 Thermal Cycler with the following cycling conditions: one
denaturation step at 94 °C for 2 min followed by 30 cycles with denaturation step at 94 °C for 20 s, 20
s at the optimised locus-specific annealing temperature (Table 1) and an elongation step at 72 °C for
30 s; then a final elongation step at 72 °C for 5 min. Out of the 44 loci tested, 35 showed clean
amplifications (i.e. single bands without smears or additional bands) and 12 showed variability on an 8
% thin polyacrylamide electrophoresis gel stained with ethidium bromide. For the 12 loci showing
variability, forward primer was 5’ end-labelled with a fluorescent dye, either 6-FAM, VIC, NED or
PET (Applied Biosystems). Twenty percent of 5’end-labelled primer was used to perform the PCRs on
the 35 aphid individuals. The amplified products were detected on an ABI-3100 automatic sequencer
using GenScan'™-500L1Z® Size Standard (Applied Biosystems). Sizes of alleles were estimated using

the Peak Scanner™ Software v1.0 (Applied Biosystems).

Results and discussion

All the 35 individuals were successfully amplified at the 12 polymorphic loci. Two to 10 alleles were
found per locus and the frequency of the most common ones, calculated with Genetix v4.05.2, varied
from 0.31 to 0.94. As it has been observed in other aphids, the microsatellite loci exhibited a high
sensitivity because they allow detecting a high number of multilocus genotypes (MLGSs) (Sunnucks et
al. 1997; Simon et al. 2001). Indeed, 25 different MLGs were found among the 35 parthenogenetic
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individuals analysed. Since the two most common genotypes were represented six and five times in
the sample, while the remaining genotypes were present no more than two times, this may affect
standard population genetic analyses by the inclusion of these clonal copies of MLGs (Sunnucks et al.
1997). Therefore, analyses were carried out using all individuals, as well as including one individual
per MLG. When all 35 individuals were considered, observed (Ho) and expected (Hg) heterozygosities
ranged from 0.114 to 0.771 and from 0.109 to 0.788 respectively (data not shown). In one individual-
per-genotype data, Ho ranged from 0.080 to 0.680 and Hg from 0.150 to 0.801 (Table 1). No loci
showed evidence for null alleles using Micro-checker v2.2.3 (van Oosterhout et al. 2004). Finally,
when all individual aphids were analyzed, there were no significant linkage disequilibria for forty-one
tests out of sixty-six after applying Bonferroni correction to account for multiple comparisons, as
tested in GENEPOP software (Raymond & Rousset 1995). Nevertheless, when LD was investigated in
one individual per MLG, no linkage disequilibria was recorded. The sequence of the twelve
microsatellite loci have been deposited in Genbank (see Table 1 for their accession numbers). This set
of polymorphic markers should be useful to analyse population genetic structure and to infer the

relative importance of asexual vs sexual reproduction in P. passerinii.
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Table 1 Primer sequences and polymorphism for 12 microsatellite DNA loci isolated from Phloeomyzus passerinii. Each locus was successfully genotyped for 35
parthenogenetic individuals from France, Italy and Spain. [5’Dye: fluorescent forward end-labelled primers; T,: annealing temperature; MgCl, concentration; Na:

number of alleles; frequency of the most common allele, observed (Ho) and expected (Hg) heterozygosities were calculated using one individual per multilocus

genotype].

Frequency of

Locus Motif S|z<(abr|§1)nge 5>dye  Primer sequences (5'-3) (;ré) [MH?I\CAIZ] ,Sce:eigirz)l:w Na the most Ho Nei |(-|1E978)
common allele

Pp4 (AC)13 95-137 VIC F: ATTCTTCCACCAATTCATCG 48 1.2 JN230544 9 0.740 0.320 0.444
R: ATCACTAAACAAAGTAGGTATGTAAGT

Pp14  (TG), 100-106 6-FAM F: CCGCCTAAATGTATACGTCG 50 15 JN230545 3 0.500 0.600 0.548
R: TACGGCCTATGCGGTTTATT

Pp20 (GTC), 189-201 NED F: CAAGAAACGAACAGCCCAAT 58 15 JN230546 2 0.520 0.400 0.509
R: AACTCATTATGTGGAGGCCG

Pp21  (AC)s 86-106 NED F: CACAACCTTCCGGCTAAAAC 52 1.0 JN230547 10 0.420 0.680 0.776
R: CGTGCTGTTTACGTCGTGTT

Pp22  (GA)i;3 105-137 6-FAM F: CCTCGGATTACGGTATAGCAA 53 15 JN230548 9 0.320 0.640 0.801
R: CGGGTAGTTTCGGTTTTAGTTTT

Pp23 (AC)wu 109-119 PET F: TGGCCTTTGAACCAATACAA 56 1.0 JN230549 3 0.460 0.560 0.610
R: GGTGGTTAAGGTGAGGACGTT

Pp24 (TC)y 85-91 VIC F: GTCGTCCAGCAACACATACG 62 15 JN230550 4 0.680 0.440 0.504
R: TTTTAGGGTCGGAAGACGAG

Pp25 (AC)i3 122-130 VIC F: TTCGTGACGTTATCCGTTCA 46 15 JN230551 5 0.460 0.680 0.705
R: GGCGGAAACGTTTTCTTGTA

Pp26 (TG)1, 138-150 6-FAM F: GACGAATCGCACGTTGTTT 56 0.8 JN230552 2 0.920 0.080 0.150
R: GCAGAAAACGACATTGCTCA

Pp27  (AC); 96-128 PET F: GCCGTTCGATAATACACGGT 63 1.0 JN230553 6 0.700 0.480 0.493
R: ATCGAGAACGGTCCCTACCT

Pp28 (CA); 91-97 NED F: TGTAGTCATGTGGGACTGCC 63 1.2 JN230554 3 0.640 0.560 0.523
R: TTTATACCTGTGTGTGCGTGC

Pp29  (GACQC), 74-80 PET F: TGAAACGCGACGATTACTTG 60 15 JN230555 2 0.920 0.160 0.150
R: ATGTGTGCGCACTTGTTGTT
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3.3. Structure génétique des populations de P. passerinii

« Présentation de I’article n°6 en préparation et résultats préliminaires

L’étude de la distribution géographique de la variabilité génétique (ou structure géographique)
des populations d’insectes phytophages permet de proposer divers scénarios de leur histoire évolutive
pour mieux comprendre leur origine géographique et les processus conditionnant leur évolution. La
structure géographique des populations d’insectes résulte de I’interaction entre les processus
génétiques et démographiques, ces derniers étant directement influencés par les facteurs écologiques
tels que le climat, 1’arbre hote et la capacité¢ de dispersion de 1’espéce (Roderick 1996 ; Peterson &
Denno 1998a,b). Chez les pucerons, la distribution géographique de la diversité génétique résulte
également d’un troisiéme niveau d’interaction lié¢ a la plasticité de leur mode de reproduction (cf. §
3.3.2 de I’introduction) (Simon et al. 1999 ; Llewellyn et al. 2003). En identifiant les génotypes des
individus et en analysant leur distribution spatiale, il est possible de mettre en évidence les forces
évolutives fagonnant la composition génétique des populations. La comparaison des changements de
fréquences géniques et génotypiques entre populations permet notamment d’estimer les flux de génes
qui, selon leur importance, peuvent limiter ou au contraire favoriser les différenciations génétiques
entre populations (Slatkin 1987 ; Roderick 1996). Ces informations permettent notamment de
comprendre les liens génétiques entre populations et d’inférer les relations entre les patrons de
variation génétique et le comportement migratoire du puceron ou la dispersion d’origine anthropique
du puceron. Cela permet de résoudre certains aspects de la biologie et de 1’écologie des pucerons mais
également de mettre en évidence et de comprendre les processus a 1’origine de 1’émergence et de
I’expansion géographique des espéces ravageuses (Sunnucks et al. 1997 ; Simon et al. 1999 ; Haack et
al. 2000 ; Llewellyn et al. 2003 ; Miller et al. 2005 ; Margaritopoulos et al. 2009).

Les objectifs de cette étude sont de réaliser une analyse de la diversité génétique sur un
ensemble d’individus échantillonnés dans 35 localités en France, en Italie et en Espagne (cf. carte Fig.
IV.1), puis de tester si le niveau de différenciation génétique entre les populations étudiées peut
refléter une certaine partition entre grandes régions populicoles et/ou une connexion entre foyers
d’infestation liée a la dispersion de certains génotypes. L’étude de structure génétique a été réalisée en
en considérant plusieurs échelles : (1) une échelle globale en considérant toutes les localités issues des
trois pays, (2) une échelle inter-régionale en regroupant les 27 localités francaises selon les trois
grandes régions populicoles francaises (Sud-Ouest, Centre-Ouest et Est) et (3) une échelle intra-

localité qui vise a analyser le niveau de diversité génétique a I’échelle d’un arbre.

La structure génétiqgue de P. passerinii a été évaluée en combinant trois marqueurs

mitochondriaux (COl, COIll et Cytb) et les 12 marqueurs microsatellites caractérisés dans ’article n°5.
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Les trois fragments mitochondriaux ont été séquencés chez 1 individu par localité, soit 35 individus.
L’utilisation de ces marqueurs permettait au préalable de vérifier le statut taxonomique des
populations francaises, italiennes et espagnoles de P. passerinii incluses dans notre étude de génétique
des populations, puisqu’ils sont aussi communément utilisés pour retracer les liens phylogénétiques au
sein des genres d’Aphididae (Cceur d’Acier 2006, 2007). Les marqueurs microsatellites doivent étre
analyses pour 5 individus par localité. Toutefois, les expériences sont toujours en cours, les résultats

présentés concernent donc I’analyse de 2 individus par localité.

Compte tenu du fait que nous ne disposons pas encore de I’ensemble des résultats de cette
étude, la discussion de I’article n’est pas rédigée. En revanche, nous apportons dans cette présentation
d’article une synthése des principaux résultats obtenus a la date de rédaction du manuscrit. L apport de

ces résultats préliminaires pour ce travail de thése sera discuté dans la conclusion générale.

Analyse des genes mitochondriaux

Cette étude a mis en évidence 8 haplotypes, dont 1 haplotype majoritaire et 6 uniques dans
I’analyse combinée des fragments COI, COII et Cytb pour les 35 individus. Les distances génétiques
entre haplotypes sont faibles (< 1 %) indépendamment du fragment considéré et de 1’origine
géographique. La divergence des séquences d’ADNmt entre espéces pour les genes COl, COIl et Cytb
est généralement comprise entre 2 % et 3 % (Fergusson 2002 ; Hebert et al. 2003). Les études réalisées
chez les pucerons montrent une gamme de variation de cet ordre. Par exemple, la divergence des
séquences des genes COI/COIIl qui sépare les espéces d’Uroleucon (Aphididae : Aphidinae) sont
comprises entre 3.6 % et 5.9 % pour un méme sous-genre et entre 5.5 % et 6.8 % pour des espéces
issues de sous-genres distincts. En revanche, les distances génétiques intraspécifiques chez les
pucerons sont généralement inférieures a 2 %. On trouve par exemple pour les espéces du genre
Brachycaudus des taux de divergence génétique intraspécifique pour le géne COI compris entre 0 et
1.5 % selon les espéces (Ceeur d’Acier et al. 2007). Si I’on applique ces valeurs de divergence a nos
données, 1’ensemble des individus échantillonnés (35 individus issus de France, Espagne et Italie)

doivent étre considérés comme appartenant a une seule et méme espéce.

Polymorphisme des loci microsatellites étudiés

Les taux d’hétérozygotie calculés avec les 70 individus (2 individus pour chacune des 35
localités) ou bien avec un seul représentant par génotype multiloci (MLG, c’est-a-dire différentes
combinaisons alléliques sur I’ensemble des loci) sont légerement différents (cf. Tableau 4 de I’article
6). En analysant un seul individu par MLG, le taux d’hétérozygotie observée des loci Ppl4, Pp25,

Pp27 et Pp29 a été augmenté, tandis que pour les autres loci il a été réduit. Globalement, une diversité
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allélique élevée a été mise en évidence dans cette étude avec, pour les loci les plus variables, 6 alléles
pour Pp25 et Pp27, 10 alleles pour Pp21 et Pp22 et 11 alléles pour Pp4. Quand on s’attache a
comparer Pp4, Pp21 et Pp22 pour lesquels 11, 10 et 10 alleles ont été identifiés respectivement, on
serait tenté d’interpréter une variabilité génétique a peu pres équivalente entre ces loci. Or, lorsque
1’on regarde le taux d’hétérozygotie observée avec un seul représentant par MLG, on constate que Pp4
a un taux d’hétérozygotie observée beaucoup plus faible (0.353) que Pp21 (0.677) et Pp22 (0.647). La
fréquence de 1’all¢le le plus commun permet de mieux interpréter le taux d’hétérozygotie obtenu pour
chaque locus microsatellite en fonction du nombre total d’alléles au locus considéré. Pour Pp4, il
existe un alléle plus fréquemment rencontré, ’allele 105 (fréquence égale a 0.700) majoritairement
présent a 1’état homozygote chez I’ensemble des individus (44 individus sur 70). Ceci explique au
final le faible taux d’hétérozygotie de Pp4. En revanche, pour Pp21 et Pp22, bien que les alleles 98 et
105 soit les plus communs, leur fréquence (0.441 et 0.324 respectivement) sont moins élevées. Si ’on
considére 1’ensemble des individus, les deux alleles les plus fréquents de Pp21 et Pp22 ne sont portés
a 1’état homozygote que par 9 individus et 1 individu respectivement. En regardant 1’ensemble des
alléles existant pour Pp21 et Pp22, on dénombre 55 et 57 individus hétérozygotes sur 70 individus, ce
qui explique un taux d’hétérozygotie observée plus élevé pour Pp21 et Pp22 que pour Pp4.

Dans cette étude, I’hétérozygotie observée pour chaque locus avec uniquement un individu par
MLG est comprise entre 0.177 (Pp29 avec 2 alléles) et 0.677 (Pp21 avec 10 alléles). Cette variabilité
génétique semble similaire a celle observée dans des populations francaises de Sitobion avenae
(Simon et al. 1999).

Les trois régions populicoles ont montré une richesse allélique moyenne de 3 alleles par locus.
De plus, leurs taux d’hétérozygotie étaient assez élevés, révélant une variabilité génétique suffisante

pour pouvoir mieux comprendre leur structure génétique.

Diversité génétique a I’échelle globale

Au total, 34 génotypes multiloci (MLGs) ont été détectés pour les 70 individus. 31 MLGs
étaient spécifiques, c’est-a-dire trouvés que dans une seule région a la fois. Les trois MLGs restant
(MLG16, MLG22, MLG29) étaient, quant a eux, partagés par des individus issus d’au moins deux
régions populicoles et méme par des pays différents pour MLG16 (partagé par des individus
espagnols, de I’Est et du Sud-Ouest de la France). Les indices de Shannon-Weaver révélent que les
régions Centre-Ouest et I’Espagne présentent la plus faible diversité clonale. Elle résultait dans les
deux cas d’une représentation importante d’un seul MLG (MLG34 pour le Centre-Ouest et MLG16
pour I’Espagne). Cette prépondérance d’un seul génotype multiloci au sein d’une région pourrait étre

due a I’existence d’une lignée asexuée particulierement efficace.
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Diversité génétique intra-localité

A T’échelle d’une méme localité, lorsque 1’on retrouve sur le méme arbre, le méme MLG chez
deux individus, ces derniers sont alors vraisemblablement des clones. Toutefois, nous avons pu
démontrer qu’il existait une variabilité génétique significative, ne serait-ce qu’en analysant deux
individus par localité, c’est-a-dire ici deux individus issus d’un méme arbre mais avec des MLGs
différents. En effet, sur les 27 localités francaises échantillonnées, 13 avaient une variabilité intra-
arbre pour au moins un des 12 loci analysés. Deux localités espagnoles sur les six analysées, ainsi que
les deux localités italiennes, présentaient aussi une variabilité génétique intra-arbre. Nous pouvons
nous demander si cette variabilité génétique résulte finalement de la reproduction sexuée des ailés que

nous pensions pourtant peu impliqués dans le cycle de vie de P. passerinii sous nos latitudes.

Différenciation génétique entre ‘régions’ populicoles

Le graphique d’ordination de I’analyse factorielle des correspondances (AFC) nous a permis
d’observer une différenciation génétique des individus selon les trois premiers axes de I’AFC (Fig. 3).
Des points correspondant a certaines localités du Centre-Ouest se distinguent du reste des localités en
formant deux groupes distincts, un groupant les individus de la localité Froc et un autre comportant les
individus des localités Ftou, Fthu, Fthi, Friv, Fbri et un individu de la localité Fcri. Les individus de la
localité sicilienne se distinguent également du reste des localités. Les autres localités forment un
groupe, notamment contenant la plupart des individus espagnols, deux du Sud-Ouest (FOrn) et un du
Centre-Ouest (Fche) portant le méme MLG. Toutefois, le dendrogramme NJ (Fig. 4) construit a partir
des distances génétiques basées sur la proportion des alléles partagés entre les 34 MLGs nous a permis
d’observer un regroupement génétique des MLGS en quatre groupes : le groupe | contenant des MLGs
présents en Espagne et dans les trois régions populicoles Francaises, le groupe Il et 111 regroupant des
MLGs spécifiques de I'ltalie et du Centre-Ouest de la France et enfin le groupe IV composé

uniquement de MLGs provenant de France (région Est essentiellement et Centre-Ouest).

A 1’échelle des trois grandes régions populicoles frangaises, il s’est avéré que celles-ci étaient
significativement différenciées génétiquement les unes des autres lorsque 1’ensemble des individus
était considéré, comme 1’a montré le Fsr global s’élevant a 0,112 (intervalle de confiance 0.074 —
0.155 apres bootstrap sur les loci). Une région donnée posséde parfois des alléles uniques a certains
loci, voire méme des MLGs différents, ceci contribuant a accentuer le degré de différence vis-a-vis des
autres régions. Toutefois, cette différenciation génétique diminuait lorsqu’un seul représentant par
MLG était considéré (Fst global = 0.039, I.C. 0.008 — 0.065). Seules les régions Sud-Ouest et Centre-
Ouest ne sont plus significativement différenciées tandis que la région Est restait globalement bien

différenciée des deux autres régions. Concernant les relations entre les localités d’Espagne et celles de
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France, les individus espagnols étaient proches génétiquement de ceux de la région du Sud-Ouest de la
France, ce résultat étant supporté par ’AFC et D’arbre de distance génétique inter-MLGs. Nous
pouvons émettre 1’hypothése qu’il a existé, ou existe encore, des échanges de génes entre les
populations de pucerons du Sud-Ouest de la France et celles d’Espagne. D’ailleurs, le MLG
prédominant espagnol (MLG16) est présent dans des localités francaises du Sud de la France, mais
aussi de la région Centre-Ouest de la France.

Les analyses bayésiennes préliminaires de structure génétique ont montré qu’il existait des
clusters bien différenciés génétiquement entre eux, composés d’individus issus de la méme région
populicole (cluster jaune et rose constitués d’individus de la région Centre-Ouest et marron avec des
individus de I’Est). Néanmoins, cette étude a aussi mis en évidence des clusters constitués d’individus
provenant de régions populicoles différentes, notamment un groupe présentant un mélange d’individus
issus des régions Centre-Ouest et Sud-Ouest (cluster vert), un autre regroupant des individus du
Centre-Ouest et de I’Est (cluster rouge). Enfin deux individus issus d’une méme localité du Centre-
Ouest constituent un cluster a eux-seuls. La présence de groupes cohérents avec la géographie suggére
qu’il existe des flux de génes faibles et donc un certain isolement de ces populations. En revanche,
I’existence de groupes constitués d’individus issus de différentes régions souligne que 1’on ne peut pas
exclure des évenements de dispersion a longue distance, notamment entre la région Centre-Ouest et les

deux autres régions (i.e. Sud-Ouest et Est).

Flux de genes et dispersion de P. passerinii

Globalement, les populations issues des grandes régions populicoles sont bien différenciées
génétiquement. Toutefois, les analyses ont révélé une certaine connexion entre régions populicoles
frangaises ainsi qu’entre régions frangaises et pays limitrophes (Italie et Espagne). On peut alors
s’interroger sur la capacité migratoire des pucerons ailés sexués et des larves apteres produisant une
cire cotonneuse facilement transportable par le vent. De méme, les connexions entre pays pourraient
étre attribuées a des transports liés aux activités humaines. Les arbres abattus et transporté peuvent étre
stockés un certain temps et constitué un réservoir pour la dispersion. L’ensemble de ces résultats
préliminaires devra €tre complété par des analyses portant sur un plus grand nombre d’individus a
I’échelle d’une localité, mais aussi sur des peupleraies échantillonnées dans plusieurs régions selon des

méthodes (par exemple des transects) permettant de mesurer les flux géniques a différentes échelles.
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Introduction

Many studies have inferred the global phylogeny of Aphididae (Hemiptera: Sternorrhyncha) either
with morphology-based or molecular phylogenies (Heie 1987; Wojciechowski 1992; von Dohlen and
Moran 2000; Martinez-Torres et al. 2001). Recent advances in molecular systematic highly support
the grouping of the different subfamilies into three main evolutionary lineages named A + D
(gathering the subfamilies Aphidinae, Calaphidinae, Chaitophorinae, Drepanosiphinae and
Pterocommatinae); P + T (Anoeciinae, Eriosomatinae, Hormaphidinae and Thelaxinae) and L (only
Lachninae) (Ortiz-Rivas et al. 2004; Ortiz-Rivas and Martinez-Torres 2010). However, further studies
are needed to include subfamilies whose phylogenetic relationships are not yet known (Ortiz-Rivas
and Martinez-Torres 2010). The systematic position of the small subfamily Phloeomyzinae
(Aphididae) is not elucidated to date, either because morphological characters are very peculiar (Heie
1987), or because little support was found at higher-tribe levels in phylogeny (von Dohlen and Moran
2000) or because this subfamily was not considered in more recent molecular studies (Ortiz-Rivas et
al. 2004; Ortiz-Rivas and Martinez-Torres 2010). Phloeomyzinae is a specialized tree-dwelling
subfamily characterized by a peculiar combination of morphological and biological characters such as
a parenchyma-feeding life-style, a flat position of wings in repose (only sexual morphs are alate), a
rounded rudimentary cauda and pore-like siphunculi (Heie 1987, Nieto-Nafria and Mier-Durante
1998, Pointeau et al. submitted). The woolly poplar aphid, Phloeomyzus passerinii (Signoret) is the
only described species in the Phloeomyzinae and is native from the Palaearctic zone. Beside an
unclear specific taxonomic position, no study has investigated the genetic variability of P. passerinii
throughout its native range, in spite of possible slight morphological variations and the description of
one sub-species in China (Smith 1974; Zhang and Zhong 1982; Blackman and Eastop 1994).
Consequently, studies are also needed to validate the existence of one species across its native area.
Phloeomyzus passerinii is monoecious on Populus sp., where individuals feed on trunks and
colonies are covered by white woolly wax (Arzone and Vidano 1984). Through its native range,
populations of P. passerinii are present at low levels with a negligible impact on Populus species of
the natural riparian woodlands (Blackman and Eastop 1994; Allegro and Cagelli 1996). However, P.
passerinii has recently become the most significant pest in poplar stands of Southern Europe, North
Africa and the Near-East, where heavy infestations led to tree growth reduction and even massive
mortalities (Arzone and Vidano 1984; Blackman and Eastop 1994; Sadeghi et al. 2007). In southern
Europe, first outbreaks were recorded in Italy in 1934 (Della Beffa 1936), in Spain in the 1940s
(Aparisi 1971) and in South-Western France in the mid-1990s (Maugard 1996). In France, outbreaks
have firstly become more frequent and more severe in the South-Western French administrative

departments, before to be observed northward (Baubet and Caroulle 2009).
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Emergence and expansion of outbreaks of native forest insects may be driven by modifications
in climate conditions, in quality and quantity of host trees, in host range-expansion due to
introductions of new host species, or also by human-mediated dispersion of insects in a new ecosystem
(Bale et al. 2002; Lieutier 2006; DelLucia et al. 2008). The possibility to achieve pest status also
depends on the species life-history traits that condition its sensitivity to environmental changes (Bale
et al. 2002). Aphids are particularly prone to become pests especially in the face of changes in plant
resources and temperature, owing to their clonal reproduction and dispersal modes, their low
developmental temperature threshold and short generation time without diapause (Bale et al. 2002,
2007; Braendle et al. 2006). Their reproductive mode is greatly influenced by temperature variations
and often follows a latitudinal cline with predominance of anholocyclic clones (i.e. reproducing
exclusively asexually) in regions with mildest winter, holocyclic clones (i.e. alternation between
asexual and sexual reproductions) in areas with coldest winter, and intermediate clones (i.e.
investment in both reproductive strategies simultaneously) in regions with fluctuating winter climate
(Dedryver et al. 1998; Simon et al. 1999). Thus, aphids may become pest because temperature changes
affect directly their demographic processes by increasing voltinism and improving winter survival of
anholocyclic populations, as well as by enhancing the selective advantage of anholocyclic vs
holocyclic clones (Blackman 1974; Bale et al. 2002; Hullé et al. 2010). Other factors may also trigger
outbreaks of native forest insect in particular in aphids: the indirect effects of temperature changes on
host tree resistance (Ayres and Lombardero 2000), the intensification of sylvicultural practices such as
the development of monoclonal plantations leading to reduction of tree genetic variability and high
tree densities, the planting of trees in unadapted soils (Day and Leather 1997).

The genotypes of cultivated poplar (Pointeau et al. 2010) and temperature (Pointeau et al.
submitted) play a significant role on P. passerinii’s demography. Both the increase of poplar stand
areas planted with susceptible genotypes and the warming up since the mid-1990s constitute important
modifications of environmental conditions that might have favoured local populations’ outbreaks
(Pointeau et al. submitted). New outbreaks might also result from the rapid spread of southern
populations by individual or human-mediated dispersals. However, no study to date has probed the
genetic structure and the reproductive mode of populations of P. passerinii throughout its outbreak
range, which might allow a better understanding of the emergence processes.

To understand how phytophagous insects become new pest and spread, population genetic
studies are very helpful by elucidating the distribution of their intraspecific genetic variation since the
latter results from genetic processes directly influenced by the life historical and ecological traits such
as dispersal (Roderick 1996; Peterson and Denno 1998a,b). Existence of an important gene flow will
prevent from local genetic differentiation of populations, while the opposite will lead to spatial genetic
subdivision of populations (Slatkin 1987). The heterogeneity of the habitat including host plant

availability and suitability contributes to the level of gene flow (Mopper 1996; Peterson and Denno
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1998a). Moreover, in aphids, plasticity of the reproductive strategies has important consequences on
the genetic composition of populations. Indeed, the characterization of population genetic features of
sexual and asexual lineages (mainly cereal aphids) revealed a high level of heterozygosity and low
multilocus-genotypes (MLGs) diversity in asexual lineages (Sunnucks et al. 1997; Simon et al. 1999;
Balloux et al. 2003).

The present study aims at (1) elucidating the phylogenetic relationship of the subfamily
Phloeomyzinae with the other Aphididae subfamilies analyzed at two nuclear genes by Ortiz-Rivas
and Martinez-Torres (2010) and (2) investigating the population genetic variability and the extent of
its spatial distribution at several scales using three mitochondrial DNA fragments and 12 microsatellite

loci, the latter being recently analyzed in Pointeau et al. (submitted).

Materials and methods

Aphid sampling

For the phylogenetic analysis, we used one individual of P. passerinii sampled from October in 2008.
In the population genetic analyses, sampling took place between spring and autumn, mainly in 2009.
Parthenogenetic apterous females of P. passerinii were collected from 35 localities in three countries
of the Mediterranean basin, where significant outbreaks occurred: (i) twenty-seven localities in France,
(if) six in Spain and (iii) two in Italy. This study considered a locality to be one given poplar tree from
which one or a few pieces of the same trunk bark covered by aphids were taken between soil level and
breast height, and stored in absolute ethanol. Several poplar genotypes belonging to the hybrid
Populus x canadensis Moench were sampled depending on the locality. The sampling sites, poplar
genotype and date of capture are summarized in Table 1. Aphids were stored at -20 °C before analysis.
Thirty-five individuals (one per locality) were first analysed at the three mtDNA fragments to look for
population variability at these markers. Then to go into the population genetic study in greater depth,
individuals from the same 35 localities were analyzed at 12 polymorphic microsatellite loci. We
genotyped two individuals per locality [we are analyzing 3 other individuals per locality to obtain a

total of 5 individuals per locality for the final version of this paper].
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Table 1 Sampling sites with their corresponding code, poplar genotype (all belonging to the hybrid Populus x

canadensis Moench), dates of capture, collector’s name and geographical coordinates. Sampling sites are

grouped by ‘regions’ within France and by countries.

Code Country  Locality Poplar genotype  Date Collected by Latitude  Longitude
Fcab France Cabas-Loumasses 1214 09/2009  J.-C. Costes 43°20'N  0°36'E
*“-'E o 8 Fmer France Merles 1214 06/2009  J. Hiibelé 44°03'N  0°58'E
E § g Forn France Ornezan 1214 09/2009  J.-C. Costes 43°30'N  0°36'E
§ Fpan France St Pantaléon de Larche 1214 11/2009  R. Nanot 45°08'N  1°26'E
? Fver France Verdun sur Garonne 1214 11/2009 J. Hubelé 43°51'N  1°14'E
Fclu France Clux 1214 09/2009  J.-D. Robin 46°57'N  5°11'E
Fcui France Cuiserey 1214 06/2009  J.-L. Edouard 47°22' N 5°20'E
° Feul France Culin 1214 10/2009  B. Boutte 45°31'N  5°15'E
3
E ¢  Fdam France Damerey 1214 07/2009  J.-D. Robin 46°50' N 4°59'E
LEL % Fdio France Diou 1214 10/2009  J. Daffix 46°32'N  3°44'E
P_.E ﬁ Fepe France Epervans 1214 06/2009  J.-D. Robin 46°44'N  4°54'E
- Ffra France Franxault 1214 07/2009  B. Huttinger 47°03'N  5°16'E
Fsas France Sassenay 1214 06/2009  J.-D. Robin 46°49'N  4°55'E
Ftal France Talmay 1214 06/2009  J.-L. Edouard 47°21'N  5°26'E
Fbri France Briollay 1214 06/2009 Y. Bivaud 47°33'N  0°30'0
Fcha France Charost 1214 10/2007  S. Pointeau 46°59'N  2°07'E
Fche France Chery 1214 10/2009  F. Boulanger 47°05'N  2°03'E
Froc France La Roche Clermault Blanc du Poitou  10/2009 Y. Marsaud 47°08'N  0°12'E
% Feri France Crissay sur Manse 1214 09/2009 F. Massé 47°08'N  0°29'E
"E § Fgen France Genouilly 1214 10/2009  F. Boulanger 47°11'N  1°53'E
% ‘_é Fmar France Maray 1214 11/2007  S. Pointeau 47°14'N  1°53'E
E § Fmau France Maulette Triplo 12/2009 F.-X. Saintonge 48°47'N  1°37'E
§ Freb France Reboursin Dorskamp 10/2008  F.-X. Saintonge 47°06' N 1°49'E
Friv France Rivarennes 1214 09/2009 Y. Marsaud 47°15'N  0°21'E
Fthi France Thizay 1214 09/2009 Y. Marsaud 46°53' N 1°54'E
Fthu France  Thuré 1214 06/2009 E. Sinou 46°49'N  0°27'E
Ftou France Tourtenay 1214 09/2009 E. Sinou 47°02'N  0°07'0
Ealc Spain Alcala de Ebro 1214 07/2009  N. Pérez Hidalgo  41°48'N  1°11'0O
" Eboq Spain Boquifieni IMC 07/2009 N. Pérez Hidalgo  41°50'N  1°15'0O
,% % Efun Spain Funes 1214 06/2009  N. Pérez Hidalgo 42°18'N  1°48'0
& & Emil Spain  Milagro 1214 07/2009 N.Pérez Hidalgo 42°14'N  1°45'0
© Evil Spain Villafranca IMC 06/2009 N. Pérez Hidalgo 42°16'N  1°44'0
Evilj Spain Villabre de la Jurisdiccion 1214 07/2009 N. Pérez Hidalgo 43°15'N  6°07'O
> g Icas Italy Casale Monferrato 1214 09/2007  G. Allegro 45°08'N  8°27T'E
& ~ Jeat Italy Catania 1214 10/2009  S.B. Legit 37°30'N  15°05'E
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DNA extraction

Total genomic DNA was extracted from single apterous aphids of the parthenogenetic line using the GenElute™
Mammalian Genomic DNA Kit (Sigma) and was eluted in 100 pl of the elution buffer provided in the kit.

Nuclear and mitochondrial DNA amplification and sequencing

To infer the phylogenetic relationship of the subfamily Phloeomyzinae within the Aphididae, a
phylogenetic study was carried out using two nuclear genes of aphids as described in Ortiz-Rivas and
Martinez-Torres (2010): the gene encoding the long-wavelength opsin (LWO) (Ortiz-Rivas et al.
2004) and the gene for the translation elongation factor 1o (EF1a) (Normark 1999). Amplification by
Polymerase Chain Reaction (PCR) and sequencing of LWO sequences were carried out as previously
described (Ortiz-Rivas et al. 2004). For the amplification of EF1a sequences, the primers EFS175 [5°-
GGAAATGGGAAAAGGCTCCTTCAAGTAYGCY-TGGG-3’] and EF2 [5’-ATGTGAGCAG-
TGTGGCAATCCAA-3’] were used (Normark 1999).

The mitochondrial DNA (mtDNA) analysis aims at clarifying the real taxonomic status of the
aphid populations used, but it also gives a first assessment of the structure of aphid populations. In this
purpose, we amplified by PCR reactions three mtDNA fragments, i.e. cytochrome oxidase | (COI) and
I1 (COIll) and cytochrome b (Cytb), commonly used to resolve intrageneric phylogenetic relationships
in aphids (Coeur d’Acier et al. 2006, 2007). Cytochrome oxidase | (COI) was amplified using DNA-
barcoding PCR primers: LCO1490 [5’-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3" (Folmer et al.
1994)] and HCO2198 [5’-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3> (Folmer et al. 1994)].
Amplification of cytochrome oxidase II (COIl) was performed with primers mt2993+ [5°-
CATTCATATTCAGAATTACC-3’ (Stern 1994)] and A3772 [5°-GAGACCATTACTTGCTTTCAG-
TCATCT-3" (Normark 1996)]. In addition, cytochrome b (Cytb) sequences were produced using the
new primers PhloCbF1 [5-CATTATAAAACTGATATTAATTTAGC-3’] and PhloCbR1 [5°-
GGAATAGATCGTAAAATTGAATATG-3’] designed using the only sequence of P. passerinii we
were able to successfully amplified with primers CP1 [5’-GATGATGAAATTTTGGATC-3’] (Harry
etal. 1998) and CB2 [5’-ATTACACCTCCTAATTTATTAGGAAT-3’ (Jermiin and Crozier 1994)].
All PCR reactions were performed using a MJ Research PTC-100 thermal cycler and the GoTaq®
Flexi DNA Polymerase package (Promega). The DNA fragments were amplified in a 25 pl reaction
volumes containing 1 pl of DNA extraction (= 10 ng), 1 uM each primer, 200 uM each dANTP, 2 mM
MgCl,, 5 pl of 5x Mg** free Green GoTaq® Flexi buffer and 0.6 U of Taq DNA polymerase. Samples
were submitted to 35 cycles of amplification under the following conditions: denaturation step at 95

°C for 30 s, annealing for 1 min at temperature specific to each DNA fragment (COI: 48 °C, COIl: 46
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°C, Cytb and EF1a: 50°C) and extension at 72 °C for 1 min. An initial denaturation step at 95 °C for 2
min and a final extension step of 72 °C for 5 min were added.

All PCR products were purified using the GenElute™ PCR Clean-Up Kit (Sigma) and directly
sequenced on an ABI 3100 automatic sequencer. Sequencing was performed with the corresponding
amplification primers using the BigDye® Terminator version 3.1 Sequencing Kit (Applied
Biosystems) and purified using Sephadex® G50 (Sigma). All sequences were carefully checked ‘by
eye’ before analysis and multiple alignments were performed using Clustal W (Thompson et al. 1994)

as implemented in BioEdit v7.0.9.0 (Hall 1999).

Microsatellite genotyping

Individual aphids were genotyped at 12 microsatellite loci previously isolated in P. passerinii: Pp4,
Ppl4, Pp20, Pp21, Pp22, Pp23, Pp24, Pp25, Pp26, Pp27, Pp28, Pp29 (Pointeau et al. submitted).
Amplifications were carried out in separate PCR reactions using a MJ Research PTC-100 Thermal
Cycler and the GoTaq® Flexi DNA Polymerase package (Promega). The total reaction volume was 10
pl containing: 1pl of genomic DNA (= 10 ng), 0.4 uM each primer, 200 uM each dNTP, 2 ul of 5x
Mg"™ free Green GoTaq® Flexi buffer, 0.6 U of Taq DNA and locus-specific MgCl, concentrations
(Pointeau et al. submitted). Twenty percent of the forward primer was 5’ end-labelled with a
fluorescent dye, either 6-FAM, VIC, NED or PET (Applied Biosystems). PCR were performed with
the following cycling conditions: one denaturation step at 94 °C for 2 min followed by 30 cycles with
denaturation step at 94 °C for 20 s, 20 s at the locus-specific annealing temperature (Pointeau et al.
submitted) and an elongation step at 72 °C for 30 s; then a final elongation step at 72 °C for 5 min.
The amplified products were detected on an ABI-3100 automatic sequencer using GenScan'™-
500LI1Z® Size Standard. Sizes of alleles were estimated using the Peak Scanner™ Software v1.0

(Applied Biosystems).

Phylogenetic analyses

Phylogeny was reconstructed using the aphid species representative of 11 aphid subfamilies (sensu
Remaudieére and Remaudiére 1997) as previously described in Ortiz-Rivas and Martinez-Torres
(2010). Species and genes analysed for each of them are listed in Table 2.

Computer analysis of nuclear genes (i.e. multiple alignments and determination of introns’
positions) was done as described in Ortiz-Rivas and Martinez-Torres (2010). Sequences of nuclear
genes were treated in a combined analysis by concatenating the sequences of the two genes belonging

to the same species (or in some case different species from the same genus). The combined dataset
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included the coding sequences of the two nuclear genes LWO and EFla for a total of 28 species.
Because of saturation of nucleotide substitutions, the third codon positions were removed from the
LWO as mentioned in previous studies (Martinez-Torres et al. 2001; Ortiz-Rivas et al. 2004; Ortiz-
Rivas and Martinez-Torres 2010).

Maximum likelihood (ML) was used to reconstruct phylogenetic relationships from the
combined dataset of the two nuclear genes. ML analysis was performed with PhyML (Guindon and
Gascuel 2003), using the general time-reversible substitution model with a proportion of invariant sites
and a gamma-distributed rate heterogeneity (GTR+I+G), as selected by hierarchical likelihood ratio
tests (LRTs; Huelsenbeck & Rannala 1997) implemented in Modeltest v. 3.7 (Posada & Crandall

1998). Bootstrap was conducted performing 500 replicates.

Table 2 Classification of aphid species (Remaudiere and Remaudiére 1997) used to infer the phylogenetic

position of the subfamily Phloeomyzinae with Genbank accession numbers of DNA fragments analysed.

Subfamily Tribe Species EFla LWO
Anoeciinae Anoecia sp. FM174706d AJ53946319 d
Aphidinae Aphidini Aphis fabae AY219724 -
Aphis spiraecola = FM177115°
Rhopalosiphum padi FM174699¢  FM177114°
Macrosiphini Acyrthosiphon pisum FM174698 d AJ489281°
Megoura viciae FM174696 ¢ AF189714%
Myzus persicae FM174697 ¢ AJ489282°
Chaitophorinae Chaitophorini Chaitophorus leucomelas FM174705° FM177104 °
Peryphillus bulgaricus FM174704 ¢ AJ489285°
Drepanosiphinae Drepanosiphum oregonensis FM174695 d AJ489284°
Eriosomatinae Fordini Aploneura lentisci FM163601 d AJ489289°
Baizongia pistaciae FM163599 ¢ AJ489290°
Forda marginata FM163596 ¢ FM177108°
Geoica utriculata FM163600 ¢ FM177110¢
Paracletus cimiciformis FM163597 ¢ FM177109°
Smynthurodes betae FM163598 ¢ FM177111¢
Pemphigini Pemphigus populi FM163603 ¢ AJ489288°
Thecabius sp. FM163602¢  FM177112°
Hormaphidinae Cerataphidini Cerataphis sp. FM174690 d AJ539465°
Lachninae Eulachnini Cinara tujafilina FM174684 d AJ489294°
Eulachnus rileyi FM174708%  AJ489292°
Lachnini Lachnus roboris FM174686 ¢ AJ489293°
Maculolachnus submacula FM174688 ¢ FM177103°
Pterochloroides pesicae FM174687 ¢ FM177102°
Tuberolachnus salignus FM174685 d FM177113 d
Mindarinae Mindarus abietinus FM174703 d FM177107 d
Phloeomyzinae Phloeomyzus passerinii XXXXX XXXXX
Pterocommatinae Pterocomma pilosum FM174701 d AJ489283°
Thelaxinae Thelaxes suberi FM174702 ¢ AJ489287°

Note: Superscript letters indicate sequence from previous studies (a) Gao et al. (2000), (b) von Dohlen and Teulon (2003), (c)
Ortiz-Rivas et al. (2004), (d) Ortiz-Rivas and Martinez-Torres (2010).
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Population genetic analyses

Mitochondrial analyses. The appropriateness of combining the three mitochondrial genes COI, COIlI
and Cytb into a single analysis was assessed using the partition homogeneity test (Farris et al. 1994),
as implemented in PAUP*. The test was carried out with 1000 replicates MP searches on the randomly
partitioned dataset. Because partition homogeneity test found no conflict between the three mtDNA
fragments (P = 0.677), we used the combined dataset for all further analyses. Uncorrected p-distances
between haplotypes were calculated for each mitochondrial fragment with MEGA v5.0 (Tamura et al.
2011). Such an analysis allowed us to confirm the presence of one species as shown by low inter-
haplotype genetic distances.

Population genetic variability was assessed for each mtDNA fragment by measuring the
nucleotide diversity (w) and haplotypic diversity (Hd) computed using DnaSP v5.0 (Rozas et al. 2009).
The geographical distribution of haplotypes was presented on the sampling map. Then, a statistical
parsimony network based on the combined dataset was computed using TCS v1.21 (Clement et al.
2000), which estimates gene genealogies from DNA sequences following the method described in
Templeton et al. (1992). Cladogram ambiguities were solved using topological and frequency criteria
(Crandall and Templeton 1993; Pfenninger and Posada 2002).

Microsatellite analyses.

Genetic diversity. Because inclusion of multiple copies of the same multilocus genotype (MLG),
generated by clonal amplification due to parthenogenetic reproduction, may impact data interpretation,
analyses were carried out including both all aphids, as well as using only one aphid per MLG
(Sunnucks et al. 1997). Moreover, several scales were considered: (1) a global analysis of the 35
localities from France, Spain and Italy, (2) an analysis per French ‘region’ after the 27 localities had
been grouped into three large poplar-planted ‘regions’ (see Table 2: South-Western, Eastern and
Centre-Western France) and (3) an intra-locality analysis that gives a first assessment of the genetic
variability at a tree-scale (since one locality consisted in one tree from one poplar stand). Although
aphids were sampled on the same poplar genotype in some localities, the effects of poplar genotype
diversity could not be considered because of large unequal sample size among genotypes.

First, standard genetic indices were calculated for the two first scales using GENETIX v4.05.2:
number of alleles per locus (Na), frequency of the most common allele for each locus, observed and
expected heterozygozities (Ho and Hg) under Hardy-Weinberg assumptions (Nei 1978), and the mean
number of alleles per locus in each of the three French “regions”. Because the mean number of alleles
at each locus is affected by sample size, allelic diversity among the three French ‘regions’ of variable
sample sizes was compared using the average of the allelic richness for the 12 loci used as the measure
of the within-region allelic richness calculated with FSTAT v2.9.3.2 (Goudet 1995). Multilocus Fis

values for each region (Weir and Cockerham 1984) were also calculated with Fstat.
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Secondly, the MLG compositions within the three French ‘regions’, Spain and Italy and at the
global scale were determined by two approaches. The genotypic diversity was first assessed using the
following index: k = G/ N, where G is the number of MLGs and N is the sample size. The Shannon-
Weaver diversity index (H) was then calculated to take into account both the number of MLGs and the
evenness in their relative abundance, using the formula: H = -Yipilnp;, where p; is the relative
abundance of each MLG (Shannon and Weaver 1949; Peet 1974; VVanoverbeke and De Meester 1977).
The index was expressed as an e" value that ranged from one (only one clone in the sample) to N (all
MLGs are present in equal frequencies).

Finally, the genetic diversity at the locality scale was determined by identifying the individuals
from the same tree that had different MLGs.

Population structure. In a first step, patterns of genetic differentiation were initially ordinated by
factorial correspondence analysis (FCA) to maximize the correspondence between allele and
individual scores. The GENETIX v4.05.2 software used for FCA also codes the alleles by the
presence/absence of each feature including homozygous state (Belkhir et al. 1996-2001). Secondly, an
unrooted neighbour-joining (NJ) tree of inter-MLG genetic distances was constructed using MEGA
v5.0 (Tamura et al. 2011). Genetic distances were computed, using the Sharedst online program (J.

Brzustowski; available at http://www2.biology.ualberta.ca/jbrzusto/sharedst.php), on the basis of

pairwise shared allele distances between MLGs, defined as one minus half the mean number of shared
alleles per locus. As a third approach, Wright’s fixation indices for ‘within- French region’ deviation
from Hardy-Weinberg equilibrium (Fs), as well as pairwise French ‘region’ differentiation (Fst), were
estimated following Weir & Cockerham (1984) using FSTAT. Deviation from random mating within
populations (F;s) per locus and region was tested based on 1000 randomizations while by permutations
for Fst pairwise values.

Finally, we used a Bayesian method implemented in STRUCTURE v2.3.3 (Pritchard et al.
2000) to determine the most likely number of genetic units underlying our 54 individuals in France
and to assign them to a genetic cluster, without any prior information on the origin of each sampled
aphid. The estimation procedure consists of running trial values of the number of populations K and
then comparing the estimated log probability of data under each K, Ln[Pr(X/K)]. We tried one run for
each 54 values of K. Once we could determine that the expected number of clusters was between K =
2 to 7, we performed ten independent runs from each of these eleven values of K, each run using
100000 iterations after a burn-in period of length 50000, with the admixture model including
uncorrelated allele frequencies. For each value of K, the log-likelihood values were averaged and
standard deviation calculated. The estimated number of clusters (K) was taken to be the value of K
with the highest Ln[Pr(X/K)] (Pritchard et al. 2000) [we plan to improve the determination of the
number of clusters by using the Evanno et al.’s method (2005)].
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Results

Phylogenetic analyses

The unrooted analyses obtained from the combined data set, which included the first and second codon
positions of the LWO and all codon position of the EFla gene for 28 aphid species, showed a
topology congruent with the three main lineages (A +D, E+T and L) previously described in Ortiz-
Rivas and Martinez-Torres (2010) (Fig. 1). Most of the statistical support for the three main lineages
and the subfamilies were very high, except for the subfamilies within the lineage E + T. The
subfamilies Chaitophorinae, Lachninae and Eriosomatinae (with the exclusion of the tribe
Eriosomatini) appeared as monophyletic groups. The subfamily Phloeomyzinae showed a highly
supported relationship with the subfamily Lachninae and was included in the lineage L that was

renamed lineage L + P.

Pterochioroides persicae

Lachnus roboris

i \
L .~ Pterocommatina S 1
4 \ '
A+D . \ '
e P!i.;?;sti!rrr;ma\‘ Tuberolachnus ', L+P
4 Acyrthosiphon pisum \ salignus |
4 ‘ Megoura viciae
’ Aphidinae Myzus persicae,

Cinara tujafilina

Rhopalosiphum padi
Eulachnus rileyi

r s
; Drepanosiphinae —s Drepanosiphum oregonensis

\ 1 Il -
‘\ Chaitophorus leucomelas am————s2e ¢ 28\ = ==—- 777" T T T T T T T s~ -~. T~
~
‘\ Periphyllus bulgaricus . .
“~_ Chaitophorinaé - _ \

Thelaxes
suberi

Cerataphis sp.
Anoecia sp. pAIS Sp

0.02

Anoeciina€ Hormaphidinae utricularia

Aploneura lentisci

Fig.1. Unrooted ML reconstruction obtained from the combined dataset of two nuclear genes (first and second
codon positions of LWO and all codon positions of EF1a). ML Bootstrap values are shown next to nodes only
when higher than 50 %. Dotted ellipses enclose the three main lineages in which the aphid subfamilies analysed

are grouped, named as A + D, E + T and L+P (see text).
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Population genetic analyses

Mitochondrial analyses. We obtained a final alignment of 35 sequences that were 1232 bp long
including 706 bp in COIl, 731 bp in COIIl and 695 bp in Cytb (Table 3). A total of eight haplotypes
named from A to H were identified on the basis of 16 polymorphic sites which 5 were informative
(Fig. 2, Table 3). Sequence divergence (uncorrected p-distance) between the eight haplotypes was
between 0.10 % and 0.50 % using the combined dataset. The pairwise genetic distance (uncorrected p-
distance) between haplotypes indicated values ranging from 0.001 - 0.003 for COIl, while they varied
between 0.001 - 0.007 for COIl and 0.001 - 0.009 for Cyth. Nucleotide diversity (r) was low and
ranged from 0.0005 to 0.0022. Haplotypic diversity (Hd) ranged from 0.332 to 0.495. Haplotype A
was shared by 23 individuals mainly distributed from northern Spain to north-eastern France.
Haplotype G was found in six individuals localized in north-western France. The six remaining
haplotypes were single haplotypes found in one locality only (Fig. 2). The network revealed that
haplotypes A, B, C, D formed a closely related group of haplotype. Haplotype H (Froc, Centre-
western France) diverged from this group by three mutation steps, while it was four and six mutations
steps for haplotype G (six remaining haplotypes of Centre-western France) an F (Fcul) respectively.

Fig.2. Geographic distribution of Phloeomyzus passerinii individuals and their associated haplotypes found in

the combined analysis of COI, COIl and Cytb sequences. (a) Geographic distribution of the individuals collected
in 35 different localities represented with the colour of the different haplotypes for each individual. (b)
Haplotype network of the eight haplotypes found in the analysis. Each line corresponds to a mutational step and

each empty square to a missing intermediate. Haplotype frequencies are represented by the size of the circle.
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Table 3 Characteristics mitochondrial genes. HT: haplotypes, n: nucleotide diversity and Hd: haplotypic diversity.

Genes Size (bp) No. HT m Hd p-distance between HT Genbank accession
COl 706 8 0.0022 0.495 0.001-0.007 XXXXX
coll 731 2 0.0005 0.332 0.001-0.003 XXXXX
Cytb 695 6 0.0010 0.440 0.001-0.009 XXXXX

Microsatellite analyses.

Genetic diversity. Two alleles (at Pp26 and Pp29) to 11 alleles (at Pp4) were found per locus overall
the 70 individuals sampled from 35 localities in France, Spain and ltaly, leading to a total of 34
different multilocus genotypes (MLGs). The frequency of the most common allele varied from 0.307
to 0.936 while observed (Ho) and expected (Hg) heterozygosities ranged from 0.129 to 0.800 and from
0.121 to 0.796 respectively (Table 4, see a). In one individual-per-genotype data, the most common
allele ranged from 0.324 to 0.912, while Ho varied from 0.059 to 0.706, and Hg from 0.163 to 0.803
(Table 4, see b). When French localities were grouped by ‘region’ and only with one representative
per MLG, Centre-Western France showed the highest allelic richness with 3.75 alleles per locus,
followed by the Eastern France with 3 alleles per locus, and finally South-Western France with 2.5
alleles per locus (Table 5). Observed heterozygosities were very close between ‘regions’ and ranged
from 0.403 to 0.486.

Table 4 Characteristics of the 12 polymorphic microsatellite loci in Phloeomyzus passerinii from France, Italy
and Spain. Allelic diversity and heterozygosities were calculated on (a) 70 parthenogenetic individuals and (b)
one representative per each of 34 multilocus genotypes (MLGs). [Na: number of alleles; Ho: observed
heterozygosity; He: expected heterozygosity calculated according to Nei (1978)].

Frequency of the

Locus Na Size range most common Ho He
(bp) allele
(@) (b) (@) (b) @) (b)

Pp4 11 95-137 0.700  0.735 0.357 0.353 0.491 0.454
Pp14 3 100-106 0.557  0.485 0.586 0.588 0.515 0.549
Pp20 2 189-201 0.521  0.500 0.586 0.412 0.503 0.508
Pp21 10 86-106 0.364  0.441 0.800 0.677 0.796 0.761
Pp22 10 105-137 0.307  0.324 0.800 0.647 0.791 0.803
Pp23 3 109-119 0.450  0.456 0.571 0.500 0.632 0.622
Pp24 4 85-91 0.686  0.677 0.457 0.353 0.490 0.504
Pp25 6 106-130 0.557 0471 0.686 0.706 0.613 0.700
Pp26 2 138-150 0.864  0.912 0.214 0.059 0.236 0.163
Pp27 6 96-128 0.743  0.691 0.443 0.529 0.432 0.502
Pp28 3 91-97 0.614  0.603 0.657 0.559 0.547 0.553
Pp29 2 74-80 0936 00912 0.129 0.177 0.121 0.163
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Table 5 Genetic diversity among the three French ‘regions’ (defined in Table 1) calculated using all individuals
as well as with one representative per multilocus genotype (MLG). n: number of individuals; Na: mean number
of alleles per locus; A: mean allelic richness using rarefaction size as indicated between square brackets; Hg and

He: observed and expected heterozygosity (with standard deviation SD); multilocus F s

. He Multilocus
Region n Na A Ho (Nei 1978) Fis
All individuals
South-Western France 10 2.500 2.500[10] 0.533(0.328) 0.433(0.238) -0.249
Eastern France 18 3.000 2.819[10] 0.421(0.290) 0.435(0.248) 0.032
Centre-Western France 26 3.750 3.255[10] 0.481(0.279) 0.484 (0.254) 0.007
One individual per MLG
South-Western France 6 2.500 2.500[6] 0.486(0.296) 0.450 (0.239) -0.090
Eastern France 12 3.000 2.592[6] 0.403(0.286) 0.445 (0.240) 0.098
Centre-Western France 13 3.750 3.130[6] 0.474(0.233) 0.523 (0.243) 0.097

When investigating clonal diversity in the total sample and within ‘regions’, we detected 3
specific MLGs within South-Western France, 12 in Eastern France, 10 in Centre-Western France, 2 in
Spain and 4 in Italy (i.e. 31 specific MLGs for a total of 50 aphids). Three MLGs (MLG16, MLG22
and MLG29 in italic in Table 6) were common among at least two regions. None of these MLGs was
present in all three countries, neither in all three French ‘regions’. The comparison of the Shannon-
Weaver diversity indices among French ‘regions’ revealed that Eastern France had the highest
evenness in the relative abundance of MLGs (e = 11.34 relatively close to 18, the theorical value if
all MLGs had equal frequencies), while it reached e™ = 8.03 in Centre-Western (to be compared with
the value of 26) because eleven aphids shared the MLG34. It was the same cause in Spain (10 aphids
with the MLG16) to explain the low eveness value (e = 1.76).

When investigating genetic diversity at the locality scale, i.e. on a given tree, we counted 13
localities revealing that the two aphids sampled on the same tree had different MLGs (2 trees in South-

Western France, 3 in Eastern France, 4 in Centre-Western France. 2 in Spain and the 2 trees in Italy).
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Table 6 Multilocus genotypes (MLGs) identified from the analysis of 70 P. passerinii individuals collected in
35 localities grouped in three French “regions™, Spain and Italy. N: sample size; G: total number of MLGs in the
sample; k: genotypic diversity; e™: Shannon-weaver diversity index ranging from one (if only MLG is detected)

to N (all MLGs have equal frequencies)

Multilocus genotype South- Eastern Centre-
(MLG) e Western France BRI Spain Italy Total
France France

MLG1
MLG2
MLG3
MLG4
MLG5
MLG6
MLG7
MLG8
MLG9
MLG10
MLG11
MLG12
MLG13
MLG14
MLG15
MLG16
MLG17
MLG18
MLG19
MLG20
MLG21
MLG22
MLG23
MLG24
MLG25
MLG26
MLG27
MLG28
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MLG32
MLG33
MLG34
Specific MLGs
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Population structure.

Factorial correspondence analysis revealed that the two first factorial components (axis-1 and axis-2)
accounted for 26.7% of the total genetic variation. Some localities plotted into areas of the
multivariate space, which were distant from the other localities (Fig. 3): (i) the ten individuals all from
Centre-Western France Ftou, Fthu, Fthi, Friv, Fbri and one individual from Fcri shared the same MLG
and were separated from the rest mainly by the axis-1; (ii) the two aphids from Froc (again Centre-
Western France) up on the positive part of axis 3; (iii) the two individuals from Sicilia (Fcat) on the
negative part of axis-3. Spatial distribution of the other individuals consisted into a large scatter
diagram mainly extended along axis-1. The overlapping of the majority of Spanish individuals and
two individuals from Forn (South-Western France) and one from Fche (Centre-Western) corresponded
to the sharing of the same MLG.
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The unrooted tree based on allele-sharing distances among MLGs showed four groups (I, Il, 111 and
IV, Fig. 4) giving some information on the way the 31 unique and 3 common MLGs were clustered.
First, all MLGs found in Spain (diamond) were grouped together in the Group I, as well as all MLGs
detected in South-Western France (open circle) which three of them (the common ones named
MLG22, MLG16 and MLG29) were also detected in Centre-Western France. While the majority of
MLGs found in Eastern France (filled circle) were most clustered in the same Group IV with only two
MLGs (MLG 26 and MLG 27) associated to Group I, MLGs detected in Centre-Western France (grey
circle) were distributed across the entire tree. We also should notice that MLGs from Italy were

associated to Centre-Western MLGs and divided between clusters Il and I11.

*{ MLGS Centre-western France
MLG12 @

—mLG11 @ @ Eastern France

MLG24 @
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Fig. 4. Neighbour-joining tree based on the shared allele distances between multilocus genotypes (MLGS)

calculated with 12 microsatellite loci. Only one individual per MLG was used.
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There was no evidence for significant Hardy-Weinberg deviation in each of the three analysed
French “regions”, suggesting the absence of a within region substructure. However, between-region
genetic subdivision reached a global Fsrequal to 0.112 and 0.039 using all individuals and one
representative per each 31 MLG respectively, and it was significantly different from zero after
bootstrap process. Furthermore, using all 54 French individuals, all pairwise region differentiation
estimates (pairwise Fsr) ranged from 0.096 to 0.140 with all being significant (P < 0.0167) after
Bonferroni correction for multiple tests, while South-western and Centre-Western France were not

significant anymore when only one representative per MLG was analysed (Table 7).

Table 7 Pairwise Fst between all pairs of French ‘regions’ (containing a total of 27 localities) using all
individuals of Phloeomyzus passerinii (below diagonal) as well as with one representative per multilocus
genotype (MLG) for each region (above diagonal). Significant Fst values are in bold as showed a p-value lower

than 0.0167 (indicative adjusted nominal level (5%) for multiple comparisons).

South- Centre-
Caminne? Eastern

French ‘regions western western
France

France France

One individual per genotype

South-western France - 0.076 0.032
All individuals  Eastern France 0.109 - 0.025
Centre-western France 0.140 0.096 =

In order to infer population structure to multilocus individual genotypes using STRUCTURE,
we obtained posterior probabilities for different assumed numbers of subpopulations K. The likelihood
increased up to K = 7, showing that our data are best explained by a division on 7 clusters (Fig. 5). All
the individuals from South-Western France were grouped into the same ‘green’ cluster that also
included eight individuals from Centre-Western France (2 Fcha, 2 Fmar, 2 Freb, 1 Fche, 1Fgen). The
‘red’ cluster was also an admixture of individuals from Eastern France (2 Fcui, 2Ffra and 2 Ftal) and
from Centre-Western France (one individual from Fcri). However, two of the seven clusters were
entirely composed of individuals from Centre-Western France: the ‘yellow’ cluster and the ‘pink’ one,
which was only represented by the two individuals collected from La Roche-Clermault (Froc with the
MLG33). Another cluster was also consistent with geographic location since aphids came from the
same Eastern region: the ‘brown’ cluster with individuals from Fsas, Fcul, Fdam and Fepe.
Interestingly, some individuals were difficult to be assigned to a particular cluster: two individuals
from Centre-Western France, Fche (n°33 on Fig. 5) and Fgen (n°40), and the two individuals included
in the two ‘blue’ clusters (one aphid from Fdio in Centre-Western and the two other aphids from Fmau

in Centre-Western France).
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Fig. 5 Results from the Bayesian clustering method implemented in STRUCTURE fo 70 individuals of Phloeomyzus passerinii: (a) Mean of likelihood LnP(D) over 10
Structure runs for successive K values (from 1 to 7); (b) Genetic clustering of the 70 individuals, assuming seven population clusters (K = 7). Each individual is

represented by a vertical line, which is partitioned into K coloured segments that represent the individuals’s estimated membership fractions in K clusters.
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Conclusion générale

En s’insérant dans la problématique générale des insectes ravageurs émergents en milieu
forestier, ce travail de these visait a comprendre les processus a I’origine de 1’émergence et de
I’expansion des pullulations et des dégats d’un puceron indigéne, Phloeomyzus passerinii, sur une
essence autochtone, le peuplier. Il s’agissait notamment d’éclaircir la biologie de I’insecte et ses
interactions avec son hote et de déterminer si les pullulations étaient liées a des conditions
environnementales favorisant des populations locales ou a l'expansion vers le nord de populations
méridionales. Ce travail devait aussi apporter les bases du développement de méthodes de prévision
des risques et de prévention des dégats en peupleraies. Nous avons abordé cette problématique en
adoptant une approche pluridisciplinaire. Une premiére approche, centrée sur les interactions entre le
peuplier et P. passerinii, a mis en évidence le mode d’alimentation du puceron, I’impact de la
résistance du peuplier sur les préférences et les performances du puceron. Une seconde approche,
modélisatrice, a évalué le lien entre le réchauffement climatique et les pullulations soudaines et
spectaculaires de P. passerinii tout en considérant 1’arbre héte, et a prédit les risques pour les zones
non infestées. Enfin, une approche génétique a retracé 1’histoire évolutive des populations du puceron
pour déterminer leur origine géographique et les liens entre foyers d’infestations.

Je présenterai d’abord une synthése des résultats, en les resituant en regard des objectifs de
I’étude et en discutant leurs limites. Je présenterai ensuite les perspectives de ce travail, pour remédier

a certaines limites de 1’étude et pour ouvrir de nouvelles pistes de recherches.

SYNTHESE

Les résultats ont répondu aux objectifs que nous nous étions fixés. D'une part, ils ont mis en
évidence un modeéle particulier d’interaction arbre-puceron qui pourrait expliquer ’originalité des
dégats du puceron lanigere du peuplier. D’autre part, ils ont montré que les pullulations spectaculaires
de puceron lanigére pouvaient s’expliquer par une action combinée de deux facteurs
environnementaux, la température et I’arbre hote, sur les performances des populations locales. Bien
que les populations issues des grandes régions populicoles apparaissent globalement bien
différenciées, cette étude révele cependant qu’il ne faut pas négliger une certaine connexion entre
régions résultant d’événements de dispersion sur de longues distances. Enfin, nous pouvons proposer

des bases pour le développement de méthodes de prévision des risques et de prévention des dégats.

«¢ Particularités des interactions peuplier — puceron lanigére

L’étude détaillée du mode d’alimentation ainsi que I’analyse des performances du puceron et de
son comportement alimentaire sur des génotypes de sensibilité variée a conduit a une meilleure

connaissance des interactions peuplier — puceron lanigere. Des informations ont été apportées sur les
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étapes de la colonisation de I'h6te et sur la maniere dont les facteurs de la résistance du peuplier
pouvaient affecter le processus de colonisation.

Nous avons mis en évidence que P. passerinii s’alimentait de maniére continue dans un tissu
non vasculaire : le parenchyme cortical. Le cheminement des stylets du puceron dans les tissus
corticaux s’effectue de maniére directe selon un passage intra- et intercellulaire au cours duquel le
stylet traverse les cellules du parenchyme cortical de part en part, probablement en ingérant leur
contenu. La présence du suber a la surface de 1’écorce implique que la sélection du site d’insertion des
stylets s’effectue sans piqlres gustatives bréves, lesquelles se déroulent généralement au niveau des
cellules de I’épiderme (Powell 1991 ; Tjallingii & Hogen-Esch 1993). La présence d’une gaine
salivaire non ramifiée, d’un trajet intra- et intercellulaire direct et I’absence de piqtres intracellulaires
(potentiel drop, Tjallingii 1985b) suggerent que P. passerinii n’oriente pas particulierement ses stylets
pour rechercher un site d’alimentation favorable. L'adéquation de I’arbre est donc potentiellement
percue avant ’insertion des stylets ou au cours de leur cheminement dans le parenchyme cortical lors
de la traversée des cellules ou de 1’apoplaste. Le puceron maintient ensuite une phase d’alimentation
soutenue dans le parenchyme cortical, ce qui caractérise 1’acceptation de 1’hote. Toutefois, I’étude n’a
pas pu conclure sur le mécanisme permettant au puceron de maintenir une ingestion soutenue dans un
tissu non vasculaire tel que le parenchyme cortical.

Nous avons aussi montré que les génotypes de peuplier affectaient les performances du puceron
lanigére de maniére multifactorielle, en influant sur sa capacité de fixation, sa vitesse de
développement larvaire et sa fécondité. Ce résultat suggére que divers facteurs de résistance, a
propriétés antibiotiques et antixénotiques peuvent affecter le processus de colonisation. Parmi les trois
génotypes de peuplier que nous avons étudiés en détail, des propriétés antibiotiques et antixénotiques
ont été mises en évidence au niveau du parenchyme cortical. La qualité nutritionnelle du génotype, la
présence de métabolites secondaires ou la mise en place d’une réponse hypersensible dans le
parenchyme peuvent étre évoquées mais nous ne sommes pas, pour le moment, en mesure de conclure
sur les mécanismes de résistance impliqués. De plus, nos résultats ne nous ont pas permis de révéler de
propriétés antixénotiques de surface, certainement en raison du faible nombre de génotypes testés. Il
est probable néanmoins que des caractéristiques physiques ou des composes organiques volatils
présents dans 1’écorce de certains génotypes puissent géner ou empécher 1’acceptation de ’arbre
comme hoéte potentiel avant méme 1’insertion des stylets du puceron.

Enfin, nous n’avons pas pu définir les conséquences du mode d’alimentation de P. passerinii
sur les tissus corticaux de peuplier. En conditions naturelles cependant, des nécroses corticales sont
observees (DSF 2006), qui pourraient résulter de I’induction d’une réaction hypersensible. Ce type de
réaction de defense est en effet communément observé au niveau des tissus lignifiés suite & une
blessure mécanique ou une infestation aphidienne (cf. Chapitre I, partie 1 § 1.2.2.3). Le niveau de

résistance d’un arbre pourrait alors étre lié a sa capacité a mettre en place rapidement et efficacement

-223 -



Conclusion générale

ce type de réponse. En outre, cette étude a montré que 1’existence d’une réponse hypersensible est une

hypothese possible pour expliquer la résistance du génotype euraméricain ‘Brenta’.

D'un point de vue évolutif, le comportement alimentaire de P. passerinii apparait atypique vis-a-
vis de la plupart des autres pucerons et autres hémipteres Sternorrhynches, qui sont pour la plupart
phloémophages et dont les stylets cheminent de maniére intercellulaire, s’orientant jusqu’au phloéme
grace a la perception de la composition des tissus périphériques lors des piqdres intracellulaires
(Raven 1983 ; Tjallingii 1985b ; Tjallingii & Hogen-Esch 1993). La comparaison des signaux EPG
chez les Sternorrhynches montre des comportements différents mais qui semblent refléter les liens de
parenté évolutive des organismes au sein de ce vaste groupe (von Dohlen & Moran 1995 ; Sauvion &
Rahbé 1999). Le comportement alimentaire de P. passerinii se distingue d’abord de celui des thrips
qui détruisent les nombreuses cellules du mésophylle en s’alimentant de leur contenu (Kindt et al.
2003). 1l se distingue également de celui des aleurodes qui effectuent peu de pigdres intracellulaires
(Janssen et al. 1989). Enfin, il difféere également des cochenilles et des pucerons, dépourvus de
chémorécepteurs a I’extrémité des stylets (Wensler & Filshie 1969), qui effectuent des piqgdres
intracellulaires moyennement fréquentes et bréves (20 s) pour les premiers, et trés fréquentes et bréves
(5-15 s) pour les seconds (Tjallingii 1985b ; Tjallingii & Hogen-Esch 1993 ; Calatayud et al. 1994).

Les pucerons dont les stylets restent localisés dans le parenchyme cortical au niveau des parties
lignifiées induisent généralement la formation d’un tissu nourricier dans lequel ils s’alimentent de
maniére continue (cf. Chapitre I, partie 1 § 1.1.5). Chez les Aphididae, ce comportement alimentaire
s’apparente a celui des pucerons phloémophages (e.g. Eriosoma lanigerum, Sandanayaka et al. 2003).
En revanche, chez les Adelgidae plus primitifs, le comportement alimentaire présente certaines
particularités communes a P. passerinii, comme 1’absence de piqires intracellulaires et la présence
d’ondes EPG spécifiques liées a une alimentation soutenue dans le parenchyme cortical (Cardoso
2007). Finalement, la position systématique basale des Phloeomyzinae au sein des Aphididae mise en
évidence par notre étude phylogénétique nous a permis de proposer que ce mode d’alimentation
particulier de P. passerinii est vraiment primitif, probablement antérieur a I’apparition de la

phloémophagie stricte chez les pucerons Aphididae.

¢ Processus d’émergence et d’expansion des pullulations

Les deux facteurs environnementaux que nous avons étudiés, température et arbre hote,
semblent avoir été des facteurs déterminants de I’émergence et de 1’expansion des pullulations en
France. D’apres les projections du modele, le risque d’infestation semble accru lorsque 1’indice GIR
moyen pour au moins un point du département est supérieur a 45. Selon cette hypothese, le Sud-Ouest

du pays était donc climatiquement favorable aux pullulations avant 1996, bien qu’aucun dégat n’ait été
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enregistré alors. Cette apparente contradiction s’explique par 1’utilisation massive a partir des années
1990 de génotypes euraméricains tres sensibles au puceron lanigére, en particulier le génotype ‘1214°.
A partir de 1989, la zone climatiquement favorable aux pullulations s’est étendue vers le nord. Le
gradient décroissant Sud-Nord de climat favorable, combiné & la présence de génotypes moins
sensibles au nord, peut expliquer 1’émergence des pullulations dans le Sud-Ouest, suivi d’une
expansion vers le Nord. Enfin, la superposition de la zone climatiqguement favorable aux pullulations a
celle des trois principales zones populicoles permet de délimiter convenablement la zone actuelle de
pullulation en France.

Cette étude a néanmoins certaines limites. En raison de contraintes matérielles, les
performances du puceron lanigére ont pu étre évaluées seulement pour quatre températures. Son
optimum de développement n’a pas pu étre déterminé avec précision, conduisant & une surestimation
du nombre de générations, ce qui a certainement eu un impact sur les projections du modéle pour les
quatre scénarii de réchauffement climatique. De plus, notre modéle a considéré que la croissance des
populations de P. passerinii était constante au cours de la période active. Or, la dynamique des
populations de pucerons des arbres se caractérise par une évolution saisonniére de leur densité
marquée par deux pics d’abondance, un a la fin du printemps et un plus ou moins margqué a 1’automne
suivis d’une chute d’abondance a la saison estivale, ce qui résulte principalement de facteurs densité-
dépendants liés a la compétition intraspécifique (cf. Chapitre I, partie 1 § 1.1.4). Enfin, des études sur
Elatobium abietinum ont montré que la phénologie et le taux de mortalité hivernale des formes
anholocycliques sont des facteurs déterminants de la dynamique des populations de pucerons (Powell
& Parry 1976 ; Westgarth-Smith et al. 2007). Une prise en compte de ces parametres qui dépendent

directement de la température aurait certainement amélioré les prédictions du modele.

Concernant I'approche génétique, les marqueurs mitochondriaux ont permis de valider le statut
spécifique de I’ensemble des populations échantillonnées en France, en Espagne et en Italie et ont
permis, malgré une faible variabilité, de révéler huit haplotypes. L’isolement de loci microsatellites a
conduit a la mise au point de 12 marqueurs polymorphes. Le développement et 1’utilisation de ces
marqueurs a révélé, a 1’échelle francaise, une importante diversité génétique, avec 28 génotypes
multiloci pour un total de 54 individus. L'utilisation des marqueurs microsatellites a aussi montré que
deux individus issus d’un méme arbre dans certaines localités n’avaient pas nécessairement les mémes
génotypes multiloci. Ce résultat suggére une intervention non négligeable de la reproduction sexuée au
cours du cycle de vie de P. passerinii, des phénomeénes de recombinaison ou la coexistence de lignées
associées a des variants de cycle de vie. Toutefois, une étude supplémentaire avec un échantillonnage
plus important (plusieurs individus récoltés sur des arbres différents au sein d’une méme peupleraie, et
ceci pour plusieurs peupleraies d’une méme région) serait nécessaire pour conclure sur cet aspect de la

biologie du puceron.
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D’autre part, la comparaison des caractéristiques génétiques des foyers d’infestation a mis en
évidence une différenciation génétique entre pucerons provenant des grandes régions populicoles.
Toutefois, ces résultats doivent étre nuancés puisque lorsque les analyses étaient réalisées avec un seul
individu par génotype multiloci, les régions Centre-Ouest et Sud-Ouest n’étaient plus différenciées
significativement, ce qui souligne bien que la présence de multiples copies clonales peut biaiser les
indices de diversité et de structure génétiques dans les études sur les organismes parthénogénétiques.
Les analyses bayésiennes préliminaires de structure génétique ont montré qu’il existait des clusters
bien différenciés génétiquement entre eux, composés d’individus issus de la méme région populicole,
que I’on pourrait identifier comme de ‘vraies’ populations (deux populations dans la région Centre-
Ouest et une population dans la région Est), sous réserve d’un plus grand nombre d’individus analysés
par arbre. Certains de ces clusters concordent d’ailleurs avec nos résultats mitochondriaux montrant un
partage d’un méme haplotype mitochondrial. Néanmoins, cette étude a aussi mis en évidence des
clusters constitués d’individus provenant de régions populicoles différentes, notamment un groupe
présentant un mélange d’individus issus des régions Centre-Ouest et Sud-Ouest, un autre regroupant
des individus du Centre-Ouest et de I’Est. La présence de groupes cohérents avec la géographie
suggere qu’il existe des flux de geénes faibles et donc un certain isolement de ces populations. Une
faible dispersion des individus due a I’absence de formes parthénogénétiques ailées chez cette espece,
qui limite nécessairement la dispersion pendant la période active du puceron (Mars a Novembre),
pourrait expliquer ce relatif isolement. En revanche, ’existence de groupes constitués d’individus
issus de différentes régions souligne que 1’on ne peut pas exclure des événements de dispersion a
longue distance, notamment entre la région Centre-Ouest et les deux autres régions (i.e. Sud-Ouest et
Est). L’absence de connexions entre les régions Sud-Ouest et Est peut s’expliquer par la présence du
Massif Central et I’absence de peupliers entre ces deux zones. La dispersion peut &tre réalisée par les
individus ailés sexués a ’automne. Enfin, comme c’est souvent le cas pour les espéces ravageuses
forestiéres, le transport d’arbres infestés et abattus pour étre exploités peut aussi jouer un role, d’autant
gue les grumes peuvent rester longtemps au sol dans la nouvelle région et ainsi constituer un foyer de
départ. 1l serait ainsi intéressant de réaliser des tests biologiques complémentaires a nos études
génétiques en analysant la capacité de vol et de dispersion passive des larves et des ailés par le vent
chez cette espece.

Les localités européennes étudiées en complément, ont permis de montrer que les populations
espagnoles étaient relativement proches génétiquement des populations du Sud-Ouest de la France, en
dépit de la présence des Pyrénées séparant les deux régions. On peut se demander si les populations du
Sud-Ouest de la France ne seraient pas issues d’individus provenant de populations espagnoles, et si
des individus ne seraient pas remontés progressivement vers le Nord de la France. Le contraire est
aussi envisageable. Pourtant, on se serait attendu a ce que les Pyrénées constituent une barriere

géographique naturelle aux flux de génes, mais au vu des résultats il n’en parait rien. De méme, les
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individus issus des deux localités italiennes sont plus proches génétiquement de ceux du Centre-Ouest
de la France que de I’Est. La dispersion liée au transport de bois semblerait étre I’hypothése la plus
probable dans ces cas de figure. Par conséquent, il serait intéressant d’augmenter la taille de
I’échantillonnage dans les différents pays concernés afin d’approfondir les connaissances sur 1’histoire

évolutive et I’origine des populations de P. passerinii en France et en Europe.

Suite aux résultats de modélisation du GIR et de génétique, nous sommes en mesure de conclure
finalement que 1’émergence et I’expansion des populations de P. passerinii sont dus & des populations
locales favorisées successivement par un réchauffement du climat, ’augmentation des surfaces
populicoles et I’utilisation de génotypes sensibles. Il ne faut toutefois pas négliger I’existence de
dispersions a longue distance qui pourraient étre imputables aussi bien a la dispersion naturelle du

puceron qu’au transport de bois.

< Apport de I’étude a la prévision des risques et a la prévention des dégats

D’une maniére générale, nos résultats confirment le caractére général sensible de Populus nigra
et des hybrides euraméricains (en particulier ‘1214), en comparaison des autres espéces ou hybrides de
peupliers (P. deltoides, P. trichocarpa, P. x interamericana). Néanmoins, nos travaux ont révélé une
gamme de sensibilité variée au sein des hybrides euraméricains. Ainsi, en analysant seulement deux
génotypes euraméricains de sensibilité contrastée, nous avons ainsi pu mettre en évidence des
propriétés antixénotiques et antibiotiques impliquant des mécanismes de résistance distincts. De plus,
le criblage de génotypes en laboratoire s’est avéré concordant avec les résultats au champ en ce qui
concerne des critéres simples d’évaluation des niveaux de résistance tels que performances
démographiques et taux de colonisation du puceron. Ces résultats, combinés aux nombreuses
possibilités d’hybridation qu’offre le peuplier, ouvrent des perspectives favorables au développement
de génotypes de peuplier résistants, par le biais de la sélection variétale.

Par ailleurs, les pullulations de puceron lanigére résultant d’une amélioration des conditions
environnementales qui favorisent des populations locales, I’amélioration des conditions
environnementales leur permettrait certainement d'atteindre un niveau épidémique. A 1’heure actuelle,
I’absence de pullulations a I’extréme Nord du pays, alors méme que la présence de la plante hote n’est
pas un facteur limitant, peut s’expliquer par un climat plutét défavorable. Néanmoins, la présence
importante dans cette zone de génotypes interaméricains peu sensibles (= 50 %) limite le risque. Nos
résultats soulignent I’intérét de conserver une forte diversité génotypique dans les peupleraies.

Dans 1’état actuel de nos connaissances, en combinaison avec les données de I’arbre hoéte, le
modéle GIR peut s’avérer un outil utile pour prédire les zones a risques. Toutefois, compte tenu de ses

limites déja discutées et du fait que les changements environnementaux agissent de maniére complexe
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et multifactorielle, il parait nécessaire de poursuivre les recherches pour développer un modéle plus
fiable.

Enfin, la mise en évidence d’une certaine connexion entre foyers d’infestation potentiellement
liée a des transports de bois souligne I’importance d’une vigilance accrue du transport des grumes.
Cette surveillance doit non seulement s’effectuer a 1’échelle nationale mais également pour les grumes
provenant des pays limitrophes de la France qui sont également d’important producteurs de bois de

peuplier.

PERSPECTIVES

¢ Interactions peuplier — puceron lanigére

Bien que les interactions entre P. passerinii et son hdte soient maintenant mieux comprises,
plusieurs points restent a élucider, notamment les mécanismes de résistance susceptibles d’affecter les
processus de colonisation. Comprendre 1’origine des différences de performance du puceron selon les
génotypes de peuplier nous semble une voie de recherche a prospecter, dans le but d'utiliser les
mécanismes de résistance en sélection variétale. Il serait intéressant a ce sujet de tester I’impact de la
composition en acides aminés et de certains métabolites secondaires du parenchyme cortical sur les
préférences et les performances du puceron. De nombreux composés phénoliques présents dans
I’écorce de peuplier sont en effet impliqués dans les mécanismes de défense contre les phytophages,
agissant comme inhibiteurs de digestion, ou par leur action toxique ou dissuasive (Philippe &
Bohlmann 2007). 1l faudrait également vérifier I’implication d’une réponse hypersensible dans la
résistance du génotype ‘Brenta’, puisque cette derni¢re pourrait résulter d’une interaction géne-pour-
géne. Ainsi, elle pourrait présenter non seulement un grand intérét pour la sélection variétale, mais
aussi pour I’é¢tude des mécanismes physiologiques, biochimiques et moléculaires de la résistance au
puceron chez une essence ligneuse forestiére. Il serait intéressant aussi d’élargir la gamme de critéres
de sélection variétale en réalisant une étude combinant les données physiologiques et EPG sur une
gamme de génotypes plus large, afin de mettre en évidence une éventuelle antixénose de surface et
identifier les mécanismes de résistance correspondants. Ceci permettrait de limiter le processus de
colonisation du puceron avant I’insertion des stylets. Enfin, il semblerait judicieux d’élucider les
mécanismes d'ingestion soutenue dans le parenchyme cortical, des difficultés de mise en place d'un tel
mécanisme pouvant étre impliquées dans les propriétés antixénotiques du peuplier.

Comme nous 1’avons déja évoqué, le comportement alimentaire de P. passerinii pourrait induire
une réaction de défense dans les tissus corticaux du peuplier, contribuant aux différences de sensibilité
entre génotypes. Les nécroses corticales déja rapportées pourraient étre ainsi consécutives a la mise en

place d’une réaction hypersensible induite par 1’alimentation du puceron. Toutefois, parallelement a
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ces réactions de défense, certains pucerons sont capables d’induire des modifications tissulaires
favorisant leur développement. La vitesse de formation et d’extension des 1ésions observées suite aux
attaques de P. passerinii pourraient donc aussi bien aboutir a une dégradation qu’a une amélioration
du substrat pour I’insecte et, de ce fait, indiquer aussi bien une résistance qu’une sensibilité du
peuplier. Une étude combinant des approches histologiques et histochimiques est ainsi menée
actuellement au laboratoire afin de caractériser les modifications tissulaires et biochimiques
qu’engendrent les attaques des individus de P. passerinii chez son arbre hote, en paralléle a I'examen
des performances de ceux-ci. Les premiers résultats de cette étude montrent que P. passerinii induit
des modifications tissulaires améliorant la qualité de son substrat nutritif, comme le suggérent les
meilleures performances de 1’insecte sur des peupliers ayant déja subi une infestation (dire la période)
(Deprost E. rapport de Master 2 ; Dardeau F, thése en cours). Si ces résultats se confirment, il se
pourrait que les performances du puceron mesurées sur certains génotypes aient été quelque peu sous-
estimées. De méme, il faudrait vérifier que les ondes EPG ne soient pas modifiées ou qu’il n’existe pas
d’ondes en lien avec la mise en place de ce tissu nourricier.

Par la suite, une étude qui testerait 1’héritabilité de la résistance avec un nombre de génotypes
plus important pour chaque espéece et hybride de peuplier pourrait &tre envisagée. Dans ce cadre, il
serait intéressant d’estimer 1’impact du puceron sur les populations naturelles de P. nigra qui, comme
le confirme notre étude, semble particulierement sensible. Cela faciliterait la mise en évidence de
génotypes de P. nigra résistants au puceron et donc utilisables pour 1’amélioration des génotypes
euraméricains et permettrait de connaitre les risques encourus au niveau des ripisylves et foréts

alluviales ou cette essence est fréqguemment représentée.

¢ Prévision des risques de pullulations

Bien que la température semble étre un facteur déterminant de 1’émergence et 1’expansion des
dégats de puceron lanigere en France, plusieurs points restent encore a étudier afin d'affiner les
modalités d'utilisation de ce facteur dans la prédiction des risques. Il serait notamment utile de clarifier
les liens unissant la hausse des températures et la réponse densité dépendante des populations. En
effet, la compétition intraspécifique, générée par I’abondance croissante des individus, pourraient
conduire a une réduction de leur taille et par suite a une réduction significative de la fécondité, qu’il
serait important de considérer pour pondérer la réponse démographique du puceron a la température.
Dans la mesure ou il n’y a pas de morphe parthénogénétique ailé chez P. passerinii, I’impact de la
compétition intraspécifique sur le taux de migration n’apparait pas en revanche étre un facteur
important a considérer. Enfin, il serait également intéressant, a 1’aide d’une étude combinant des
approches biologique et génétique utilisant les marqueurs microsatellites, de tester la présence de

variants de cycle de vie chez P. passerinii et leur distribution a 1’échelle de la France. S’il s’avere qu’il
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n’y en a pas, la part relative de la reproduction sexuée et de la reproduction parthénogénétique pourrait
étre estimée en fonction de la température. En complément, il faudrait également recueillir des
informations sur le taux de survie hivernale des individus parthénogénétiques et la phénologie du
puceron. Ceci permettrait de mieux appréhender localement la réponse démographique du puceron a la
température en connaissant la part de la reproduction parthénogénétique dans son cycle de vie, la
contribution potentielle des individus parthénogénétiques a la premiére génération de printemps et la
durée de la période active du puceron. Si ces parametres pouvaient étre facilement mesurables a 1’aide
d’indicateurs simples, il pourrait alors étre aisé de les intégrer dans un modele plus complet
aboutissant a des prédictions plus réalistes.

Le niveau de sensibilité des génotypes de peuplier est également apparu comme un facteur
déterminant de I’émergence et de 1’expansion des dégats de puceron. Il est donc essentiel de
considérer le niveau de sensibilit¢é au puceron des futurs génotypes. Néanmoins, 1’expression
phénotypique de la résistance résultant de I’interaction entre les facteurs génétiques et
environnementaux, il serait également utile de connaitre I'effet de ces derniers sur la physiologie de la
résistance. Des sécheresses plus fréquentes et plus intenses, accompagnant la hausse des températures,
pourraient avoir un impact important sur le niveau de résistance des arbres et par conséquent sur les
performances du puceron. La capacité de réponse des peupliers a la sécheresse devrait alors étre prise
en compte dans les critéres de sélection variétale des futurs génotypes.

Enfin, d’autres paramétres, en dehors de ceux que nous avons étudiés, pourraient constituer de
bons candidats pour étre intégrés dans un modele de prédiction des risques de dégats dans un contexte
de changements environnementaux. C'est le cas de l'action de la température sur les prédateurs et
parasitoides du puceron mais également de la réponse de ces parasitoides a une augmentation de la

densité de pucerons.

< Etude génétique

Les résultats présentés dans 1’étude de diversité et de structure génétique des populations ne
sont que des résultats préliminaires. Il serait intéressant d’approfondir ces analyses en augmentant la
taille de I’échantillonnage afin de mieux évaluer la diversité génétique a 1’échelle d’un arbre (voire
méme en échantillonnant a différentes hauteurs), a 1’échelle d’une méme peupleraie et également pour
une méme région populicole avec plusieurs peupleraies. De plus, s’il s’avére que pour de telles
échelles d’étude, la variabilit¢é aux 12 loci n’est pas suffisante, il est envisageable de tester le
polymorphisme d’autres loci parmi les nombreux autres microsatellites isolés chez P. passerinii.

Enfin, il serait intéressant d’utiliser les marqueurs microsatellites pour compléter cette étude
en réalisant une analyse de la structure génétique en relation avec 1’arbre hote, en analysant en

paralléle le niveau de performance (agressivité) de certains génotypes multiloci de puceron. Cela
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permettrait de tester 1’hypothése de la présence de races d’hdte ou de biotypes. En particulier, il
pourrait étre intéressant d’évaluer le niveau de différenciation génétique existant entre populations de
pucerons se développant sur les hybrides cultivés en peupleraies et les populations vivant sur I’hote
naturel P. nigra dans les zones de ripisylve. La mise en évidence de races d’hote permettrait d’évaluer
avec précisions si les populations vivant dans les zones de ripisylve peuvent facilement passer sur des
peupliers cultivés et vice-versa. L’existence de races d’hote adaptées a des génotypes différents de
peuplier cultivés soulignerait aussi 1’intérét d’utiliser une forte diversité variétale en peupleraie pour

limiter les populations de puceron.
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INTERACTIONS PEUPLIER - PUCERON LANIGERE (PHLOEOMYZUS PASSERINII (SIGN.))
ET PROCESSUS A L’ORIGINE DE L’EMERGENCE ET DE L’EXPANSION DES PULLULATIONS

RESUME

Comprendre les processus menant a I’émergence des insectes ravageurs indigénes, impliquant les interactions
entre I’insecte, sa plante-hote et son environnement, représente un enjeu scientifique majeur. Signalées depuis les
années 1990 dans les peupleraies du Sud-Ouest de la France, les pullulations du puceron lanigére du peuplier,
Phloeomyzus passerinii (Signoret) (Hemiptera : Aphididae), sont en constante expansion géographique. Nous
avons adopté une approche pluridisciplinaire pour éclaircir la biologie de 1’insecte et ses interactions avec 1’hdte
ainsi que pour déterminer si les pullulations étaient liées a des conditions environnementales favorisant des
populations locales ou a I'expansion de populations méridionales. Une premiére approche, centrée sur les
interactions peuplier-puceron a montré un comportement atypique du puceron traversant les cellules du
parenchyme cortical pour atteindre son site d’alimentation localisé dans ce tissu. La résistance du peuplier
affecte les performances du puceron de maniere multifactorielle, mettant en évidence des propriétés antibiotique
et antixénotique localisées dans le parenchyme apres analyses par électropénétrographie. Une seconde approche
modélisant le potentiel de croissance annuel des populations en conditions optimales a révélé que le
réchauffement climatique et la composition génotypique des peupleraies auraient contribué a 1’émergence des
pullulations. Les risques seraient accrus dans le Nord pour un réchauffement de 1 °C. Enfin, une approche
génétique retracant I’histoire évolutive des populations du puceron a révélé une diversité génétique microsatellite
assez élevée, avec 28 génotypes pour 44 individus analysés. On observe une certaine structure entre les régions
populicoles, sans toutefois que 1’on puisse négliger 1’existence d’un flux génique entre les populations dii a une
dispersion a longue distance. Ce travail apporte les bases de méthodes de prévision et prévention des risques.

Mots clés : Phloeomyzinae, électropénétrographie, comportement alimentaire, parenchyme, antibiose,
antixénose, peuplier hybride, réchauffement climatique, phylogénie, haplotype mitochondrial, microsatellite

POPLAR - WOOLLY APHID (PHLOEOMYZUS PASSERINII (SIGN.)) INTERACTIONS
AND PROCESSES LEADING TO OUTBREAK EMERGENCE AND EXPANSION

ABSTRACT

Understanding the processes leading to the emergence of indigenous insect pests, involving interactions between
the insect, its host plant and its environment, represents a major scientific challenge. Reported since the 1990s in
poplar stands of South-Western France, the outbreaks of the woolly poplar aphid, Phloeomyzus passerinii
(Signoret) (Hemiptera: Aphididae), have been expanding geographically. We have adopted a multidisciplinary
approach to clarify the biology of the insect and its interactions with its host, and to determine whether the
outbreaks were related to environmental conditions promoting local populations or expansion of southern
populations. One approach, focusing on poplar-aphid interactions has shown an atypical feeding behaviour of the
aphid, crossing the cortical parenchyma cells to reach its feeding site located in this tissue. Aphids’ performances
were affected by poplar resistance in many ways, which highlights antibiotic and antixenotic properties localized
in the cortical parenchyma after electrical penetration graph analysis. In a second approach, a model simulating
the annual growth potential of aphid populations in optimal conditions was developed. It has revealed that global
warming and genotypic composition of poplar stands have contributed to the emergence of outbreaks. A
warming of 1 °C may increase the risks in the North. Finally, a genetic approach drawing the evolutionary
history of aphid populations shows a relatively high microsatellite genetic diversity, with 28 genotypes out of 44
individuals tested. There is some structure between poplar stand regions, but we can not ignore gene flow
between populations due to long-distance dispersal. This work has provided the basis for forecasting methods
and risk prevention.

Keywords: Phloeomyzinae, electrical penetration graph, feeding behaviour, parenchyma, antibiosis, antixenosis,
hybrid poplar, climate warming, phylogeny, mitochondrial haplotype, microsatellite
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