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Introduction générale

Contexte et enjeux

La mangue, avec plus de 37 millions de tonnes de fruits produits annuellement depuis les
années 2010, est la cinquieme production fruitiere mondiale en termes de tonnages et la
seconde production fruitiére tropicale (FAOSTAT, 2016). A La Réunion, la mangue
représente un enjeu économique important. Fruit emblématique, elle est la deuxiéme culture
la plus importante en terme de surface cultivée, avec pres de 150 exploitations. Sa culture et
sa production sont néanmoins menacées par plusieurs bioagresseurs (arthropodes, bactéries,
champignons). Concernant les arthropodes ravageurs du manguier, 1’espece qui est présentée
comme le ravageur n°l de cette culture est une punaise de la famille des Miridae, Orthops

palus.

La gestion de ses populations, ainsi que celles de ’ensemble des arthropodes ravageurs du
manguier, a reposé jusqu’a ces dernicres années sur de la lutte chimique, réalisée par la
pulvérisation d’un insecticide de synthése a large spectre de la famille des pyréthrinoides
(lambda-cyhalothrine). Cette lutte chimique se révele couteuse et montre de plus en plus
souvent ses limites en matiere d’efficacité. De plus, ses conséquences sur 1’environnement,
dans une ile considérée comme un "point-chaud" ("hotspot") de biodiversit¢ mondiale, et sur
la sant¢ humaine, de plus en plus décriées, orientent les politiques vers une réduction de
I’utilisation de pesticides et en particulier des insecticides. A I’échelle nationale, les politiques
agricoles francaises se sont engagées a réduire ’utilisation de produits phytosanitaires de 50%
d’ici 2025 (plan ECOPYTO 2). ECOPHYTODOM représente la déclinaison de ce plan dans
les départements d’Outre-Mer et se concrétise par des expériences de conception et de mise
au point de systemes de cultures économes en produits phytosanitaires (ex : projets DEPHY
EXPE comme le projet Rescam’ a La Réunion en cultures maraichéres; réseaux
DEPHYFERME sur la canne a sucre ou la mangue). Enfin, la durabilité écologique des
systémes de cultures représente, a La Réunion, un enjeu d’ordre écologique. Cet enjeu impose
la conception, la mise en ceuvre et le transfert de systémes de cultures reposant sur des

processus écologiques et des interactions optimisées a I’échelle de I’agroécosysteme.

> RESCAM : Réseau d’Expérimentations de Systémes Cultures Agroécologiques Maraichers - Ce
projet vise a concevoir et tester de nouveaux systémes de culture maraichers pluriannuels de plein
champ, économes en pesticides, en mobilisant des techniques agroécologiques.
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Introduction générale

Dans ce domaine de la protection des cultures domaine de la protection des cultures, cette
orientation s’appuie sur les principes de la Protection Agroécologique des Cultures (PAEC),
qui est basée sur trois piliers : (i) la prophylaxie (ii) la lutte biologique de conservation (iii) la
gestion des habitats (Deguine et al., 2016). A La Réunion, cette orientation a donné lieu a des
expériences pionnieres a la fois en cultures maraicheéres (Gestion Agroécologique des
Mouches des 1égumes a La Réunion - GAMOUR) et en culture fruitiére notamment sur la
mangue (projet BIOPHYTO). Ce dernier projet vise une production de mangues sans
insecticides a La Réunion. Les travaux de thése sur O. palus s’insérent de manieére cohérente
dans les objectifs scientifiques (acquisition de connaissances sur la biodiversité dans les
vergers de manguiers, sur le fonctionnement des réseaux trophiques, sur les interactions entre
les communautés végétales et animales) et techniques (mise au point de systémes de culture et

modalités de gestion agroécologique des populations) du projet Biophyto.

Cette these doit contribuer a répondre a plusieurs enjeux scientifiques. Le premier porte sur la
connaissance taxonomique et fonctionnelle des arthropodes dans les agroécosystémes, la
Punaise du manguier étant considérée comme le ravageur numéro un du manguier a La
Réunion. En effet, les mirides constituent sans doute 1I’un des groupes les plus intéressants en
matiere d’étude des interactions insectes phytophages et plantes. D’une part, cette famille est
I’une des plus riches avec plus de 11000 espéces décrites (Cassis and Schuh, 2012). D’autre
part, les mirides montrent une plasticité trophique et nutritionnelle importante qui est
supérieure a la majorité des Hétéropteres (Wheeler, 2000). Il s’agit de ’'un des rares ordres
d’insectes a étre capables de se nourrir a la fois d’un substrat végétal et de proie animale
(especes zoophytophages). La compréhension des facteurs influengant de telles
caractéristiques physiologiques représente des bases nécessaires pour la gestion des

populations d’insectes dans I’agroécosystéme.

Le deuxiéme enjeu scientifique concerne la compréhension de la dynamique temporelle et
spatiale des insectes. Le degré de spécialisation du régime alimentaire et les processus de
passage de I’année au sein des agroécosystémes sont des axes de recherche importants. Les
insectes phytophages montrent généralement un fort degré de spécialisation dans leur régime
alimentaire (Bernays and Chapman, 1994). Malgré une certaine variabilité entre les différents
ordres d’insectes, moins de 10% des insectes phytophages consomment des plantes de plus de
trois familles différentes (Bernays and Graham, 1988) et cette spécialisation s’accentue chez
les espeéces de petite taille (Lindstrom et al., 1994; Novotny and Basset, 1999). Cette
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spécialisation peut constituer une limite quand on sait que les plantes n’offrent que rarement
une ressource de qualité et disponible toute I’année. Or, des phénomenes physiologiques
permettent aux insectes phytophages présentant une gamme d’hdtes restreinte, aussi bien en
termes d’espéces qu’en termes de type d’organes attaqués, de survivre durant I’année
(Wheeler, 2001). Une des stratégies de vie qui permet aux insectes de survivre face a cette
saisonnalité de la disponibilité en ressource est la diapause (Schoonhoven et al., 2005). La
diapause est un phénomeéne physiologique d’arrét du développement chez I’insecte. A la
différence de la quiescence, qui est "un arrét provoqué en réponse immédiate et directe a un
ou plusieurs facteurs environnementaux", la diapause est génétiquement déterminée et
constitue " une interruption déviant le métabolisme continu de 1’insecte vers un métabolisme
d’arrét spécifique qui préceéde I’arrivée des conditions favorables" (Danks, 1987; Denlinger,
2002, 1986). Pour de nombreuses especes d’insectes des milieux tempérés et froids, la
diapause est essentielle pour la passage de I’hiver (Bale and Hayward, 2010; Pullin and Bale,
1989). En milieu tropical, de nombreuses especes sont connues pour réaliser une diapause
(Denlinger, 2002; Hahn and Denlinger, 2011; Pieloor and Seymour, 2001; Tauber et al.,
1986), qui leur permet d’éviter les périodes de sécheresse intense (Page, 1980) ou la saison
des pluies notamment (Roubik and Michener, 1980). La diapause est un comportement
commun chez les mirides, et de nombreuses especes univoltines (réalisant une génération par
an) en milieux tempérés et tropicaux, entrent en diapause au stade ceuf ou au stade adulte
(Brent, 2012; Kotaki, 1998; Musolin and Numata, 2004; Spurgeon and Brent, 2010; Wheeler,
2001). Etudier ce type de comportement est d’autant plus intéressant que les insectes
diapausant, souvent moins réceptifs aux stimuli environnementaux, sont moins sensibles aux
insecticides et, au contraire, plus vulnérables aux parasitoides et auxiliaires (Danks, 1987).
Pour les insectes phytophages fortement polyphages, comme les Orthoptéres, le passage de
plantes en plantes est une stratégie de survie. Ce changement d’hotes et d’habitats pour
disposer des meilleures sources de nourriture est aussi présent chez les mirides (Esquivel and
Mowery, 2007; Snodgrass et al., 1984; Womack and Schuster, 1987). De nombreuses espéces
passent ainsi 1’année, des plantes sauvages a des plantes cultivées et des plantes cultivées a
des plantes sauvages (Jackson et al., 2014; Kumar et al., 2013; Pan et al., 2013; Parajulee and
Shrestha, 2014). Ces plantes sauvages constituent ainsi des plantes réservoirs qui permettent
aux mirides phytophages de se maintenir a des niveaux de populations suffisants pour infester
les plantes cultivées lorsque les conditions sont favorables (floraison, débourrement). La
compréhension de la stratégie d’O. palus pour passer I’année (diapause et/ou passage de

plantes en plantes tout au long de I’année) correspond au deuxiéme enjeu scientifique.
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Figure 1. Localisation géographique des Archipels et des iles du Sud-Ouest de I'Océan Indien

(D'apreés Jauze, 2009)
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Figure 2. iles et archipels du Sud-Ouest de 'Océan Indien, avec I'estimation de leur 4ge géologique (en

jaune) et leur date de premiere colonisation durable (en rouge)
(D'aprés Techer, 2015)

Tableau 1. Caractéristiques géologiques et géographiques de La Réunion et de Maurice

1 endémisme stricte
(Modifié d’apreés Baider et al. 2010)

Caractéristiques La Réunion Maurice
Latitude S 21°07° 20°10°
Longitude E 55°25° 57°30°
Superficie (km?) 2512 1865
Altitude maximale (m) 3070 828

Age estimé (Ma) 2+0,05 8,9+0,17
Nombre d’espéces (% d’endémiques)’ 550 (30%) 691 (39%)
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Le troisiéme enjeu scientifique est la compréhension des mécanismes évolutifs (structuration
des populations, spéciation) des especes présentes au sein d'fles océaniques tropicales. En
effet, les iles, de par leur importante biodiversité et les pressions environnementales fortes qui
y sont présentes, constituent des laboratoires naturels de choix pour comprendre ces
mécanismes (Warren et al., 2015). Les diversités génétiques de nombreuses especes
d’insectes ont déja ¢été étudiées a La Réunion, révélant des patrons de structuration
intéressants (Amouroux et al., 2013; Jacquard et al., 2013; Techer et al., 2014; Virgilio et al.,
2013). L’étude d’un nouveau modéle (O. palus), appartenant a un sous-ordre jusqu’a lors
jamais étudié a La Réunion, constitue une contribution dans 1’optique de mieux comprendre
les phénomenes évolutifs en milieux insulaires. De plus, les iles sont d’intéressants mod¢les
pour I’étude des phénomenes d’invasion (O’Dowd et al., 2003). Le cas d’O. palus constitue

ainsi un exemple original d’étude dans ce contexte.

Cadre et modéles d’étude

La zone d’étude : les iles du Sud-Ouest de I’Océan Indien

Le Sud-Ouest de 1’Océan Indien (SOOI) abrite plusieurs iles océaniques et continentales
(Figure 1). Notre étude s’est principalement concentrée sur La Réunion et Maurice (méme si

la recherche d’individus d’O. palus a également concerné 1’archipel des Comores).

La Réunion et Maurice : conditions climatiques et géologiques

fles océaniques situées dans le bassin ouest de 1’Océan Indien, La Réunion et Maurice
appartiennent (avec Rodrigues) a I’archipel des Mascareignes. Elles n’ont jamais été reliées a
une masse continentale et se distinguent par leur origine volcanique dépourvue de passé
biologique, contrairement aux iles continentales (Madagascar) qui ont, ainsi, hérit¢ du
patrimoine des terres dont elles se sont détachées. La Réunion et Maurice sont distantes
respectivement de 900 et 1500 km des cotes Est de Madagascar (Figure 2). Ces deux iles ont
¢été¢ formées par un volcanisme de point chaud, encore actif a La Réunion avec le Piton de la
Fournaise (Bonneville et al., 1988; Faure, 2013). Selon la datation des laves les plus
anciennes, I’age de La Réunion est estimé¢ a 2 = 0,05 millions d’années (Ma) et celui de
Maurice a 8,9 + 0,17 Ma (McDougall, 1971; McDougall and Chamalaun, 1969; Moore et al., ,
2011).

16




Introduction générale
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Figure 3. Pluviométrie cumulée sur I'année 2014 a La Réunion
Données calculés sur 47 postes d’observations
(D'aprés Météo France, 2015)
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Ces deux iles se différencient par leur age et leur relief (Table 1). Cependant, elles sont
soumises au méme climat tropical humide qui se caractérise par des températures relativement
chaudes toute I’année. Deux saisons peuvent néanmoins étre distinguées : la saison chaude et
humide (de novembre & mars) et la saison fraiche et séche (d’avril a octobre). Ce climat est
fortement influencé par les alizés, des vents d’Est qui, lorsqu’ils entrent en contact avec des
obstacles topographiques, entrainent d’importantes précipitations. De plus, les iles du SOOI
sont soumises a des épisodes cycloniques exceptionnels se formant a la surface des océans
pendant la saison chaude. Ces cyclones ou dépressions tropicales, d’intensité et d’envergure
variables, associent des vents violents (rafales pouvant atteindre 200 km/h) et des

précipitations exceptionnelles.

La Réunion dont le relief est élevé et globalement orienté nord-sud, subit une asymétrie
climatique entre ’est et ’ouest trés marquée. Les gradients de pluviosité sont tres forts, de
550 mm au Port (région Ouest) jusqu’a 9000 mm a Takamaka (région Est). Sur la facade sous
le vent (Ouest), sont relevées pendant la saison des pluies de novembre a mars des hauteurs de
précipitations de 100 @ 300 mm par mois, contre moins de 100 mm par mois en saison seche
d’avril a octobre, avec les mois de juillet & octobre qui sont les plus secs (moins de 50 mm
mensuel). Sur la facade au vent (est), la moyenne de pluviométrie annuelle est de 4000 mm
sur le littoral et peut atteindre 9000 mm a mi-pente (Figure 3) (Météo France, données 2012).
Les reliefs et I’altitude entrainent également sur cette le un fort gradient de température. Le
gradient thermique est de -0,65°C pour 100 meétres de dénivellation. La forte influence
océanique et la latitude relativement basse expliquent des températures moyennes assez
tempérées et d’assez faibles amplitudes : moyennes de température variant en saison chaude
de 21 a 31°C sur le littoral et de 10 a 24°C a 1000 m, contre 17 a 28°C sur le littoral et de 8 a
10°C a 1000 m en saison fraiche (Météo France, données 2012). A Maurice, le relief est
moins marqué, mais il existe de fortes variations pluviométriques entre le plateau central
(Jusqu’a 5000 mm/an) et la cote ouest (environ 1000 mm/an). Les températures moyennes
sont de 24,7°C en saison chaude et de 20,4°C en saison fraiche (Mauritius Meteorological

Services, données 2014).

Des iles constituant un hot spot de biodiversité
Madagascar et les archipels alentours (Mascareignes, Comores et Seychelles) sont considérés
comme I'un des 35 "points chauds" de biodiversité, zones les plus riches en especes

endémiques
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Figure 4. [llustration de la diversité d’'invertébrés présents a La Réunion

a. Charangon cratopiné endémique des Mascareignes (Cratopus humeralis)

b. Charancon cratopiné endémique des Mascareignes (Cratopus somptuosus)

c. Charangon cratopiné endémique des Mascareignes (Cratopopsis bistigma)

d. Phasme géant endémique de La Réunion (Monandroptera acanthomera, Phasmidae)

e. Papillon endémique de La Réunion (Cymoriza upupalis, Pyralidae)

f. Araignée endémique de la forét humide de La Réunion (Nephilingys borbonica, Tetragnathidae)
(Photographies : J. Rochat (Insectarium de La Réunion))
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mais aussi les plus menacées par la disparition des habitats naturels originaux (Myers et al.,
2000). La Réunion dispose d’une flore particuliérement riche en espéces endémiques. En
effet, sur les 835 especes d’angiospermes indigénes qui y sont recensés, 18,6 % sont
endémiques régionales et 28 % sont endémiques strictes de 1’ile (Bénard et al., 2008). Par
ailleurs, vingt des trente genres de plantes endémiques des Mascareignes sont présents a La
Réunion. La faune de I’ile est également riche, avec notamment quatre espeéces d’oiseaux
endémiques. La faune invertébrée est partiellement décrite, mais 1’on estime qu’un tiers de
I’entomofaune est endémique a I’ile (Figure 4). Sur les 2000 especes d’insectes présentes a La
Réunion, on en compte 900 appartenant a 1’ordre des Coléopteres (400 especes endémiques)
(Gomy and Paulian, 2000), 560 especes de Lepidopteres (190 endémiques) (Martiré and
Rochat, 2008), ou encore plus de 40 espeéces d’Orthopteres (plus de 50% d’espéces
endémiques). L’on estime que 5000 especes d’insectes seraient présentes a La Réunion
(Bénard et al., 2008; Quilici et al., 2002) ainsi que 500 espéces d’araignées, dont 25 %
d’especes seraient endémiques (Ledoux, 2007, 2004).

Maurice présente ¢galement une haute diversité en especes végétales indigénes, avec 670
especes d’angiospermes, dont 315 sont endémiques dont 200 d’entre elles sont menacées
d’extinction (Mauritian Wildlife Foundation, unpublished data). Maurice dispose d’une faune
endémique assez riche : une espece de chauve-souris, 9 especes d’oiseaux, 12 reptiles (Cheke
and Hume, 2008; Cole, 2009; Fisher, 2005; Griffiths and Florens, 2006). La faune invertébrée
y est peu décrite, mais preés de 744 especes endémiques sont recensées (Motala et al, 2007) :
neuf especes de fourmis (Fisher, 2005), quatre especes de papillons (Williams, 2007), 45

especes d’escargots terrestres (Griffiths and Florens, 2006), 474 espéces de scarabées, etc.

La Réunion est I'une des iles les mieux préservées de la zone, avec 25% des habitats encore
intégres, grace au relief et a son jeune age géologique (Strasberg et al., 2005). A Maurice, la
déforestation a été plus forte, avec seulement 5 % de forét originelle restante (Page and
D’Argent, 1997; Safford, 1997), dont 2% sont qualifiés de haute qualité avec plus de 50% de

plantes endémiques (Florens et al., 2012).

L’agriculture : une monoculture canniére laissant de plus en plus de place aux cultures
fruitiéres
L’agriculture réunionnaise s’étend sur une Surface Agricole Utile (SAU) de 42200 ha qui se

partage entre quatre grands secteurs : la culture de la canne a sucre, les cultures fourrageres,
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Figure 5. Répartition communale des cultures fruitiéres a La Réunion
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les cultures maraichéres et les cultures fruitiéres. La culture canniére occupe 58 % de la SAU,
alors que les surfaces fourrageres s’étendent sur 10775 ha (26% de SAU). Les surfaces de
cultures maraicheres et fruitiéres sont plus modestes avec 6 et 7 % de la SAU. Cependant, les
fruits occupent une place de plus en plus importante au sein de I’agriculture réunionnaise.
Avec plus de 40 espéces produites, leurs cultures s’étendent sur plus de 2700 ha et
représentent une valeur marchande de I’ordre de 60 millions d’euros (soit 15 % de la
production totale) (Figure 5). Cette production locale couvre environ 70 % des besoins
alimentaires en frais et 5 % des besoins pour la transformation.La production fruitiére
s’organise autour des vergers permanents (letchi, mangue, agrume, etc.), ou semi-permanents
(ananas, banane, fruit de la passion). Les vergers réunionnais se composent principalement
d’exploitations ayant entre un et dix ha de fruits (75 % de la surface fruitiére). Les
exploitations produisant des fruits sont fortement diversifiées. En effet, pour 57 % d’entre
elles, les fruits représentent une diversification de leur production principale (canne, élevage,
maraichage). Les principaux fruits produits sont I’ananas (15800 t), la banane (9650 t), les
agrumes (8400 t), le letchi (2700 t) et la mangue (1900 t) (Données Chambre d'Agriculture de
La Réunion, 2014). Une partie de la filiére fruitiére est organisée (14% de la surface cultivée),
alors que le reste est en filire indépendante. Concernant les exportations, I’ananas Victoria

est le fruit le plus exporté suivi du letchi, de la mangue et des fruits de la passion.

En ce qui concerne Maurice, jusqu’aux années 1970, ’agriculture était le pilier de I’économie
mauricienne, pour ensuite étre rétrogradée derriére le tourisme, le textile, les finances ou les
technologies de I’information. L'agriculture mauricienne couvre aujourd’hui environ 44% (80
000 ha) des terres arables (Ministry of Agro Industry and Food Security, données 2002).
Comme a La Réunion, la production sucriere domine le secteur agricole mauricien (90 % de
la SAU) et contribue pour 57 % du produit intérieur brut national. Le thé (1%) et le tabac sont
les deux autres principales productions, qui se répartissent sur 1760 ha. Les cultures vivricres
et maraichéres occupent plus de 8 400 ha (Ministry of Finance and Economic Development,
données 2014) et sont parfois réalisées en rotation de courte durée ou en interligne avec la
canne a sucre. Les cultures fruitiéres se concentrent sur la banane, 1’ananas, le letchi et la
mangue, et comblent 50 % des besoins locaux. D’une culture orientée pour ces besoins
locaux, I’agriculture mauricienne s’ouvre progressivement au marché international et se
retrouve confrontée a des défis agro-environnementaux. De nouvelles stratégies sont mises en
place dans le secteur sucrier et dans les autres secteurs : (i) 1’industrie de la canne a sucre est

entrée depuis 2005 dans un processus de restructuration et d’amélioration des services déja
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disponibles de maniére a répondre aux nouveaux besoins des acteurs du secteur cannier ; (ii)
les autres secteurs fruitiers et maraichers s’orientent vers des productions plus diversifiées,
plus performantes, et respectueuses de 1’environnement pour répondre aux demandes

touristiques et locales grandissantes en matiére de produits "sains pour la santé".

Les autres iles : I’archipel des Comores

L’archipel des Comores (Les Comores) se compose de quatre iles: la Grande Comore,
Anjouan, Mohéli et Mayotte et se situe a environ 300 km au Nord-Ouest de Madagascar
(Figure 2). Cet archipel constitue le deuxieme groupe d’iles océaniques le plus ancien de la
zone SOOI. Mayotte serait I’ile la plus ancienne avec une formation datant de 7,7 a 15 Ma ;
Anjouan se serait formée il y a 11,5 et 3,9 Ma, Mohéli serait née il y a 5 Ma et la Grande
Comore entre 0,5 et 0,13 Ma (Emerick and Duncan, 1982; Montaggioni and Nougier, 1981;
Nougier et al., 1986).

L’origine géologique de I’archipel fait encore débat mais des travaux récents de Michon (in
press.) réfutent 1’hypothése d’un volcanisme de "point chaud" et avance une formation datant

de 20 Ma pour Mayotte et de 10 Ma pour les trois autres iles.

La mangue

La mangue, 2°™ culture fruitiére tropicale mondiale

Le manguier est cultivé dans beaucoup de parties du globe, particuliérement dans les pays
tropicaux. Hors des tropiques, quelques régions au climat favorable comme 1’Espagne,
I’Isragl, la Floride ou I’ Afrique du Sud (Litz, 2009) produisent également de la mangue.

Ces dernieres années, la production, le marché et la consommation mondiale de mangues ont
fortement augmenté, en raison de leur attrait nutritionnel. Plus de 103 pays cultivent le
manguier a des fins commerciales. La mangue est ainsi la deuxiéme production mondiale de
fruits tropicaux, derriére la banane, en termes de production et de superficie. Avec une
production de 31,7 millions de tonnes en 2009, elle représente 39% de la production mondiale
de fruits tropicaux (FAOSTAT, 2015). En y intégrant I’ensemble des fruits, la mangue occupe
la 5°™ place aprés la banane, ’orange, la pomme et la poire (FAOSTAT, 2009). En valeur
(US$) en 2010, la mangue est la 20°™ production mondiale, toutes filiéres agricoles
confondues et la 12°™ de la filiére alimentation d’origine végétale (FAOSTAT, 2011).

Soixante-neuf pourcent de la production mondiale de mangues est assurée par 5 pays (Inde,
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Chine, Thailande, Mexique et Indonésie). Avec quatre de ces cing pays auxquels s’ajoutent
notamment le Pakistan et les Philippines, le continent asiatique occupe la place de principal
producteur de mangues (74% de la production mondiale). L’ Amérique latine et les Caraibes
représentent 14%, I’Afrique 11% et le reste est produit en Océanie, Amérique du nord et
Europe. L’Inde est le principal pays producteur avec plus d’un tiers de la production
mondiale. Bien que la mangue soit consommée majoritairement dans les pays de production
(environ 90% des fruits tropicaux sont consommés localement), 1’exportation de la mangue
représente plus de 900 000 tonnes en 2005. Le Mexique (22.6%) et 1’Inde (20.3%) sont les
principaux pays exportateurs (FAOSTAT, 2009).

La mangue, une origine asiatique, une diffusion subtropicale
Le manguier, Mangifera indica L., appartient a la famille des Anacardiaceae qui comprend
environ 600 espéces réparties en 70 genres (Watson and Dallwitz, 1992). Les espéces de cette

famille sont essentiellement présentes dans les régions tropicales et subtropicales.

Le genre Mangifera, auquel appartient le manguier, compte 69 espéces qui sont naturellement
présentes dans les régions tropicales d’Asie du Sud-Est, mais le cceur de la zone de
distribution correspond a la péninsule de Malaisie, Bornéo et Sumatra, avec 29 especes
présentes (Bompard, 1993). Le manguier semble originaire de la région Indo-Birmane qui
correspond a la frontiere ouest de la zone de distribution du genre Mangifera. Son nom

d’espéce ("indica" qui signifie "de I’Inde") fait référence a cette origine.

La domestication du manguier a eu lieu en Inde il y a plus de 4000 ans (De Candolle, 1884;
Mukerjee, 1953). Deux zones de domestication sont reconnues : la premiére, pour des variétés
monoembryonnées dans les régions subtropicales de 1’Inde et la seconde pour des variétés
polyembryonnées dans les régions tropicales du Sud-Est asiatique (Sud du Vietnam,
Indonésie, Philippines) (Mukherjee, 1972; Subramanyam et al., 1975). Aujourd’hui, plus de

1000 variétés de manguiers existent.

La diffusion du manguier s’est ensuite déroulée progressivement dans les différents continents
et pays tropicaux et subtropicaux (Litz, 2009). Elle commence en Asie profitant de
I’expansion de I’hindouisme et du bouddhisme ou le manguier a une place importante. Au
7°™ siécle, le manguier est déja présent de la Chine a I’Iran. L’arrivée sur le continent africain

(cote Est)
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Stade A : repos végétatif, bourgeons végétatifs non goniflés

Stade B1

Gonflement du bourgeon,

Stade C

Ouverture du bourgeon,
feuilles écartées

Stade E

Elongation de I'unité de
croissance, pétioles
orientés a environ 90°,
limbes a denu ouverts par
rapport a la nervure
centrale et commencant a
retomber

Stade G

Fin de I’élongation de
I'umité de croissance,
décoloration et remontée
des feuilles, pétioles
orientés a environ 90°

Figure 6. Stades végétatifs du manguier (Mangifera indica L.)

(D’aprés Dambreville, 2012 et Amouroux, 2013)

sans ouverture des écailles

Stade B2

Début d’ouverture du
bourgeon, feuilles serrées

Stade D

Début d’élongation de
I'unité de croissance,
pétioles orientés a environ
45°, limbes pliés par rapport
a la nervure centrale

Stade F

Fin de I"élongation de
I"unité de croissance,
pétioles orientés a environ
135°, limbes ouverts par
rapport a la nervure
centrale et retombant

Stade H

Unité de croissance adulte,
pétioles orientés a environ
45-60°, limbes verts
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a lieu au 10°™ siécle depuis le Moyen-Orient. Les 15°™ et 16°™ siécles se caractérisent par
une forte expansion, impliquant les Portugais et les Espagnols qui transportent le manguier de

leurs colonies indiennes et philippines vers 1I’Afrique et I’Amérique centrale et du Sud, et

éme 8 éme

notamment au Mexique, actuellement 5 pays producteur de mangues. Au 1 siecle,
I’expansion se poursuit et atteint les Caraibes (La Barbade, République Dominicaine et
Jamaique) depuis le Brésil. Certains pays ont eu des introductions multiples, comme les
Antilles frangaises (Duval et al., 2006) et le Mexique dont des variétés proviennent des

Caraibes (Morton, 1987).

La Floride, en menant une campagne d’introduction, de création et de sélection de variétés est
devenue au 20°™ siécle, un important centre de diversification. Les principaux cultivars
actuellement commercialisés (Tommy Atkins, Kent, Keitt, Irwin, Zill, Haden, Palmer,
Cogshall, etc.) (Campbell, 1992) y ont été produits, puis diffusés dans de nombreux pays
producteurs (Brésil, Israél, Australie) (Litz, 2009).

Phénologie du manguier

Le manguier est un arbre pouvant atteindre 30 a 50 m de hauteur et vivre plus de 100 ans. Sa
culture est bien adaptée a un climat tropical chaud a mousson, avec une saison séche
prononcée (Litz, 2009). La croissance du manguier alterne des phases de croissance (flush) au
niveau des bourgeons apicaux et latéraux et des phases de repos (Davenport and Nufiez-

Elisea, 2009).

Les phases de croissance végétative, qui ont lieu entre une a quatre fois par an et par branche,
permettent le développement d’unités de croissance qui se caractérisent par 1’apparition de 10
a 20 nouvelles feuilles. Ce développement (débourrement du bourgeon jusqu’a I’élongation
compléte), qui peut se décomposer en huit stades phénologiques (Figure 6) (Dambreville,

2012), dure trois a six semaines (Whiley et al., 1991).

La floraison est stimulée par les basses températures dans les régions subtropicales (mois
d’hiver) alors que 1’age de la derniére unité de croissance semble plus important dans les
climats chauds (Davenport, 2003, 2000; Van der Meulen, 1971). Dans ces régions, la
floraison peut étre déclenchée par des apports en nitrate de potassium (KNO3) (Barba, 1974;
Davenport, 1993; Nufiez-Elisea, 1985; Protacio, 1999). L’étalement de la floraison est
fortement influencé par I’intensité des faibles températures. Des températures trés basses (3-

10 °C) provoquent, environ un mois apres I’exposition, une floraison groupée. Des
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Plus de fleurs ouvertes,
nombreuses fleurs séches
et présence de petits fruits
verts

Figure 7. Stades reproducteurs du manguier (Mangifera indica L.)
(D’aprés Dambreville, 2012 et Amouroux, 2013)
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RECOLTE

octobre mars
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septembre avril
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Figure 8. Cycle phénologie du manguier (Mangifera indica L.) de la variété Cogshall a La Réunion

Cycle établi a partir d'observations sur des plants dans la zone Sud de l'ile (St-Pierre) 27
(D’apreés Vincenot et Normand, 2009)
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températures entre 10 °C et 18 °C provoquent une floraison plus étalée (Davenport and
Nuiiez-Elisea, 2009). Les fleurs sont groupées en inflorescences situées a I’extrémité des
branches. Ces inflorescences sont des structures ramifiées de taille, de forme, de couleur, et de
nombre de fleurs (plusieurs centaines a plusieurs milliers) variables selon la variété. Les fleurs
sont males (le pistil est avorté¢ avec une seule étamine fonctionnelle) ou hermaphrodites (le
pistil est fonctionnel). Elles sont peu nectariferes et melliferes, et elles sont, en grande partie,
fécondées par des mouches, des thrips et des abeilles (Litz, 2009). Les inflorescences se
développent en huit stades phénologiques (Dambreville, 2012) (Figure 7). Un asynchronisme
entre les arbres d’une parcelle et a 1’échelle de I’arbre est noté pour le développement des

unités de croissance et pour la floraison (Vincenot and Normand, 2009).

A La Réunion, le cycle phénologique des deux variétés commerciales est influencé par le
climat (température et pluviométrie) et par des caractéristiques intrinséques a la plante
(production de I’année précédente, position et dge des unités de croissance). De maniere
générale, le calendrier phénologique de la variété Cogshall se déroule de la maniere suivante
(Figure 8) : la floraison a lieu durant ’hiver austral, de juillet & septembre, et la récolte s’étale
de début décembre a fin janvier ; la croissance végétative commence des la fin de la floraison,
s’intensifie apres la récolte pour se terminer en avril-mai ; le repos végétatif a lieu au début de
I’hiver austral et précéde la prochaine floraison (Vincenot and Normand, 2009). La variété

José, peut réaliser jusqu’a trois périodes de floraison entre juillet et octobre.

Les asynchronismes de croissance et de floraison entre arbres et au sein des arbres sont
¢galement observés a La Réunion et représentent un probléme majeur pour la gestion des
ravageurs des inflorescences. Une floraison étalée offre une fenétre d’action plus grande aux
ravageurs des fleurs et des fruits. L’étalement de la floraison augmente généralement avec
I’age du verger : de 10-11 semaines pour des jeunes arbres (quatre ans) a 16-18 semaines pour
des arbres agés (8 ans) de la variété Cogshall. L’asynchronisme de croissance permet la
présence de pousses végétatives dans un verger quasiment toute 1’année. De récents travaux
ont mis en évidence des liens entre ces deux types d’asynchronismes (Dambreville et al.,
2013). Pour la variété José, la floraison est tres hétérogene au sein du méme arbre. Plusieurs
floraisons et fructifications s’enchainent (on parle de premicre, deuxiéme et troisiéme

floraisons), étalant la floraison jusqu’en octobre (Vincenot and Normand, 2009).
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Figure 9. Répartition des trois principales zones de culture du manguier (Mangifera indica L.) a La Réunion
(D’apreés Vincenot et Normand 2009)
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La mangue a La Réunion : historique et culture

La grande majorité des informations fournies dans cette partie sont extraites de deux ouvrages
de référence sur la culture de la mangue a La Réunion que sont la "Production Fruitiére
Intégrée" (Vincenot and Normand, 2009), et "Dossier technico-économique de la mangue"

(Insa et al., 2002).

La famille des Anacardiaceae est représentée a La Réunion par neuf espéces dont une espece
indigéne (Poupartia borbonica J.F. Gmel.) et huit especes exotiques (Anacardium occidentale
L., Mangifera indica L., Poupartia caffra (Sond.), Schinus terebinthifolius Raddi, Spondias
cytherea Sonnerat, Spondias mombin L., Rhus longipes Engl., Sorindeia madagascariensis
Thouars ex DC.). Certaines de ces especes présentent un intérét agricole : baie rose ou faux
poivrier (S. terebinthifolius), prune de cythére (S. cytherea), anarcardier (A. occidentale).
L’omniprésence sur 1’1le du faux poivrier (aussi connu sous I’appellation de "baies roses") et
du faux poivrier blanc (R. longipes) s’explique grandement par leur caractére invasif (IUCN)

et seul le manguier fait 1’objet d’une culture structurée en vergers.

Seul représentant du genre Mangifera a La Réunion, le manguier y est arrivé la premiére fois
en 1770 par I’intermédiaire d’arbres provenant de Goa (Inde). Ce n’est que deux cents ans
plus tard, que la culture du manguier entre dans un processus d’intensification, se
caractérisant, entre 1970 et 2000, par une multiplication par six de la surface cultivée (de 50
ha a 300 ha). L’objectif visé de cette intensification est double : la satisfaction des besoins du
marché local et le développement du marché de 1’exportation haut de gamme. De ce fait, la
gamme variétale existante, principalement constituée de variétés d’origine indienne (Jos¢),
naturellement hybridées et sélectionnées par les agriculteurs et les passionnés, fut élargie par
I’apport de diverses variétés d’origine floridienne (Cogshall, par exemple). Il en résulte la
présence a La Réunion, d’une cinquante de variétés recensées. Néanmoins, seulement deux
variétés (José et Cogshall) sont bien représentées (plus de 80% des vergers) (Figure 9). La
variété José, fortement appréciée de la population, occupe 50 % de la superficie plantée alors
que la seconde variété d’origine américaine s’étend sur les quelques 30% restants. Grace a ses
qualités répondant aux standards des marchés internationaux, la variét¢ Cogshall est celle

majoritairement exportée, bien que les quantités restent faibles (moyenne 110 tonnes / an).
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Figure 10. Fruits des deux principales variétés de manguier (Mangifera indica L.) cultivées a La Réunion
a. Variété José b. Variété Cogshall

(Photographies : a. Frédéric Normand-CIRAD ; b. C. Ajaguin Soleyen-CIRAD)

Table 2. Principaux ravageurs du manguier a La Réunion, organes attaqués et importance en termes

de dégats générés
(D'aprés Normand et al. 2011)

Partie attaquée Ravageur Nom scientifique Importance
Inflorescences Cécidomyie des fleurs Procontarinia mangiferae Majeure
Inflorescences Punaise Orthops palis Majeure
Inflorescences Thrips Scirtothrips avrantii Mineure
Inflorescences Thrips Selenothrips rubrocinctus Mineure
Fruits Mouche des fruits Bactrocera zonata Majeure
Fruits Mouche des fruits Ceratitis rosa Majeure
Fruits Moucne des fruits Ceratitis capitata Majeure
Parties végétatives Cécidomyie des feuilles Procontarinia matteiana Mineure
Parties végétatives Cochenille Icerya seychellarum Mineure
Parties vegétatives Cochenille Coccus mangiferae Mineure
Parties végétatives Cochenille Aulacaspis tubercularis Mineure
Parties végétatives Cochenille Pseudoanidia trilobitiormis Mineure
Parties végétatives Cochenille Ceroplastes sp. Mineure

31



Introduction générale

La filiere de production s’organise aujourd’hui autour de 350 ha répartis sur prés de 150
exploitations (Vincenot and Normand, 2009). Pour des raisons climatiques et sanitaires, elles
sont réparties essentiellement sur la cote Ouest de ’ile (cote "sous le vent") allant de la
commune de la Possession (Nord) & celle de Petite-ile au sud. Leur distribution se caractérise
par trois zones de production: le Nord-Ouest, I’Ouest et le Sud. La zone Nord-Ouest,
historiquement premiere zone de production, comptabilise a elle seule, avec les communes de
La Possession et Saint-Paul, pres de 50 % des exploitations productrices et totalise environ 70

% des surfaces de vergers de manguiers (Figure 10).

La surface des vergers est généralement modeste, puisque pres de 60 % des exploitations ne
dépassent pas une SAU de trois hectares. De plus, des différences notables de surface
moyenne des vergers sont notées entre la zone Nord-Ouest (6,1 ha) et les deux autres zones
(Ouest : 2,1 ha; Sud: 3,1ha). La production, de I’ordre de plus de 3000 tonnes, lors des
bonnes récoltes, se regroupe essentiellement entre décembre et février. Des productions
précoces, intéressantes pour les agriculteurs en termes de prix de vente et de limitation du
développement des maladies fongiques et bactériennes, peuvent étre enregistrées entre
octobre et novembre. Des récoltes tardives sont aussi possibles et sont la conséquence de la
deuxiéme, voire la troisieme, floraison chez certaines especes ou de vergers situés en altitude.
En effet, certaines variétés comme la José présentent des floraisons trés étalées, mais pas

systématiquement toutes les années.

Les ravageurs du manguier a La Réunion

Une trentaine especes d’arthropodes ravageurs est recensée sur les manguiers a La Réunion.
Seules six especes sont recensées de maniere réguliere et sont considérées comme impactant
significativement la culture du manguier (Table 2) (Amouroux and Normand, 2013; Vincenot
and Normand, 2009). Leurs actions ont lieu lors de trois phases phénologiques distinctes du
manguier. Premierement, lors de leur croissance végétative, les manguiers subissent les
attaques d’une cécidomyie des feuilles (Procontarinia matteiana Kieffer & Cecconi, 1906)
(Diptera : Cecidomyiidae) et de plusieurs espeéces de cochenilles. Ces deux ravageurs font
généralement peu de dégats, sans doute maitrisés par leurs parasitoides et prédateurs.
Néanmoins, des épisodes de pullulations peuvent avoir lieu comme depuis 2011, ou
I’explosion démographique d’une espeéce de cochenille farineuse (Icerya seychellarum

Westw.) a eu
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Figure 11. Classification taxonomique d’'Orthops palus
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lieu en raison d’un parasitisme en hausse (Homalotylus eytelweinii (Ratzeburg)) de son
ennemi naturel (Rodolia chermesina Mulsant, 1850). Certaines parcelles ont été fortement
impactées, mais les "équilibres écologiques" se sont rétablis au bout de quelques mois et les
populations de cochenilles ont été par la suite régulées. Deuxiémement, lors de la floraison,
trois ravageurs, la Cécidomyie des fleurs du manguier Procontarinia mangiferae
(=Erosomyia mangiferae Felt) (Diptera : Cecidomyiidae), la Punaise du manguier Orthops
palus et le thrips Scirtothrips aurantii Faure (Thysanoptera : Thripidae) peuvent générer des
dégats et des pertes économiques importants. Troisiemement, lors de la fructification, le
risque entomologique provient de trois espéces de mouches des fruits (Ceratitis capitata
(Wiedemann), C. rosa Karsch et Bactrocera zonata (Saunders) (Diptera : Tephritidae) dont
les femelles pondent dans les fruits qui deviennent non-commercialisables. La lutte réalisée
contre ces ravageurs est essentiellement chimique, avec une seule molécule active, a large
spectre, la lambda-cyhalothrine, homologuée contre le thrips et la Punaise du manguier

(Vincenot and Normand, 2009).

Les mirides et Orthops palus

Les mirides appartiennent a ’ordre des Hemiptera, au sous ordre des Heteroptera, a I’infra-
ordre des Cimicomorpha, a la super-famille des Miroidea (Figure 11). Les especes de miride
sont communément appelées " punaises des plantes " (" Plant bugs" en anglais) et plus
rarement " capsides" (" capsids" en anglais) (Wheeler, 2001). Les principales
caractéristiques biologiques et écologiques sont présentées dans le chapitre 1, sous la forme

d’une synthése bibliographique.

Le genre Orthops

Le genre Orthops a été décrit pour la premiere fois par Fieber en 1858 (Fieber, 1858). Il
appartient a la sous-famille des Mirinae et a la tribu des Mirini. Trente-cinq especes y sont
comptabilis€es et se répartissent en 2 sous genres (Orthops et Montanorthops) (Schuh, 2008).
La taxonomie du genre n’a pas toujours été claire (synonymie du genre : Montanorthops
Ghauri, 1978 ; Verdeius Linnavuori, 1975) et des changements ont souvent eu lieu. Avant les
années 1940, le genre Orthops était considéré comme un sous-genre du genre Lygus, au méme

titre que Lygocoris, Agnocoris, Stechus, Neolygus, Apolygus, et Taylorilygus (Kelton
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Figure 12. Punaises du genre Orthops

a. Orthops kalmii (L. 1758) ; b. Orthops campestris (L. 1758) ; c. Orthops basalis (Costa 1853) ; d. Orthops scutellatus
(Uhler 1877).

(Photographies : a. Tristan Bantock ; b. Mark Dunkling ; c. Tristan Bantock ; d. Steve Nanz)
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1975). Depuis, plusieurs de ces sous-genres sont devenus des genres, réduisant grandement le
nombre d’especes du genre Lygus. De nos jours, toutes les especes de ces genres font partie
de ce que I’on appelle le "Lygus complex". Les espéces du genre Orthops sont présentes en
Europe (Hosseini, 2014; Virteiu et al., 2014), en Asie, en Afrique et en Amérique (Schuh,
2008), mais elles restent sous-étudiées, comme une grande majorité des mirides en Europe.
Les informations concernant ces especes se réduisent souvent a des recensements lors
d’inventaires ou a des descriptions morphologiques (Hosseini, 2014; Virteiu et al., 2014;
Zheng and Lv, 2002), mais peu de données bioécologiques sont disponibles. Les espéces les
plus étudiées sont celles des zones tempérées avec O. kalmii (Linnaeus, 1758), O. campestris
(Linnaeus, 1758), O. basalis (Costa, 1853) et O. scutellatus (Uhler, 1877) (Figure 12). En
analysant la base de données des mirides la plus compléte a I’heure actuelle (Schuh, 2008), les
premiéres descriptions des especes du genre Orthops sont localisées a 59 % en Afrique, 20 %

en Europe, 18 % en Asie, 3 % en Amérique (Annexe 1).

De maniere générale, le corps des especes du genre Orthops a une longueur de 3 a 6 mm, et
peut avoir des couleurs assez variables (Hosseini, 2014). Les espéces sont connues pour
s’attaquer aux Ombelliféres (Apiceae) (Anasiewicz and Winiarska, 1995; Bilewicz-
Pawinska, 1970; Galambosi and Svab, 1981; Henry and Lattin, 1987; Obarski, 1961, 1960).
Les espéces du genre Orthops étudiées sont aussi connues pour montrer une forte préférence
pour les fleurs de leur hote (Wheeler, 2001). En effet, en Pologne par exemple, sur berce
Heracleum sosnowskyi Manden. (Apiaceae), les niveaux de populations les plus importants
d’O. kalmii, O. campestris et O. basalis se retrouvent lors de la pleine floraison et le début de
fructification (Wrzesinska and Wawrzyniak, 2005). Wagner (1974) décrit les espéces du
genre Orthops comme des especes phytophages vivant sur des herbes, ou des arbres (a feuilles
caduques, pérennes, et aussi des coniféres - Pinus sp). Il continue en stipulant que ces especes

hibernent au stade ceuf ou adulte.

Ci-dessous sont présentées quelques informations bioécologiques sur les especes du genre
Orthops les plus étudiées :

O. kalmii (L. 1758) (Figure 12) est présente en Europe, en Asie (Chine, Russie) et est
fortement associée aux Ombelliféres (Apiaceae) (Schuh, 2008). Ce miride est un ravageur du
fenouil en Italie car ces ovipositions peuvent bloquer la circulation de la séve jusqu’aux
feuilles (Nuzzaci, 1977). O. kalmii peut aussi se retrouver sur-des espéces de la famille des

Asteraceae, des Fabacae, des Fagaceae, des Salicaceae et des Brassicaceae (Schuh, 2008).
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Figure 13. Adulte d’Orthops palus (Taylor, 1947)
(Photographie : Antoine Franck-CIRAD)

Lygus palus, sp.o.

\ very small species. Pale brownish-yellow or pale green; 9 pale throughout,
- wsually pale throughout but sometimes with pronotum darkly pigmented poster-
wuly. Second antennal segment not darker at apex (fig. 96). Rostrum to apices of
ltul coxae. Hemelytron often without markings (fig. 62), except a black spot at
4= of cuneus and infuscation with hyaline areas on membrane, but some specimens
rpurticularly @3 having a dark pronotum, but occasionally 29 also) have a vague
wiuscation at distal end of corium, not extending to costa (fig. 63, which represents
Hie extreme form).  Hind femur darkly mottled distally

Genitalia : Jaminate process wanting ; terminal hook of left paramere with an
“1ect process as in fig, 39.

Dimensions in mm. :—Length: &, 3-2; ¢, 3-5. Width of head : &g and @, 09,
\Width of pronotum : &, 1-2: ¢, 1-3.

Type @ has pronotum dack except antero-medially and slight infuscation at
¢l of corium similar to fig. 63.

~RJGANDA, various Jocalities, 1942-1944, 5 34 (including type) and 6 99.

This species, regardless of the colour of the pronotum, is readily distinguished
l:om all others dealt with here by its small size, the absence of black or dark pigments
41 the apex of the second antennal segment, the complete or almost complete absence
o[ markings on the hemelytron, and by the male genitalia,

L. palus appears to be associated principally with flowering trees. It is known to
lveed on Anacardivm occidentale, Mangifera indsca, Caesalpinia sepiaria, Intada
byssinica and Triwmjetta sp.

Hitherto this species has been referred to in Uganda as Sp. G.

Figure 14. Premiére description d’'Orthops palus par Taylor en 1947 37
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O. campestris (L. 1758) (Figure 12) est présente dans toute 1I’Europe (sauf aux Agores, aux
iles Féroe, en Islande, aux Canaries et a Chypre), en Iran, en Turquie, aux Etats-Unis
(Kerzhner and Josifov, 1999; Schuh, 2008). Cette espece est une spécialiste des Ombelliféres,
ou elle se nourrit des ovaires et des fruits immatures de nombreuses espéces sauvages,
notamment en Suede. Elle provoque des dégats sur plusieurs cultures. D’une part,
d’importants dégats sont notés (desséchement et brunissement) sur boutons et fleurs de dahlia
(Dahlia spp.) en Angleterre, ainsi sur le céleri en Pologne (avec O. kalmii) (Anasiewicz and
Winiarska, 1995). D’autre part, ce miride est suspecté d’étre un ravageur de la poire en
Europe, en se nourrissant des fruits tout juste formés, entrainant I’apparition de crevasses et
de zones "pierreuses" sur les fruits développés (Coutin et al., 1984). Par ailleurs, cette punaise
est suspectée de transporter du pollen (faible quantité¢) en Grande Bretagne (Grace and
Nelson, 1981), alors qu’elle serait un vecteur (via ses pieces buccales) d’un champignon

pathogene de la carotte (Stemphylium radicinum) (Bech, 1967).

O. scutellatus (Uhler, 1877) (Figure 12) a provoqué d’importants dégats a la culture de
carotte en Colombie britannique (Wagner and Slater, 1952) et au fenouil en Nouvelle Ecosse

(Brittain, 1919).

Ces especes ont des préférences variables en matiere d’habitats. O. basalis et O. campestris
préferent les champs et les jardins alors que O. kalmii préfere les zones d’ombres comme les

clairiéres et les berges des cours d’eau.

Orthops palus

Orthops palus (Figure 13) a été décrite pour la premiere fois, sous la nomination de Lygus
palus, par Taylor en 1947 en Ouganda. Elle a ensuite été considérée comme Taylorilygus
palus puis rattachée dans le genre Orthops par Linnavuori en 1975. Son premier recensement
a La Réunion date de 1974 par Etienne et Roura. O. palus n’est jusqu’a présent signalée qu’en

Ouganda (Taylor, 1947) et a La Réunion (Etienne and Roura, 1974).

En Ouganda, peu d’informations sont disponibles sur la biologie et 1’écologie de I’espece, ou
sur son statut dans la zone. Les travaux de Linnavuori (1975) ne constituent qu’une analyse
des échantillons de Taylor. Les travaux de Taylor (1947) (Figure 14) fournissent une
description sommaire de I’espece, avec des informations morphologiques (couleur, taille,

description des genitalia, particularités du male, critéres de différenciation par rapport aux
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autres especes). On trouve trois lignes sur 1’écologie de 1’espéce : "L. palus appears to be
associated principally with flowering trees. It is known to breed on Anacardium occidentale,
Mangifera indica, Caesalpinia sepiara, Entada abyssinica et Triumfetta sp.". A La Réunion,
I’espéce est communément appelée " Punaise du manguier ". Son statut taxonomique est
ambigu car trois dénominations différentes sont utilisées pour faire référence a cet insecte

(Lygus palus, Taylorilygus palus, Orthops palus).

Elle est décrite comme présente sur le manguier et le letchi (Litchi chinensis Sonnerat).
Présentée comme un ravageur, des traitements phytosanitaires sont préconisés pour faire face

a ses infestations (Vincenot and Normand, 2009).

Le premier recensement d’O. palus a La Réunion a été effectué¢ sur les inflorescences de
manguier par Etienne et Roura en 1974. Méme si ces auteurs font état de dégats
" occasionnels " provoqués par un miride qui pullule sur les inflorescences de manguier, ce
n’est qu’en 1996, qu’O. palus (a I’époque appelée Lygus palus) est clairement présentée
comme un ravageur des inflorescences de manguier (Vincenot, 1996). Dans le plan
ECOPHYTODOM 2018 établit en 2011, O. palus est présentée comme le ravageur numéro
un des vergers de manguiers a La Réunion (Cote et al., 2011). Ce classement des ravageurs a
¢été établi par les acteurs de la filiere "mangue " de La Réunion (producteurs, techniciens
agricoles, responsable des organisations de producteurs). Larves et adultes sont polyphages et
piquent les bourgeons, les jeunes pousses et les inflorescences des manguiers afin d’en
extraire la seve pour se nourrir (Insa et al., 2002; Normand et al., 2011). Orthops palus
présente un fort potentiel de destruction des inflorescences, du débourrement jusqu’a la
nouaison. Ces attaques sont soudaines et imprévisibles. Elles sont souvent localisées a une
partie d’un bassin de production et ne se reproduisent pas systématiquement chaque année.
Mais elles peuvent conduire a la destruction rapide, partielle ou totale, de la production (Insa

et al., 2002).

Concernant le letchi, malgré des suspicions depuis la fin des années 1990 sur les effets
potentiellement néfastes de la Punaise du manguier sur les inflorescences de letchi (Quilici,
1996), ce n’est qu'en 2002, dans la fiche ravageur sur Taylorilygus palus réalisée par la
Chambre d’agriculture de La Réunion, que la punaise est clairement présentée comme un
ravageur du letchi (Annexe 2). Aucun autre document ne le mentionne. De plus, certaines

données concernant le statut d’O. palus sur le letchi a La Réunion sont contradictoires. En
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effet, sur cette fiche de la Chambre d’agriculture, la Punaise du manguier est présentée
comme un important ravageur des inflorescences de letchi alors que I’insecte ne figure pas sur
la liste des ravageurs du letchi a La Réunion la plus compléte a cette époque (Vayssieres,
1997). Cette liste contient néanmoins trois autres espéces de mirides (Corizidolon notaticolle
Reuter; Proboscidocoris punctaticollis Reuter ; Dagbertus sp.). Vayssieres (1997) fait état de
la présence de cinq especes de mirides sur des fleurs de letchi, sans en donner les noms
d’espéces (trois espéces identifiées et deux non identifiées), mais il stipule 1’absence de dégats
sur les inflorescences. Pour le letchi, il n’existe aucune donnée mesurant I’importance des
dégats ou les pertes de rendements liés a ce ravageur. Les méthodes de lutte préconisées sur le
letchi et le manguier contre O. palus sont des traitements chimiques réalisés sur la canopée
des arbres, lorsque les seuils de niveaux de population par inflorescence sont dépassés. Ces
seuils sont évalués par battage, sur un support de la taille d’une feuille A4, de deux
inflorescences par arbre et ceci répété sur 10 arbres répartis dans tout un verger. Si plus de
trois punaises sont retrouvés en moyenne sur un arbre, celui-ci doit subir un traitement
localisé. Si plus de cinq des dix arbres échantillonnés présentent en moyenne plus de trois
punaises, un traitement de toute la parcelle est préconis¢ (Insa et al., 2002; Vincenot and
Normand, 2009). Ce seuil de nuisibilit¢ de trois punaises par battage a été établi lors de
précédents travaux dans une parcelle de manguiers de 1’Ouest de 1’1le (Vincenot, 2003). Ces
travaux, dont l'objectif était de mettre en évidence une relation entre le nombre de punaises
moyen par battage et le pourcentage de panicules détruites par desseéchement, révelent "qu’a
partir du seuil de trois punaises récoltées par battage, les dégats peuvent détruire jusqu’a 20 %

des panicules (inflorescences de manguier)" (Vincenot, 2003).

Problématique, objectifs scientifiques et questions de recherche

La problématique concernant O. palus recouvre deux aspects. D’une part, cette espéce,
recensée uniquement en Ouganda et a La Réunion, est peu connue, car elle n'est pas
considérée comme ravageur d'importance économique, sauf a La Réunion ou aucune étude
bioécologique n'a été conduite. Ce manque de connaissances rend délicate la mise en place de
méthodes de gestion de ces populations dans les vergers. D’autre part, la lutte chimique
jusqu’a maintenant utilisée se révele peu efficace et présente des conséquences néfastes sur

I’environnement et la santé¢ humaine. Il est indispensable et opportun de proposer une gestion
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agroécologique des populations d’O. palus, a I'heure ou la protection agroécologique des
cultures s'implante a La Réunion, notamment dans les vergers de manguiers.

L’objectif général de la thése est I’acquisition de connaissances sur O. palus. Les
connaissances a acquérir sont d’ordre taxonomique, biologique, écologique et génétique. Cet
objectif scientifique principal se décline en plusieurs objectifs spécifiques : (i) caractériser la
diversité de mirides présentes dans les vergers de manguiers a La Réunion ; (ii) caractériser le
cycle biologique d'O. palus et les interactions insecte-plantes ; (iii) étudier sa distribution et sa
diversité génétique a La Réunion et dans la zone du SOOI. D’un point de vue pratique et
appliqué, ’objectif sera d'utiliser ces connaissances pour concevoir et mettre en ceuvre des
méthodes de gestion des populations dans le cadre de la protection agroécologique des

cultures.

Ces objectifs scientifiques se décomposent selon plusieurs groupes de questions de recherche.

Le premier groupe de questions concerne les mirides des vergers de manguiers a La
Réunion et O. palus :

- Quelles sont les espéces de mirides présentes dans les vergers de manguiers a La Réunion et
quelle place occupe O. palus dans cette communauté ?

- Comment les distinguer les unes des autres ?

- O. palus est-elle la seule espece de miride présente en nombre significatif sur les
inflorescences de manguier ?

- Quelle est la distribution géographique d'O. palus dans le Sud-Ouest de I'Océan Indien ?

Le deuxiéme groupe de questions concerne la bioécologie d’O. palus, notamment le cycle
biologique et les interactions que cette espéce entretient avec les plantes :

- Quelles sont les caractéristiques de son cycle biologique ?

- Quelles sont les plantes sur lesquelles O. palus est retrouvée a La Réunion ?

- Comment l'espece passe-t'elle I'année ?

Le troisiéme groupe de questions porte sur la diversité génétique et la structuration des
populations d’O. palus dans les iles du Sud-Ouest de 1'Océan Indien :
-Y a-t-il une ou plusieurs populations d’O. palus a La Réunion ? Si plusieurs populations sont

recensées, quels facteurs biotiques ou abiotiques structurent ces populations ?
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- Dans le cas ou O. palus est présente dans d'autres iles du Sud-Ouest de 1’Océan Indien, ces

populations sont-elles génétiquement différentes de celles présentes a La Réunion ?

Démarche scientifique

La démarche scientifique adoptée pour répondre a ces questions de recherche, mobilise
différentes disciplines scientifiques et outils : la taxonomie pour l'identification des espéces de
mirides ; la biologie pour I'é¢tude du cycle de vie d'O. palus ; 1'écologie pour I'étude des
interactions entre O. palus et ses plantes hotes ; la génétique pour 1'étude de la diversité
génétique et de la structuration des populations. Les travaux de thése, qui se sont déroulés de
2013 a 2015, a La Réunioon essentiellement (mais aussi dans certaines iles du SOOI :
Maurice, Mayotte et la Grande Comore), ont eu pour fil conducteur cette démarche

scientifique, qui a suivi plusieurs étapes.

Dans un premier temps, un travail bibliographique sur les mirides des cultures fruiticres
tropicales est réalisé. La connaissance des caractéristiques bioécologiques des mirides et les
acquis concernant certaines especes de mirides particulierement étudiées ou ayant une
importance économique reconnue, sont en effet préalables a notre travail de recherche sur O.
palus.

Une deuxi¢me étape consiste a réaliser un inventaire des différentes espéces de mirides
présentes dans les vergers de manguiers & La Réunion entre 2012 et 2014 lors des pics de
floraison du manguier. Il s’agit aussi de déterminer 1’abondance relative d’O. palus dans les
communautés de mirides présentes sur les fleurs de manguiers. Il est en effet nécessaire de
vérifier ’omniprésence d’O. palus et de confirmer ou d’infirmer qu’il s’agit de 1’espeéce
majoritairement présente (et donc sans doute responsable des dégats) sur les inflorescences.
Dans cette étape, des recherches bibliographiques complémentaires sont effectuées sur les
caractéristiques bioécologiques des espeéces de mirides recensées dans les vergers, de maniére
a évaluer le risque qu’elles représentent pour le manguier. On s'attache ensuite a mettre au
point des outils d’identification et de reconnaissance (cl¢ de détermination taxonomique au
laboratoire, séquence pour le barcode, fiche de reconnaissance sur le terrain) des différentes

especes de mirides permettant la distinction entre O. palus et les autres especes.
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La mise au point d'un élevage est une étape indispensable pour déterminer le cycle biologique
de I’espece et pour acquérir des connaissances sur sa biologie. L’objectif de cet élevage est de
fournir des punaises en nombre suffisant pour étudier les caractéristiques biologiques de
I’espece. Les études visent a déterminer les durées des différentes phases du cycle biologique

et a évaluer I’influence du substrat de nutrition sur ces durées.

Parallélement, la recherche in situ d’adultes et de larves d’O. palus sur diverses plantes,
notamment sur des plantes en floraison, sur toute 1’ile, vise a déterminer les plantes sur
lesquelles O. palus est présente et a inventorier sa gamme de plantes hotes (plantes sur
lesquelles 1’espece est capable de faire au moins une partie de son cycle). La détermination de
ces plantes hotes et de leur période de floraison permet ainsi d’émettre des hypothéses quant

aux modalités de passage de 1’année par cette espéce.

Pour compléter les réponses obtenues par les ¢tudes bioécologiques aux questions de
recherche relatives a la polyphytophagie et a I'importante distribution d'O. palus dans l'espace,
des outils de génétique sont ensuite mobilisés. D'une part, 1'étude de la structuration des
populations via I'utilisation de marqueurs moléculaires que sont les marqueurs microsatellites
(évolution rapide, échelle populationnelle) et les marqueurs du cytochrome oxydase subunit [
(évolution lente, échelle spécifique), permet de savoir si plusieurs populations existent et de
déterminer s'il existe un facteur structurant les populations, s'il y a par exemple une race
d'hote, déja observée chez d'autres espéces de mirides. Ces travaux portent a la fois sur la
mise au point des marqueurs microsatellites pour 1’é¢tude de la diversité nucléaire et sur le
séquengage du cytochrome oxydase subunit I pour 1’étude de la diversité mitochondriale. La
collecte des individus des différentes populations est réalisée par un important
¢chantillonnage a La Réunion en 2013 sur les principales plantes hotes d’O. palus (espéces
végétales connues comme hdtes au moment de 1’échantillonnage). D’autre part, il est
pertinent de vérifier la présence d’O. palus dans les iles environnantes de 1'Océan Indien. En
effet O. palus étant signalée en Ouganda, sa présence dans les autres iles du SOOI est
fortement suspectée. Il est possible qu’elle n’y ait jamais été déclarée, faute de recherches
suffisantes, ce qui nous a amené a effectuer des collectes a Maurice, a Mayotte et aux
Comores. De la méme manieére qu’a La Réunion, un échantillonnage dense est réalisé a
Maurice en vue d’une étude sur la diversité nucléaire des populations mauriciennes via les
marqueurs microsatellites mis au point. Cette étude fournit un autre cas d'é¢tude de

structuration de populations dans des iles volcaniques, et peut apporter, ou non, une
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confirmation des patrons de structuration déja obtenus a La Réunion. Apres ces analyses 1le
par ile, la diversité nucléaire des populations réunionnaises et mauriciennes peut étre analysée
de maniere globale pour mettre en évidence d’éventuelles populations communes et des
échanges entre fles.

A la lumiere des résultats acquis dans la these, des réflexions peuvent étre soutenues sur des
axes de discussion scientifiques sur la dynamique dans l'espace et dans le temps d'O. palus.
Par ailleurs, les résultats alimentent des orientations de gestion agroécologique des
populations d’O. palus a mettre en place a I’échelle locale, ainsi que sur les mesures de
précaution a prendre pour éviter les flux de populations entre les pays de la zone pour éviter

tout phénomeéne invasif. Des perspectives de recherches sont ensuite exposées.

Pour des questions de choix scientifiques et de priorités a assumer, le périmetre de départ de
la thése n'a pas inclus certains domaines scientifiques. Dés le début des travaux de these, il est
apparu que les interactions insecte-plante ne pourraient étre étudiées concernant les aspects de
dispersion des insectes ou d'évolution spatiale des populations a 1'échelle des agroécosystéemes
a base de manguiers. D'une part, la caractérisation et I'évaluation quantitative des dégats n’ont
pas été envisagées, car il est difficile de clairement distinguer les symptdmes provoqués par
les piqlres de punaise, des symptomes provoqués par d'autres bioagresseurs des
inflorescences du manguier (I'Oidium (Oidium mangiferae Berthet (1914)) notamment). Des
travaux préliminaires, réalisés avant la thése, nous ont confortés dans cette posture. D'autre
part, la dynamique spatio-temporelle de Il'insecte a I'échelle de I'agroécosystéme
(caractéristiques de propagation et de dispersion de la punaise) ne peut étre étudiée, car les
techniques d'échantillonnage (filet a insecte) classiquement utilisées et le plus souvent citées
dans la bibliographie pour la collecte des mirides ne sont pas adaptées aux "arbres" (elles ont
¢té mises au point pour la collecte sur des arbustes, comme le cotonnier ou sur des plantes de
type herbacé ou de type liane). La mise au point et la validation d'une technique de collecte

adaptée nécessiteraient des études conséquentes qui n'ont pas €té envisagées dans la these.
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Organisation du manuscrit

Ce manuscrit de thése s’organise en quatre chapitres et une discussion générale. Chaque
chapitre est composé d’un ou plusieurs articles, acceptés, soumis ou a soumettre a des revues
internationales a comité de lecture. Au niveau d'un chapitre, le principe retenu est de rappeler
les principaux résultats (en une ou deux pages), puis d'inclure le ou les articles et,
éventuellement, des informations complémentaires (planches photographiques par exemple).

Le chapitre I se présente sous la forme d’une syntheése bibliographique sur les mirides des
cultures fruitieres tropicales. Cette synthése sert de base a un article intitulé " Mirids
(Hemiptera: Miridae) of tropical fruit crops. A Review" actuellement en préparation et qui
sera soumis a la revue "International Journal of Pest Management". Cette synthése présente,
dans une premiere partie, la description des principales caractéristiques des mirides et, dans
une seconde partie, les principales connaissances acquises sur plusieurs especes de mirides

d’importance économique sur les cultures fruitieres tropicales.

Le chapitre II porte sur 1'é¢tude taxonomique des communautés de mirides dans les vergers de
manguiers a La Réunion et de la place d’O. palus dans cette faune de mirides. Il se compose
de deux éléments :

- un article intitulé¢ " Characterization of Mirid assemblages (Heteroptera: Miridae) in mango
orchards in Reunion Island and implementation of identification and recognition tools",
soumis a la revue "Fruits" ;

- de planches photographiques illustrant les différents stades de développement d’O. palus et
la variabilité¢ de couleur des adultes.

Ce chapitre renvoie aussi a des fiches regroupant des informations bioécologiques et
taxonomiques sur les espeéces de mirides recensées dans les vergers de manguiers réunionnais

(Annexe 3).

Le chapitre III traite des caractéristiques bioécologiques d’O. palus. 1l s’organise en deux
parties:

- un article intitulé¢ " First results on bioecology of Orthops palus (Heteroptera: Miridae)" et
soumis a la revue "Arthropod-Plant Interactions". Cet article porte sur la mise au point d'un
¢levage, la détermination du cycle et des durées de développement d'O. palus, I'inventaire des

plantes hotes et 1'étude des interactions insecte-plante ;
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- des planches photographiques sur O. palus, illustrant les caractéristiques morphologiques
ainsi que les lieux d'insertion des ceufs. Les planches présentent également des larves en
condition in situ et des symptomes et dégats provoqués par les attaques d'O. palus sur le

manguier.

Le chapitre IV regroupe I’ensemble des études sur la diversité génétique et la structuration des
populations d’O. palus. Ce chapitre se structure autour de trois articles :

"

- un premier article intitulé " Isolation and Characterization of Eleven polymorphic
Microsatellite Markers developed for the mango bug, Orthops palus (Heteroptera: Miridae)",
accepté dans la revue "Journal of Insect Science". Cet article porte sur la mise au point et la
validation des marqueurs microsatellites pour O. palus ;

- un deuxiéme article intitulé " Population genetic structure of Orthops palus (Heteroptera:
Miridae) in Reunion Island and bioecological implications", soumis a la revue "Ecology and
Evolution". Cet article s'intéresse a la diversité génétique des populations d’O. palus a La
Réunion ;

- un troisiéme article intitulé " First description, genetic diversity and structuring of Orthops
palus (Heteroptera: Miridae) in the south-west Indian Ocean islands " a soumettre a la revue

"PlosOne". Il concerne la diversité génétique des populations d’O. palus a La Réunion, a

Maurice, a Mayotte et en Grande Comore.

La discussion générale de la thése, qui constitue le chapitre V, est structurée en cinq parties:

- une premicre partie rappelant les principaux résultats acquis et illustrant les apports de la
these ;

- une deuxiéme et une troisiéme parties de discussion qui traitent, de manieére transversale,
deux thématiques scientifiques : le passage de 1’année par 1’espéce étudiée et la diversité
génétique d'O. palus a 1'échelle de la zone du SOOI. Ces deux thématiques permettent, sur la
base de 1'é¢tude et de la littérature, de proposer des hypothéses et des questions de recherche ou
des implications pratiques ;

- une quatriéme partie présentant les perspectives de recherches ;

- une cinquiéme partie correspondant aux applications proposé€es aux praticiens, suite aux

résultats de la theése.

I1 convient d'avoir en téte, a la lecture du manuscrit, que toutes les parti€s sont liées entre elles

et sont interconnectées. De plus, les dispositifs utilisés lors des expérimentations peuvent étre
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communs a plusieurs études, et les travaux ont ét¢ menés de maniére concomitante. Les
acquis de la thése sont souvent le fruit des résultats complémentaires des études
taxonomiques, biologiques, écologiques et génétiques entreprises dans la these, ce qui illustre
l'interdisciplinarité¢ du travail réalisé¢. Divers outils de ces disciplines scientifiques ont été
utilisés lors des travaux de theése, notamment en génétique ou deux types de marqueurs ont été

employés (microsatellite et cytochrome ¢ oxydase subunit I).

Les figures et tableaux sont présentés en vis-a-vis du texte et leur numérotation est
réinitialisée au début de chaque chapitre. Les figures et tableaux apparaissant en
"Supplementary data" dans les articles, sont appelés dans le texte : "Figure X-SX" et sont
présentés a la fin de chaque article. Afin de faciliter la lecture, la bibliographie est présentée a

la fin de chaque article au format de la revue dans laquelle il est proposé.

47



Introduction générale

References

Amouroux, P., Normand, F., 2013. Survey of Mango Pests in Reunion Island, with a Focus on
Pests Affecting Flowering. IX Int. Mango Symp. 992, 459—466.

Amouroux, P., Normand, F., Nibouche, S., Delatte, H., 2013. Invasive mango blossom gall
midge, Procontarinia mangiferae (Felt) (Diptera: Cecidomyiidae) in Reunion Island:
ecological plasticity, permanent and structured populations. Biol. Invasions 15, 1677—
1693. doi:10.1007/s10530-012-0400-0

Anasiewicz, A., Winiarska, W., 1995. Insects occurring on celery grown for seeds. Folia
Hortic. 1.

Baider, C., Florens, F. V., Baret, S., Beaver, K., Matatiken, D., Strasberg, D., & Kueffer, C.,
2010. Status of plant conservation in oceanic islands of the Western Indian Ocean. In
Proceedings of the 4th global botanic gardens congress (p. 1).

Bale, J.S., Hayward, S.A.L., 2010. Insect overwintering in a changing climate. J. Exp. Biol.
213, 980-994. doi:10.1242/jeb.037911

Barba, R.C., 1974. Induction of flowering of the mango by chemical spray, in: Proceedings
5th Science Meeting, Crop Sci Soc Phils. University of Nueva Caceres, Naga City, pp.
154-160.

Bech, R., 1967. Zur Bedeutung der Lygus-Arten als Pflanzenschéddlinge. Biol Zbl 86, 205—
232.

Bénard, J.F., Collin, G., Robert, R., 2008. Dossier de candidature au patrimoine mondial de
I’UNESCO: Pitons, cirques et remparts de I’ile de La Réunion. Parc Natl. La Réun.
558pp.

Bernays, E.A., Chapman, R.F., 1994. Host-Plant Selection by Phytophagous Insects.
Springer.

Bernays, E., Graham, M., 1988. On the evolution of host specificity in phytophagous
arthropods. Ecology 69, 886—892.

Bilewicz-Pawinska, T., 1970. Przeglad badan nad rolg zmienikéw (Lygus sp.) w
agrocenozach w Polsce. Wiad Ekol 16, 293-297.

Bompard, J.M., 1993. The genus Mangifera re-discovered: the potential contribution of wild
species to mango cultivation. Acta Hort ISHS 341, 69-77.

Bonneville, A., Barriot, J.P., Bayer, R., 1988. Evidence from geoid data of a hotspot origin for
the southern Mascarene Plateau and Mascarene Islands (Indian Ocean). J. Geophys.

Res. Solid Earth 93, 4199-4212. doi:10.1029/JB0931B05p04199

48



Introduction générale

Brent, C.S., 2012. Classification of diapause status by color phenotype in Lygus hesperus. J.
Insect Sci. 12, 136.

Brittain, W.H., 1919. Notes on Lygus campestris, L., in Nova Scotia., in: Proceedings of the
Entomological Society of Nova Scotia. Presented at the Entomological Society of
Nova Scotia, pp. 76-81.

Campbell, R. J. 1992. A guide to mangos in Florida. Fairchild Tropical Garden.

Cassis, G., Schuh, R.T., 2012. Systematics, Biodiversity, Biogeography, and Host
Associations of the Miridae (Insecta: Hemiptera: Heteroptera: Cimicomorpha). Annu.
Rev. Entomol. 57, 377-404. doi:10.1146/annurev-ento-121510-133533

Cheke, A., Hume, J.P., 2008. Lost land of the Dodo: an ecological history of the Mascarene
Islands. T AD Poyser Lond.

Cole, N.C., 2009. A field guide to the reptiles and amphibians of Mauritius. Mauritian
Wildlife Foundation, Vacoas, Maurice.

Cote, F.X., Chabrier, C., Domergue, R., Fouré, E., Fournier, P., Galan, M.B., Laplace, D.,
Marnotte, P., Pavis, C., Simon, S., Vanniére, H., 2011. Pesticides DOM :Inventaire
des Dispositifs Expérimentaux, Ministere de 1'Agriculture et Onema. ed.
Montpellier,France.

Coutin, R., Milaire, M.G., Monnet, Y., Robin, J., 1984. Punaises et poires pierreuses.
Phytoma.

Dambreville, A., 2012. Croissance et développement du manguier (Mangifera indica L.) in
natura : approche expérimentale et modélisation de I’influence d’un facteur exogene,
la température, et de facteurs endogenes architecturaux. Montpellier 2.

Dambreville, A., Normand, F., Lauri, P.-E., 2013. Plant growth co-ordination in natura: a
unique temperature-controlled law among vegetative and reproductive organs in
mango. Funct. Plant Biol. 40, 280-291.

Danks, H.V., 1987. Insect dormancy: an ecological perspective. Biological Survey of Canada
(Terrestrial Arthropods).

Davenport, T., 1993. Floral Manipulation in Mangos. Presented at the Conference on Mango
in Hawaii, University of Hawaii, Honolulu, Hawaii, pp. 54—60.

Davenport, T.L., 2003. Management of flowering in three tropical and subtropical fruit tree
species. HortScience 38, 1331-1335.

Davenport, T.L., 2000. Processes influencing floral initiation and bloom: the role of

phytohormones in a conceptual flowering model. HortTechnology 10, 733—739.

49



Introduction générale

Davenport, T.L., Nufiez-Elisea, R., 2009. Reproductive Physiology, in: The Mango: Botany,
Production and Uses. Litz R.E., Wallingford, England, pp. 97-169.

De Candolle, A., 1884. Origin of cultivated plants. D. Appleton and Co.

Deguine, J.P., Gloanec, C., Laurent, P., Ratnadass, A., Aubertot, J.N., 2016. Protection
agroécologique des cultures, Edition Quae. ed. Deguine J.-P., Gloanec C., Laurent P.,
Ratnadass A., Aubertot J.-N., Versailles.

Denlinger, D.L., 2002. Regulation of Diapause. Annu. Rev. Entomol. 47, 93-122.
doi:10.1146/annurev.ento.47.091201.145137

Denlinger, D.L., 1986. Dormancy in Tropical Insects. Annu. Rev. Entomol. 31, 239-264.
doi:10.1146/annurev.en.31.010186.001323

Duval, M.-F., Risterucci, A.-M., Calabre, C., Le Bellec, F., Bunel, J., Sitbon, C., 2006.
Genetic diversity of Caribbean mangoes (Mangifera indica L.) using microsatellite
markers, in: VIII International Mango Symposium 820. pp. 183—188.

Emerick, C.M., Duncan, R.A., 1982. Age progressive volcanism in the Comores Archipelago,
western Indian Ocean and implications for Somali plate tectonics. Earth Planet. Sci.
Lett. 60, 415-428.

Esquivel, J.F., Mowery, S.V., 2007. Host Plants of the Tarnished Plant Bug (Heteroptera:
Miridae) in Central Texas. Environ. Entomol. 36, 725-730. doi:10.1603/0046-
225X(2007)36[725:HPOTTP]2.0.CO;2

Etienne, J., Roura, A., 1974. Note sur I’entomofaune des manguiers a la Réunion, in: Rapport
Annuel de I'TRAT. IRAT, Saint-Denis, La Réunion, pp. 89-92.

FAOSTAT, 2009. Food and Agriculture Organization of the United Nations, FAOSTAT
database [WWW Document]. URL http://faostat3.fao.org/browse/Q/*/E

FAOSTAT, 2011. Food and Agriculture Organization of the United Nations, FAOSTAT
database [WWW Document]. URL http://faostat3.fao.org/browse/Q/*/E

FAOSTAT, 2015. Food and Agriculture Organization of the United Nations, FAOSTAT
database [WWW Document]. URL http://faostat3.fao.org/browse/Q/*/E

Faure, G., 2013. Origin of Igneous Rocks. Springer Berlin Heidelberg, Berlin, Heidelberg.

Fieber, F.X., 1858. Criterien zur generischen Theilung der Phytocoriden (Capsini aut.). Wien.
Entomol. Monatschrift 2, 329-347.

Fisher, B.L., 2005. A new species of Discothyrea Roger from Mauritius and a new species of
Proceratium Roger from Madagascar (Hymenoptera: Formicidae). Proc. Calif. Acad.

Sci. 56, 657-667.

50



Introduction générale

Florens, F.V., Baider, C., Martin, G.M., Strasberg, D., 2012. Surviving 370 years of human
impact: what remains of tree diversity and structure of the lowland wet forests of
oceanic island Mauritius? Biodivers. Conserv. 21, 2139-2167.

Galambosi, B., Svab, J., 1981. Damage of bugs (Orthops kalmi L. and Lygus rugulipennis
Popp.) and their control in fennel (Foeniculum vulgare L.). Novenyvedelem Hung.

Gomy, Y., Paulian, R., 2000. Nouvelle liste chorologique des coléoptéres de 1’archipel des
Mascareignes. Société réunionnaise des Amis du Muséum.

Grace, J., Nelson, M., 1981. Insects and their pollen loads at a hybrid Heracleum site. New
Phytol. 413-423.

Griffiths, O.L., Florens, V.F., 2006. A field guide to the non-marine molluscs of the
Mascarene Islands:(Mauritius, Rodrigues, and Réunion) and the northern
dependencies of Mauritius. Bioculture Press.

Hahn, D.A., Denlinger, D.L., 2011. Energetics of Insect Diapause. Annu. Rev. Entomol. 56,
103-121. doi:10.1146/annurev-ento-112408-085436

Henry, T.J., Lattin, J.D., 1987. Taxonomic status, biological attributes, and recommendations
for future work on the genus Lygus (Heteroptera: Miridae), in: Hedlund, R.C.G.H.M.
(Ed.), Economic Importance and Biological Control of Lygus and Adelphocoris in
North America. U.S. Department of Agriculture, Agricultural Research Service,
Washington, DC.

Hosseini, R., 2014. A study on the genus Orthops FIEBER (Hemiptera: Miridae: Mirinae) in
Iran. Arthropods 3.

Insa, G., Rossolin, G., Vincenot, D., 2002. La Mangue - Dossier Technico-Economique, 2nd
ed. Chambre d’agriculture de La Réunion, Saint-Pierre, La Réunion.

Jackson, R.E., Allen, K.C., Snodgrass, G.L., Krutz, L.J., Gore, J., Perera, O.P., Price, L.D.,
Mullen, R.M., 2014. Influence of Maize and Pigweed on Tarnished Plant Bug
(Hemiptera: Miridae) Populations Infesting Cotton. Southwest. Entomol. 39, 391-400.
doi:10.3958/059.039.0301

Jacquard, C., Virgilio, M., David, P., Quilici, S., De Meyer, M., Delatte, H., 2013. Population
structure of the melon fly, Bactrocera cucurbitae, in Reunion Island. Biol. Invasions
15, 759-773. doi:10.1007/s10530-012-0324-8

Jauze, J.M., 2009. Avant-propos. Les Cahiers d’Outre-Mer. Revue de géographie de
Bordeaux 62, 3-6.

51



Introduction générale

Kerzhner, I.M., Josifov, M., 1999. Family Miridae, in: Catalogue of the Heteroptera of the
Palaearctic Region 3, Cimicomorpha II. Aukema B.; Rieger C., Amsterdam, pp. 1-
577.

Kotaki, T., 1998. Effects of low temperature on diapause termination and body colour change
in adults of a stink bug, Plautia stali. Physiol. Entomol. 23, 53-61.
doi:10.1046/j.1365-3032.1998.2310053.x

Kumar, V., Kumar, A., Nath, V., 2013. Emerging pests and diseases of litchi (Litchi chinensis
Sonn.). Pest Manag. Hortic. Ecosyst. 17, 11-13.

Ledoux, J.-C., 2007. Araignées de I’ille de la Réunion: II. Salticidae (Araneae). Rev.
Arachnol. 17, 9-34.

Ledoux, J.-C., 2004. Araignées de I’ile de La Réunion: I. Hahniidae, Ctenidae, Thomisidae et
Clubionidae (Araneae). Rev. Arachnol. 14, 159-191.

Lindstrom, J., Kaila, L., Niemeld, P., 1994. Polyphagy and adult body size in geometrid
moths. Oecologia 98, 130-132.

Linnavuori, R. E., 1975. Hemiptera of the Sudan, with remarks on some species of the
adjacent countries. 4. Miridae and Isometopidae. Annales Zoologici Fennici 12: 1--
118.

Litz, R.E., 2009. The mango: botany, production and uses, 2nd ed. CABI Publishing.

Martiré, D., Rochat, J., 2008. Les Papillons de la Réunion et leurs chenilles. Biotope;
Publications scientifiques du Muséum.

McDougall, 1., 1971. The geochronology and evolution of the young volcanic island of
Réunion, Indian Ocean. Geochim. Cosmochim. Acta 35, 261-288.

McDougall, I.A.N., Chamalaun, F.H., 1969. Isotopic dating and geomagnetic polarity studies
on volcanic rocks from Mauritius, Indian Ocean. Geol. Soc. Am. Bull. 80, 1419-1442.

Michon, L. in press. The volcanism of the Comores archipelago integrated at a regional scale,
Springer

Montaggioni, L.F., Nougier, J., 1981. Les enclaves de roches detritiques dans les Volcans
d’Anjouan (Archipel des Comores); Origine et interprétation dans le cadre de
I’évolution du Canal de Mozambique. Bull. Société Géologique Fr. 595-601.

Moore, J., White, W.M., Paul, D., Duncan, R.A., Abouchami, W., Galer, S.J., 2011.
Evolution of shield-building and rejuvenescent volcanism of Mauritius. J. Volcanol.
Geotherm. Res. 207, 47-66.

Morton, J.F., 1987. Mango, in: Fruits of Warm Climates. JF Morton, Miami (Floride) USA,
pp- 221-239.

52



Introduction générale

Motala, S. M., Krell, F. T., Mungroo, Y., & Donovan, S. E., 2007. The terrestrial arthropods
of Mauritius: a neglected conservation target. Biodiv conserv, 16(10), 2867-2881.

Mukerjee, S.K., 1953. Origin, distribution and phylogenetic affinity of the species of
Mangifera L.1. J. Linn. Soc. Lond. Bot. 55, 65-83. doi:10.1111/5.1095-
8339.1953.tb00004.x

Mukherjee, S.K., 1972. Origin of mango (Mangifera indica). Econ. Bot. 26, 260-264.
doi:10.1007/BF02861039

Musolin, D.L., Numata, H., 2004. Late-season induction of diapause in Nezara viridula and
its effect on adult coloration and post-diapause reproductive performance. Entomol.
Exp. Appl. 111, 1-6. doi:10.1111/j.0013-8703.2004.00137.x

Myers, N., Mittermeier, R.A., Mittermeier, C.G., Da Fonseca, G.A., Kent, J., 2000.
Biodiversity hotspots for conservation priorities. Nature 403, 853—858.

Normand, F., Michels, T., Lechaudel, M., Joas, J., Vincenot, D., Hoarau, 1., Desmulier, X.,
Barc, G., 2011. Approche intégrée de la filiere mangue a La Réunion. Innov. Agron.
17, 67-81.

Nougier, J., Cantagrel, J.M., Karche, J.P., 1986. The Comores archipelago in the western
Indian Ocean: volcanology, geochronology and geodynamic setting. J. Afr. Earth Sci.
1983 5, 135-144.

Novotny, V., Basset, Y., 1999. Body size and host plant specialization: a relationship from a
community of herbivorous insects on Ficus from Papua New Guinea. J. Trop. Ecol.
15, 315-328.

Nuiiez-Elisea, R., 1985. Flowering and fruit set of a monoembryonic and a polyembryonic
mango as influenced by potassium nitrate sprays and shoot decapitation, in:
Proceedings of The Annual Meeting of the Florida State Horticulture Society (USA).
pp. 178-183.

Nuzzaci, G., 1977. Lygus (Orthops) kalmi L. injurious to fennel. Inf. Fitopatol. 27, 3-5.

Obarski, J., 1961. Dalsze badania nad entomofaung roslin baldaszkowatych oraz proba jej
analizy na podstawie trzyletnich wynikéw. Biul IOR 13, 123—-159.

Obarski, J., 1960. Proba ustalenia sk\ladu entomofauny ros$lin baldaszkowatych na podstawie
od\lowow owadoéw z kolendry, kopru w\loskiego 1 kminku. Biul Inst Ochr Roslin 9,
106-111.

O’Dowd, D.J., Green, P.T., Lake, P.S., 2003. Invasional “meltdown” on an oceanic island.

Ecol. Lett. 6, 812-817. doi:10.1046/j.1461-0248.2003.00512.x

53



Introduction générale

Page, W., D’Argent, G.A., 1997. A vegetation survey of Mauritius (Indian Ocean) to identify
priority rainforest areas for conservation management. Mauritian Wildlife Foundation,
Port-Louis, Maurice.

Page, W.W., 1980. Occurrence of the grasshopper pest Zonocerus variegatus (L.)
(Orthoptera: Pyrgomorphidae) in south-western Nigeria in relation to the wet and dry
seasons. Bull. Entomol. Res. 70, 621-633. doi:10.1017/S0007485300007914

Pan, H., Lu, Y., Wyckhuys, K.A.G., 2013. Early-Season Host Switching in Adelphocoris spp.
(Hemiptera: Miridae) of Differing Host Breadth. PLoS ONE 8§, e59000.
doi:10.1371/journal.pone.0059000

Parajulee, M.N., Shrestha, R.B., 2014. Metapopulation approach for landscape level
management of western tarnished plant bug, Lygus hesperus, in Texas (Hemiptera,
Miridae). Acta Phytophylacica Sin. 41, 761-768.

Pieloor, M.J., Seymour, J.E., 2001. Factors affecting adult diapause initiation in the tropical
butterfly Hypolimnas bolina L. (Lepidoptera: Nymphalidae). Aust. J. Entomol. 40,
376-379. doi:10.1046/j.1440-6055.2001.00242.x

Protacio, C.M., 1999. A model for potassium nitrate-induced flowering in mango, in: VI
International Symposium on Mango 509. pp. 545-552.

Pullin, A., Bale, J., 1989. Influence of diapause and temperature on cryoprotectant synthesis
and cold hardiness in pupae of Pieris brassicae. Comp. Biochem. Physiol. A Physiol.
94, 499-503. doi:10.1016/0300-9629(89)90128-X

Quilici, S., 1996. Enquéte sur les ravageurs et auxilaires sur litchi a La Réunion. CIRAD-
FLHOR, Saint-Pierre, La Réunion.

Quilici, S., Attié, M., Chiroleu, F., Ryckewaert, P., Reynaud, B., Guillermet, C., Poussereau,
J., Ribes, S., Parnaudeau, R., Couteyen, S., 2002. Eléments pour une synthése des
connaissances sur I’entomofaune endémique des Hauts de La Réunion. Mission Parc
Natl. Hauts Réun. Réun. La Réun. 91pp.

Roubik, D.W., Michener, C.D., 1980. The Seasonal Cycle and Nests of Epicharis zonata, a
Bee Whose Cells are below the Wet-Season Water Table (Hymenoptera,
Anthophoridae). Biotropica 12, 56-60. doi:10.2307/2387773

Safford, R.J., 1997. A survey of the occurrence of native vegetation remnants on Mauritius in
1993. Biol. Conserv. 80, 181-188.

Schoonhoven, L.M., Loon, J.J.A. van, Dicke, M., 2005. Insect-plant biology xvii. 421 pp.

Schuh, R.T., 2008. On-line systematic catalog of plant bugs (Insecta: Heteroptera: Miridae).
http:// research.amnh.org/pbi/catalog/.

54



Introduction générale

Snodgrass, G.L., Scott, W.P., Smith, J.W., 1984. Host Plants and Seasonal Distribution of the
Tarnished Plant Bug (Hemiptera: Miridae) in the Delta of Arkansas, Louisiana, and
Mississippi. Environ. Entomol. 13, 110-116. doi:10.1093/ee/13.1.110

Spurgeon, D.W., Brent, C.S., 2010. Morphological characters of diapause in Lygus hesperus
Knight (Hemiptera: Miridae). J. Entomol. Sci. 45, 303.

Strasberg, D., Rouget, M., Richardson, D.M., Baret, S., Dupont, J., Cowling, R.M., 2005. An
Assessment of Habitat Diversity and Transformation on La Réunion Island
(Mascarene Islands, Indian Ocean) as a Basis for Identifying Broad-scale
Conservation Priorities. Biodivers. Conserv. 14, 3015-3032. do1:10.1007/s10531-004-
0258-2

Subramanyam, H., Krishnamurthy, S., Parpia, H.A.B., 1975. Physiology and Biochemistry of
Mango Fruit, in: C.O. Chichester, EM.M. and G.F.S. (Ed.), Advances in Food
Research. Academic Press, pp. 223-305.

Tauber, M.J., Tauber, C.A., Masaki, S., 1986. Seasonal Adaptations of Insects. Oxford
University Press, New York, NY.

Taylor, T.H.C., 1947. Some East African species of Lygus, with notes on their host plants.
Bull. Entomol. Res. 38, 233-258.

Techer, M.A., Clémencet, J., Turpin, P., Volbert, N., Reynaud, B., Delatte, H., 2014. Genetic
characterization of the honeybee (Apis mellifera) population of Rodrigues Island,
based on microsatellite and mitochondrial DNA. Apidologie. doi:10.1007/s13592-
014-0335-9

Techer, M.A., 2015. Diversité génétique et phylogéographie de I’abeille Apis mellifera dans
les iles du Sud-Ouest de 1’Océan Indien. Université de La Réunion, Saint-Denis, La
Réunion.

Van der Meulen, A., 1971. Mango growing in South Africa. Department of Agricultural
Technical Services, Citrus and Subtropical Fruit Research Institute, Nelspruit, South
Africa.

Vayssieres, J.F., 1997. Enquéte sur les arthropodes ravageurs et auxiliaires du litchi a la
Réunion (Rapport au Département des Productions Fruitiéres et Horticoles). CIRAD-
FLHOR, Saint-Pierre, La Réunion.

Vincenot, D., 1996. Expérimentation et développement des techniques de protection
phytosanitaire raisonnee en cultures fruitieres - Compte rendu 1996. Chambre

d’Agriculture de La Réunion, Saint-Denis, La Réunion.

55



Introduction générale

Vincenot, D., 2003. Elaboration et développement d’un programme de lutte intégrée en
vergers d’agrumes et de manguiers a 1’lle de La Réunion. ENS Agronomique,
Montpellier.

Vincenot, D., Normand, F., 2009. Guide de production intégrée de mangues a La Réunion,
Cirad — Chambre d’Agriculture de La Réunion. ed. Vincenot D.; Normand, F., Saint-
Pierre, Reunion.

Virgilio, M., Delatte, H., Quilici, S., Backeljau, T., De Meyer, M., 2013. Cryptic diversity and
gene flow among three African agricultural pests: Ceratitis rosa, Ceratitis fasciventris
and Ceratitis anonae (Diptera, Tephritidae). Mol. Ecol. 22, 2526-2539.
doi:10.1111/mec.12278

Virteiu, A.M., Grozea, 1., Stef, R., Carabet, A., Florian, T., Damianov, S., 2014. Insect
community structures of bird’s — foot trefoil (lotus corniculatus 1.) Inflorescences
along the seed dispersal. Bull. Univ. Agric. Sci. Vet. Med. Cluj-Napoca Agric. 71,
354-359. doi:10.15835/buasvmcen-agr: 10631

Wagner, E., Slater, J.A., 1952. Concerning some Holarctic Miridae. Proc Entomol Soc Wash
54, 273-281.

Wagner E, 1974. Die Miriden HAHN, 1831. Des Mittelmeerraumes und der
Markaronesischen Inseln (Hemiptera, Heteroptera). Teil 1. — Entomologische
Abhandlungen, herausgege ben vom Staatl. Mus. fiir Naturkunde Dresden 37,
Supplementary. 1-484.

Warren, B.H., Simberloff, D., Ricklefs, R.E., Aguilée, R., Condamine, F.L., Gravel, D.,
Morlon, H., Mouquet, N., Rosindell, J., Casquet, J., Conti, E., Cornuault, J.,
Fernandez-Palacios, J.M., Hengl, T., Norder, S.J., Rijsdijk, K.F., Sanmartin, I.,
Strasberg, D., Triantis, K.A., Valente, L.M., Whittaker, R.J., Gillespie, R.G., Emerson,
B.C., Thébaud, C., 2015. Islands as model systems in ecology and evolution:
prospects fifty years after MacArthur-Wilson. Ecol. Lett. 18, 200-217.
doi:10.1111/ele.12398

Watson, L., Dallwitz, M.J., 1992. The families of flowering plants: descriptions, illustrations,
identification, and information retrieval, version 1st June 2007.

Wheeler, A.G.J., 2000. Plant Bugs (Miridae) as Plant Pests, in: Heteroptera of Economic
Importance. CRC Press, pp. 36—-83.

Wheeler, A.G.J., 2001. Biology of the plant bugs (Hemiptera: Miridae): pests, predators,
opportunists. Cornell University Press, Ithaca, N'Y.

56



Introduction générale

Whiley, A.W., Rasmussen, T.S., Wolstenholme, B.N., Saranah, J.B., Cull, B.W., 1991.
Interpretation of growth responses of some mango cultivars grown under controlled
temperatures. Acta Hort ISHS 291, 22-31.

Williams, J. R., Griffiths, O. L., Weaver, E. A., 2007. Butterflies of Mauritius. Bioculture
Press.

Womack, C.L., Schuster, M.F., 1987. Host Plants of the Tarnished Plant Bug (Heteroptera:
Miridae) in the Northern Blackland Prairies of Texas. Environ. Entomol. 16, 1266—
1272. doi:10.1093/ee/16.6.1266

Wrzesinska, D., Wawrzyniak, M., 2005. Harmful Heteroptera of Orthops genus (Miridae,
Heteroptera) occurring on Sosnowski’s hogweed (Heracleum sosnowskyi Manden.) in
Poland. J. Plant Prot. Res. 45, 107—114.

Zheng, L., Lv, N., 2002. On orthops fieber and some new species of Mirinae from China
(Hemiptera: Miridae). Acta Zootaxonomica Sin. 27, 498-507.

le de La Réunion: I. Hahniidae, Ctenidae, Thomisidae et Clubionidae (Araneae). Rev.
Arachnol. 14, 159-191.

Lindstrom, J., Kaila, L., Niemeld, P., 1994. Polyphagy and adult body size in geometrid
moths. Oecologia 98, 130-132.

Litz, R.E., 2009. The mango: botany, production and uses, 2nd ed. CABI Publishing.

Martiré, D., Rochat, J., 2008. Les Papillons de la Réunion et leurs chenilles. Biotope;
Publications scientifiques du Muséum.

McDougall, 1., 1971. The geochronology and evolution of the young volcanic island of
Réunion, Indian Ocean. Geochim. Cosmochim. Acta 35, 261-288.

McDougall, I.A.N., Chamalaun, F.H., 1969. Isotopic dating and geomagnetic polarity studies
on volcanic rocks from Mauritius, Indian Ocean. Geol. Soc. Am. Bull. 80, 1419-1442.

Montaggioni, L.F., Nougier, J., 1981. Les enclaves de roches detritiques dans les Volcans
d’Anjouan (Archipel des Comores); Origine et interpretation dans le cadre de
I’evolution du Canal de Mozambique. Bull. Société Géologique Fr. 595-601.

Moore, J., White, W.M., Paul, D., Duncan, R.A., Abouchami, W., Galer, S.J., 2011.
Evolution of shield-building and rejuvenescent volcanism of Mauritius. J. Volcanol.
Geotherm. Res. 207, 47-66.

Morton, J.F., 1987. Mango, in: Fruits of Warm Climates. JF Morton, Miami (Floride) USA,
pp- 221-239.

57

Rapport- gratuiicom {\}_



Introduction générale

Mukerjee, S.K., 1953. Origin, distribution and phylogenetic affinity of the species of
Mangifera L.1. J. Linn. Soc. Lond. Bot. 55, 65-83. doi:10.1111/5.1095-
8339.1953.tb00004.x

Mukherjee, S.K., 1972. Origin of mango (Mangifera indica). Econ. Bot. 26, 260-264.
doi:10.1007/BF02861039

Musolin, D.L., Numata, H., 2004. Late-season induction of diapause in Nezara viridula and its
effect on adult coloration and post-diapause reproductive performance. Entomol. Exp.
Appl. 111, 1-6. doi:10.1111/3.0013-8703.2004.00137.x

Myers, N., Mittermeier, R.A., Mittermeier, C.G., Da Fonseca, G.A., Kent, J., 2000.
Biodiversity hotspots for conservation priorities. Nature 403, 853—858.

Normand, F., Michels, T., Lechaudel, M., Joas, J., Vincenot, D., Hoarau, 1., Desmulier, X.,
Barc, G., 2011. Approche intégrée de la filiére mangue & La Réunion. Innov. Agron.
17, 67-81.

Nougier, J., Cantagrel, J.M., Karche, J.P., 1986. The Comores archipelago in the western
Indian Ocean: volcanology, geochronology and geodynamic setting. J. Afr. Earth Sci.
1983 5, 135-144.

Novotny, V., Basset, Y., 1999. Body size and host plant specialization: a relationship from a
community of herbivorous insects on Ficus from Papua New Guinea. J. Trop. Ecol.
15, 315-328.

Nufez-Elisea, R., 1985. Flowering and fruit set of a monoembryonic and a polyembryonic
mango as influenced by potassium nitrate sprays and shoot decapitation, in:
Proceedings of The... Annual Meeting of the Florida State Horticulture Society (USA).
pp. 178-183.

Nuzzaci, G., 1977. Lygus (Orthops) kalmi L. injurious to fennel. Inf. Fitopatol. 27, 3-5.

Obarski, J., 1961. Dalsze badania nad entomofaung roslin baldaszkowatych oraz proba jej
analizy na podstawie trzyletnich wynikow. Biul IOR 13, 123-159.

Obarski, J., 1960. Proba ustalenia sk\ladu entomofauny roslin baldaszkowatych na podstawie
od\lowoéw owadow z kolendry, kopru w\loskiego 1 kminku. Biul Inst Ochr Roslin 9,
106-111.

O’Dowd, D.J., Green, P.T., Lake, P.S., 2003. Invasional “meltdown” on an oceanic island.
Ecol. Lett. 6, 812-817. doi:10.1046/j.1461-0248.2003.00512.x

Page, W., D’Argent, G.A., 1997. A vegetation survey of Mauritius (Indian Ocean) to identify
priority rainforest areas for conservation management. Mauritian Wildlife Foundation,

Port-Louis, Maurice.

58



Introduction générale

Page, W.W., 1980. Occurrence of the grasshopper pest Zonocerus variegatus (L.) (Orthoptera:
Pyrgomorphidae) in south-western Nigeria in relation to the wet and dry seasons. Bull.
Entomol. Res. 70, 621-633. doi:10.1017/S0007485300007914

Pan, H., Lu, Y., Wyckhuys, K.A.G., 2013. Early-Season Host Switching in Adelphocoris spp.
(Hemiptera: Miridae) of Differing Host Breadth. PLoS ONE 8§, e59000.
doi:10.1371/journal.pone.0059000

Parajulee, M.N., Shrestha, R.B., 2014. Metapopulation approach for landscape level
management of western tarnished plant bug ,Lygus hesperus ,in Texas (Hemiptera
,Miridae). Acta Phytophylacica Sin. 41, 761-768.

Pieloor, M.J., Seymour, J.E., 2001. Factors affecting adult diapause initiation in the tropical
butterfly Hypolimnas bolina L. (Lepidoptera: Nymphalidae). Aust. J. Entomol. 40,
376-379. doi:10.1046/j.1440-6055.2001.00242.x

Protacio, C.M., 1999. A model for potassium nitrate-induced flowering in mango, in: VI
International Symposium on Mango 509. pp. 545-552.

Pullin, A.., Bale, J.., 1989. Influence of diapause and temperature on cryoprotectant synthesis
and cold hardiness in pupae of Pieris brassicae. Comp. Biochem. Physiol. A Physiol.
94, 499-503. doi:10.1016/0300-9629(89)90128-X

Quilici, S., 1996. Enquéte sur les ravageurs et auxilaires sur litchi a La Réunion. CIRAD-
FLHOR, Saint-Pierre, La Réunion.

Quilici, S., Attié, M., Chiroleu, F., Ryckewaert, P., Reynaud, B., Guillermet, C., Poussereau,
J., Ribes, S., Parnaudeau, R., Couteyen, S., 2002. Eléments pour une synthése des
connaissances sur 1’entomofaune endémique des Hauts de La Réunion. Mission Parc
Natl. Hauts Réun. Réun. La Réun. 91pp.

Roubik, D.W., Michener, C.D., 1980. The Seasonal Cycle and Nests of Epicharis zonata, a
Bee Whose Cells are below the Wet-Season Water Table (Hymenoptera,
Anthophoridae). Biotropica 12, 56—60. doi:10.2307/2387773

Safford, R.J., 1997. A survey of the occurrence of native vegetation remnants on Mauritius in
1993. Biol. Conserv. 80, 181—-188.

Schoonhoven, L.M., Loon, J.J.A. van, Dicke, M., 2005. Insect-plant biology xvii + 421 pp.

Schuh, R.T., 2008. On-line systematic catalog of plant bugs (Insecta: Heteroptera: Miridae).
http:// research.amnh.org/pbi/catalog/.

Snodgrass, G.L., Scott, W.P., Smith, J.W., 1984. Host Plants and Seasonal Distribution of the
Tarnished Plant Bug (Hemiptera: Miridae) in the Delta of Arkansas, Louisiana, and
Mississippi. Environ. Entomol. 13, 110-116. doi:10.1093/ee/13.1.110

59



Introduction générale

Spurgeon, D.W., Brent, C.S., 2010. Morphological characters of diapause in Lygus hesperus
Knight (Hemiptera: Miridae). J. Entomol. Sci. 45, 303.

Strasberg, D., Rouget, M., Richardson, D.M., Baret, S., Dupont, J., Cowling, R.M., 2005. An
Assessment of Habitat Diversity and Transformation on La Réunion Island
(Mascarene Islands, Indian Ocean) as a Basis for Identifying Broad-scale
Conservation Priorities. Biodivers. Conserv. 14, 3015-3032. d0i:10.1007/s10531-004-
0258-2

Subramanyam, H., Krishnamurthy, S., Parpia, H.A.B., 1975. Physiology and Biochemistry of
Mango Fruit, in: C.O. Chichester, EM.M. and G.F.S. (Ed.), Advances in Food
Research. Academic Press, pp. 223-305.

Tauber, M.J., Tauber, C.A., Masaki, S., 1986. Seasonal Adaptations of Insects. Oxford
University Press, New York, NY.

Taylor, T.H.C., 1947. Some East African species of Lygus, with notes on their host plants.
Bull. Entomol. Res. 38, 233-258.

Techer, M.A., Clémencet, J., Turpin, P., Volbert, N., Reynaud, B., Delatte, H., 2014. Genetic
characterization of the honeybee (Apis mellifera) population of Rodrigues Island,
based on microsatellite and mitochondrial DNA. Apidologie. doi:10.1007/s13592-
014-0335-9

Van der Meulen, A., 1971. Mango growing in South Africa. Department of Agricultural
Technical Services, Citrus and Subtropical Fruit Research Institute, Nelspruit, South
Africa.

Vayssieres, J.F., 1997. Enquéte sur les arthropods ravageurs et auxiliaires du litchi a la
Réunion (Réport au Département des Productions Fruitieres et Horticoles). CIRAD-
FLHOR, Saint-Pierre, La Réunion.

Vincenot, D., 2003. Elaboration et développement d’un programme de lutte intégrée en
vergers d’agrumes et de manguiers a 1’lle de La Réunion. ENS Agronomique,
Montpellier.

Vincenot, D., Normand, F., 2009. Guide de production intégrée de mangues a La Réunion,
Cirad — Chambre d’Agriculture de La Réunion. ed. Vincenot D.; Normand, F., Saint-
Pierre, Reunion.

Virgilio, M., Delatte, H., Quilici, S., Backeljau, T., De Meyer, M., 2013. Cryptic diversity and
gene flow among three African agricultural pests: Ceratitis rosa, Ceratitis fasciventris
and Ceratitis anonae (Diptera, Tephritidae). Mol. Ecol. 22, 2526-2539.
doi:10.1111/mec.12278

60



Introduction générale

Virteiu, A.M., Grozea, 1., Stef, R., Carabet, A., Florian, T., Damianov, S., 2014. Insect
community structures of bird’s — foot trefoil (lotus corniculatus 1.) Inflorescences
along the seed dispersal. Bull. Univ. Agric. Sci. Vet. Med. Cluj-Napoca Agric. 71,
354-359. doi:10.15835/buasvmen-agr: 10631

Wagner, E., Slater, J.A., 1952. Concerning some Holarctic Miridae. Proc Entomol Soc Wash
54, 273-281.

Warren, B.H., Simberloff, D., Ricklefs, R.E., Aguilée, R., Condamine, F.L., Gravel, D.,
Morlon, H., Mouquet, N., Rosindell, J., Casquet, J., Conti, E., Cornuault, J.,
Fernandez-Palacios, J.M., Hengl, T., Norder, S.J., Rijsdijk, K.F., Sanmartin, I.,
Strasberg, D., Triantis, K.A., Valente, L.M., Whittaker, R.J., Gillespie, R.G., Emerson,
B.C., Thébaud, C., 2015. Islands as model systems in ecology and evolution:
prospects fifty years after MacArthur-Wilson. Ecol. Lett. 18, 200-217.
doi:10.1111/ele.12398

Watson, L., Dallwitz, M.J., 1992. The families of flowering plants: descriptions, illustrations,
identification, and information retrieval, version 1st June 2007.

Wheeler, A.G.J., 2001. Biology of the plant bugs (Hemiptera: Miridae): pests, predators,
opportunists. Cornell University Press, Ithaca, NY.

Wheeler, A.G.J., 2000. Plant Bugs (Miridae) as Plant Pests, in: Heteroptera of Economic
Importance. CRC Press, pp. 36-83.

Whiley, A.W., Rasmussen, T.S., Wolstenholme, B.N., Saranah, J.B., Cull, B.W., 1991.
Interpretation of growth responses of some mango cultivars grown under controlled
temperatures. Acta Hort ISHS 291, 22-31.

Womack, C.L., Schuster, M.F., 1987. Host Plants of the Tarnished Plant Bug (Heteroptera:
Miridae) in the Northern Blackland Prairies of Texas. Environ. Entomol. 16, 1266—
1272. doi:10.1093/ee/16.6.1266

Wrzesinska, D., Wawrzyniak, M., 2005. Harmful Heteroptera of Orthops genus (Miridae,
Heteroptera) occurring on Sosnowski’s hogweed (Heracleum sosnowskyi Manden.) in
Poland. J. Plant Prot. Res. 45, 107-114.

Zheng, L., Lv, N., 2002. On orthops fieber and some new species of Mirinae from China
(Hemiptera: Miridae). Acta Zootaxonomica Sin. 27, 498-507.

61



Chapitre I-Synthese
bibliographique

Les mirides et
quelques cas d'étude
en cultures fruitieres

tropicales






Chapitre I - Les mirides et quelques cas d'étude en cultures fruitiéres tropicales

Introduction

Orthops palus est une punaise de la famille des Miridae, s’attaquant a plusicurs cultures
fruitiéres tropicales que sont le manguier (Mangifera indica L.) et le letchi (Litchi chinensis
Sonnerat). Dans ce contexte, ce premier chapitre présente une synthése bibliographique sur
les mirides des cultures fruitiéres tropicales. Elle est la base d'un article en cours de

préparation et qui va étre soumis a la revue "International Journal of Pest Management".

Les fruits constituent 1’'une des principales ressources alimentaires au monde et sont, en
majeure partie produits, en milieu tropical (Nakasone and Paull, 1998). Néanmoins, peu de
travaux ont porté sur les mirides ravageurs des cultures fruiticres tropicales, qui constituent
pourtant 1'une des familles d'insectes les plus riches avec 11000 espéces décrites. La synthése
fait donc un état des connaissances disponibles sur ces espéces de mirides, en prenant pour
cas d'étude plusieurs especes s'attaquant a des cultures d'importance économique (cacao, noix

de cajou, avocatier, etc.).

La synthése est composée de trois parties. Une premicre partie présente les principales
caractéristiques bioécologiques des mirides des cultures fruitieres tropicales. Elles traitent
aussi bien du régime alimentaire, de la gamme d’hotes que de la dynamique spatio-temporelle
et de la gestion des populations. La deuxiéme partie de la synthése concerne des cas d'étude
des mirides du cacaoyer, des mirides de la noix de cajou et de cinq autres exemples de
cultures tropicales attaquées par une ou plusieurs espéces de mirides. Enfin, I’article se
termine, dans une courte troisiéme partie, en abordant le cas des mirides utilisés en tant

qu’agents de biocontrole en culture de plein champ ou en culture sous serre.
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Table I-1. Miridae, pests of tropical fruit crop

. Economic
Fruit crops (Country / Area) importance
Bryocorinae
Monaliniina sp. Cashew (India); Cacao (Africa) High
Odoniellina sp. Cashew (India); Cacao (Africa) High
Distantiella theobroma Cacao (Africa) High
Helopeltis antonii Cashew (India); Guava (India); Cacao (Africa) High
Helopeltis schoutedeni Cacao (Africa); Mango (SE Africa Malawi); Cashew (Africa); Avocado (Africa); Guava (Africa) High
Helopeltis theivora Cacao (Peninsula Malaysia); Guava (West Malaysia) High
Helopeltis bradyi Cacao (Sri Lanka) High
Helopeltis pernicialis Cacao (Australia) High
Monalonion sp. Cacao (South and central America) High
Sahlbergella singularis Cacao (Africa) High
Platyngomiriodes apiformis Cacao (Malaysia) High
Pseudodoniella pacifica Cacao (Papa New Guinea) High
Pseudodoniella typica Cacao (Papa New Guinea) High
Monalonion dissimulatum Cacao (Brazil) High
Engytatus modestus Low
Helopeltis anacardii Low
Helopeltis bradyi Tropical crops (Africa) Low
Helopeltis clavifer Low
Platyngomiriodes apiformis Cacao (Malaysia) Low
Mirinae
Dagbertus fasciatus Avocado (Florida); Mango (Florida) High
Dagbertus olivaceous Avocado (Florida)
Rhinacloa clavicornis Avocado (Florida); Mango (Florida) High
Ruspotiella coffeae Coffee (Africa) High
Hyalopeplus pellucidus Guava (Hawaii) High
Lygus species Mango (Fiji) High
Closterotomus norvegicus Pistachio (California) High
Lygus hesperus Pistachio (California) High
Psallus vacciniola Pistachio (California) High
Orthops palus Mango (Reunion Island) High
Closterotomus norwegicus Several crops (North America, Great Britain) Low
Creontiades dilutus Passion fruit (Australia) Low
Hyalopeplus pellucidus Guava (Hawai) Low
Phylinae
Campylomma austrinum Mango (Australia) High
Campylomma liebknechti Mango (Australia) High
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Introduction

Tropical fruits can have industrial and medicinal uses but most important as food crops
(Nakasone and Paull, 1998). Most fruits are produced in tropical environments where they are
subject to pressure from many pests, including insects, which are able to flourish under
favorable conditions (e.g., high temperature, absence of winter). Among pestiferous insect
groups is the family Miridae which is diverse in both species richness (>11,000 species) and
bio-ecological characteristics. As major components of agroecosystems, mirids, commonly
known as plant bugs, have been studied in three contexts: as worldwide pests of annual crops;
as fruit crop pests in temperate and Mediterranean environments; and as a beneficial insect for

vegetable crops in temperate and tropical zones.

Relatively few studies have focused on Mirids as pests of tropical fruit crops. Our review
aims tosummarize the available information and suggest gaps in the knowledge of mirids as
pests, predators, and omnivores in relation to tropical fruits. The term "tropical" is used here
in its broadest sense and corresponds geographically to the strictly tropical zone (between the
two tropics) plus the supratropical zone (formerly called subtropical) (Vigneau, 2001). This
area is located at a latitude above those of the tropics (Mayer, 2014). The term "tropical crop"
is used as defined by Rieger (2006): “a perennial, edible crop where the economic product is
the true botanical fruit or derived from therefrom”. This definition excludes annual crops
(e.g., tomato, pear, melon, corn) and fruits that are used for the production of fibers and oils.
However, cocoa and coffee, whose fruits (in the physiological sense) are consumed after
processing, are included in our review because they are tropical crops of worldwide economic
importance and their mirid pests have been the subject of many studies. Tropical fruit crops
are attacked by several species of Mirids (Table I-1). The relatively small number of species
reflects the comparative lack of knowledge about mirids in tropical environments. Our review
emphasizes the principal pest species and is organized in two parts. The first part establishes
theirmain bio-ecological characteristics: Morphology, systematics and diversity; nutrition,
insect / plant interactions and diet; reproduction and host plants; life cycle, voltinism,
diapause and annual cycles; and damage and population management. The second part
presents several case studies. First we treat cocoa and cashew mirids (species of Distantiella,
Helpeltis, and Sahlbergella), which have been widely studied and globally are among the

most economically important
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pests of these crops (Pefia and Sharp, 2002; Schaefer and Panizzi, 2000; Wheeler, 2001). The
review also deals with mirids as significant pests of "real fruit," including mango avocado,
guava, and citrus. Our case studies conclude with a discussion of several species of predatory

mirids that can be important natural enemies of crop pests.

Characteristics of Mirids

Morphology, systematics and diversity

Adult mirids range in length from 1.5 to 15 mm, but most species are between 3 and 6 mm.
They can be elongate to ovoid with the hemelytra subparallel (Cassis and Schuh, 2012;
Wheeler, 2001). Adults can be brightly colored, ranging from shiny yellow to vivid orange or
red and black, whereas those of other species have colors similar to the leaves, stem, flowers
and bark of their host plants—that is, gray, brown, black or yellowish green. The head is
triangular, prognathous or hypognathous. The eyes are usually large and ocelli are observed
only in the subfamily Isometopinae. Mirids have a four segmented antenna and labium.
Although most species are fully winged (macroptery) so that the forewings cover the
abdomen, some form of wing shortening is widespread (submacroptery, brachyptery,
microptery, coleoptery). Sexual dimorphism and intraspecific wing polymorphism also are
common (Cassis and Schuh, 2012). The forewings of plant bugs have a cuneus at the apex of
the corium and usually one or two closed cells in the wing membrane (except in short-winged
forms) (Figure I-1). The body surface can be dull, polished smooth or punctate (Wheeler,
2000). Many species are pubescent (Henry and Wheeler, 1988). An antlike appearance
(myrmecomorphy) is common in the family (Mclver and Stonedahl, 1993). Nymphs typically
resemble adults, with differentiation in their body proportions (mainly head, thorax, and
appendages) and pigmentation they have two-segmented tarsi and lack wings and

reproductive structures (Wheeler and Henry, 2008).

Mirids represent one of the richest families of insects, with more than 11,000 described
species. Eight subfamilies are recognized: Isometopinae, Cylapinae, Psallopinae,
Orthotylinae, Phylinae, Bryocorinae, Deraeocorinae and Mirinae. The Mirinae, with about
4000 species, is the largest subfamily and is followed in species richness by Phylinae,

Orthotylinae, Bryocorinae, Deraecocorinae, Cylapinae, Isometopinae, and Psallopinae. A
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doubling in the number of described Mirid species has been predicted as tropical faunas
becomes better known (Wheeler and Henry, 2008). Mirids are able to adapt to different
habitats and are among the most ecologically successful insect groups. They not are rich in
numbers of species but also in geographical distribution they are found in all biogeographic
regions except Antarctica (Schuh, 2008, 1995; Wheeler, 2001). Mirid diversity is particularly
great in tropical and Mediterranean ecosystems(Cassis et al., 2007; Schuh, 1995). Mirids can
be found from below sea level to an altitude of 5400 m (Wheeler, 2001).

Early studies of mirids were done by Linnaeus in Systema Naturae (Linnaeus, 1758).About
two thirds of the species have been described by seven specialists: Reuter, Poppius,
Linnavuori, Distant, Wagner, Knight and Carvalho (Cassis and Schuh, 2012). Taxonomic and
biological studies of mirids have been hindered by their small size and fragility, difficulty and
complexity of field observations, and difficulty in rearing. Since the mid-20th century,
numerous studies have been undertaken, taxonomic and biological (Wheeler, 2001), even
though most systematic and taxonomic work has been done by relatively few researchers.
Taxonomic studies that focused on limited geographical areas led to classifications that
sometimes were inappropriate or redundant (Cassis and Schuh, 2012). Since the mid-20th
century, the global catalogs of Carvalho and Schuh resulted in a resurgence of mirid
taxonomic activity (Carvalho, 1952, 1960, 1959, 1958a, 1958b, 1957; Schuh, 2008, 1995).
Over the past 15 years, the rate of mirid description has doubled compared to the last 50 years
(Cassis et al., 2007; Schuh, 1995). Despite the limited number of mirid specialists, the
"suprageneric" classification has undergone extensive revision, with the suprageneric
phylogeny of Schuh et ses collaboteurs (2009) forming the basis for the study of relationships
among mirids (Cassis and Schuh, 2012).

In addition to their species richness, mirids exhibit more diverse feeding habits than those of
any other heteropteran family. This trophic plasticity (Wheeler, 2001) enables certain plant-
feeding (phytophagous, herbivorous) species to complete their larval development on a purely
animal diet. Conversely, some predatory (zoophagous) species, such as Dicyphus tamaninii
Wagner, are able to reach adulthood on a plant with or without animal prey (Saleh and
Sengonca, 2001). Other features that help explain the ecological success of mirids include
close interactions with their host plants (for mating, oviposition, and nutrition). Mirid have
close associations with seed plants, with which they have putatively evolved in concert; many

examples of phylogenetic restrictedness in host usage are known (Cassis, 2008; Schuh and
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Weirauch, 2010; Schwartz, 1984). Their small size, ability to detoxify secondary metabolites,
poikilothermy, and possession of a sclerotized exoskeleton also are thought to have

contributed to the success of mirids (Bernays, 1982; Wheeler, 2001).

Endophytic oviposition and extraoral digestion are adaptations that allow mirids to avoid
many problems encountered by herbivores, such as desiccation and overcoming plant
defenses (Wheeler, 2001). Determining whether a particular mirid species is mostly injurious
or beneficialin a given crop is not always straightforward. Certain omnivorous species can
switch from being predominately phytophagous to largely predacious. Trophic changes
(Cohen 1996) can involve cannibalism (Hamdi et al., 2013) and intraguild predation
(Fréchette et al., 2007; Lucas and Alomar, 2001; Trotta et al., 2015), and potentially can alter
a mirid’s ecological role in an agroecosystem. The insect’s status in a given crop can depend
on factors such as location, season, host variety and stage of development, availability of prey
and alternative resources (e.g., nectar, pollen), and the use (or not) of pesticides (Wheeler,

2001).

Nutrition, insect-plant interactions and diet

Mirids are sucking insects which, like other heteropterans, feed by puncturing tissues with
their stylets while injecting digestive enzymes (e.g. polygalacturonase) through the salivary
duct to liquefy cell contents (Wheeler, 2001). The resulting soupy mixture or food slurry is
ingested through the food canal and then passed into the alimentary canal where it is digested
and absorbed (Cohen 2000). Mirid herbivores do not feed on all organs of a plant but tend to
favor nitrogen-rich tissues. Many mirid thus prefer apical meristems or flowering structures,
which are rich in nutrients (Wheeler, 2001). Because many mirids feed on flowers, they

sometimes are referred to as "flower bugs" (Kullenberg, 1944).

Determining the diet of Heteroptera in general and of mirids in particular can be problematic.
The feeding apparatus of the Heteroptera is one of the most complex and efficient in the
Insecta and perhaps the entire animal kingdom. It is the least understood of the major
suborders of the Insecta (Cohen, 1998a, 1995). In mirids, the dietary habits range from strict
phytophagy to strict zoophagy (Wheeler, 2001) through zoophytophagy (a feeding behavior
combining zoophagy with phytophagy,or phytozoophagous behavior, depending on the
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relative degree of animal versus plant consumption (Alomar and Wiedenmann, 1996).
Zoophytophagy is now recognized as common within the Miridae family (Alomar and
Wiedenmann, 1996; Coll and Guershon, 2002; Whitman et al., 1994). Both zoophytophagous
and phytozoophagous function as omnivores. In zoophytophagy, there are also (Saleh and
Sengonca, 2001; Wheeler, 2001). Conversely, there are zoophagous species that are
selectively herbivorous (Alomar and Wiedenmann, 1996). These mixed-feeding habits make
the ecological roles of many mirid species difficult to assess (Boyd et al., 2002; Wheeler,
2001). Trends, however, can be identified at the subfamily level. Most Bryocorinae, Mirinae,
Orthotylinae, and Phylinae are herbivorous, although many orthotylines and phylines are
omnivores and Bryocorinae: Dicyphina are predators. The Isometopinae and Deraeocorinae

are zoophagous (Cassis and Schuh, 2012; Wheeler, 2001; Wheeler and Krimmel, 2015).

Diet typically is similar in nymphal and adult stages of Miridae , although trophic habits can
differ among in diet can developmental stages (Wheeler 2001). In the case of Lygus
lineolaris and L. hesperus, prey-feeding duration decreases as the age of the bugs increase
(Hagler et al., 2010), which probably is a function of predator to prey size ratio: large

predators generally have shorter prey handling times than small predators (Sabelis, 1992).

The diet of a species of a mirid species is determined by direct observations of feeding
behavior in the field and / or laboratory, which is often tedious and complicated to implement
(Hagler et al.,, 1992). Moreover, in predatory bugs, identification of predator-prey
relationships is time-consuming and the effects of natural enemies on prey densities are not
always easily quantifiable. A plant and animal diet differing in chemical composition
requires physiological and morphological adaptations, mainly in digestive enzymes (Cobben,
1978). Modern tools make it possible to assess the diet of mirids more accurately than by
visual observation in the field. Two main features have been studied: the composition and
activity of the digestive enzymes and morphology of the mouthparts. The composition and
activity of digestive enzymes (a-amylase, trypsin-like enzyme,a-glucosidase, pectinase,
elastase) of the salivary glands and the internal digestive system determines whether a mirid
is able to feed on plant or animal tissues (Agusti et al., 2000; Baptist, 1941; Cohen, 1998a,
1998b, 1995, 1993, 1990; Miles, 1972, 1964). Recent enzymatic studies (Agblor et al., 1994;
Boyd, 2003; Boyd et al., 2002; Celorio-Mancera et al., 2008; Colebatch et al., 2001; Cooper
et al., 2013, 2013; Frati et al., 2006; Habibi et al., 2001; Knop Wright et al., 2006; Torres and
Boyd, 2009; Zeng and Cohen, 2001, 2000) have shown that the type of peptidase enzymes
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(those that digest proteins), does not allow differentiation between phytophagous and
zoophagous species. The presence of amylase activity in a predator and peptidases in
phytophagous species reflects the ability of these species to modify their diet (Torres and
Boyd, 2009). The salivary and midgut digestive enzymes of the zoophytophagous Lygus
hesperus and L. lineolaris) are better adapted for phytophagy than zoophagy (Agusti et al.,
2000). Examination of mouthpartmorphology also helps in determining the diet of a particular
mirid species (Boyd, 2003; Boyd et al., 2002; Brozek and Herczek, 2004). Thus, the direction
and number of the barbs in the mandibular stylets can be a good indicator of diet. In
Pentatomidae, the barbs of phytophagous species point away from the head, whereas the barbs
of predators point toward the head (Cohen, 1996). Barbs on the mandibular stylets of
reduviids and other predacious heteropterans are more numerous in predacious than in
phytophagous species. Cohen (1990) described it as “The right maxillary stylet has two rows
of at least seven strongly recurved teeth in front of at least three weakly recurved teeth on the
inner surface, all pointing away from the head”. The study of these two parameters (enzyme
activity and morphology of the mouthparts) determines the degree of adaptation of a species
to a particular diet. For example, Deraeocoris nigritulus (Knight, 1921) has digestive
enzymes and mouthparts particularly suitable for carnivorous diet (Boyd, 2003) while D.
nebulosus (Knight, 1921) has adaptations to be zoophagous but also has enzymes granting it
a certain degree of phytophagy (Boyd et al., 2002). Possessing these specific enzymes does
not however guarantee their use when faced with a choice. Dietary studies in situations where

a choice is available (plant vs. animal prey) must be done (Hagler et al., 2010).

The range of host plants for phytophagous bugs or of animal prey for zoophagous bugs can be
specific to one species (monophagia) to a narrow range of species (oligophagia) or a high
number of species (polyphagia). Zoophagous or zoophytophagous mirids have a wide range
of feeding hosts. For example, nymphs and adults of Nesidiocoris tenuis, a zoophytophagous
generalist predator, feed on eggs and nymphs of Tuta absoluta (Urbaneja et al., 2009) and
Bemisia tabaci nymphs (Calvo et al., 2009). Other species such as Macrolophus pygmaeus
have characteristics of generalist predators (Perdikis et al., 2011; Urbaneja et al., 2012, 2009).
Specialist zoophagous mirids have also been identified including Stethoconus japonicus

Schumacher (Neal et al., 1991).

For their part, herbivorous mirids are mostly polyphagous. Indeed, like most herbivores,

mirids feed on several plant species due to the spatial and temporal variability of available
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resources and their specific nutritional needs (Schoonhoven et al., 2005). For example, cocoa
bugs in Africa are polyphagous and attack a small number of other plant species that can
serve as shelter when cocoa is not attractive enough, especially during periods of bud growth
and fruit production. The range of feeding hosts can also be very wide, for example the genus
Lygus (Lygus lineolaris), with nearly 400 feeding host species in more than 20 plant families
(Esquivel and Mowery, 2007; Young, 1986). Making an inventory of feeding hosts in such

cases is tedious and is not exhaustive as the insect has strong polyphagia.

Some recent techniques are used to inventory feeding hosts. Other disciplines are currently
offering two tools for assessing the host range. Pollen analysis is a useful tool to identify
origin and movement of insects. Entomopalynology, a discipline studying insects and pollen,
can be used to determine many aspects of the life of an insect, its habitat, its dispersion and
migration within its native habitat or in agroecosystems (Gregg et al., 1993; Hendrix et al.,
1987; Jones et al., 2007; Jones and Allen, 2012; Jones and Coppedge, 2000, 1999; Jones and
Greenberg, 2009; Lingren et al., 1993; Loublier et al., 1994). In mirids, the work of Jones and
Allen (2013) is based on the study of pollen grains to inventory host plants and study the
dispersion of L. lineolaris. In addition, this tool is less tedious than in situ research and opens
the door to the determination of non-crop utilization in many species of mirid. On the other
hand, host feeding is also available by amplifying chloroplast intron markers from the gut of a
subsample of individual mirids. This technique has shown in Australia that the green mirid
feeds on several other plants besides its two main host plants (Hereward and Walter, 2012)
and also it moved between alfalfa and cotton (Hereward et al., 2013). These two technologies
can be used to replace mark-recapture (Kumar and Musser, 2010, 2009) which is time

consuming and expensive (Jones and Allen, 2013).

The change in diet within Mirid and within the suborder Heteroptera has often been discussed
and debated. Assumptions have evolved in response to research findings. The work in the
1950s-60s suggested the ancestors of Mirid were herbivorous, based on the apparent ease in
passing from a herbivorous diet to a carnivorous diet (China, 1953; Miller, 1971). Later, from
the study of morphological characteristics of mirids (salivary glands and intestine structure),
the work of Goodchild (1966, 1952) showed that Mirid have more similarities with
zoophagous Heteroptera that phytophagous Heteroptera. These assumptions were congruent
with the phylogenetic hypotheses advanced by Schuh (1976) causing the majority of
Heteroptera (Cobben, 1978; Schuh, 1974; Schuh and Slater, 1995; Wheeler, 2001) to adopt
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the hypothesis of Goodchild (1966), that the diet of ancestors of Miridaec was zoophagous.
However, at present, the most common diet among described species of Miridae is herbivory,
and the idea of herbivory among ancestors of Miridae has spread. This phytophagous ancestor
has been confirmed by the recent studies of Jung and Lee (2012a) on ancestral feeding state
reconstructions based on Bayesian and parsimony inference. Results of their molecular work
suggested that the Phylinae, rather than Isometopinae, were basal to all other mirid groups.
However, this study was somewhat preliminary and future work using different methods and
more mirid taxa may well support the isometopines as the basal mirid group. The Jung & Lee
study is only one hypothesis that may, or may not, be supported by additional hypothesis

testing.

Advantages and limitations of a strictly phytophagous diet (Ingegno et al., 2011; Lykouressis
et al., 2008; Perdikis and Lykouressis, 2004, 2000, 1997; Portillo et al., 2012) or strictly
zoophagous diet (Castafi¢ et al., 10; Castai¢ and Zapata, 2005; Iriarte and Castafi¢, 2001)
have been studied for several Miridae species. In omnivorous predators, supplementation with
plant food, generally improve development rate via other biological parameters such as
survival rate, longevity and/or fecundity of adults (Eubanks and Styrsky, 2005). Food intake

has a strong effect on the growth rate of omnivores and their prey.

Reproduction and host plant

A host plant is necessarily a plant in which an organism is able to perform some or all of its
reproductive cycle (Bernays and Chapman, 2007). This concept is, however, used
inappropriately by some authors who use the term to define a plant on which an insect is
found at a given moment for one or more activities (nutrition, rest, shelter, etc.) (Holopainen
and Varis, 1991; Snodgrass et al., 1984a; Young, 1986). This sometimes complicates the
interpretation of inventories of plants used by Miridae. Other authors ensure, however, to
avoid ambiguity by using a more detailed vocabulary, using the terms "nutrition host plant"
and "reproduction host plant" (Womack and Schuster, 1987). In the case of Miridae, most
authors consider that a plant is a host if adults and larvae are collected simultaneously
(Esquivel and Mowery, 2007; Ratnadass et al., 2012; Snodgrass et al., 1984a). In fact, the
nymphs are wingless bugs and very mobile at the early stages, usually remaining on the plants

on which they were born. This suggests that they undergo their development cycle on the
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same plant. Most mirids, both phytophagous, zoophagous and zoophytophagous, reproduce
via a plant substrate (Wheeler, 2001). Reproduction is sexual with the exception of some rare
species (e.g. Campyloneura virgula in Sicilia (Carayon, 1989)) where parthenogenesis occurs
in a context of scarce males (Wheeler, 2001). Eggs are in most cases inserted into the plant

tissues at tender areas rich in nutrients such as stems and petioles (Cassis and Schuh, 2012).
The egg depositing is preceded by searching for the nesting site. The female examines the
substrate with the end of the labium which has sensilla (Cobben 1978), carries out “survey”
bites, with the stylus and the insertion of the ovipositor in the stylet entry points to lay eggs
(Ferran et al., 1996; Romani et al., 2005). Eggs are usually laid singly but may also be
deposited in group of 2 to 5 eggs, and sometimes in groups of more than 20 eggs (Wheeler,

2001).

The host ranges of mirid species are poorly studied (Cassis and Schuh, 2012). Species are
usually only described on plant species of economic interest on which the bugs cause damage;
uncultivated species are not listed. This is confirmed by the Schuh (2008), whose database
shows the host range of many species of mirid and in the present state shows that most of
these species have a restricted host range. Cassis and Schuh (2012) consider that this is an
inventory is incomplete and must be continued as the host range of mirids is potentially much
larger than the one in the database. The case of Orthops palus is a good example: only four
hosts are referenced in the database, while a study from 2013 to 2015 references nearly

twenty (Atiama, personal communication).

Analysis of the database by Jung and Lee in 2012 hypothesizes that phytophagous mirids
have a broader range of host plants (more than two plant orders) than predatory and
omnivorous mirids. This idea is now being questioned given the fact that many may have

mirids with mixed eating behaviors (herbivory and zoophagy), causing errors in classification.

Life Cycle, voltinism, diapause and dynamic in the vear

The Miridae are pterygote insects (having wings) heterometabolic (undergoing a complete
metamorphosis). Their life cycle consists of the egg stage, five nymphal stages and adult stage

(Esperk et al., 2007; Wheeler, 2001). The larvae are wingless while adults may fly from plant
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to plant. The lifespan of a mirid is usually forty days in temperate areas and thirty days in the

tropics.

Miridae species can be univoltine (showing one generation per year) or multivoltine (showing
several generations per year). Tree-and shrub feeding mirids of temperate regions are known
to be univoltine (Wheeler, 2001). Species found on herbaceous weeds, including grasses and

field crops are mostly multivoltine and overwintering in the adult stage (Wheeler and Henry,
2008). However, tropical species are often multivoltine, such as cocoa mirids, which show
eight generations per year (Johnson, 1962) and Calocoris angustatus which shows 16

generations per year in India (Hiremath and Viraktamath, 1992).

Mirids are known to change hosts and habitats to obtain the best food sources (Esquivel and
Mowery, 2007; Snodgrass et al., 1984b; Womack and Schuster, 1987) and thus they spend the
year moving from wild plants to cultivated plants and crops, back to wild plants (Dong-Soon
et al., 2002; Jackson et al., 2014; Kumar et al., 2013; Pan et al., 2013a; Parajulee and
Shrestha, 2014; Young, 1986). These wild plants are reservoirs which maintain phytophagous
mirid populations at levels sufficient to infest crops when conditions are favorable (flowering,
budding), causing damage. One criterion in the choice of host is the flowering stage. Indeed,
for a given plant species, adults of some mirid species (common name ‘‘flower bugs”
(Kullenberg, 1944)) reach peak abundance at the flowering stage, when the plant is most
attractive for adults (Pan et al., 2013b). This choice is justified by the relatively energy-rich
plant tissues in flowers and buds (Wheeler, 2001).

For many temperate and colder climate insect species, diapause is essential to overwintering
success and closely linked to overwintering (Bale and Hayward, 2010; Pullin and Bale, 1989).
In the tropics, diapause is needed to survive severe drought in the dry season (Zonocercus
variegatus (L.)) (Page, 1980), or needed to avoid being active during the rainy season
(Epicharis zonata) (Roubik and Michener, 1980). Several insects are known to diapause in
tropical regions (Amouroux et al., 2014; Denlinger, 1986; Dingle, 1978; Hahn and Denlinger,
2011; Pieloor and Seymour, 2001; Tauber and Tauber, 1981; Tauber et al., 1986). The
regulation (induction and termination) of diapause is influenced by multiple abiotic factors.
However, these factors have been studied for a wide range of species, but mainly in
predictable temperate zones (Danks, 1978). Few studies on the factors responsible for

diapause initiation have examined insects from tropical regions (Denlinger, 1986). The
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difficulty lies in the fact that in tropical environments, there are no clear-cut changes in
environmental conditions that entirely restrict continued development (Bale and Hayward,
2010) and theoretically allow development to occur all year round. Changes in temperature,
moisture, population density or food composition seem to be the main stimuli of tropical
diapause (Tauber et al., 1986). Termination of diapause in many tropical insects can be
attributed to rainfall and high relative humidity: Lepidoptera (Jones, 1987; Kemp, 2001;
Pieloor and Seymour, 2001), Hymenoptera (Seymour, 1991; Seymour and Jones, 2000),
Orthoptera (Ingrisch, 1987; Tanaka, 1987) and Coleoptera (Tanaka et al., 1987). Fresh plant
growth for food resources and/or oviposition sites might also be important cause in diapause
termination (Canzano et al., 2003). Diapause is a common behaviour in the mirids, with
numerous univoltine species, of temperate or tropical regions, that diapause in the egg or adult
stages (Brent, 2012; Chippendale, 1982; Kobayashi and Numata, 1995; Kotaki, 1998;
Musolin and Numata, 2004; Saulich and Musolin, 1996; Spurgeon and Brent, 2010; Wheeler,
2001). Diapause response to stimuli is known to be heterogeneous for mirid species. A recent
study showed that heterogeneity entering into diapause enables populations of L. hesperus in
Arizona to adapt to local conditions (Brent, 2015). Diapause in mirids is now detected
through analysis of the hypertrophy of the fat body, and delayed maturation of the female
ovaries and male accessory glands after individual dissection (Brent, 2012). Studies are
attempting to identify external morphological characteristics (color, shape) to enable easier
detection of mirid diapause (Brent, 2012; Harris et al., 1984; Kobayashi and Numata, 1995;
Kotaki, 1998; Musolin et al., 2007; Musolin and Numata, 2004; Niva and Takeda, 2002;
Spurgeon and Brent, 2010).

Damage and population management

Both adults and larvae phytophagous mirids cause damage. Visible symptoms are the result of
feeding and the suction of liquefied cell contents and, to a lesser extent, of plant sap (Wheeler,
2001). Damage can also be caused by mechanical and pathogenic consequences related to
spawning females (Romani et al., 2005). Several parts of the plant may be attacked,
particularly young shoots, flowers, fruits and seeds. Symptoms are expressed in the form of
foliar chlorosis, crinkling, and shot holing to lesions, cankers and abnormal growth patterns
such as stunting, bushiness, multiple laddering, and witches'-brooming (Wheeler, 2000).

Yield losses can be significant and affect an entire harvest (Wheeler, 2001). This damage

77



Chapitre I - Les mirides et quelques cas d'étude en cultures fruitiéres tropicales

causes economic losses that are not easily quantifiable because symptoms of mirid attacks are
highly similar to those caused by other pests (insects, fungi, bacteria or viruses) and are often

underestimated (Wheeler, 2000).

The members of Heteroptera, although with the same feeding behaviors that homopterans, are
generally considered as low important vectors of plant pathogens (Mitchell, 2004). Miridae
species are most closely associated with bacteria (Mitchell, 2004). Rare cases of transmission

have been reported, as Lygus rugulipennis Popp. virus vector of the potato (Turka, 1978).

The use of insecticides is currently the most comment way of controlling mirid pest
populations (Chougule and Bonning, 2012; Z. Zhang et al., 2015) and especially fruit crops
(Asogwa et al., 2009). The most commonly used insecticides are pyrethenoids and
organophosphates. These broad-spectrum insecticides are often inexpensive and their wide
use devastates beneficial natural enemies and reduces their associated biocontrol services
(Desneux et al., 2007; Lu et al., 2012). Furthermore, these insecticides usually have a high
toxicity to human beings and animals, so their vast use is not suitable for the development of
low-insecticide residue crops such as fruits and tea (Lu and Wu, 2011). Extensive use of
insecticides has shown its limits: danger to human health, environmental destruction, higher
costs, reduced efficiency and development of resistance in insects (Liu et al., 2007; Roy et al.,

2010, 2009; Snodgrass, 1996; Snodgrass and Scott, 2000; P. Zhang et al., 2015).

Several alternative management practices are currently being implemented. Some studies
have evaluated using sticky traps to manage mirids populations (Blackmer et al., 2008; Boivin
et al., 1982) but no studies have been conducted on tropical fruit crops. However, a study
conducted on apples suggests using these traps to detect the presence of bugs (Lygus
lineolaris) at the beginning of the high-risk season and to limit the arrival of adults of other
species in plots which have already been treated (Boivin et al., 1982). Tests were also
conducted to assess the importance of color and attraction to sticky traps. Blue appears more
attractive than yellow for L. lineolaris in carrot crops (Holopainen et al., 2008) while pink and
white are effective in peach orchards (Los and Legrand, 2003). In general, sticky traps are a
powerful tool for monitoring intervention thresholds and in plot borders to detect the presence
of bugs. Pheromone traps are used worldwide against many species of Miridae (Clare et al.,
2000; Fountain et al., 2014, 2010; Innocenzi et al., 2005; Jutsum et al., 1989; Jutsum and
Gordon, 1989; Lowor, 2009; Mahob et al., 2011a; Shelton and Badenes-Perez, 2006; Smith
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and Borden, 1990; Yasuda et al., 2010, 2009). Many species of Miridaec produce sex
pheromones (Innocenzi et al., 2004; Lowor, 2009; Lowor et al., 2009; Millar et al., 1997;
Millar and Rice, 1998; Smith, 1977; Smith et al., 1994, 1991; Thistlewood et al., 1989;
Yasuda et al., 2012, 2010; Zhang and Aldrich, 2008, 2003a, 2003b; Zhang et al., 2011).

Furthermore, the use of biocontrol agents (parasitoids, entomopathogenic fungi, ants, other
bugs) represents an increasingly valuable alternative. Finally, the use of trap cropping is an
agroecological approach for the management of many pests, including phytophagous Mirids
(Accinelli et al., 2005). The high polyphagy of mirids and their distinct preference for certain
plant species upon visual, tactile or olfactory cues (Hokkanen, 1991; Schoonhoven et al.,
2005; Shelton and Badenes-Perez, 2006) are essential. The principle is that the trap crop,
which is more attractive than the target crop (at its most attractive stage), attracts the pest.
Pest populations must be controlled on the trap crop with auxiliary insects or (bio)insecticides
(Hokkanen, 1991; Shelton and Badenes-Perez, 2006). The success of trap crops could be
improved via the use of sex or aggregation pheromones. Numerous successful cases of trap
cropping have been reported for management of mirid pests worldwide (Lu et al., 2009). In
this field, trap plant tests have been carried out on many crops including vegetable crops
(Easterbrook and Tooley, 1999; Mert et al., 2001) but cotton cultivation remains the most
widely studied (Lu et al., 2009) with management of the Lygus spp. complex in the USA
(Godfrey and Leigh, 1994; Stern et al., 1964, 1969) and Creontiades dilutus in Australia.

Case studies

Mirids of economic importance of the Cocoa tree (West Africa) and cashew

(Asia)

Cocoa mirids

Cocoa is one of the most important global fruit crop with a production of 4365 thousand tons
between 2013 and 2014 (FAO STAT http://faostat.fao.org, 2016). Native to the tropical
rainforests of America, cocoa is cultivated in all tropical regions and the majority (70%) of its

production is located in West Africa (Bisseleua et al., 2011; Wessel and Quist-Wessel, n.d.).
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‘Antennes longues Yeux proéminents

! N
Ibergella singularis Hag|.  Distantiella theobroma Dist.

Figure I-2. Sahlbergella singularis (Hagl.) and Distantiella theobroma (Dist.)
(D'aprés Babin, 2009)

Figure I-3. Damages to cocoa caused by Sahlbergella singularis (Hagl.)) and Distantiella
theobroma (Dist.)
(D'aprés Babin, 2009)
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Dozens of bug species (more than 35 species of Bryocorinae) can cause damage to cocoa
(Wheeler, 2000). However, two species (Distantiella theobroma and Sahbergella singularis)
(Figure I-2) cause most of the damage and are considered the most harmful species of bugs
for cocoa cultivation in Africa and indeed worldwide (Lavabre, 1977). These two species,
commonly called cocoa mirids or capsids, are considered the two biggest insect cocoa pests in
Africa (Ayenor et al., 2004; Wessel and Quist-Wessel, n.d.) and indeed worldwide due to
their broad distribution and damage caused (Lavabre, 1977). Production losses range from

25% (Ghana) (Padi and Owusu, 2015) to 30 % (Ivory Coast) (Lavabre et al., 1962).

Distantiella theobroma is particularly active between Ivory Coast to Nigeria (Wood and Lass,
2001). The damage caused is the result of bites at the superficial parenchyma of the cocoa tree
twigs and pods that cause wilting (Babin, 2009) (Figure I-3). Lesions are often concentrated at
the end of the pod stalk. Older pods are less affected by the bites. Injuries may develop into
cankers under the combined action of parasitic fungi. Cankers are concentrated on the
branches which weaken them and make them unproductive after several years. Invaded by
parasitic fungi, some trees eventually die (Williams, 1953). Populations of D. theobroma
decrease during the dry season and outbreaks begin during the rainy period extending from
July to February (Kouame et al., 2015; Wheeler, 2000). Population peaks may occur between
August and December (Kouame et al., 2015). Rearing techniques exist for this species
(Houillier, 1964; Piart, 1970; Prins, 1965; Raw, 1959) but are complex to implement because
of the difficulty of keeping D. theobroma adults alive (Kumar and Ansari, 1974; Lavabre,
1969; Wheeler, 2000). These complications make it difficult to undertake a complete study of
the biological cycle of the insect, even if limited data already exists (Piart, 1972, 1970).

Sahbergella singularis is present between Sierra Leone to the Democratic Republic of Congo
(DRC) (Babin, 2009). The main cocoa-producing countries affected by this pest are Sierra
Leone, Liberia, Ivory Coast, Ghana, Togo, Nigeria and Cameroon. The species is more widely
distributed than D. theobroma and in many countries (Cameroon, Ghana, Ivory Coast), S.
singularis is often present in higher numbers than D. theobroma (Babin, 2009; Babin et al.,
2010; Kouame et al., 2015; Lavabre, 1977b; Nguyen-ban, 1977). Damage caused by S.
singularis 1s 1identical to that caused by D. theobroma. The density of S. singularis
populations and its distribution in cocoa orchards has been the subject of recent work. This
work highlights the importance of abiotic and biotic parameters (intrinsic to the insect) in the

population dynamics of the insect (Birch, 1948; Tscharntke et al., 2002). Thus, the
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distribution of S. singularis populations, like many mirids (Lotod¢, 1969; Nwana and
Youdeowei, 1978; Williams, 1953; Youdeowei, 1965) is not always homogeneous but
aggregative. Factors such as relative light intensity (shading) play an important role with
larger aggregations of bugs in shaded areas (Babin et al., 2010). Fluctuations of S. singularis
population are generally similar to D. Theobroma (outbreaks during rainy periods, peak
population between August and December, depending on the localities) (Anikwe et al., 2010;
Lavabre et al., 1962; N’Guessan and Coulibaly, 2000). The highest populations levels occur
during the cocoa fruiting period (presence of pods) (Anikwe et al., 2010; Bruneau de Mir¢,
1977; Entwistle, 1972). These seasonal variations of S. singularis are mainly related to
changes in female fertility, themselves linked to variations in resource availability (young
pods), "Daily minimum relative humidity" and average daily temperature (Anikwe et al.,
2010; Babin et al., 2011). The first S. singularis rearing programs (Raw, 1959; Youdeowei,
1964) were unproductive and costly in terms of time and plant resources (setts, twigs and
pods of the cacao tree were necessary).Babin et al.(2008) put forward a new, optimized and
more productive S. singularis rearing technique. This improvement has aided the study of S.
singularis’ biological cycle (Babin et al., 2008; Entwistle, 1972; Emile Maurice Lavabre,
1977; Nwana and Youdeowei, 1977; Raw, 1959; Youdeowei, 1973). The nymphal
development time is of the order of twenty days, for a total lifetime (duration of the egg to the

adult female ready to lay eggs) of over 46 days (Babin, 2009).

The management of these two mirid species is often done jointly because they are often found
together in cocoa orchards. D. Theobroma and S. singularis population control is still most
often performed using synthetic insecticides (Babin, 2009; Kouame et al., 2015). In the 1960s,
HCH-type molecules (hexachlorocyclohexan) gave good results but the emergence of
resistance resulted in usage of other classes of insecticides (pyrethroids) (Dunn, 1963a,
1963b). More recently, resistance to chlorinated hydrocarbon insecticides has been observed
(Wheeler and Henry, 2008). Much work is currently being conducted to test the effectiveness

of new synthetic insecticides (Anikwe et al., 2009a).

Adu-Acheampong and collaborators (2014) revised the terms of use of insecticides (doses,
frequency of application, type of pesticides used) while Asogwa et ses collaborateurs (2009)
revealed multiple limitations of synthetic insecticides (see 1.14). It is therefore appropriate to
consider new methods of population management. Nevertheless, proposed methods remain

poorly implemented due to their complexity or effectiveness which as yet remains unproven.
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Biological insecticides using plant extracts are recommended in Ghana in as a spray (Wessel
and Quist-Wessel, n.d.). In the same country, the use of an aqueous extract of neem seeds
(Azadirachta indica A. Juss.) gave good results but farmers are struggling to adopt this
technique, due to difficulty in producing the extract (Dormon et al., 2007). The same is true
for certain techniques (shade management, management of alternative hosts in orchards)
(Babin et al., 2010; Mpé et al., 2002; Padi et al., 2002). Studies on the use of resistant
varieties of cocoa or the use of biocontrol agents (pathogenic insect fungi such as Beauveria
bassiana (Bal.) Vuillemin) have not yet been sufficiently studied to implement widespread
use (Mahob et al., 2011a). Various studies have characterized the resistance and sensitivity of
different varieties of cocoa to mirids (Anikwe et al., 2009b; Brun et al., 1997; Lachenaud et
al., 2007; Sounigo et al., 2003) or their ability to attract mirids (Dibog et al., 2008). Studies of
"functional genomics" associated with genetics (molecular markers, maps and QTLs) are
underway to assess cocoa genes resistant to mirids (Micheli et al., 2010). Moreover, in the
field of bio control, work has long been underway about the possibility of promoting the
action of certain species of ants (Leston, 1970; Way and Khoo, 1991). Oecophylla longinoda
will soon be used in Ghana against Distantiella theobroma and Sahbergella singularis
(Ayenor et al., 2004). Mass trapping using pheromone traps, already used for many insects
(Jutsum et al., 1989; Ryan, 2002), is envisaged for managing populations of cocoa mirids
(Sarfo, 2013). A sex pheromone attracting males, isolated from virgin adult females, is known
about in both species (King, 1973; Sarfo, 2013). In Ghana, rectangular traps using
pheromones of each species have proved effective in attracting and trapping S. singularis
adult males (Mahob et al., 2011b). There, organic cacao orchards are moving towards joint
use of three innovative tools (pheromone traps, crude aqueous neem, Oecophylla longinoda)

for managing mirid populations (Ayenor et al., 2004).

D. theobroma and S. singularis are polyphagous mirids which attack other plants in addition
to cocoa. S. singularis hosts include Cola spp., Ceiba pentandra and Beria spp. (Entwistle,
1972). D. theobroma is also present on species of the genus Cola (Cola togoensis (Pujol,
1957)), and on Adansonia digitata (Sidibe et al., 2002), Ceiba pentandra and Citrus sp..

Studies on the management of bug habitats could build on this knowledge.
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(D'apreés Naip)

Figure I-4. Damages to cashew young flush caused by Helopeltis antonii Signoret
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Cashew mirids in Asia

The annual world production of cashew has since 2011 been over 4 million tonnes (Sahu et
al., 2015). Three species of the genus Helopeltis (Helopeltis bradyi Waterhouse ; H. theivora
Waterhouse ; Helopeltis antonii Signoret) inflict significant damage to cashew in Asia
(between 30-50% of losses (Abraham and Nair, 1981)), especially in India (Pillai et al., 1976),
where losses can reach 100% of the crop (Sundararaju and Sundara Babu, 1999). These
species of Helopeltis also cause damage on cashew in Australia and Africa (Peng et al., 1997).
These three species of mirid (as well as a fourth species, Pachypeltis maesarum Kirkaldy) are
named after their shape “Tea mosquito bugs”. Of these species, Helopeltis antonii, the most
common species in India (Srikumar et al., 2015), is common in orchards (over 80% of
Helopeltis spp. (Devasahayam and Nair, 1986). H. antonii is polyphagous and is also a major
pest in other crops, including cocoa (Betrem, 1950; Miller, 1941; Wheeler, 2001), guava
(Psidium guajava) (Pasupathy, 2000; Ragumoorthi and Arumugam, 1996; Stonedahl, 1991;
Wheeler, 2001), annonas (4Anona spp.) (Reddy, 2009) or tea (Camellia sinensis L.) (Basnet
and Mukhopadhyay, 2014; Gurusubramanian and Bora, 2007; Hazarika et al., 2009; Roy et
al., 2009; Sarma et al., 2014). Other tropical crops are affected by species of Helopeltis:
mango in the Philippines, Malawi and northern Australia (Pefia and Sharp, 2002) ; avocado in

Africa; guava in Africa and in Malaysia; cocoa in Africa, Malaysia, Sri Lanka and Australia.

Most of the following information concerns H. antonii on cashew in India, as the species was
widely studied in this country, a leading global cashew producer (25% of total world
production (Sahu et al., 2015)). Helopeltis antonii causes extensive damage, even at low
population densities (Vanitha et al., 2014). The nymph and adult suck the sap from the tender
shoots, young leaves, inflorescence, developing apple and nuts. The new flushes dry up and
induce a shriveling trees and abortion of immature nuts (Singh and Pillai, 1979) (Figure 1-4).
The data on the dynamics of H. antonii populations vary depending on the author and the
study areas. Nevertheless, it is recognized that populations fluctuate cyclically and predictably
(Siswanto et al., 2008). In India, H. antonii is primarily active between October and May,
with outbreaks in January when the host flowers (Pillai and Abraham, 1975). Another two-
year study in Java showed population peaks in July (Siswanto et al., 2008) while another
carried out in Kerala on young cashew shows two population peaks in December and in June
corresponding to flush peaks of the various cultivars present (Bhaskar et al., 2015). These
studies suggest that populations are not directly affected by the rains but are significantly and

positively correlated with abundance of food resources (shoots and inflorescences) (Siswanto
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et al., 2008). Other studies have shown the importance of certain abiotic factors like rain (a
positive correlation with population) (Bhaskar et al., 2015) and humidity (Karmawati et al.,
1999) as well as biotic factors such as the size of predator populations (Karmawati et al.,
1999). The biological cycle of H. antonii on cashew has been the subject of several studies
(Ambika and Abraham, 1979; Jeevaratnam and Rajapakse, 1981; Pillai and Abraham, 1975;
Sathiamma, 1984, 1977; Siswanto et al., 2008; Sundararaju and Babu, 1998). Generally, the
life-cycle from egg to adult emergence is 22.2 days at 28+1°C (Ambika and Abraham, 1979).

Mahapatro (2008) describes how protection of cashew crops in India has evolved and notes
the need to move towards more environmentally friendly strategies by making the use of
synthetic insecticides a last resort. For nearly fifty years, H. Anfonius management in India
has mainly consisted of the use of synthetic insecticides and many studies have examined the
effectiveness of insecticides in different periods of fructification (Jalgaonkar et al., 2015,
2009; Justin et al., 2007; Kalyani et al., 2010; Patil and Krishna Naik, 2010; Smitha and
Pushpalatha, 2014). New methods of managing mirid populations (entomopathogen,
predatory ant, egg parasitoid species, botanical seed extract) are gradually being put forward
(Naik et al., 2015; Naik and Chakravarthy, 2013). Thus, as H. Antonius is also the main pest
of guava in central India (Haseeb, 2007; Patil and Krishna Naik, 2010), certain control
methods implemented there (especially entomopathogenic fungi) could be adapted to cashew.
Moreover, insecticides extracted from plant seeds (Cerbera sp.; Azadirachta indica) are
giving encouraging results (Herianto et al., 2015; Jayanthi and Verghese, 2007). In addition,
some biocontrol agents have been studied, including species of Hymenoptera of the genus
Telenomus, which perform particularly well (Rajmohana et al., 2013) with parasitism rates
reaching almost 17% in some regions of India (Naik et al., 2015). Species of ants (Ambethgar,
2015; Sreekumar et al., 2011; Wijetunge and Ranaweera, 2015), bugs (Cydnocoris gilvus
Brum. (Heteroptera: Reduviidae: Harpactorinae) (Srikumar et al., 2014)) or fungi (Visalakshy
and Mani, 2011) are also being studied as future biocontrols. However, the search for resistant
varieties of cashew has so far revealed no accessions with resistance to H. antonii infestation
(Vidya et al., 2015). Finally, management of wild plants found in orchards is recommended
(herbaceous species such as 7. paniculata Roth, Leea sp.) (Vanitha et al., 2014)) as well as
near orchards (e.g.: Singapore cherry Muntingia calabura), because they are H. antonii relay
plants (or other mirids Helopeltis spp. and Pachypeltis maesarum Kirkaldy) before the flush

of new shoots and cashew nut inflorescences (Sundararaju et al., 2002).
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Mirid pests of “real” tropical fruit

In this section, we present five species (or community of species) of Miridae preying on major

tropical fruit crops such as mango, citrus, guava and avocado.

Campylomma austrina - Mango - Australia

The dimpling bug, Campylomma austrina Malipatil (Hemiptera: Miridae) (Malipatil, 1992)
distributed in the Northern Territory and Queensland, is a severe mango pest. This mirid used
to be regarded as a minor pest but significant losses in 2002 led to its status being reassessed.
Damage occurs during the period of late flowering and early fruit setting (late July to mid
August), and is caused by the bites of adults which suck sap from flower ovaries, leaving
black pimples on the skin of the fruit at each puncture site. In general, fruit with more than 10
pimples drop from the trees. The use of Oecophylla smaragdina Fabricius (weaver ant) as a
biological control agent appears effective although significant numbers of ant are necessary
(Peng and Christian, 2008). C. austrina may be found on other hosts such as the cashew

(Anacardium occidentale L.) (Malipatil, 1992) and eggplant (Young and Zhang, 2001).

Eurystylus capensis — Citrus — South Africa

Species of the genus Eurystylus are known to be serious pests of sorghum (Sorghum bicolor
(L.) Moench) in West and Central Africa and secondary ricin pests in South Africa
(Stonedahl, 1995). Recent work by Ratnadass and Moore (2014) show for the first time a
species of this genus, Eurystylus capensis (Distant, 1904) attacks citrus in South Africa (all
commercial types excluding lemons) and is able to reproduce on it. Damage is caused by
adults and mature nymphs which feed on closed citrus blossoms causing their premature

death. Losses have not yet been quantified (Ratnadass and Moore, 2014).

Hyalopeplus pellucidus - Guava - Hawaii

Hyalopeplus pellucidus (Stal, 1859), also known as the Transparentwinged Plant Bug, is a
major pest of guava in Hawaii and is a special case because it is endemic (Asquith, 1997).
Described for the first time in 1902, it is present on the main islands of the archipelago, from
the coast to higher altitudes. This bug primarily attacks the corolla region of the flower bud

(Mau and Martin, 2007). Damage is visible as dark necrosis on developing anthers in the bud.
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'Transparentwmged Piant Bug
;ﬁ;Hyanpeplus peiluc;dus

Figure I-5. Damages to guava flower buds caused by Hyalopeplus pellucidus Stal
(Photographie: Mau et Martin - Departement Entomology Hawaii)
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This damage of the auxin producing tissue, in turn, induces abscission. Nymphal stages
(second, third, and fourth instars) provoke flower bud abscission (Mau and Nishijima, 1989)
often more serious than adult damage (Wheeler, 2001) (Figure I-5). Four days of feeding by
nymphs is sufficient to induce bud abscission whereas oviposition into the ovary area of the
flower produces a less marked effect. Population levels are abundant when buds of guava are
numerous. The life cycle is party understood and the period between hatching and the
emergence of the adult takes 20 to 22 days. Management of this pest is by biological and
chemical control (Mau and Martin, 2007). The wasp Polynema scrutator parasitizes the eggs
of Transparentwinged plant bugs with an egg parasitism on average of 15% for egg laying in
buds and 22% for egg in fruiting branches. However, this parasitism is not enough to prevent
major damage to guava orchards. Chemical control was advised with controlled monitoring of
flower buds (Mau and Martin, 2007). Egg and nymph numbers and bud damage was
observed. Currently, one or two applications of malathion applied to the buds at the 3rd
developmental stage is required (Mau and Martin, 2007). This polyphagous insect has been
observed on many hosts (cultivated or ornamental plants) such as Acacia koa, avocado,
coffee, Coprosoma, Dodonaea, guava, Hibiscus, rose flowered jatropha, Metrosideros,

Pipturus, Psidium cattleianum, Sida, Straussia, and Trema orientalis (Mau and Martin, 2007).

Dagbertus fasciatus, D. olivaceus and Rhinacloa sp. - Avocado - Florida

In Florida, three mirids (Dagbertus fasciatus (Reuter, 1876), D. olivaceus (Reuter, 1907) and
Rhinacloa sp. (Reuter, 1876)) attacked avocado crop. They feed and insert their eggs on
opening buds, leaves, flowers and small fruit. Flowers and recently set fruit are most affected
by attacks and damage is caused in the first few weeks after fruit set. The lesions look like
‘pimply’ elevations on the fruit surface and are only visible about a month after feeding (Du
Toit et al., 1993). Mirid populations appear each year from January to April during the bloom
of avocado (flowers fully open). Currently, management of these mirids is by spray
application if large numbers of the avocado bug are observed (more than 30 mirids per
panicle) shortly after fruit set (Van Den Berg et al., 1999). However, no relationship between
the average number of mirids and percentage of fruit pimpling has been observed (Pefa,
2003). Dagbertus adults are present on mango, longan, lychee, black olive, Schinus

terebinthifolius, Parthenium sp. and sabal palmetto (Baranowski and Glenn, unpublished).
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Orthops palus - Mango - Reunion Island

Orthops palus is considered as the leading mango pest in Reunion Island and causes serious
damage sometimes leading to total loss of crops (Amouroux and Normand, 2013; Insa et al.,
2002; Vincenot and Normand, 2009). The damage is the result of the bites of adults and
nymphs on mango inflorescences, which then dry up. The species was described for the first
time in Uganda in 1947 (Taylor, 1947) then in Reunion in 1974 (Etienne and Roura, 1974). O.
palus shows a preference for flowering organs (Taylor, 1947). Ongoing studies show that O.
palus is extremely polyphagous and the species can spend the year moving between different
blooming plants. This "host-shift" is a phenomenon observed in other species of mirid in
related genera (of the Lygus complex) and known as "flower mirids" as in Apolygus locurum
(Pan et al., 2013b). These economically important plants (lychee, jujube, avocado) are widely

distributed around the island.

In conclusion, two characteristics emerge from all the cases of phytophagous mirid:
polyphagia, and ability to move between plants. These movements are particularly manifest in
mirid species with a marked preference for flowers. These species, which justify their name of
"flower bugs" (Kullenberg, 1944), have a wide host range, both in terms of number of species

and number of plant families.

Predatory Miridae

The Miridae family has a large number of zoophagous and zoophytophagous species.
Swedish, British and Polish mirid studies show that a significant proportion of species (25%)
are zoophytophagous or optional predators (Kullenberg, 1944). It is estimated today that at
least one third of known Miridae species are zoophagous (Wheeler, 2000). Little is known on
most zoophagous species as predation in sifu is difficult to observe (Wheeler, personal
communication). This knowledge gap is particularly true for zoophagous mirids of tropical
fruit. However, the current enthusiasm for biocontrol using predatory bugs is helping improve

bio-ecological knowledge of these species in both natural and artificial environments.

Predatory mirids can attack a wide variety of arthropods, and all development stages of these
arthropods. Mirid predation has been observed on Coleoptera, Lepidoptera, Diptera,
Hymenoptera, Heteroptera, Collembola, Psocoptera and Cercopidac (Wheeler, 2001). Few
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mirids are specific predators of other insect eggs. Those predators (in addition to early instars)
mostly belong to the genera Cytorhinus (Orthotylinae) and Tytthus (Phylinae). The main
targets of these mirids species are Delphacidae and leathoppers. Thus, three species of
planthoppers are prime examples of biological control using mirids (Miridae/Delphacide):
Tytthus mundulus /| Perkinsiella saccharida in sugar cane crops; Tytthus mundulus/
Peregrinus maidis in corn; Cyrtorhinus fulvus/Tarophagus colocasiae) in taro crops. A
number of predatory mirid species are optional or general predators of eggs and mostly
belong to genera Ceratocapsus, Deraeocoris, Phytocoris, Rhinacloa, Spanagonicus and
Lygus. Several species of Miridae are optional predators of insect nymphs and pupae, these
being mostly herbivorous species of the orders Coleoptera, Lepidoptera, Diptera and

Hymenoptera. Mites, particularly Tetranychidae, are eaten by many mirids.

In greenhouse crops, several species of Miridae are good biocontrol agents (Boyd and
Alverson, 2003). In temperate and tropical environments in tomato or melon crops, four
species of Miridae are widely used against the whitefly Bemisia tabaci or against thrips
Nesidiocoris tenuis, Dicyphus hesperus (Ma et al., 2009; Sanchez et al., 2004; Sanchez and
McGregor, 2009; Shipp and Wang, 2006; Vankosky and VanLaerhoven, 2015), D. tamaninii
(Castané et al., 2004; Lucas and Alomar, 2002; Sengonca and Saleh, 2002) and Macrolophus
caliginosus (Alomar et al., 2006; Castané¢ et al., 2007, 2004). As zoophytophagous species,
these four mirids may also be a threat for protected vegetable crops. Indeed, studies conducted
in British Columbia (BC) show that these species can inflict damage on tomato crops,
especially when population levels of their animal prey become too low (McGregor et al.,
2000). Furthermore, Deraeocoris brevis has been effectively used, in pear orchards in
temperate environments, against the pear psylla Psylla pyricola Foerster (Horton and Lewis,

2000).
In conclusion, given the estimates of mirid species yet to be discovered, tropical environments

should be a priority area in future studies, (Wheeler and Henry, 2008) be it discovery of new

phytophagous species or new zoophagous species, potential biocontrol agents.
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Introduction

Dans le chapitre précédent, nous avons souligné les principales caractéristiques
bioécologiques des mirides des cultures fruitiéres tropicales et présenté quelques cas d'étude.
Nous nous intéressons maintenant a la miridofaune des agroécosystémes a base de manguiers
a La Réunion. Aucune étude sur la diversité des mirides n'y a jusqu'a lors été réalisée. De plus,
aucune information n'est disponible sur la place d'O. palus dans cette communauté de mirides.
On veut chercher a savoir si O. palus est la seule espéce en nombre important sur les
inflorescences de manguier et, donc, potenticllement celle qui inflige les dégats. Comme
plusieurs exemples traités dans le chapitre 1 le montrent, les cultures fruitiéres tropicales
(cacaoyer, noix de cajou, avocatier) peuvent étre attaquées simultanément par plusieurs
especes de mirides. Par ailleurs, la reconnaissance des individus d'O. palus dans les vergers
est actuellement réalisée subjectivement, sans outil d'identification et de critéres de
reconnaissance clairement définis. Le seul support disponible est une photographie, dont le
morphotype présenté correspond au morphotype le moins représentatif de 1'espéce (Annexe
1). De plus, le flou prévaut sur la nomination officielle de I'espéce avec trois noms (Lygus
palus, Taylorilygus palus, Orthops palus) qui sont utilisés sur les différents documents

officiels.

Le premier objectif de ce chapitre est d'inventorier et de caractériser les communautés de
mirides présentes dans les vergers de manguiers et de vérifier qu'O. palus est la seule espece
étant une peste pour les inflorescences de manguier durant la floraison. Le second objectif est
de développer des outils d'identification et de reconnaissance des especes de mirides, sous la
forme d'une clé d'identification, d'outils moléculaires d'identification spécifique et de fiches

de terrain permettant la reconnaissance des especes recensées.

Ce chapitre répond a ces différents objectifs au travers d’un article, soumis a la revue "Fruits".
Cet article est précédé de son résumé en francais. Il est complété de planches photographiques
illustrant les différents stades de développement d’O. palus, du stade ceuf au stade adulte et
des deux morphotypes d’adultes d’O. palus, témoignant du large spectre de couleur que peut
avoir I’adulte de DI’espéce. Ce chapitre renvoie également a des fiches descriptives de
I’ensemble des especes de mirides retrouvées dans les vergers. Ces fiches placées en annexe 3

de la these, fournissent des informations sur la synonymie, la distribution géographique, la
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biologie et la diagnose des espéces.

Résumé des études du chapitre

La mangue est la deuxiéme production fruitiere tropicale mondiale. A La Réunion,
d’importantes pertes de récolte sont provoquées par une punaise Orthops palus (Heteroptera,
Miridae), qui pique et desseche les inflorescences des manguiers. Néanmoins, peu de
connaissances sont disponibles sur ce ravageur et sur les autres especes de mirides présentes
dans les vergers de manguiers. La présente ¢tude vise a caractériser la communauté des
mirides présents dans les vergers de manguiers a La Réunion et de proposer des outils d'aide a
I’identification taxonomique et a la reconnaissance sur le terrain de ces especes. Les collectes
ont été effectuées dans 14 vergers de manguiers de 2012 a 2014. Les observations ont été
réalisées dans les arbres et dans la couverture végétale du sol. Les mirides collectés ont été
identifiés au niveau de I’espece. Sur les 1695 individus collectés et identifiés, treize especes
de mirides ont été recensées. O. palus est I’espece la plus importante sur les arbres (plus de 80
% des individus observés) et la seule espece de miride présente en nombre significatif sur les
inflorescences de manguier. De plus, trois outils d’identification et de reconnaissance des
mirides des vergers de manguiers ont été mis au point: une clé taxonomique pour
I’identification jusqu’a I’espéce ; les séquences du Cytochrome c¢ oxydase subunit I (COI)
pour 12 des 13 especes inventoriées, publiées sur GenBank et disponibles pour une
identification moléculaire ; une fiche de reconnaissance des mirides sur le terrain pour les
agriculteurs. Ces résultats et ces outils permettent de mieux connaitre la diversité¢ de mirides
présente dans les vergers de manguiers et d’envisager la mise au point de méthodes de gestion

agroécologique des populations d’O. palus.

Mots-clés : punaise, Orthops palus, clé d’identification, barcode.
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Abstract

Introduction. Mango is the second most important tropical fruit produced worldwide. In
Reunion Island, serious losses are the result of damage caused by Orthops palus (Heteroptera,
Miridae). This bug sucks the sap of mango inflorescences, causing them to dry out. However,
little is known about this pest and the other mirid species present in mango orchards. The aim
of the present study was to characterize the mirid species assemblages in mango orchards in
Reunion Island and to design tools for the taxonomic identification and for the recognition of
these species in the field.

Materials and methods. Surveys were conducted in 14 mango orchards between 2012 and
2014. Observations were made in the canopy and in ground cover. The individuals collected
were identified to species level.

Results and Discussion. Thirteen species were inventoried of the 1695 individuals collected
and identified. O. palus was the dominant species on mango (more than 80% of the
individuals collected) and the only species present in significant numbers on inflorescences.
In addition, three mirid identification and recognition tools were implemented: a taxonomic
identification key to species level; Cytochrome ¢ oxidase subunit I (COI) sequences of 12 of
13 catalogued species, published on GenBank and available for molecular identification of
species; a flyer for mirid recognition in the field designed for farmers. These results and tools
help assess mirid diversity in mango orchards and to develop agroecological management of

O. palus populations.

Key words: bug, Orthops palus, identification key, barcode.
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Introduction

Mirids (Hemiptera: Heteroptera: Cimicomorpha), or plant bugs, are one of the most diverse
and species-rich families of insects, with approximately 11,000 species described to date [1].
They are present in all major biogeographic regions of the world [2-3] and abundant in a
variety of habitats [4]. The majority of species in this family are phytophagous and many of
them have an economic impact on crops; some species are zoophagous and zoophytophagous

[5]. These characteristics are found in the tropics [6].

Mango is the second most important tropical fruit produced worldwide [7] and it is the fifth
most important in Reunion Island (385 cultivated hectares divided between about 150 farms)
[8]. Mango inflorescences suffer severe damage each year and used to be attributed to a plant
bug originally identified as Taylorilygus palus (Taylor, 1947) [8, 9]. Now considered as the
most important mango pest in Reunion Island, this species has been recognized as Orthops
palus (Taylor, 1947) [10]. This pest is controlled by chemical treatments which give
unsatisfactory results. [11] Apart from this pest, there are other species of mirids in mango
orchards in Reunion. Mirid species have been poorly studied on Reunion Island and in the
Malagasy region. Indeed, only 17 species have been reported in Reunion’s agroecosystem
[12-13] and the Miridae assemblage in mango orchards has never been studied in this island
or indeed the world. Therefore, this study will aid in characterizing the mirid fauna in

Reunion Island.

The identification of Mirid species is not easy [14]. Colors are not good criteria to
differentiate species and genitalia dissection, which is complex, is often needed [14-15].
Identification tools wuse identification keys [16] or molecular techniques involving
Cytochrome ¢ oxidase subunit I (COI) sequences for adults and nymphs and aid in the
identification of cryptic species [17-19]. These techniques are not available for mirid species
in Reunion. In the fields, farmers and agricultural technicians often have difficulty

recognizing mirids species and have asked for tools to help them.

This study aims to improve knowledge on mango orchard mirids, with the aim of developing
agroecological management of their populations. The first aim of the study was to inventory

and characterize mirid assemblages in mango orchards (in the mango canopy itself, on the
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used in the field.

Figure II-1. Maps of south-west Indian Ocean and Reunion Island (with the location of the 14 mango

orchards surveyed in 2012, 2013 and 2014)
Each number corresponds to a mango orchard

Table II-1. Geographical characterization of the 14 mango orchards

Orchard number, locality and GPS coordinates in degree, minute, second.

Orchard

Locality

Longitude (E)

Latitude (N)

Saint-Paul

55°18'36"375

-20°58'02"'815

Saint-Paul

55°19'13"128

-20°58'28"441

Saint-Paul

55°19'25"532

-20°58'29"'458

Saint-Gilles

55°14'05"043

-21°01'47"'555

Saint-Gilles

55°14'15"000

-21°02'00"'591

Saint-Gilles

55°13'36"937

-21°02'25"297

Saint-Gilles

55°14'24"282

-21°02'16"205

Saint-Gilles

55°13'57"385

-21°02'41"121

O (0[N ||V |W|IN|[-

Les Avirons

55°19'51"592

-21°14'21"951

[UnN
(=)

Etang-Salé

55°19'54"463

-21°14'57"777

Uy
=

Saint-Pierre

55°29'09"743

-21°18'19"181

=
[\

Saint-Pierre

55°27'39"446

-21°19'14"609

=
w

Saint-Pierre

55°29'17"950

-21°19'21"582

[y
S

Saint-Pierre

55°31'44"451

-21°20'00"985
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ground and in border vegetation) and to ascertain if O. palus is the only mirid species to be a
pest of mango inflorescences during the flowering season. The second aim of the study was to
develop and implement tools to identify and recognize mirid species: a taxonomic

identification key to species level; reference COI sequences; mirid recognition flyers to be

Materials and Methods

Ecological context and sampling sites

Reunion Island (55°39’E, 21°00°S) is a sub-tropical island situated in the western Indian
Ocean (Figure II-1). This island of 2512 km? is located 1200 km off the African continent and
800 km from Madagascar. Generally, the island has a tropical climate with a hot and humid
season from November to April (sea level temperature: 22.6 to 30°C) and a cooler, drier
season from June to September (17.7 to 25.8°C) [20]. However, Reunion Island is
characterized by a diversity of microclimates due to a wide range of elevations with high
mountains (highest point: 3070 m), and a windward east coast and leeward west coast. These
winds induce contrasted rainfalls between the east (annual rainfall: 2,000 to 5,000 mm) and
west coasts (500 to 1,500 mm) [20]. Today, commercial mango orchards cover more than 300
ha and have expanded rapidly over the last thirty years (50 ha in 1970). West and south-west
coasts are the most suitable area for mango cultivation [21]. The two mango varieties

commercially produced (José and Cogshall) flower from July to October.
Surveys were conducted in 14 insecticide-free mango orchards in the production areas (Figure

II-1 and Table II-1). These orchards are part of the project Biophyto network, a project began

in 2011 which aims to produce insecticide-free mango in Reunion Island [11].

Mirid collection

In order to inventory the mirid species present during the year in the orchards, sampling was
carried out every two weeks for a period of three years in each of the 14 orchards. Three
different habitats were sampled: inflorescences in the canopy; the ground cover and shrubs
bordering the orchard. Sampling was done via suction (modified leaf blower, STIHL BG56,

Stihl, Dieburg, Germany). Three suctions of 30 seconds duration each were conducted on
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each sample at 3 habitats.

In order to characterize the relative importance of the mirid species in the trees during the
flowering season, collections were carried out once during the flowering season in August.
They were conducted in the 14 orchards over a period of three years. Collections were
performed between 7am and noon in order to collect as many mirids as possible. Sampling
was carried out using the same technique as for inventories. We sucked mirids from mango
inflorescences at the four cardinal points of each tree during a total of 10 seconds. The
number of trees sampled per orchard was a function of the size of the plot (four to ten trees
per orchard). Two criteria for analyzing the relative importance of species were considered: (i)
the proportion of each species collected (ii) the proportion of each species per tree infested by
at least one individual. This last criterion is to consider the fact that the distribution of mirid
populations in orchards is not always homogeneous and may be aggregative, as seen in other

species of mirid [22].

Identification and recognition tools

To create an identification key for mirid species present in orchards, taxonomic criteria are
morphological (body shape, presence and shape of the spots, color of antenna segments)
which are widely used for the identification of mirids in general. The anatomical terminology
used is that of Schuh & Slater [15]. One or two individuals of each species were deposited in
the CIRAD-UMR PVBMT collection (CIRAD Saint-Pierre, Reunion). Each individual was
identified by a collection number. Voucher specimens, conserved in ethanol, are available
upon request. Photographs were realized with a macroscope Nikon AZ100. Drawings (Figure
II-4a, b, c and d) have been made by one of the authors (TR) with the software Inkscape 0.91

based on pictures.

To obtain the COI sequences, genomic DNA was extracted with the DNeasy Tissue Kit
(QIAGEN, Hilden, Germany) from one to three individuals per species. Miridae were not
crushed before extraction to enable intact vouchers to be kept for collection and
morphological examination. The COI sequence of each species was obtained with a COI
primer cocktail for Hemiptera containing: LCO1490puc -tl
(TGTAAAACGACGGCCAGTTTTCAACWAATCATAAAGATATTGG) [23],
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LCO1490Hem1-t1(TGTAAAACGACGGCCAGTTTTCAACTAAY CATAARGATATY GG)
[24], HCO2198puc-tl
(CAGGAAACAGCTATGACTAAACTTCWGGRTGWCCAAARAATCA) [23],
HCO2198Hem1-t1

(CAGGAAACAGCTATGACTAAACYTCDGGATGBCCAAARAATCA) [24] and
HCO2198Hem?2-t1
(CAGGAAACAGCTATGACTAAACYTCAGGATGACCAAAAAAYCA) [24] (the PCR
program used was 3 min at 95°C, 5x [30 sec at 95°C, 40 sec at 45°C, 1 min at 72°C], 35x [30
sec at 95°C, 40 sec at 51°C, 1 min at 72°C], 10 min at 72°C). Cycle sequencing reactions
were performed using the primers MI3F (TGTAAAACGACGGCCAGT) and MI3R
(CAGGAAACAG -CTATGAC) in separate reactions. These primers were used to amplify a
658 bp. region of cytochrome ¢ oxidase subunit I. O. palus individuals were also tested with
other primers (LepF2 tl and LepR1) [19] (PCR program: 5 min/94°C; 35 cycles [30 s/94°C,
1 min 30s/45°C, 1 min/72°C]; 7 min/72°C) which amplify the same sequence. PCR products
were sent to Macrogen© for standard sequencing. COI sequences were analyzed by MEGA 6
[25] and the resulting sequences were deposited in GenBank. The BLAST tool from NCBI
was used to look for similarities between our sequence dataset and sequences already

published in GenBank.

An illustrated recognition guide with pictures of adults of each species was created using the
inventoried species and taxonomic key. It contains comments and aims to be a familiarization

and field reconnaissance tool for farmers.

Results

Thirteen mirid species were inventoried in mango orchards

During the year, a total of 598 mirids bugs were collected. Thirteen species (Corizidolon
notaticolle Reuter, 1907, Trigonotylus tenuis Reuter, 1893, Nesidiocoris volucer Kirkaldy,
1902, Proboscidocoris sp, Deraeocoris indianus Carvalho, 1957, Deraeocoris cf howanus
Poppius, 1912, Campylomma leucochila (Reuter, 1905), Campylomma spA, Campylomma cf
plantarum Lindberg, 1958, Taylorilygus cf entadae (Taylor, 1947), O. palus, Taylorilygus
apicalis (Fieber, 1861), Campylomma cf angustior Poppius, 1914) were inventoried and eight
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Figure II-2 (partl). Miridae species collected in mango orchards in Reunion Island (2012-2014),
dorsal view.

Scale bar = 1 mm. (a) Nesidiocoris volucer; (b) Deraeocoris indianus; (c) Deraeocoris cf howanus; (d) Corizidolon
notaticolle; (e) Orthops palus; (f) Proboscidocoris sp; (g) Taylorilygus apicalis; (h) Taylorilygus cf entadae; (i)
Trigonotylus tenuis; (j) Campylomma cf angustior; (k) Campylomma cf plantarum & (1) Campylomma cf plantarum

@ (m) Campylomma leucochila; (n) Campylomma spA. 129
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genera were identified. The Figure II-2 presents photographs of each species. Four species
belonged to the genus Campylomma Reuter, 1878, two species to the genus Deraeocoris
Kirschbaum, 1856 and two species to the genus Taylorilygus Leston, 1952. In addition, one
species belonged to each of the following genera: Corizidolon Reuter, 1907, Nesidiocoris
Kirkaldy, 1902, Orthops Fieber, 1858, Proboscidocoris Reuter, 1882 and Trigonotylus Fieber,
1858.

Orthops palus was the only significant mirid on mango inflorescence during

the flowering season

A total of 350 trees were sampled and 1097 mirids were collected. Seven of the 13 species
were observed on mango inflorescences during the flowering season (Table II-2). Only three
species were present in significant numbers, the other four representing only 1.6% of the
collected mirids. O. palus represents by far the most abundant species with more than 83% of
total mirids collected and 70% of mirids captured on infested trees. Two species of the genus
Campylomma were present but at much lower numbers: C. leucochila (0.17+0.03) and C. cf

plantarum (0.08+0.02).

A taxonomic keyv was implemented for the identification of mirids

A key was developed to aid in the taxonomic identification of 13 species of mirid found in
mango orchards in Reunion (Figure II-3 and II-4). Identification to species level was not
possible for all the morphospecies in the Malagasy region due to a lack of knowledge of

Miridae taxonomy.

COI sequences were published for molecular identification of mirids

COI sequences of mirid species (396 bp to 692 bp) were obtained for 12 of the 13 described
species (with the exception of Taylorilygus cf. entadae (failed sequencing)) (Table II-3).
These are the first published COI sequences for 11 of the 13 species described (with the
exceptions of Taylorilygus cf. entadae (failed sequencing) and Taylorilygus apicalis (COI

sequence already available).
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/‘ I
Figure II-2 (part2). Miridae species collected in mango orchards in Reunion Island (2012-2014),
dorsal view.

Scale bar = 1 mm. (a) Nesidiocoris volucer; (b) Deraeocoris indianus; (c) Deraeocoris cf howanus; (d) Corizidolon
notaticolle; (e) Orthops palus; (f) Proboscidocoris sp; (g) Taylorilygus apicalis; (h) Taylorilygus cf entadae; (i)
Trigonotylus tenuis; (j) Campylomma cf angustior; (k) Campylomma cf plantarum & (1) Campylomma cf plantarum
@ fm) Camnvlomma leucochila: (n) Camnviomma spA.

Table II-2. Miridae species composition in the mango canopy in Reunion Island

Sampling was carried out with a suction device on mango inflorescences over a period of 3 years (2012-2014).
350 trees were sampled. SD = Standard deviation.

AL Proportion (in %) Average proportion (in %) of
. collected o ; :

Species . of speciesin the  species on trees infested by

specimens per .

: samples at least one mirid (SD)
species

Campylomma leucochila 103 9.39 17.26 (2.63)
Campylomma cf plantarum 63 5.74 7.56 (1.82)
Corizidolon notaticolle 8 0.73 2.95 (1.27)
Deraeocoris cf howanus 5 0.46 1.25 (0.6)
Orthops palus 913 83.23 69.88 (3.30)
Taylorilygus apicalis 1 0.09 0.23 (0.23)
Trigonotylus tenuis 4 0.36 0.28 (0.21)
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All the sequences were submitted to GenBank (Accession number KT201348 to KT201382)
and they now can be used for molecular identification (Table II-3). Sequences of O. palus

obtained with LepF2tl and LepR1 were also submitted to GenBank (Accession number
KT201370 to KT201380).

A field card was proposed to farmers for mirid recognition

A mirid field recognition card has been designed for farmers (Figure I1-5). The card is A4-
sized, double-sided, laminated and illustrated with pictures of the relative size of each species.
The front of the card shows shows three species commonly encountered on mango
inflorescences: O. palus, C. leucochila and C. plantarum. The back the 13 mirid species found
in orchards accompanied with comments on their densities and locations where information is

available.

Discussion

Numerous studies have focused on larger groups of insects like Hemiptera [26] or inventory
insects and spiders on mango [27]. Some studies focused on mirids in different crops (fruit
crops in Canada [28]) and some studies on mango and mirids did not inventory all mirids
present in mango orchards. For example, one study focused on mirids associated with a
Lepidoptera, Orthaga exvinacea, which is a pest of mango [29]. Another study focused on a
mirid species that is a pest of mango [30]. But, to our knowledge, our study is the first to

tackle the whole mirid complex in mango orchards.

Thirteen species of mirid have now been inventoried in mango orchards in Reunion Island.
Four appear to be new to Reunion Island (Campylomma cf. plantarum, Campylomma cf.
angustior, Deraeocoris cf howanus, Taylorilygus cf entadae). Several species were
encountered frequently, while others were found only once or twice, with only a few
specimens each time . Several mirid species known to inhabit the island were not encountered
during this survey: Creontiades pallidus (Rambur, 1839), Deraeocoris ostentans (Stél, 1855),
Eurystylus bellevoyei (Reuter, 1879), Moissonia nigropunctata (Poppius, 1910), Nabidomiris
clypealis Poppius, 1914, Nesidiocoris tenuis (Reuter, 1895), Proboscidocoris punctaticollis

Reuter, 1905 [13].
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10

11

12

13

Species with two round black spots and a distinct color pattern on the pronotum (Fig.

) TSRS Corizidolon notaticolle
Species  without the two spots and peculiar color pattern on the
0 100) 110 24 s PSS 2
Species with a longitudinal white line on the pronotum and scutellum (Fig.
21 ettt bttt bt bt ettt b et h e bt eh et b e ehe et Trigonotylus tenuis
Species without the white line on the pronotum and scutellum.............cccccevvevciienciiencieeeneenne. 3
Species with a blackish spot at the apex of both cuneus and cuneal fracture (Fig. 3.a and Fig.
< T USSR Nesidiocoris volucer
Species with a blackish spot only at the apex of the cuneus or without a blackish spot in either
Place (Fig. 2.d; 2.1, 4.8).uii ettt e eanee s 4

Species with whitish hairs scattered in patches (Fig. 2.f).....c.ccceevvrvennnnnne. Proboscidocoris sp
Species With different PIlOSILY.......cccceririririiirei ettt 5
Yellow species with a longitudinal broad black line along the claval commissure (Fig.
0 o) USSR Deraeocoris indianus
Species without a black line along the claval commissure. ...........coceeceeverinierienenienenieniennens 6
Brownish yellow to black species, glabrous, in which the apex of the 2™ antennal segment is
broadened (Fig. 2.C).uccciiiieeiiieie ettt Deraeocoris cf howanus
Species without the apex of the 2™ antennal segment broadened..............c.coooveveveeveveeuereene 7
Dark colored species, reddish black or black (Fig. 2.m; 2.10).....ccccviiiiiiiiiieiiieieeeieeeiee e 8
Light colored species, yellow, brownish yellow or light green (Fig. 2.e; 2.g; 2.1; 2.k;
0 9
Black species; whole cuneus dark; the first and second antennal segments black (Fig.
01 1) SRS USSR Campylomma leucochila

Reddish black species; a dark cuneus with a whitish base; first and second antennal
segments dark yellow and the last third of the 2™ segment black (Fig.

2 1 U UOR SRR Campylomma spA
Second antennal segment black (Fig. 2.k)......ccccccvverviennennne. Campylomma cf plantarum (3)
Second antennal segment mostly yellow (Fig. 2.€; 2.2, 2.1, 2.1).cccvevieriereerienieenieenreesieeveenns 10
Apical fourth of the 2™ antennal segment black (Fig. 2.h).............. Taylorilygus cf entadae
Apical fourth of the 2™ antennal Segment YElOW.............c.cveveveeererrerreeerereeeeeseseeseeeeean. 11
Femur III with red to brown stripes on the apical third (Fig. 2.€; 2.2)...ccccccvevvevrieviiereerenen. 12
Femur III with black spots at least on the apical third (Fig. 4.c; 4.d)...ccccovvvvviievienieieeenen. 13
Species with at most a dark spot at the apex of the corium (Fig.
) Tt Orthops palus
Species with dark spots on the clavus, the corium and the embolium (Fig.
N OSSPSR Taylorilygus apicalis
Femur III swollen, three times longer than broad; characteristic pattern of black spots (Fig.
) TSR Campylomma cf plantarum (?)
Femur III thinner, more than four times longer than broad; characteristic pattern of black spots
(FiZe Aud) et Campylomma cf angustior

Figure II-3. Taxonomic key of mirid species of mango orchards in Reunion Island
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O. palus was by far the most common species on mango inflorescences during the flowering
season (83% of the samples collected. It makes sense to hypothesize that O. palus is the only
mirid pest of mango inflorescences of significant importance in Reunion. Two other species
were found on mango inflorescences: C. leucochila, (9%) and C. cf plantarum (6%). C.
leucochila is often described as a zoophagous mirid [31-32]. It cannot therefore be considered
as a mango pest. However, even though its population levels remain low (less than 10% of
collections), we cannot rule out the possibility that C. cf plantarum causes damage to mango
inflorescences for two reasons: on one hand, this species morphologically resembles O. palus
and thus may have been the subject of confusion in the past in Reunion; secondly, it is known

to be phytophagous [33-34].

The effectiveness of the proposed taxonomic key was tested in laboratory conditions by 15
technicians, engineers and researchers with different levels of entomological knowledge who
used the key to identify and level rank 10 specimens. The difficulties encountered and the

questionnaire filled in by each participant helped us improve and validate the key.

COI sequences are very useful in the case of doubt on any identification, for nymph
identification (easier to sample) and for customs to prevent pest species from entering a
country. All sequences were submitted to GenBank (Accession number KT201348 to

KT201382) and they now can be used for molecular identification (Table II-2).

Muller et al [35] produced a species recognition guide for the Lygus genus in crops in
California. An illustrated field card was also produced to help farmers recognize adults of the
different species. Hundreds of copies were printed and distributed to producers and
technicians in the mango industry by the Reunion Chamber of Agriculture (organization in
charge of training and transfer to farmers). The field cards were particularly popular with
users and were also sent to producers of other crops (e.g. citrus fruits, in which some mirids
species can be observed). This card help producers understand the biotic community in

orchards and better take into consideration certain beneficial
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Figure II-4. Anatomical characteristics used in the taxonomic identification key of mango orchard
mirid species.

Scale bar = 0.5 mm. Apex of left hemelytra: Nesidiocoris volucer (a); Orthops palus (b). Right femur III:
Campylomma cf plantarum (c); Campylomma cf angustior (d). Nesidiocoris volucer apex of the abdomen (&) (e)
seen from the right (A), from the left (B) and from below (C) (after Lindberg, 1958). Nesidiocoris tenuis &
pygophore (f) (D) and left clasper (E) (after Carvalho, 1956). The drawings (a), (b), (c) and (d) are original
nroduction from Ramage Thibault.
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species. Given the results of this study, on an applied level, protection efforts should
concentrate on O. palus, the species primarily present on the mango inflorescences during
flowering. Today there are intervention thresholds used when to decide whether or not to use
chemical control, but this solution is not entirely satisfactory and should no longer be
prioritized in agricultural policies. An agroecological approach is now a priority for the
management of mango orchards and several strategies are currently under discussion. Three
strategies have great potential: (i) use of trap plants in the framework of the push-pull
technique [36-38], (ii) the use of entomopathogenic fungi such as Beauveria bassiana [39-
40], (i11) the use of bio-insecticide spot treatments on trees whose population of O. palus is

above a defined threshold.

Further studies will focus on determining the status of mirids present in mango orchards: diet
(phytophagy, zoophagy, zoophytophagy) and functional role (pest, beneficial). In addition, it
is essential in the future to study the status of C. cf plantarum in Reunion mango orchards,
especially as a number of Campylomma species are pests of fruit crops in some countries, like
C. verbasci for apple [41-42] and more recently C. austrina in mango orchards in the
Northern Territories in Australia [30]. Moreover, interspecific interactions (competition,
predation) between the most abundant species on flowers (O. palus and C. leucochila) should
be studied. Finally, understanding the movements of the different species between the canopy

and ground vegetation represents a further area of study.

Conclusion

Thirteen morphospecies of Mirids were inventoried in mango orchards in Reunion Island and
two tools (a taxonomic key and COI sequences) are now available for species identification.
Furthermore, the field card we developed will help farmers to better recognize mirids directly

in the field. In the Mirid assemblages in mango orchards, O. palus was by far the most

common species and is the species| responsible for|most damage to mango inflorescences.

Protection will need to focus on O. palus and include both biological and crop management.
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Table II-3. Collection and Genbank information for Miridae species collected in mango orchards in
Reunion Island

Collection numbers of the specimen sequenced (reference collection of CIRAD-UMR PVBMT), GenBank accession
numbers of partial COI with first primers and second primers (in bold, first published sequences for the species).
(-) means that no sequence was obtained. * DNA extracted from samples from mango orchards was of poor
quality, samples of Nesidiocoris volucer coming from tomato (Solanum lycopersicum L.) were used.

. . Collection Sequence  Genbank accession
Species Location of sample .
number size (bp) number

Etang-Salé; Maniron/Lambert MATI00001_0101 623 KT201348
Deraeocoris cf howanus (Poppius, 1912)

Saint-Gilles MATI00002_0101 683 KT201349

Saint-Paul MATI00004_0101 615 KT201382
Campylomma leucochila (Reuter, 1905)

Saint-Paul; Trois roches MATI00005_0101 611 KT201381
Deraeocoris indianus (Carvalho, 1957) Le Tampon MATI00014_0101 683 KT201351
Proboscidocoris sp (Reuter, 1882) Saint-Pierre MATI00016_0101 609 KT201352

Saint-Pierre; Ligne Paradis MATI00018_0101 669 KT201353
Taylorilygus apicalis (Fieber, 1861)

Saint-Pierre; Ligne Paradis MATI00020_0101 615 KT201354

Saint-Gilles MATI00022_0101 550 KT201355
Campylomma cf angustior (Poppius, 1914)

Saint-Pierre MATI00023_0101 545 KT201356
Campylomma cf plantarum (Lindberg, 1958) Saint-Gilles MATI00024_0101 476 KT201357
Campylomma spA Etang-Salé MATI00028_0101 558 KT201358

Saint-Gilles MATI00034_0101 692 KT201359
Trigonotylus tenuis (Reuter, 1893)

Saint-Gilles MATI00036_0101 627 KT201361

Saint-Pierre; Ligne Paradis * MATI00035_0101 612 KT201360
Nesidiocoris volucer (Kirkaldy, 1902)

Saint-Pierre; Ligne Paradis * MATI00012_0101 663 KT201350

Avirons; Ravine Ruisseau MATI00039_0101 549 KT201362

Saint-Philippe MATI00040_0101 539 KT201363
Orthops palus (Taylor, 1947) Saint-Philippe MATI00040_0102 560 KT201364

Saint-Gilles MATI00041_0101 497 KT201365

Saint-Gilles MATI00041_0102 559 KT201366

Saint-Pierre MATI00042_0101 478 KT201367
Corizidolon notaticolle (Reuter, 1907) Saint-Pierre MATI00042_0102 405 KT201368

Saint-Pierre MATI00042_0103 396 KT201369
Taylorilygus cf entadae (Taylor, 1947) Saint-Pierre MATI00033_0101 - -
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Figure II-5. Field card of mirid recognition in mango orchards in Reunion Island

The front of the card shows three species commonly encountered on mango inflorescences: 0. palus, C. leucochila
and C. plantarum. The back shows the 13 mirid species found in orchards accompanied with comments on their
densities and locations where information is available.
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Introduction

Nous avons montré dans le chapitre précedent qu'Orthops palus était le miride le plus présent
dans les vergers de manguiers lors de la floraison et que cette espece €tait a 1'origine de la
majorit¢ des dégats observés. En effet, les deux autres punaises présentes en nombre
significatif (Campylomma leucochila et C. cf plantarum) sont soit zoophage pour la premicre,
soit phytophage pour la seconde mais n'ayant jamais été recensée sur une espece de la famille
du manguier (Anacardiaceae). Ainsi, le deuxiéme objectif de la thése est 1’acquisition de
connaissances bioécologiques sur O. palus, de manicre a envisager des méthodes de gestion
agroécologique de ses populations. La connaissance du cycle biologique et de la gamme de
plantes hotes d’un insecte est indispensable pour comprendre sa dynamique spatio-temporelle.
Nous avons vu, en balayant la bibliographie de I’espéce dans l'introduction générale, qu’O.
palus était signalée sur cinq especes végétales en Ouganda et sur seulement deux espéces
(manguier et letchi) a La Réunion. De plus, nous avons noté que I’insecte était principalement
présent sur les fleurs des plantes hotes qu’il attaque. Partant de ces connaissances et dans le
contexte réunionnais ou le manguier et le letchi ne fleurissent, chaque année, que de juin a
octobre, des questions se posent sur la dynamique de la Punaise du manguier durant les sept
autres mois de I’année. La punaise pourrait-elle se nourrir et se reproduire sur d’autres plantes
et ainsi se maintenir toute I’année témoignant d’une plus grande gamme d’héte, ou bien entrer
dans une "dormance", de type diapause, connue chez les mirides (Wheeler 2001), lui

permettant d’émerger lors de la floraison du manguier et du letchi ?

Les objectifs de ce chapitre sont donc d'étudier le cycle biologique d’O. palus et de
déterminer les plantes sur lesquelles 1’espece est retrouvée a La Réunion. Ces especes
végétales peuvent €tre des plantes hdtes, si on se base sur la définition adoptée tout au long de
ce manuscrit, ou des plantes de nutrition servant uniquement a l'alimentation des adultes.
L’étude du cycle biologique nécessitant la mise en place d’un élevage, des réponses sur la

capacité a élever O. palus sont également recherchées.
Le chapitre se compose d’un article soumis a la revue "Arthropod-Plant Interactions", précédé

d'un résume en francais, et de trois planches photographiques en fin de chapitre. La premicre

planche montre des ceufs d'O. palus insérés dans les tissus végétaux de différentes plantes
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Cette planche souligne la capacit¢ d’O. palus a insérer ses ceufs dans les ovaires des
inflorescences comme dans les tiges. La deuxiéme planche montre différents stades de
développement d’O. palus in situ, soulignant le fait qu'une grande majorité¢ des stades de
développement de la Punaise du manguier peut se retrouver simultanément sur un méme
arbre. La troisiéme planche présente les dégats visibles sur les inflorescences de manguier (et
dans une moindre mesure sur les jeunes pousses de manguier) lors de fortes attaques d'O.
palus. Au travers des différentes photographies, il est souligné la difficulté¢ de discerner les
symptdmes provoqués par deux bioagresseurs (O. palus et 1'0Oidium), souvent présents en

méme temps.

Résumé des études du chapitre

La mangue est la deuxiéme production fruitiére tropicale a I'échelle mondiale et constitue le
troisieme fruit le plus produit & La Réunion. Cette culture est fortement menacée par un
ravageur, la punaise Orthops palus (Heteroptera: Miridae). La gestion actuelle de ses
populations dans les vergers, basée sur I'utilisation d’insecticides, a atteint ses limites et
s’avere peu efficace. Les politiques nationales visent ainsi a réduire 1’usage des pesticides de
synthése et a privilégier des méthodes agroécologiques de gestion des populations d’O. palus.
Cette démarche nécessite des connaissances biologiques et écologiques qui sont aujourd’hui
indisponibles, cette punaise n’étant signalée comme ravageur du manguier qu’a La Réunion.
L’objectif de la présente étude est d’acquérir des connaissances sur la bioécologie d’O. palus :
caractérisation du cycle biologique et inventaire des plantes sur lesquelles O. palus est
recensée. En premier lieu, une technique d’élevage sur gousses de haricot vert (Phaseolus
vulgaris L.) est mise au point et a permis 1’obtention de 3 générations de punaises. Des
données biologiques ont pu étre obtenues : le développement larvaire d’O. palus dure 17.29 +
3.75 jours a 25°C et sa durée n’est pas influencée par le substrat de nutrition (gousse de
haricot ; inflorescences de manguier et de baie rose (Schinus terebenthifolius Raddi)). Par
ailleurs, quatorze plantes hotes d’O. palus ont été recensées a La Réunion, ce qui laisse
entendre qu’O. palus pourrait passer I’année en changeant de plantes hotes a mesure que
celles-ci fleurissent. Ces résultats permettent d’envisager une gestion agroécologique des

populations d’O. palus, notamment a travers 1’utilisation de plantes piéges.

Mots clés : cycle biologique, plante hote, élevage, diapause, dynamique des populations
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Abstract

Mango (Mangifera indica L.) is the second most important tropical fruit crop worldwide and
the third largest in Reunion Island, where mango crops are under threat from the insect pest
Orthops palus (Heteroptera: Miridae). Current pest management techniques in orchards using
insecticides have reached their limit and are no longer effective. French policies aim to reduce
the use of synthetic pesticides and instead promote agroecological management of O. palus.
This requires biological and ecological knowledge that is not currently available as this bug
only has pest status in Reunion Island. The objective of this study was thus to acquire
knowledge on the bioecology of O. palus, its biological cycle, and to catalogue the plant
species on which O. palus is observed. To achieve the first objective, a rearing technique on
green bean pods (Phaseolus vulgaris 1.) was developed and three generations of bugs were
obtained and studied. O. palus nymph development lasted 17.2943.75 days at 25°C and was
not influenced by the nutritional substrate (green bean pods, mango or Brazilian pepper
(Schinus terebenthifolius Raddi) inflorescences). Second, 14 hosts of O. palus were
catalogued on Reunion Island, suggesting that O. palus changes hosts as they bloom. These
results will help implement agroecological management of O. palus populations, particularly

through the use of trap plants.

Keywords: biological cycle, host plant, rearing, diapause, population dynamics
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Introduction

Mango (Mangifera indica L.) is the world’s second most important tropical crop in terms of
production and acreage used (Muchiri et al. 2012) with more than 26 million tons produced
annually (FAOSTAT 2015). In Reunion Island, mango is the third largest crop in terms of
production (Vincenot and Normand 2009). Many pests attack mango crops in the island: two
species of midges (Diptera: Cecidomyiidae), scale insects (Hemiptera: Margarodidae /
Pseudococcidae), thrips (Thysanoptera: Thripidae), three species of fruit flies (Diptera:
Tephritidae) and a bug Orthops palus Taylor, 1947 (Heteroptera: Miridae) (Vincenot and
Normand 2009; Amouroux and Normand 2013). The latter has been considered since the
2000s as one of the most severe mango pests in Reunion Island (Insa et al. 2002). Production
losses result from damage caused by the nymphs and adults that bite and extract the cell
content of mango inflorescences. This causes the flowers to dry up and flowers and ovaries
drop off (Insa et al. 2002). The attacks are often quick hence the need for improved
monitoring of levels of bug populations in mango plantations (Vincenot and Normand 2009).
O. palus has been described in Uganda (Taylor 1947) and Reunion Island (Etienne and Roura
1974) but only has been given pest status in Reunion Island. Therefore, few biological and
ecological data are available on this insect in the literature. The life cycle of the insect is
unknown; litchi and mango (Litchi chinensis Sonnerat, 1782) are the only plants known to be
O. palus hosts in Reunion Island. No rearing method currently exists; this would help to
acquire biological data on this species, its life cycle and development periods. This
knowledge, including the conditions of its development in situ (O. palus interactions with
plants), are required to find a sustainable approach in pest population management (Deguine

et al. 2009).

The literature offers some data on the biology and ecology of various species of mirid that can

be used to gain knowledge about O. palus.

No rearing method exists for species of the genus Orthops, but many species of phytophagous
mirid have been studied and rearing have been developed (Wheeler 2001). The genus Lygus,
close to the genus Orthops (both belong to "Lygus complex" (Kelton 1955; Henry and Lattin
1987; Eyles 1999)), is an good biological model to aid in the development of an O. palus

rearing system: several species have been reared for ten years (Lygus rugulipennis (Fisher
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2012); Lygus hesperus (Chen and Parajulee 2010; Rojas 2010; Spurgeon 2012); Lygus
lineolaris (Ridgway and Gyrisco 1960; Stevenson and Roberts 1973; Khattat 1977)). Mirids
are known to change host and habitat to gain access to better food sources (Snodgrass et al.
1984; Womack and Schuster 1987; Esquivel and Mowery 2007) and many mirid species are
known to move, from wild, uncultivated plants to crop plants and vice versa over the course
of a year (Young 1986; Dong-Soon et al. 2002; Kumar et al. 2013; Pan et al. 2013; Parajulee
and Shrestha 2014; Jackson et al. 2014). Wild plants are reservoirs that allow the insects to
maintain their numbers before moving onto crops such as mango (Snodgrass et al. 1984;
Schwartz and Foottit 1992; Snodgrass et al. 2000; Snodgrass et al. 2005; Snodgrass et al.
2006; Esquivel and Mowery 2007). In addition, the study of mirid host ranges provides
pertinent information on ecology, agronomy, evolution and species conservation (Logarzo et
al. 2005). For insects like these, looking for host plants is made easier through the use of
suction devices (Henderson and Whitaker 1977; Macleod et al. 1994; Stewart and Wright
1995; Maia et al. 2011; Ireneo L. Lit et al. 2014). The use of such devices is considered to be
more effective than a butterfly net for collecting invertebrates less than Scm in size, especially
Homoptera (Doxon et al. 2011) as well as mirid adults and nymphs (Buffington and Redak
1998). The effectiveness of suction devices is such that their use is even considered as a
population management tool in certain situations (Pickel et al. 1994; Vincent and Chagnon

2000; Swezey et al. 2007).
The objective of this study is to acquire biological and ecological knowledge on O. palus. The

specific objectives are (i) to design, develop and evaluate a rearing method, (i1) to study the

life cycle of O. palus, and (iii) to catalogue the plants which are hosts to the bug.

Material and Methods

Rearing technology

Bugs collected for rearing were O. palus adults living on Brazilian pepper (Schinus
terebinthifolius Raddi) inflorescences (March-April) and mango (July-September) collected
with a D-Vac foliage hoover type SH 56 (Stihl, Dieburg, Germany). Aspiration took a

maximum of one minute and at low intensity so as to minimize damage to the insects. Suction
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took place early in the morning so as to collect the maximum number of individuals. After

suction, the adults were transferred into 30x30cm fabric cages and returned to the laboratory.

Several rearing methods were tested from 2013 to 2015 in the CIRAD laboratory. First, tests
were conducted on mango inflorescences, picked and placed in cages with adult bugs.
Second, artificial nutrition and spawning conditions were tested, adapting those used for
mirids of Lygus complex to the food preferences of O. palus (replacement of green bean pods
by mango or Brazilian pepper inflorescences). Artificial nesting environments composed of

agar compounds at different concentrations were also tested.

Third, the use of green beans (Phaseolus vulgaris L. Delinel variety) as nutrition and laying
substrate was considered. The procedure developed was an adaptation of a commonly used
technique for rearing species of the genus Lygus (Ridgway and Gyrisco 1960; Wilson 1973;
Khattat 1977; Slaymaker and Tugwell 1982; Snodgrass and McWillams 1992; Whitbey 1999;
Armstrong 2009; Fisher 2012; Burla et al. 2014). Different densities of individuals and
different rearing containers were tested. Green bean pods were grown in insect-proof
greenhouses without use of pesticides (insecticide, fungicide, and bactericide) to avoid any
risks for rearing insects. Green bean pods were harvested very young (up to 4-5 cm) to serve

as a laying substrate and were harvested when more mature if used as nutritional substrate.

No consensus exists in the scientific community on the precise and valid conditions for an
insect rearing method. Few data are available in the literature and the positions taken on the
issue are based on personal experience. In our study, we consider that the rearing technique is
validated if at least one generation is obtained in the laboratory (including mating and
oviposition of the F1 generation). These are the conditions set by mirid specialists (Wheeler,

personal communication; Ratnadass, personal communication).

Nvyvmph development periods

O. palus development periods have been studied in the laboratory (temperature: 25+2°C,
humidity: 65+10%; photoperiod L/D: 16/08h) on three substrates: green bean pod, mango
inflorescence and Brazilian pepper inflorescence. The data acquired for mango and Brazilian

pepper came from observations on nymphs collected in the field. Those acquired for green
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beans came from observations on lab-reared nymphs which explains why data are available

for L1 nymphs.

On green beans, the incubation period is defined as the period from adult contact with pods
and the first L1 nymph. To obtain the result, green bean pods were placed in contact with
adults collected in the field for 24 hours, in mating and laying tubes. The green beans were
then placed in a Petri dish and observed daily under a binocular microscope to identify L1

eggs and nymphs.

Nymph development was monitored by observation and daily determination of the nymph
development stage (Schwartz, 1992), individualized in a Petri dish with each respective
nutritional substrate (green bean pods, mango inflorescences, Brazilian pepper
inflorescences). In addition to visual determination, the passage from one stage to the next
was validated after witnessing an exuvia. After each moult, exuvia was removed from the

box. The nymphs were monitored until adulthood.

Statistical analyzes of nymph development were carried out using R software (version 3.2.0,
R Development Core Team, 2015, Vienna, Austria). Initially, in order to evaluate the effects
of the substrate and of the nymph stage (+ interactions) on their development duration, a
GLM was built from all the data for the three substrates assuming a quasi-Poisson
distribution, because the data were under-dispersed. Secondly, because the number of
compared nymph stages was not the same for each of the substrates (5 stages for beans; 4
stages for pink pepper and mango); comparisons duration of larval stage duration were
therefore done separately for each substrate, using a GLM (with a quasi-Poisson distribution,
data being under-dispersed). ANOVA (Fisher's test) was performed to highlight each effect
then a multiple comparison test (glht function package "multcomp" (Hothorn et al 2008) was

performed when ANOVA was significant. For all tests, statistical significance was set at 1%.

0. palus host plants

For insects, a host plant is a plant in which the insect is able to perform some or all of its life

cycle (laying, hatching, nymph development, adult development)
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Figure III-1. Rearing procedure of Orthops palus

1: Rapid transfer into a 30 cm x 30 cm muslin cage

2: Adults being collected in the field by suction (duration: 1 min) with a D-Vac on mango (Mangifera indica L.) or
Brazillian pepper (Schinus terebenthinfolius Raddi)

3: After returning from the field and after 2 hours of acclimatation in the laboratory, 20 adult bugs (10 & + 10 Q) are
transferred into egg-laying and mating boxes (@ 3.5 cm, h 6.8 cm) with 2 freshly picked young green bean pods
(Phaseolus vulgaris L.)

4: After two days, green bean pods potentially containing eggs are transferred into rearing boxes (@ 5.5 cm, h 1.5 cm)
5: Eggs checked for hatching for 6-8 days

6: Neonats placed in contact with freshly picked very young green bean pods (length 1 to 2 cm) as food

7: Green bean pods changed every 2 days until the adult stage

8: Transfer of adults (obtained by rearing) to egg-laying and mating boxes containing 2 freshly picked young green

bean pods
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(Bernays and Chapman 1994; Hodkinson 2012). For mirids, a plant is considered a host if
adults and nymphs of the species are found concomitantly (Esquivel and Mowery 2007). In
many studies, the authors do not specify whether the plant is a nutritional medium, a
reproduction medium, or both simultaneously, which can lead to confusion (Godfrey 2000).
Our study took place between April 2012 and March 2015. Several plant species were
sampled, looking for O. palus adults in various localities of the island and in mango orchards
(altitudes between 0 and 300m). Sampling was performed on several plant organs,
inflorescences (young and mature) and leaves (young and mature). Sampling was performed
using a D-Vac foliage hoover type SH 56 (Stihl, Dieburg, Germany) with strong suction
intensity. After each collection from an unknown plant, a plant sample was brought to the
laboratory for identification by a botanist. Samples were brought to the lab, refrigerated and
sorted to obtain O. palus adults. Adults were identified using a binocular microscope and a
determination key (Atiama et al. submitted-a).

Plants on which large numbers of O. palus adults were found were subjected to an immediate
second search for mirid nymphs. The vacuum machine was used but with low suction power
on flowers so as not to damage the fragile mirid nymphs. The purpose of the collection was to
determine the presence or absence of nymphs. A nymph density rating (low, medium, high)
was given. Specific nymph identification was done using two recognized methods. Some of
the nymphs were identified by molecular identification via barcoding (cytochome C oxidase
I) (Atiama et al. submitted-b). A morphological identification of adults obtained after nymph
development on substrate was also performed. For the latter technique, the nymphs were

gently picked from flowers and brought to the laboratory and to be placed in development.

Results

Rearing technology

Of the various rearing techniques and methods tested (nutrition and laying substrates),
spawning adults and subsequent generations of O. palus were only obtained on green bean
pods. The validated rearing technique is shown in Figure III-1 and the different steps are the
followings. O. palus adults were collected in situ and were brought to the laboratory. They
were then stored for 2 hours in a rearing room to allow for acclimatization. Twenty adults (ten

female and ten male) were then placed using a mouth aspirator, into a coupling and laying
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Figure III-2. Biological cycle of Orthops palus on green bean (Phaseolus vulgaris L.)

Table III-1. Comparison of the duration of Orthops palus nymph stages on each of the three plants
(green bean (Phaseolus vulgaris L.), Brazilian pepper (Schinus terebenthinfolius Raddi), and mango

(Mangifera indica L.)) in the laboratory

(Duration in days; standard deviation (*) and number of individuals (n); comparisons were made between the
stages plant per plant (for a given plant, two different letters mean a significant difference in the GLM test,

significance level 0.01)

Statistical

Plant Stage Stage duration analyses
L1 2.04 £ 0,46 (n=24) be
L2 1,77 £ 0,74 (n = 44) c
Green bean L3 1,81 £ 0,62 (n = 62) c
L4 2,15+ 0,55 (n=172) b
L5 3,12+ 0,67 (n=67) a
L2 1,65+ 0,70 (n =17) b
Brazilian L3 1,84 £ 0,78 (n = 64) b
pepper L4 2,02 £ 0,59 (n= 86) b
L5 3,18+ 1,06 (n=109) a
L2 1,61 +£0,74 (n=18) b
L3 1,77 £ 0,62 (n = 40) b

Mango

L4 1,89 £ 0,55 (n=158) b
L5 3,01 £0,44 (n=175) a
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tube (transparent polypropylene tube @ 3.5cm and 6.8cm high). Two healthy young and
tender green bean pods (maximum length 5cm), produced without phytosanitary treatment,
were placed in each tube. The tubes were placed in rearing room with a temperature of
2542°C, a humidity of 65+10% and a photoperiod L/D of 16/08 hrs. Tubes were maintained
every two days, with the replacement of green bean pods with freshly picked pods. The pods
removed from the tubes were placed in a Petri dish (@ 55mm) and carefully inspected for
eggs under a binocular microscope. The Petri dishes were then inspected every two days for
L1 or L2 nymph stages. After the first nymphs hatch, young and tender green bean pods
(maximum length 3cm) are placed in Petri dishes to provide a good quality nutritional
substrate for nymphs. The maturity of green bean pods can be increased for nymph stages L4
and L5 (their rostrum being stronger). We carefully monitored the Petri dishes containing the
nymphs and removed the oldest green bean pods as they represented a risk of fungal and
bacterial growth. After about 12-15 days, the adults were transferred to new mating and
rearing tubes, thus beginning a new cycle. Under this rearing technique, O. palus individuals
were bred until generation F3. 205 FI nymphs were produced, of which 88 reached
adulthood. Dozens of F2 and F3 generation adults and nymphs were obtained, thereby

validating this rearing technique.

Nymph development periods

O. palus development times on bean pods and mango and pink pepper inflorescences are
shown in Table 1. Among biological cycle, egg incubation period was obtained only on green
bean pods using the rearing technique described above. On green bean pods, egg incubation
period was 6.10+0.94 days (n = 21), stage L1 has a duration of 2.04+0.46 days (n = 24), L2
stage 1.77+0.74 days (n = 44), followed by L3 stage of 1.81+0.62 days (n = 62), L4 stage of
2.15+0.55 days (n = 72) and L5 stage 3.12+0.44 days (n = 67) (Figure III-2).

Statistical analysis on the comparisons of overall durations of nymph development revealed
the substrate had no effect, but the nymph stage did (L5 was longer than all other stages; p-
value < 2e-16). There was no interaction effect of substrate-stage. Furthermore, for a given
plant, comparisons of nymph development periods showed, for the three substrates, that L5
was significantly longer than other stages. In addition, for green bean (in which L1 data were

available), L4 was significantly longer than L2 and L3 (Table III-1).
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Table III-2. Orthops palus host plants in Reunion Island, and importance of adult and nymph populations
Collected were realized between April 2012 and March 2015 using a foliage hoover type SH 56 (Stihl, Dieburg, Germany). Several plant species were sampled, looking for
0. palus adults and nymph in various localities of the island and in mango orchards.

Orthops
palus
Samples of adults Orthops palus adults nymphs Orthops palus nymph identification
Average Verification using
Plant Number of Number of Pe]:(f:ii?vg: of Total O. number of Nymph nymph development Barcoding
Setentific names Vernacular Vegetal family samples positive samples samples palus adults a(:::ltlsp f:r population . I:Z ;l;el:l il:‘l,)i(:l;a:;ru);ts verification
names
Litchi chinensis Litchi Sapindaceae 22 22 100% 1280 58.2 high OK
Mangifera indica Mango Anacardiaceae 8 8 100% 362 45.3 high OK
Tamarindus indica Tamarind Fabaceae 23 9 39% 312 34.7 low OK
Schinus terebinthifolius E;Z;Z)zian Anacardiaceae 111 106 95% 3337 315 high OK OK
Persea americana Avocado Lauraceae 10 10 100% 296 29.6 medium OK
Dombeya spp. - Sterculiaceae 33 27 82% 669 24.8 low OK
Terminalia bentzoe Benzoin Combretaceae 10 9 90% 184 20.4 low OK
Sapindus saponaria - Sapindaceae 10 9 90% 132 14.7 high OK
Croton mauritianus - Euphorbiaceae 10 7 70% 96 13.7 low OK
Ziziphus mauritiana Jujube Rhamnaceae 44 44 100% 428 9.7 low OK
Pithecellobium dulce - Fabaceae 23 11 48% 73 6.6 low
Lobularia maritimum Alysson Brassicaceae 107 17 16% 85 5.0 low OK
Cajanus cajan Pigeon pea Fabaceae 24 6 25% 26 43 low OK
Cordia africana - Boraginaceae 23 12 52% 46 3.8 low OK
Phaseolus vulgaris (var. Green bean  Fabaceae (Pod used as nutrition and spawning substrate in rearing methods)

Delinel)

158



Chapitre I1I - Bioécologie d'Orthops palus

0. palus host plants

No bugs were collected from leaves. All O. palus adults and nymphs were collected from
inflorescences of different plant species. In Reunion Island, as in Uganda, O. palus is always

No bugs were collected from leaves. All O. palus adults and nymphs were collected from
inflorescences of different plant species. In Reunion Island, as in Uganda, O. palus is always
found on inflorescences. The number of samples taken varied from one plant species to
another due to the availability in the field. A total of 63 plant species were sampled. A plant
species exhibiting low or zero O. palus adult populations for a small number of samples
cannot however be regarded as a non-host plant. Of plant species from which at least 10
samples were taken in various locations, O. palus adults were found in 15 species with
averages ranging from 2.0 to 58.2 individuals per sample (Table II1-2). Furthermore, samples
taken on other plant species gave anecdotal adult populations (Parthenium hysterophorus,
Pongamia pinnata, Dimocarpus longan, Leucaena leucocephala, Acacia auriculiformis,
Bougainvillea sp., Murraya koenigii, Jatropha moluccana, Clausena anisata, Eugenia
uniflora, Coccinia grandis, Indigofera ammoxylum, Senna siamea, Aloe ferox, Spondias
dulcis, Tibouchine urvilleana, Melaleuca quinquenervia, Bidens pilosa, Poupartia borbonica,
Erythroxylum hypericifolium, Cassia fistula, Acacia auriculiformis, Acacia farnesiana,
Holnskioldia sanguinea, Sida cordifolia, Acacia moutteana, Rubus alceifolius). Finally, some
species did not host bugs (Allamanda cathartica, Barringtonia asiatica, Caffea canephora,
Coriandus sativum, Gossypium hirsutum, Crotolaria retusa, Cyanus segetum, Delonix regia,
Dracaena reflexa, Durenta erecta, Heterotis decumbens, Ligustrum ovalifolium, Litsea
glutinosa, Mammea americana, Melaleuca linariifolia, Moringa oleifera, Peltophorum

pterocarpum, Schinus edule, Tecoma stans, Zea mays, Zyzygium cumini, Zyzygium jambos,

Albizia lebbeck).
Of the 15 host species for O. palus adults, nymphs were found on 14 of them. Only the

species Lantana camara, which had a substantial adult population, had no nymphs. Moreover,

determination of the nymphs confirmed, regardless of the technique used, it was O. palus.

159



Chapitre I1I - Bioécologie d'Orthops palus

These 14 plants can be considered O. palus host plants. Grading can be done based on the
population levels observed (Table I1I-2). Thus, mango, lychee, Brazilian pepper, Sapindus
saponaria and avocado were host plants with more O. palus nymphs than on other plant

species.

Discussion

For the first time, an O. palus rearing technique has been developed which allows several
generations to be reared (Figure 1). To our knowledge, this is also the first time a species of
the genus Orthops has been successfully reared. Green bean pods are used; they are a good
nutrition and laying substrate for many mirid phytophagous of the Lygus complex (Slaymaker
and Tugwell 1982; Whitbey 1999; Lu et al. 2008; Lu et al. 2010a; Fisher 2012; Spurgeon
2012). Young pods are particularly suited to laying adults and nutrition of young nymphs.
Mirids prefer soft substrates which facilitate egg insertions and the insertion of the fragile
rostrum of young nymph stages (Wheeler 2001). Furthermore, adult density for mating and
egg laying is a key factor in the success of rearing mirids: optimal density retained in our
study (0.3 individuals / cm®) is nearly 10 times that applied in other mired rearing methods
(Ridgway and Gyrisco 1960; Bommireddy et al. 2004; Salerno et al. 2007). High densities
promote encounters between individuals, and facilitate contact with the spawning substrate.
However, too high rearing densities are also known to cause high mortality in adults and
nymphs (Grundy et al. 2000; Agusti and Gabarra 2009) or other insects (Fox et al. 1999;
Gibbs et al. 2004; Hari et al. 2008). Even if the rearing technique we have developed can be

improved (e.g. increased density), it is functional and meets criteria that we set.

For the first time, main O. palus life cycle durations have been described (Figure I11-2). On
green bean pods, the development period (between the egg and the emergence of the adult) is
17.29+3.75 days at 25°C. This duration is consistent with that in the literature where it is 15
days for several species of mirids at 25°C (Wheeler 2001). When Lygus hesperus is bred on
green bean pods or weed hosts, development takes between 13.81+£1.47 and 17.34+1.74 days
(Chen and Parajulee 2010). Egg incubation at 25°C of 6.10+0.94 days is also consistent with
that of similar mirid species (Ridgway and Gyrisco 1960; Champlain and Butler 1967; Lu and
Wu 2011). Similarly, the duration of each nymph stage on the three substrates in this study

corresponds to what is described in the literature: 3 days for L1 and L5 stages and 2 days for
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stages L2, L3 and L4 in the same conditions (25°C) (Stevenson and Roberts 1973; Khattat
and Stewart 1977; Bailey 1986; Whitbey 1999; Armstrong 2009; Chen and Parajulee 2010,
Lu et al. 2010a; Spurgeon 2012; Burla et al. 2014). The longer L5 stage has already been
observed in other mirids, e.g. Campylomma verbasci (Smith and Borden 1991), Creontiades
dilutus (Hori and Miles 1993) or Nesidiocoris tenuis (El-Dessouki et al. 1976). Additional
data have also been obtained on a small number of individuals: a maximum lifespan of 33
days; female sexual maturity is estimated at 11 days after emergence of the adult. However,
the absence of data on the average life of the adult stage does not allow accurate assessment
of the duration of a full life cycle O. palus. Finally, statistical analyses showed that
nymphdevelopment was not significantly influenced by the nutritional substrate (green bean,
mango, Brazilian pepper), while diet did influence nymph development in many mirid species

(Salerno et al. 2007; Dwomoh et al. 2008; Chen and Parajulee 2010).

Furthermore, our study identified 12 new O. palus host plants. These are in addition to
previously identified species Anacardium occidentale, Caesalpinia sepiara, Entada
abyssinica and Triumfetta sp. described in Uganda (Taylor 1947); lychee and mango in
Reunion Island. The green bean can be added to this list as it used as a rearing and nutrition
substrate. To date 19 O. palus hosts have been identified. This diversity in terms of species
(19) and in terms of plant families (12) illustrates the wide host range of the insect. Strong
polyphagia is denoted in species of the genus Lygus complex to which Orthops belongs
(Eyles 1999). Indeed, some species, such as Lygus hesperus (Scott 1977) have been identified
on more than one hundred plants from 24 different families. In addition, other species have
been described on over 350 plant species: Lygus lineolaris (Young 1986); Lygus rugulipennis
(Holopainen and Varis 1991); Apolygus lucorum (Lu and Wu 2008; Lu et al. 2010b; Lu et al.
2012; Pan et al. 2015)). O. palus seems to have a different attractiveness depending on the
host plant. Litchi, mango, tamarind, Brazilian pepper, avocado, Dombeya spp., benzoin and
Sapindus saponaria are the plants with the highest levels of adults per tree. A recent study of
the genetic diversity of O. palus in Reunion Island confirmed the presence of adults on 6 of
these 8 plants and shows population levels comparable to those of the present study (Atiama

et al. submitted-b).

Like many species of mirids, O. palus was found only on the inflorescences of plants. This

preference for flowering organs, among the richest areas in terms of nitrients, is observed in
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Figure III-3. Blooming calendar of host plant of Orthops palus in Reunion Island

* Species rare in Reunion Island (a few individual trees were identified)

Phaseolus vulgaris (green bean), the species used for nutrition and as the reproductive substrate in the rearing procedure, is not featured in this calendar because this species

is very rare in Reunion Island (limited agricultural production).
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many mirids (hence their nickname "flower bug") (Kullenberg 1944; Wheeler 2001). This
preference is characterized by the passage of adults to other plants as they flower. Many mirid
species are known to change host and habitat to have the best food sources (Snodgrass et al.
1984; Womack and Schuster 1987; Esquivel and Mowery 2007). These changes in host may
be the result of an adaptation to limited resources, and result in improved fitness or
subsequent population build-up (Rossi et al. 1996; Panizzi 1997). Before our study, data on O.
palus (present only on mango and lychee flowers) suggested that the species was univoltine
and active during the flowering of both species (July-October) and could enter diapause
during the rest of the year. Indeed, diapause at the egg or adult stages is a common behaviour
of the Miridae family (Chippendale 1982; Kobayashi and Numata 1995; Saulich and Musolin
1996; Kotaki 1998; Wheeler 2001; Musolin and Numata 2004; Spurgeon and Brent 2010;
Brent 2012) and univoltine mirids of tropical regions are known to diapause at the harshest
environmental conditions (Wheeler, 2001). Furthermore, in tropical countries, diapause is
already known for some insect species (Dingle 1978; Tauber and Tauber 1981; Denlinger
1986; Tauber et al. 1986; Pieloor and Seymour 2001; Hahn and Denlinger 2011), even for
insects present on mango trees in Reunion Island such as a mango blossom gall midge,
Procontarinia mangiferae (Amouroux et al. 2014). Our study shows that the host range is
broad and diverse and covers flowering throughout the year. Without questioning the possible
entry into diapause, our results argue for the hypothesis that O. palus spends the year on
different host plants as they flower. This assumption is all the more relevant as tropical
environments, with their lack of intense cold season, are characterized by plants in bloom all
year round. Figure III-3 shows the flowering periods of the 14 host plants identified in
Reunion Island and confirms that potentially O. palus can survive and grow throughout the
year moving from plant to plant, similar to the "flower bugs" described by Kullenberg (1944)
and Wheeler (2001). In Reunion Island, nine of these host plants (Tamarindus indica, Schinus
terebinthifolius, Ziziphus mauritiana, Cordia africana, Mangifera indicae, Pithecellobium
dulce, Lichi chinensis, Terminalia bentzoe, Persea americana) are widely spread over the
island and could serve as year-long hosts of O. palus, but with large changes in populations.
Population levels would be low between November and March when less “efficient” host
plants bloom (Tamarindus indica) and would greatly increase during flowering of the most
suitable host plants (Schinus terebenthifolius, Mangifera indica, Litchi chinensis). There may
be other as yet unidentified host plants, and non-host plants suitable for the adult diet. All
these hosts allow O. palus to maintain its numbers throughout the year and perform multiple
generations per year, which would make it a multivoltine species in Reunion Island. This

Rapport- gratuitcom {\'/\gg
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multivoltinism confirms the suspicions of Henry and Lattin (1987) on the genus Orthops in
temperate environments. Recent studies on O. palus nuclear and mitochondrial genetic
diversity in Reunion Island, showing the absence of host-race, corroborate this passage from
plant to plant during the year (Atiama et al. submitted-b; Atiama et al. in press). Indeed, the
absence of population structure between host plants and shows that individuals present on
different plants reproduce between themselves and different generations of bugs overlap. In
order to confirm the hypothesis that O. palus is a "flower bug" and that it develops throughout
the year in Reunion Island moving from plant to plant, future research should focus on
studying the spatiotemporal dynamics of the insect on the plot scale (plant to plant movement

studied via marking, release and recapture) in addition to diapause studies.

Conclusion

The biological results of our study (first data on the life cycle of O. palus, catalogue of host
plants) will help implement agroecological management of O. palus populations. The bug has
a sufficiently broad and diverse host range to support the hypothesis that it develops
throughout the year by moving from one host plant inflorescence to another. Knowledge of O.
palus hosts helps envisage their use as trap plants (Accinelli et al. 2005), and will also
encourage mango producers to stop growing plants in their orchards that may serve as bug

'reservoirs' (Sundararaju et al. 2002; Vanitha et al. 2014).
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Chapitre IV — Diversité génétique et structure des populations d'Orthops palus

Introduction

La génétique est ici utilisée comme un outil pour obtenir des informations complémentaires
répondant a des questions écologiques. L'étude de la structuration génétique des populations
permet de voir si une ou plusieurs populations existent dans un lieu donné. Cette étude est
particuliérement importante car les traits de vie de nombreux organismes, et notamment des

insectes, sont sous l'influence de nombreux facteurs biotiques et abiotiques (Shrestha, 2011).

A La Réunion, 1'¢tude de la diversité et de la structuration génétique (ADN mitochondrial et
nucléaire) permet d’obtenir des éléments de réponse apportant des contributions a des

questions dont certaines ont déja été abordées dans les précédents chapitres.

1) La large gamme de plante hotes d'O. palus (15 plantes a La Réunion) peut laisser penser a
l'existence de plusieurs populations de punaises, dont la structure pourrait étre liée a I'hdte. Ce
type de structuration a déja été observé chez d'autres espéces de mirides (Hereward et al.,

2013). Qu'en est-il pour O. palus ?

2) L'hypotheése selon laquelle O. palus passerait de plante en fleur a plante en fleur au cours
de l'année a été émise dans le précédent chapitre. Observe-t-on une structuration des

populations allant dans le sens de cette hypothése ?

3) Pour rappel, O. palus n'est décrite qu'en Ouganda et a La Réunion. Les colonisations
d'origine africaine sont courantes pour les iles du SOOI. Il est généralement observé une
dispersion des especes "au pas a pas" des iles les plus proches du continent vers celles les plus

¢loignées. Qu'en est-il pour O. palus ?

Les ¢éléments de réponse a ces questions ont fait I'objet d'études regroupées dans le chapitre 4
qui s'organise en 3 articles :
- un premier article s'intitule "Isolation and Characterization of Eleven polymorphic

Microsatellite Markers developed for the mango bug, Orthops palus (Heteroptera: Miridae)"
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accepté dans la revue "Journal of Insect Science" et portant sur la mise au point et sur le test

des marqueurs microsatellites ;

- un deuxieme article concerne sur I'étude de la diversité et de la structuration génétique des

"

populations d'O. palus a La Réunion. Cet article intitulé " Population genetic structure of
Orthops palus (Heteroptera: Miridae) in Reunion Island and bioecological implications "a été

soumis a la revue "Ecology and Evolution" ;

- un troisieme article traite de la diversité génétique des populations d'O. palus a 1'échelle des
quatre les du SOOI ou l'espece a été retrouvée. Cet article reprend les résultats obtenus a La
Réunion et y ajoute une étude approfondie de la diversité nucléaire d'O. palus a Maurice. Cet
article intégre aussi une étude de la diversité mitochondriale a 1'échelle des quatre iles. Ces
travaux sur deux séquences de I'ADN évoluant a des vitesses différentes permettent d'émettre

des hypothéses sur les échanges et les flux de populations d'O. palus entre les différentes iles.
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Résumé des études du chapitre

Les ¢tudes de génétiques des populations permettent de mieux comprendre les variations
écologiques et les traits des especes. Depuis quelques dizaines d'années, ces études sont en
plein essor chez plusieurs groupes d'insectes dans le but de fournir des données pour des
applications pratiques en mati¢re de gestion des ravageurs. Un exemple intéressant est celui
d'Orthops palus, un des principaux ravageurs de la mangue a La Réunion, appartenant a la
famille des Miridae. Cette punaise qui fait des dégats sur les inflorescences de manguier n'est
déclarée qu'en Ouganda et a La Réunion, mais n'a jamais été recherchée dans d'autres
territoires a proximité. La dynamique de l'insecte au cours de 1'année est inconnue mais des
travaux sur sa gamme d'hotes de reproduction et de nutrition ont mis en €vidence 15 especes
végétales a La Réunion sur lesquelles 1'espéce est capable de se reproduire (Chapitre II). Bien
que la diapause existe chez bon nombre de mirides des régions tempérées et tropicales, I'é¢tude
des périodes de floraison de ces plantes et les collectes sur le terrain met en évidence la
possibilité pour O. palus, grace aux floraisons dispatchées de ces plantes hotes, de se

maintenir toute 'année en passant de plante en fleur a en plante en fleur (Chapitre II).

Les objectifs de ce quatriéme chapitre sont multiples. Dans un premier temps, il s'agit de de
développer un jeu de marqueurs neutres afin d’étudier la diversité génétique des populations
observées. Dans un deuxieme temps, il s'agit d’utiliser ces marqueurs pour déterminer la
diversité génétique d'O. palus a La Réunion, et de tester la possibilité de la structuration de
ses populations selon différents facteurs biotiques ou abiotiques (par exemple, tester la
présence de race d’hdte). Dans un troisieme temps, 1'objectif est de réaliser des campagnes
d’échantillonnage pour évaluer la présence d'O. palus dans les iles environnantes et d'évaluer

leur diversité génétique et les potentiels flux de populations intra-ile et inter iles.

Afin de répondre a ces questions, nous réalisons une banque de marqueurs microsatellites sur
un pool d’individus de différentes localités prélevés a la Réunion (Chapitre IV-Article 1).
Parmi les 356 séquences obtenues, nous réalisons un "screen" de 41 marqueurs sur des
populations de La Réunion et de Maurice. Parmi ceux-ci, onze marqueurs sont ainsi mis au
point pour étudier la diversité génétique nucléaire d'O. palus, avec toutefois de fortes valeurs

d’alleles nulles. Ces, fortes valeurs d'alleles nulles, retrouvées chezsplusieurs especes de
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mirides, pourraient étre le résultat d'échecs de PCR a cause de régions de type "Crytically
Simple Sequence (CSS)", régions peu complexes et/ou contenant des motifs répétitifs bordant

les régions microsatellites.

Nous ¢étudions ensuite la diversité génétique de populations d'O. palus de 34 sites situées dans
différentes zones agroécologiques sur tout le pourtour de La Réunion (de 0 a 900 m), sur
différentes plantes hotes (6 espéces), et a deux différentes saisons (Chapitre [V-Article 2).
Cette étude est réalisée avec les 11 marqueurs microsatellites développés (8 marqueurs
conservés dans les analyses) ainsi qu'avec le séquengage partiel du géne mitochondrial de la
COI. Elle montre I'existence de deux clusters génétiques en sympatrie dans les 34 sites
¢échantillonnés sur I'ile. Néanmoins, les facteurs biotiques ou abiotiques structurant cette

population n'ont pas pu étre identifiés.

Nous cherchons ensuite la présence de cette espéce dans certaines iles environnantes de
I’Océan Indien et évaluons la diversité¢ génétique des populations. L’une de nos hypothéses
sur la structuration des populations a La Réunion est une potentielle introduction d’une
nouvelle population provenant de I’ile la plus proche (Maurice). Ainsi, I'objectif est d'é¢tudier
la présence d'O. palus dans les iles et d'évaluer en détail la diversité et la structuration
génétique a Maurice afin d'expliquer la structuration présente a La Réunion (flux de
populations entre les 1les). Un échantillonnage basé sur la méme méthodologie est réalisé sur
14 sites permettant I'obtention de 554 individus sur trois plantes hotes différentes (Chapitre
IV-Article 3). O. palus est ainsi recensée dans les trois iles ou elle a été recherchée (Maurice,
Mayotte et Grande Comore) malgré un faible effort d'échantillonnage a Mayotte et en Grande
Comore. L'analyse globale de la diversit¢ de I'ADN nucléaire a La Réunion et a Maurice
confirme l'existence de deux clusters génétiques a La Réunion et a révélé 1'existence d'un seul
cluster génétique a Maurice, différent de ceux présents a La Réunion. Toutefois, des individus
comportant des assignations fortes a des clusters spécifiques de La Réunion sont retrouvés a
Maurice et inversement dans le cas d'individus du cluster mauricien, mais en trés faible

quantité (<10%). Ces résultats démontrent des échanges entre les {les.

L'étude de la diversité mitochondriale met en évidence 1'existence d'au moins sept haplotypes

dans les quatre iles du SOOI échantillonnées. Maurice est I'ile présentant le plus de diversité
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mitochondriale avec quatre des sept haplotypes dont trois lui sont exclusifs. Le peu
d'individus collectés a Mayotte et en Grande Comore ne permet pas d'étre exhaustif sur les
haplotypes présents sur ces iles. Les données sur la diversit¢é de I'ADN mitochondriale
associ¢es a celles sur la diversit¢ de 'ADN nucléaire (uniquement pour La Réunion et

Maurice) témoignent d'échanges entre les iles.

Ainsi, des échanges ont eu lieu et ont lieu dans les deux sens entre La Réunion et Maurice.
L'ensemble de ces échanges souligne une possible colonisation des iles du SOOI, selon un
modele de type "stepping stone". Les données de diversité de 1'ADN nucléaire des
populations d'O. palus de Maurice n'ayant pas permis de comprendre l'origine d'un des
clusters réunionnais, des hypotheses sur l'origine de ces deux clusters sont émises. La
premicre hypothése serait qu'un des deux clusters présents a La Réunion soit arrivé
récemment en provenance d'une population d'une ile proche (ou de 1'Afrique) non
échantillonnée dans le cadre de nos travaux (autre que Maurice), et serait donc différent du
cluster présent plus anciennement & La Réunion. La seconde hypothése serait que les deux
clusters, aujourd'hui présents a La Réunion, se seraient formés par isolation et différenciation
d'une méme population arrivée a La Réunion depuis un temps suffisamment long pour
permettre cette différenciation. Les facteurs biotiques et abiotiques pouvant expliquer cette
différenciation sont multiples. Les microclimats trés divers a La Réunion faciliteraient
l'isolement d'individus. De plus, un facteur lié a un phénomeéne d'incompatibilité
cytoplasmique pourrait entrer en jeu. Ce type d'incompatibilit¢ peut €tre induit par des
endosymbiontes de type Wolbachia. Les bactéries du genre Wolbachia sont connues pour
infecter entre 40 % et 66 % des espéces d'insectes (Hilgenboecker et al. 2008; Zug and
Hammerstein 2012). De plus, les mirides sont connus pour étre des hotes de nombreux
endosymbiontes de type Wolbachia ou Rickettsia (Kikuchi and Fukatsu 2003; Machtelinckx
et al. 2012; Caspi-Fluger et al. 2014). La recherche d'endosymbiontes du genre Wolbachia
dans les populations d'O. palus de La Réunion et 1'étude de leur distribution au sein des deux

clusters pourraient permettre d'expliquer cette structuration.
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Journal of Insect Science

Research Article

Article 1: Isolation and Characterization of Eleven polymorphic
Microsatellite Markers developed for the mango bug, Orthops
palus (Heteroptera: Miridae)

M. Atiamal, H. Delattel, J.-P. Deguine1
1CIRAD, UMR PVBMT, 7 chemin de 'IRAT 97410 Saint-Pierre, La Réunion, France
Abstract

Miridae (Hemiptera: Heteroptera: Cimicomorpha), or plant bugs, are one of the most diverse
and species-rich families of insects. Most of them are phytophagous but some are insect
predators and used for biocontrol. Among this family, the mango bug, Orthops palus, is one
of the most important pest of mango in Reunion Island. We developed 11 polymorphic
microsatellite loci to study the population genetics of this pest species. The microsatellite
markers were characterized by genotyping 78 field-collected insects sampled at different
localities in Reunion Island. The number of alleles per locus ranged from one to 13 and
heterozygosity levels ranged between 0.40 and 0.94. Several loci were not at Hardy-Weinberg
equilibrium for the tested populations. These markers are the first to be developed for a

species of the genus Orthops.

Keywords: Agricultural pest, mirid, population genetics, Reunion Island
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Introduction

Miridae (Hemiptera: Heteroptera: Cimicomorpha), or plant bugs, are one of the most diverse
and species-rich families of insects, with approximately 11,000 species described to date
(Cassis & Schuh, 2012). Plant bugs are among the most common insects, the majority are
phytophagous, and many are destructive pests of crops including alfalfa, apple, cocoa, cotton,
sorghum, and tea (Wheeler 2001); but a large number are predacious (Sweetman 1958) and
have been used successfully in biological control programs (Wheeler 2000). Certain
omnivorous plant bugs are considered both harmful pests and beneficial natural enemies of
pests on the same crop, depending on the prevailing environmental conditions (Wheeler,
2001). An interesting example is Orthops palus Taylor (Taylor 1947), better known as “The
mango bug” (Heteroptera: Miridae: Mirinae), which is one of the most important pests on
mango (Mangifera indica L.). This bug was first described in Uganda in 1947 (Taylor 1947)
and first reported on Reunion Island in 1974 (Etienne and Roura 1974). Although it has only
been formally identified in these two countries, its presence is strongly suspected in East

Africa, particularly in neighboring countries of Uganda and in the Mascarene Islands.

Mango is the main tropical fruit produced worldwide and plays an important economic role in
East Africa. In Uganda, it is the most widely distributed fruit (NAADS 2013) and in Kenya, it
is the third fruit in terms of area and total production (FAO 2009). Mango losses result from
damage caused by adults and nymphs of the mango bug picking and sucking mango
inflorescences, and in Reunion Island, losses due to the bug have been reported to reach 100%
some years (Insa et al. 2002). Orthops palus is a potential threat to mango production and to
other crops due to its polyphagy (eating several plant families). However, little is known
about the ecology of this pest. Knowledge of its population genetic structure would benefit

the development of adequate management strategies.

The generally high level of polymorphism and high heterozygosity and the fact they are
mostly neutral markers make microsatellites particularly suitable for studies of population
genetic structure, gene flow and dispersal (Balloux and Lugon-Moulin, 2002; Estoup et al.,

1995; Hoy, 2003; Jarne and Lagoda, 1996).
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Microsatellite markers are also powerful tools to study insect evolutionary ecology linked to
genetic variation at the population level, and to enable the identification of biotypes.
Microsatellite markers can also be used to assess the importance of wild host plants as

reservoirs of the pest and to better understand the relationship between pest populations on
wild plants and crops (Agata et al. 2011). Microsatellite markers have been used to study gene
flow among populations of another Miridae species (Lygus lineolaris: Perera et al. 2007,
2015; Lygus hesperus: Shrestha et al. 2007) but not in the mango bug. The aim of this work
was to isolate and characterize new microsatellite markers to examine the genetic diversity

and population structure of some O. palus populations.

Materials and methods

Specimen Collection. Collections of adults of O. palus were realized in three steps. First, for
microsatellite development, 24 adult bugs were sampled at 17 different sites in Reunion
Island (one or two individuals per site). Secondly, for selecting the primers and testing for
polymorphism, 5 adult bugs from 5 different sites were collected. Thirdly, for characterizing
the genetic diversity and genetic structure, 78 adult bugs were collected in four different
populations of O. palus (different plant species at each site) from Reunion Island. All
collections were realized by suction using a D-Vac on flowers of different plants species, but
especially mango, Brazilian pepper (Schinus terebinthifolius Raddi) and jujube (Ziziphus sp.).
Adult bugs were isolated. Taxonomic identification in Miridae family is difficult and
morphological taxonomic identification was performed by a taxonomic expert in Miridae, Dr.
Armand Matocq from the French Natural History Museum in Paris. In addition, to further
verify their classification, the cytochrome oxidase subunit I (COI) was sequenced on some of
the insects previously identified using taxonomy. Obtained sequences were submitted to
GenBank (accession numbers KT201362 to KT201366). Reference specimens were also
photographed and conserved in the CIRAD-3P La Réunion collection (vouchers MATI00039
to MATIO0041).

DNA extraction. DNA was extracted from adults preserved in ethanol. Bugs were placed
individually in a 2 ml Eppendorf tube with a glass bead containing 50 pul of buffer 1 (100 mM
NaCl, 200 mM sucrose, 100 mM Tris-HCL (pH 9.1), 50 mM EDTA, and proteinase K at a
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Table IV-1. Characteristics of the eleven microsatellite markers isolated from Orthops palus

Primer . , , Repeat  Number Allelic  Fluorescent P(.:R Genbapk
Primer sequence (5' to 3') . multiplex Accession
name motif  of alleles range Dye
set Numbers

F CACCAAGTGCTACATGGCAA

CIROP38 (CA)15 11 91-137 NED 1 KR827557
R CACCTTCAAGACAACCCGTC
F TCCAGATGATCCTGTGAAACC

CIROP14 (AG)y 9 279-299 NED 1 KR827558
R AAGACGAATTTATCTTGGGAGTG
F CCGAGTTTGCCAAAGTTTTC

CIROP18 (TC)s 9 265-293 6-FAM 1 KR827559
R TAAACGAGATTCCGCGAGTT
F TTCATTTGCTGAGGAATTACAAGA

CIROP23 (CT)o 11 107-139 6-FAM 1 KR827560
R CGTAAATAAGCAAGCTCTTAGACTGA
F ACCCATCAAACCAACTCTGC

CIROP11 (CA)14 19 183-271 VIC 1 KR827561
R AAAACAACCGCTTGAAGAGC
F TTCATCATCGGGAAGAGGTC

CIROP30 (AC)yo 13 112-168 VIC 1 KR827562
R CTTTATATTTGTCGTTTATTCGAAAG
F TACTCCGTTGTATCACTACCCG

CIROP25 (TC)y 11 124-158 PET 1 KR827563
R ATACAAGACTACCCGACGCC
F ACTTCACAGTGACTTCAATAAGCAA

CIROP10 (AG)12 17 189-243 NED 2 KR827564
R CCCGCAGTACTAATTGTGAATTT
F AATGCAGATTCGCCATTTTC

CIROP21 (AG)s 5 170-194 6-FAM 2 KR827565
R TCGGTTCCCTAGCCATGTAG
F TTTTCTTGAGTTGGCACCCT

CIROP32 (AG)1 17 122-166 VIC 2 KR827566
R AATTTGCATCTTTCAAGCAATTA
F ACCACATTGTCTGTTCAATGTACC

CIROP24 (TC)y 15 134-170 PET 2 KR827567
R

CCTAAACTTCAATTTTCAACAAGATG

Annealing temperature was 55°C for all primers.
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final concentration of 100 ug/mL). The tubes were placed in a Mixer Mills (Retsch®) at 30
Hz for 1 min. After a brief centrifugation, 50 pl of buffer 2 was added (buffer 1 with 0.5%
SDS) to each tube. The homogenate was incubated at 65 °C for 2 hours. A buffer 3 (12.5 pl)
(8 M potassium acetate) was then added at a final concentration of 1 M and the mixture was
centrifuged 15 min at 15 000 g. The supernatant was collected and mixed with 2.5 volume of
absolute ethanol, left at room temperature for 5 min, and centrifuged again for 15 min at 15
000 g. The resulting precipitate was dried and suspended in 60 pL of TE (10 mM Tris-HCI,
pH 8, 1 mM EDTA).

Microsatellite Development. Two pools of 12 individuals of O. palus sampled at 17
sampling localities were made and sent to GenoScreen© (Lille, France). Microsatellite-
enriched libraries were developed using 454 GS-FLX Titanium pyrosequencing (Malausa et
al. 2011) by GenoScreen. The enriched library was constructed by optimization of classical
biotin-enrichment methods (Kijas et al. 1994). Standard adapters were used Adap-F:
GTTTAAGGCCTAGCTAGCAGAATC and Adap-R: GATTCTGCTAGCTAGGCCTT
(Malausa et al. 2011). Probes were designed to enrich total DNA with these motifs: TG, TC,
AAC, AGG, ACAT, ACG, AAG, ACTC.

One eighth of 454 run provided 336396 sequences of average fragment length of 223 bp.
Prior to obtaining the results, a first filter was applied to discard short fragments (< 40 bp) and
low intensity fragments which removed 21% of the sequences. The software QDD was then
run on the 336936 sequences to identify microsatellite motifs and obtain primers flanking the
microsatellite region (Meglécz et al. 2010). A total of 5743 sequences were obtained with

microsatellite motifs.

Primers were designed for 356 loci (Annexe 4). We selected 41 primers of various lengths
(Annexe 4) and tested them on five individuals from five different populations. The PCR
cycling conditions consisted of denaturation for 5 min at 95 °C, 35 denaturation cycles for 30
s at 95 °C, 20 s at 55 °C, and 45 s elongation at 72 °C, and a final elongation for 10 min at 72
@

Eleven markers were selected due to their consistent amplification and high level of
polymorphism. These 11 markers were fluorescently labeled (forward primer; Applied
Biosystems) (Table IV-1) and multiplexed in two different PCR mixes using the same PCR

program (Table IV-1). Multiplex PCR were performed in 15 pL reaction volumes containing
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Table IV-2. Number of alleles (Na), observed (Ho) and expected (He) heterozygosity, Fis estimates and test for Hardy-Weinberg equilibrium
(*p < 0.01) and null allele frequency in the four populations studied.

Avirons (n=7) - mango Saint-Gilles 2 (n=24) - jujube Saline Bellevue (n=19) - jujube Sainte-Rose (n=28) - Brazilian pepper
Locus

Na Ho He Fis Nullallele Na Ho He Fis Null allele Na Ho He Fis Nullallele Na Ho He Fis Null allele
CIROPIO 7 033 091 0.66% 0.28 13 050 0.89 0.44* 0.23 10 027 091 0.72% 0.33 12 0.56 0.88 0.38* 0.15
CIROP21 3 029 0.58 0.53 0.68 2 0.05 040 0.88* 0.49 3 068 063 0.07 0.39 3 008 056 0.87* 0.64
CIROP24 7 057 0.88 0.37 0.12 10 035 0.89 0.61* 0.28 11 037 0.89 0.59* 0.29 12 046 0.88 0.48* 0.21
CIROP32 8 0.67 094 0.31 0.11 10 070 0.85 0.18 0.06 10 0.83 0.86 0.03 0.07 12 072 085 0.15 0.06
CIROPI1 6 040 0.84 0.56* 0.35 11 0.13 091 0.86* 0.40 10 0.38 0.88 0.58* 0.26 13 052 0.89 0.42* 0.19
CIROPI4 5 057 0.76 0.26 0.08 9 046 071 0.37* 0.18 5 039 079 0.52% 0.21 6 054 076 0.29* 0.12
CIROP18 5 0.67 0.58 -0.18 0.00 7 057 076 0.26* 0.09 7 053 067 021 0.08 6 056 067 0.18* 0.09
CIROP23 6 043 0.79 0.48 0.15 7 071 071 -0.00* 0.00 8 0.61 074 0.18 0.10 8 061 060 -0.01 0.00
CIROP25 4 050 0.74 0.35 0.08 5 044 0.68 0.36* 0.14 6 037 0.69 047* 0.19 9 061 073 0.17 0.08
CIROP30 4 0.17 056 0.72 0.22 g 021 086 0.76% 0.38 9 021 084 0.75*% 0.37 11 046 087 048* 0.22
CIROP38 5 040 0.82 0.54 0.21 7 0.14 054 0.74* 0.32 1 - - - - 8§ 0.10 0.73 0.87* 0.36
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5 ng of DNA, 7.5 uL of 2X Type-it Multiplex PCR Master Mix (Qiagen), and 0.1 pM of each
primer. Levels of variation of the 11 microsatellite loci were evaluated among the 78
individuals collected from four populations of O. palus from Reunion Island: Avirons (n = 7),
St Gilles 2 (n = 24), Saline Bellevue (n = 19) and Sainte-Rose (n = 28) (sampling described in
Material and methods).

One microliter of PCR products (1/20 dilution) was combined with 10.9 pL deionized
formamide, and 0.1 pL of dye-labelled size standard (Life Technologies Gene-Scan
AB500LIZ) and fragment analysis was performed on an ABI Prism 3130xI Genetic Analyzer
(Applied Biosystems).

Microsatellite Scoring and Population Genetic Analysis. Alleles were scored using
GeneMapper v4.0 software (Applied Biosystems). Genepop v4.3 was used to calculate the
number of alleles, the frequency of null alleles per locus according to Dempster et al. (1977),
and to test for Hardy-Weinberg equilibrium and linkage disequilibrium (Rousset 2008).
Observed and expected heterozygosities were estimated by Genetix v4.05.2 (Belkhir et al.
1996-2004). Population genetic structure was investigated by calculating pairwise Fsr values
(Weir and Cockerham 1984) and the significance level was tested by 1000 permutations of
multilocus individual genotypes as implemented by Arlequin v3.5.1.3 (Excoffier et al. 2007).

Results

Primer sequences, repeat motifs, GenBank accession numbers and fluorescent dye are listed
in Table IV-1.The table summarizing all potential primers is available in Annexe 4. The 11
loci had between five and 19 alleles per locus among all 78 samples (Table IV-1). The most
polymorphic loci were CIROP11 (Na = 19), CIROP10 (Na = 17), CIROP32 (Na = 17) (Table
IV-1) and CIROP21, CIROP14 and CIROP25 were the least polymorphic loci with five and
nine alleles per locus, respectively (Table IV-1). Expected heterozygosities ranged from 0.40
to 0.94, and observed heterozygosities from 0.048 to 0.833 (Table IV-2). Two loci (CIROP10,
CIROP24) showed significant deviation from Hardy-Weinberg equilibrium (p< 0.01) for the
four populations tested but eight out of the eleven loci showed HWE for at least one of the 4
populations (Table IV-2).No significant linkage disequilibrium was detected among the 55
pairwise comparisons (P > 0.05). Null alleles occurred at some loci, with a frequency ranging

from 0.00 (CIROP18; Avirons) to 0.68(CIROP21; Avirons) (Table 1V-2).
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Table IV-3. Pairwise FST values of 4 populations of Orthops palus in Reunion Island

Mango, jujube and Brazilian pepper represent the plant on which the 0. palus individuals were
collected. * Probability that the FST value is statistically different from zero at o = 0.05.

Avirons - Saint-Gilles 2 - Saline Bellevue - Sainte-Rose -
mango jujube jujube Brazilian pepper
Avirons -
mango
SalnF-C.hlles 2 - 0.06 *
jujube
Sahne. Bellevue - 0.01 0.03 *
jujube
Sainte-Rose - 0.03 * 0.01 -0.02

Brazilian pepper
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Genetic differentiation (pairwise Fst) ranged from -0.02 to 0.06 (Saline Bellevue and Sainte-
Rose, respectively). Three Fsr values were statistically different from zero indicating

significant levels of genetic differentiation among these three pairs of populations (Table IV-

3).

Discussion

This is the first time that 454 pyrosequencing (next-generation sequencing) has been used to
develop microsatellite markers for Miridae, and the first study on microsatellite markers for a
species of the genus Orthops. We designed and characterize 11 polymorphic primers which
will permit further studies of the genetic variability and population genetic structure of O.

palus within its geographic distribution range.

The significant excess of homozygotes observed in several populations for 6 of the eleven loci
(CIROP10, CIROP21 CIROP24, CIROP11, CIROP30, CIROP38) might result from a high
incidence of null alleles (> 20%). Null alleles often result from a polymorphism in one or both
of the forward and backward primers which prevent allele amplification (Callen et al., 1993;
Chapuis and Estoup, 2007; Dakin and Avise, 2004; Paetkau and Strobeck, 1995; Pompanon et
al., 2005). Null alleles are common in insects (Liu et al., 2006) and have already been
observed in several mirid species (Babin et al., 2012; Kobayashi et al., 2011; Liu et al., 2006).
We obtained a high level of null alleles despite the fact that we used a QDD analysis to find
the primers. A recent publication by Meglecz et al. (2014), underlined that PCR or genotype
failure could result from several phenomena including the incomplete filter of reads that
might include short stretches of Cryptically Simple Sequence (CSS). These regions contain
low complexity and/or semi-repetitive motives and are often present in flanking regions of
microsatellites. Similarly, the distance between the primer and the target microsatellite was
also important, and amplification improved for primers that were further from the

microsatellites (Merglecz et al. 2014).

Thirty five species are recognized in the genus Orthops, including some closely related
species that are widespread pests such as O. campestris or O. kalmi (Heshula and Hill 2012).
Cross-species transferability of polymorphic markers such as microsatellites within and

between genera in arthropods often yields returns (> 60 % transfer success between species
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within a genus) (Barbara et al. 2007). However, the rapid evolution of these markers can
render many of them useless even in closely related species due to the absence of the repeat or
low repeat number/low polymorphism or changes in the nucleotide composition in flanking
regions (Deitz et al. 2012). Nevertheless, several of the microsatellite markers developed here
have repeat motifs over 10 dinucleotides and are polymorphic (in average 12.45 alleles per
locus), so their transferability should be tested on other species within the genus Orthops and

on species of closely related genera (e.g. Lygus).
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Abstract

Population genetics studies can help better understand ecological variations and species traits.
Miridae are among the most diverse and species-rich insect families and include numerous
pests of important crops. One interesting example is Orthops palus, a pest of mango in East
Africa. In Reunion Island, this species is a primary pest that can cause up to 100% losses in
orchards. Using eight microsatellite polymorphic loci, we investigated the genetic population
structure of O. palus on different host plants at 34 sites, and according to different abiotic
factors on Reunion Island. O. palus is characterized by high adaptability to different habitats
(agroecosystems, natural ecosystems, climatic conditions, altitudinal ranges). This species has
a broader host range than expected and could be a threat to cultivated crops such as mango,
avocado, lychee and jujube. Our results suggest that O. palus manages to survive all year
round by changing hosts and could have an even higher economic impact that expected.
Clustering revealed that the O. palus population in Reunion Island is made up of two
differentiated genetic clusters existing in sympatry at all sampling sites irrespective of the
biotic (host plant) or abiotic factors tested. Hypotheses explaining this clustering are
discussed. This study advanced our understanding of the bioecological characteristics of O.

palus and will make it possible to improve pest management strategies.

Keywords: population genetics, mtCOI, SSR markers, pest management, ecology.
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Introduction

In recent decades, there has been growing interest in studying the genetic structure of
populations of different insect taxa to incorporate this information in practical applications
such as pest management (Kobayashi et al., 2011; Lavandero et al., 2009; Porretta et al.,
2007). In nature, insect populations may become genetically distinct because of reproductive
isolation or lack of gene flow between different populations (Jiggins et al., 2001; Laffin et al.,
2004; Mallet, 2001; Roderick, 1996). These genetic differences could result in variations in
life traits, for example, in morphological, behavioral, or biological characteristics (climatic
tolerance, host range), and are useful for predicting ecological processes in pest populations
(Shrestha, 2011). Insect pest species with wide host ranges have been shown to be composed
of genetically distinct subpopulations based on host plant affiliation (Brunner et al., 2004;
Meng et al., 2008). Understanding the genetic population structure of a pest species could
help understand variations in traits that will be useful in their control (Barman et al., 2013;
Hartfield et al., 2012; Kim and Sappington, 2006; Lozier et al., 2008; Medina et al., 2010;
Pashley, 1986; Thomas et al., 2003; Zepeda-Paulo et al., 2010).

Miridae (Hemiptera: Heteroptera: Cimicomorpha), or plant bugs, are one of the most
common, diverse and species-rich families of insects, with approximately 11,000 species
described to date (Cassis and Schuh, 2012). The majority of plant bugs are phytophagous, and
many are pests on crops including alfalfa, apple, cocoa, cotton, sorghum, and tea (Wheeler,
2001). On the other hand, numerous species are predacious (Sweetman, 1958) and have been
used successfully in biological control programs (Wheeler, 2000). Some omnivorous plant
bugs are considered to be both harmful pests and beneficial natural enemies of pests on the

same crop, depending on the prevailing environmental conditions (Wheeler, 2001).

Different genetic markers have been already used to understand the structure of Miridae
population using microsatellite markers (Hereward et al., 2013; Perera et al., 2015; Sanchez et
al., 2012; Shrestha, 2011)) or to define species boundaries using mitochondrial DNA
(cytochrome oxidase I and II genes) (Burange et al., 2012) and AFLP markers (Barman et al.
2013). Mitochondrial DNA has enabled identification of the genetic structure and cryptic
complexes of many insect species (Besansky et al., 1997; Haine et al., 2006; Hebert et al.,
2004; Mitchell et al., 1992; Salvato et al., 2002; Soto et al., 2001) highlight the need for
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West coast ,, 28 29 East coast

I Cluster 1
O Cluster 2

Figure IV-1. Spatial distribution of the two genetic clusters of Orthops palus at the 34 sites sampled in
Reunion Island

Number of individuals gentoyped per site is given at the top of each pie chart.

The mango production zone is in western part of the island / The lychee production zone is in the eastern part.
The blue line delimits the mango production area and the red linerdelimits the east / west area used in AMOVA
analysis.
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taxonomic revision using both morphological and molecular markers, particularly in Miridae,
a hyper-diverse taxon with a significant taxonomic impediment. This impediment was
evidenced by low morphological variability in taxonomically important traits and by the

recent discovery of numerous species.

The plant bug Orthops palus, is a pest on mango in East Africa. The bug was first described
in Uganda in 1947 (Taylor, 1947), and was reported on Reunion Island in 1974 (Etienne and
Roura, 1974), where it was named the mango bug because of the amount of damage it caused
to mango. Mango is the fifth most important fruit crop in the world with more than 30 million
tons produced worldwide each year (FAOSTAT, 2015). On Reunion Island, mango is the
fourth most important fruit produced (Normand et al., 2011). O. palus is one of the most
important mango pests on the island, where losses can reach 100% in orchards (Insa et al.,
2002). Losses are the result of damage caused by both the larvae and adults of O. palus which
pick and suck the cell content of mango inflorescences (Atiama et al., in press; Insa et al.,
2002). Inflorescences desiccate and small flowers and ovaries fall off. Attacks are often rapid
and lack of constant monitoring of population levels during flowering can be catastrophic.
Little knowledge of O. palus distribution worldwide and on Reunion Island is available in the
literature, but pest management strategies require an understanding of the bioecological and

genetic diversity of this pest.

Up to now, O. palus has only been only reported feeding on mango and lychee flowers on
Reunion Island. These species flower during the cool dry season from July to October. The
fact that O. palus has only been described on these flowers suggests that O. palus could be
univoltine during four consecutive months but could then enter and remain in diapause for the
rest of the year. The recent description of four other host plants of O. palus (Atiama et al., in
press) thus requires further investigation of the population dynamics, diapause, host diversity,

host adaptation, population structure and genetic diversity of this bug.
Molecular analysis was performed to better understand the genetic diversity and structure of

O. palus populations as a function of its host plants and of abiotic factors (seasons, sites, parts

of the island).
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Table IV-4. Host plants and sites in Reunion Island where Orthops palus was sampled
Altitude in meters; * sample collected at an agricultural site; - no accession number

. ) ] Number of Number of I — Number of Number of Mean of ) ) .
Location Site  Altitude samples samples e e Host plant trees samples sample per Date of collection Accession number (attributed cluster)
genotyped analyzed sampled collected tree
Kélonia S1 21 30 28 14 14 Brazilian pepper 8 136 17.00 March-April KT357449 (1)
Saline - Bellevue S2 19 20 19 6 13 jujube 3 20 6.67 March-April KT357470 (2)
La Saline S3 8 30 26 13 13 Brazilian pepper 20 62 3.10 March-April KT357412 (2) ; KT357464 (2)
30 29 29 15 Brazilian pepper 9 144 16.00 March-April KT357427 (1) ; KT357425 (2)
Saint Gilles 1 S4 59 30 25 15 10 jujube* 34 38 1.12 March-April -
5 5 3 2 mango* 10 5 0.50 September-October -
Saint Gilles 2 S5 13 30 24 13 11 jujube* 6 68 11.33 September-October KT357465 (2)
30 21 10 11 mango* 20 69 3.45 September-October KT357439 (1) ; KT357451 (1) ; KT357408 (2)
Cap LaHoussaye S6 37 30 26 12 14 jujube* 19 56 2.95 March-April KT357434 (1)
Lycée Agricole S7 175 30 28 14 14 Brazilian pepper 16 207 12.94 March-April KT357432 (1)
. 30 29 14 15 Brazilian pepper 12 42 3.50 September-October KT357437 (1) ; KT357418 (1)
Piton Defaud S8 114 11 9 5 7] mango* 16 11 0.69 September-October K T357454 (2)
Grande Chaloupe 1 S9 12 30 27 13 14 jujube 3 41 13.67 March-April KT357440 (1)
Grande Chaloupe 2 S10 23 30 27 13 14 Dombeya spp.* 5 159 31.80 March-April KT357436 (1)
Saint Denis S11 60 30 28 14 14 jujube 1 46 46.00 March-April KT357422 (1) ; KT357424 (2); KT357446 (1) ; KT357459 (2)
Bois Madame S12 26 30 29 15 14 Brazilian pepper 10 140 14.00 March-April KT357431 (2)
Sainte Suzanne S13 40 30 27 14 13 Brazilian pepper 10 141 14.10 March-April -
} 30 26 15 11 mango 5 205 41.00 September-October KT357435 (1) ; KT357462 (2) ; KT357426 (1)
Bras Panon S14 45 30 27 13 14 Brazilian pepper 16 72 4.50 March-April KT357444 (1) ; KT357407 (1)
Saint Benoit S15 231 23 19 8 11 avocado 3 23 7.67 September-October KT357447 (1)
30 24 13 11 Brazilian pepper 11 184 16.73 March-April KT357468 (2) ; KT357421 (2)
Sainte Rose | S16 83 30 28 15 13 Brazilian pepper 9 153 17.00 March-April -
Sainte Rose 2 S17 99 30 26 11 15 Brazilian pepper 10 32 3.20 March-April -
30 27 15 12 avocado 2 42 21.00 September-October KT357433 (1) ; KT357469 (2) ; KT357420 (1) ; KT357419 (2)
Saint Philippe S18 55 30 28 14 14 Brazilian pepper 21 229 10.90 March-April KT357467 (2) ; KT357423 (1)
7 6 1 5 mango 10 7 0.70 September-October -
Baril S19 29 30 30 15 15 avocado 4 96 24.00 September-October KT357455 (2) ; KT357413 (1)
30 27 8 19 mango 4 30 7.50 September-October KT357445 (1)
Langevin S20 62 30 27 13 14 Brazilian pepper 12 249 20.75 March-April KT357452 (2)
Grand Anse S21 106 30 26 12 14 Brazilian pepper 10 119 11.90 March-April -
Bras Banane 2 4% 30 28 15 13 avocado* 10 74 7.40 September-October k133708 EB : N e E%;;’%TT;5577443106((22)) s KT357429 (1);
. . 30 23 11 12 Brazilian pepper 5 115 23.00 March-April -
Ligne Paradis 1 523 157 24 23 15 8 Dombeys s}[))K}]), 12 24 2.00 March-Agri] KT357411 (1)
Ligne Paradis 2 S24 141 30 30 15 15 jujube 5 66 13.20 March-April KT357453 (2)
Bassin Martin S25 230 11 9 2 7 avocado 5 11 2.20 September-October -
30 27 14 13 Brazilian pepper 26 114 4.38 March-April KT357441 (1)
Bassin Plat S26 154 30 26 12 14 lychee* 12 103 8.58 September-October KT357438 (1)
30 24 13 11 mango* 10 51 5.10 September-October -
. . 30 24 13 11 Brazilian pepper 4 503 125.75 March-April -
Terrain Fleuri s27. 510 35 a 5 19 Dombeya spp. 13 239 18.38 March-April KT357442 (1) ; KT357460 (2) ; KT357409 (2)
Dassy S28 541 30 27 13 14 Brazilian pepper 17 50 2.94 March-April -
30 26 12 14 Brazilian pepper 13 123 9.46 March-April -
Pierrefonds S29 77 41 38 8 30 lychee 5 27 5.40 September-October KT357443 (1) ; KT357456 (2)
30 27 14 13 mango* 13 44 3.38 September-October KT357414 (2) ; KT357405 (2) ; KT357406 (2)
Pointe du Diable S30 17 30 29 15 14 jujube 3 70 23.33 March-April -
Le Gol S31 27 30 28 15 13 Brazilian pepper 8 141 17.63 March-April KT357450 (1) ; KT357428 (2)
Avirons . 66 30 26 3 3 Brazilian pepper 2 284 23.67 March-April KT357457 (2) ; KT357466 (2)
- 9 7 4 3 mango* 15 9 0.60 September-October KT357410 (1)
Souffleur S33 20 30 19 9 10 Brazilian pepper 21 45 2.14 March-April KT357458 (2)
Saint Leu S34 258 30 29 15 14 Brazilian pepper 16 35 2.19 March-April KT357463 (2)
Total I 1396 1239 620 634 |
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Material and Methods

Sample collection

Adults (1,396 specimens) of O. palus were collected across 34 locations on Reunion Island
(Figure IV-1; Table IV-4). Specimens were collected with a D-Vac sampling device (a
modified SH 56 leaf blower; Stihl, Dieburg, Germany) by aspiration on flowers or foliage. In
each site and for each plant species, four 40-second aspirations were made on one to 34 trees.
Several panicles of flowers and foliage on each tree were aspirated and samples were stored
according to which organ they were collected on per tree. Collections were made on several
host plants, with different status in each site: Persea Americana L. (avocado) (exotic and
cultivated), Schinus terebenthifolius (Brazilian pepper tree) (exotic and not cultivated),
Dombeya sp. (endemic to the Mascarene Islands and not cultivated), Ziziphus mauritiana
Lam. (jujube) (exotic and cultivated), Litchi chinensis (lychee) (exotic and cultivated),
Mangifera indicae (mango) (exotic and cultivated). Sampling was conducted during two
periods in 2013 (March to April and September to October) depending on flowering resources
and the flowering period of the different plants (Table IV-4; Figure IV-2). O. palus is mainly
known for its presence on flowers, but sampling was also conducted on foliage to be sure of
not missing any individuals. The host-plant status of O. palus was checked by collecting and

barcoding mirid larvae and adults from each plant species.

Adults were primarily identified by their morphological characters according to Taylor
(1947). Species identification of Orthops palus was then checked by A. Matocq, Miridae
taxonomist at the Natural History Museum in Paris (France). Even though morphological
characters provided sufficient information to enable identification of the species, molecular
techniques (amplification and sequencing of mitochondrial DNA (mtDNA), Cytochrome
oxidase subunit I (COI)) were used on 5% of individuals on the six host plants sampled (see
below). After species identification, O. palus adults were sorted by sex, counted, and stored at

-20 °C in 96% ethanol.
The abundance of O. palus adults per tree and/or per plant was compared using analysis of

variance (ANOVA) with a linear model (Im) using R software (version 3.2.0, R Development

Core Team, 2015, Vienna, Austria).
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@ Flowering mmmm Exceptional flowering
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DNA extraction

DNA was extracted from adults preserved in ethanol. Bugs were individualized in 2 ml
Eppendorf tubes with a glass bead containing 50 pl of buffer 1 (100 mM NaCl, 200 mM
sucrose, 100 mM Tris-HCL (pH 9.1), 50 mM EDTA, and proteinase K to reach a final
concentration of 100 pug/mL). The tubes were then placed in a Mixer Mills (Retsch®) and
centrifuged at 30 Hz for 1 min. After this brief centrifugation, 50 pl of buffer 2 was added
(buffer 1 with 0.5 per cent SDS) to each tube. The homogenate was incubated at 65 °C for 2
hours. Then buffer 3 (12.5 pul) (8§ M potassium acetate) was added to reach a final
concentration of 1 M, and the mixture was centrifuged at 15,000 g for 15 min. The
supernatant was collected and mixed with 2.5 volume of absolute ethanol, left at room
temperature for 5 min, and centrifuged again at 15,000 g for 15 min. The resulting precipitate

was dried and then suspended in 60 pL of TE (10 mM Tris-HC1, pH 8, I mM EDTA).

Mitochondrial DNA sequencing and analysis

The COI fragment of 66 individuals was sequenced using the primers LepF2 t1-3’ and
LepR1, which amplified a 658-bp fragment of the mitochondrial COI gene (Park et al., 2011).

PCR amplification was performed in a final volume of 15 pL including 5 ng of DNA, 0.5 pL.
of each primer at 10 pmol/uL and 7.5 pL of Master Mix Type-it 2X Qiagen©. We used the
following procedure for amplification: denaturation at 95 °C for 5 min, 35 denaturation cycles
for 30 s of at 95 °C, 1 min of hybridization at 48 °C, 1 min of elongation at 72 °C and a final
elongation step of 10 min at 72 °C. PCR amplifications were checked on agarose gels (1%).
The mtDNA fragments were sent to Macrogen© for sequencing bi-directionally on an
ABI3730XL and then aligned, edited, and trimmed using MEGA 6 (Tamura et al., 2013).

These mtDNA sequences were used for a BLAST search of GenBank to check for already

sequenced species.

PCR amplification and microsatellite genotyping

Each individual was genotyped at 11 polymorphic microsatellite loci (CIROP38, CIROP14,
CIROP18, CIROP23, CIROPI11, CIROP30, CIROP25, CIROP10, CIROP21, CIROP32,
CIROP24) split into two multiplex PCR reactions (Atiama et al., in press) (Table IV-5).
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Table IV-5. Primer information concerning the 11 loci used for Orthops palus populations
Na: number of alleles per locus; Null allele: percentage of null allele per locus; Missing data: percentage of missing data per locus; GenBank Accession N°: number
of the accession on Genbank

. . Missing data Missing data
PCR multiplex Dye Primer name Primer sequence (5'-3") Repe.at Allele size Na Null allele (%) (%) for all Gen]?ank ° (%) for
set motif range (bp) samples Accession N selected
p samples
F CACCAAGTGCTACATGGCAA
1 NED CIROP38 (CA)s 87-167 24 30.3 38.4 KR827557 -
R CACCTTCAAGACAACCCGTC
F TCCAGATGATCCTGTGAAACC
1 NED CIROP14 (AG), 283-305 11 12.8 7.7 KR827558 8.3
R AAGACGAATTTATCTTGGGAGTG
F CCGAGTTTGCCAAAGTTTTC
1 6-FAM CIROP18 (TC)s 263-295 14 5.1 6.1 KR827559 6.5
R TAAACGAGATTCCGCGAGTT
F TTCATTTGCTGAGGAATTACAAGA
1 6-FAM CIROP23 (CT)y 75-153 17 7.4 1.8 KR827560 2.1
R CGTAAATAAGCAAGCTCTTAGACTGA
F ACCCATCAAACCAACTCTGC
1 VIC CIROP11 (CA)4 183-291 36 32.7 28.6 KR827561 -
R AAAACAACCGCTTGAAGAGC
F TTCATCATCGGGAAGAGGTC
1 VIC CIROP30 (AC)y 96-178 23 33.7 23.6 KR827562 -
R CTTTATATTTGTCGTTTATTCGAAAG
F TACTCCGTTGTATCACTACCCG
1 PET CIROP25 (TC)o 124-188 13 20.2 4.5 KR827563 4.5
R ATACAAGACTACCCGACGCC
F ACTTCACAGTGACTTCAATAAGCAA
2 NED CIROP10 (AG)» 149-273 29 27.2 17.0 KR827564 14.2
R CCCGCAGTACTAATTGTGAATTT
F AATGCAGATTCGCCATTTTC
2 6-FAM CIROP21 (AG)g 170-200 10 21.4 3.5 KR827565 0.4
R TCGGTTCCCTAGCCATGTAG
F TTTTCTTGAGTTGGCACCCT
2 VIC CIROP32 (AG), 94-198 24 14.3 7.2 KR827566 4.2
R AATTTGCATCTTTCAAGCAATTA
F ACCACATTGTCTGTTCAATGTACC
2 PET CIROP24 R (TC)o 130-176 19 25.1 6.9 KR827567 4

CCTAAACTTCAATTTTCAACAAGATG
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Amplification reaction was performed in a total volume of 15 pL, containing approximatively
1 uL of DNA at 5 ng/uL, 0.1 pL of each primer at 20 pmol/uL and 7.5 pL of Master Mix
Type-it 2X Qiagen©. PCR amplifications were performed under the following conditions: an
initial denaturation step for 5 min at 95 °C, followed by 35 cycles at 95 °C for 30 s, at 55 °C
for 20 s and at 72 °C for 45 s, and a final elongation step at 72 °C for 10 min. One control
consisting in the DNA of one chosen bug was included in all the different PCR-plates.

One microliter of PCR products (1:20 dilution) with 10.9 pL formamide and 0.1 pL of the
dye-labeled size standard (GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard) were analyzed by capillary
electrophoresis (ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). Microsatellite alleles were scored and checked manually with GENEMAPPER v4
software (Applied Biosystems).

Microsatellite/Genetic analyses

Between nine and 91 individuals were genotyped per site. Only individuals with less than
40% of missing data were used for the analysis. Microsatellite diversity within populations
was estimated by the mean number of alleles (N,), allele richness, observed (Hyps) and
expected heterozygosity (Heyp), and unbiased expected heterozygosity (Hy,) (Net, 1987) using
GENETIX 4.05.2 (Belkhir et al., 1996). The multilocus fixation index (Fj) was estimated
according to (Weir and Cockerham, 1984). The frequency of null alleles per population was
calculated using GENEPOP 4.3 (Rousset, 2008) and per locus was calculated by FREENA
1.0 (Chapuis and Estoup, 2007) according to Dempster et al. (1977). Deviations from Hardy—
Weinberg equilibrium (HWE) and genotypic linkage disequilibrium were tested using the
two-tailed Fisher’s exact test and the composite linkage disequilibrium test implemented in
GENEPOP 4.3 (Rousset, 2008). The significance of tests was assessed with Markov-chain
randomization based on 1,000 dememorizations, 100 batches, and 5,000 iterations per batch.
Inter-population genetic structure was investigated by calculating pairwise Fsr values (Weir
and Cockerham, 1984) with significance level tested by 1,000 permutations of multilocus
individual genotypes as implemented by ARLEQUIN 3.5.1.3 (Excoffier et al., 2007). The
proportion of genetic variance that can be attributed to between-population and within-
population comparisons using analysis of molecular variance (AMOVA) was calculated in
ARLEQUIN 3.5.1.3 (Excoffier et al., 2007). The significance of the variance components

was tested with 10,000 permutations. The factors tested were host plant, east/west coast (see
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separation lines in Figure IV-1), sampling period and mango production area vs. area with no
mango production.

The population structure of the dataset was analyzed using a Bayesian approach implemented
in the software STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). The program was run 10 times for
each K value using the admixture model with a burn-in period of 100,000 iterations and then
1,000,000 iterations of a Markov chain Monte Carlo with K equals 1-20. The ad hoc statistic
AK, based on the rate of change in the log probability between successive K values, was used
to detect the optimum number of clusters (K)(Evanno et al., 2005) using STRUCTURE
HARVESTER (Earl and vonHoldt, 2012). Posterior estimates of cluster memberships were
summarized using CLUMPP 1.1.2 (Jakobsson and Rosenberg, 2007) and visualized in
DISTRUCT 1.1 (Rosenberg, 2004).

Principal component analysis (PCA) based on Euclidean distances among multilocus
genotypes was implemented to summarize the genetic variability of the microsatellite data set
using the R packages adegenet 1.3-4 and ade4 (Chessel et al., 2004; Jombart, 2008). PCA
was used to ordinate specimens as a function of their assignment to a cluster by
STRUCTURE. An alternative clustering analysis with a discriminant analysis of principal
component analysis (DAPC) was used to check the structure of the dataset using the R
package adegenet 1.4. The DAPC analysis, which is not based on a particular population
genetics model, supports deviations from HWE, null alleles, and linkage disequilibrium
(Jombart et al., 2010). The best supported number of clusters using the Bayesian information
criterion (BIC) for the values of K was selected using the find.clusters function. The optimum
a-score was also used to determine the optimum number of principal components to maximize

the power of discrimination while minimizing the risk of overfitting.

Results

Host plant status and phenology

Mirid larvae were found on each plant sampled at each site (from sea-level (8§ m) up to 541 m,
Table 1). All the larvae were O. palus. All the individuals were collected on flowers, none
were found on foliage. The six chosen host plants flower at different periods but allow O.

palus access to flowers throughout the year (Figure [V-2).
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Table IV-6. Genetic variability of Orthops palus populations per site

Site, code according to Table 1; N, number of individuals analyzed per population; N,, mean number of alleles per site;
Hobs, observed heterozygosity; Hexp, expected heterozygosity, Hu,, unbiased expected heterozygosity (Nei, 1987) Fis
(Weir and Cockerham, 1984) estimate of Wright’'s (1951) fixation index; All populations deviate from Hardy-Weinberg
equilibrium (experiment-wise P < 0.05 after false discovery rate correction), A, : Allelic richness per site, A,: mean null
allele frequency based on the study by Dempster et al. (1977). Standard deviations are in parentheses.

Site N Na Hops 8l Hup Fis A, A,

S1 28 8.38 0.440 0.713 0.726 0.394 5.69 0.155
S2 19 7.50 0.499 0.755 0.778 0.353 5.90 0.142
S3 26 9.00 0.489 0.735 0.751 0.366 5.95 0.141
S4 59 10.50 0.420 0.731 0.737 0.430 5.96 0.177
S5 45 9.63 0.440 0.724 0.733 0.400 5.92 0.168
S6 26 8.75 0.419 0.703 0.718 0.408 5.97 0.174
S7 28 9.38 0.422 0.763 0.777 0.464 6.29 0.195
S8 38 9.00 0.441 0.720 0.730 0.397 5.58 0.168
S9 27 8.50 0.387 0.746 0.761 0.483 5.85 0.203
S10 27 8.13 0.412 0.719 0.734 0.455 5.69 0.186
S11 28 9.13 0.417 0.740 0.754 0.444 6.03 0.188
S12 29 8.88 0.460 0.714 0.727 0.369 5.94 0.146
S13 53 10.88 0.410 0.749 0.757 0.461 6.16 0.199
S14 27 8.00 0.397 0.688 0.702 0.434 5.61 0.167
S15 43 9.00 0.419 0.707 0.716 0.422 5.58 0.167
S16 28 8.00 0.393 0.686 0.699 0.435 5.56 0.181
S17 26 8.38 0.518 0.728 0.743 0.303 5.67 0.123
S18 61 10.50 0.515 0.781 0.788 0.339 6.17 0.141
S19 57 10.13 0.382 0.722 0.730 0.502 6.02 0.205
S20 27 8.50 0.448 0.758 0.773 0.429 6.14 0.181
S21 26 8.38 0.465 0.755 0.771 0.399 5.97 0.171
S22 28 8.50 0.494 0.745 0.758 0.354 5.92 0.149
S23 46 9.75 0.453 0.736 0.745 0.387 5.94 0.167
S24 30 9.13 0.404 0.761 0.774 0.478 6.22 0.203
S25 9 5.38 0.420 0.685 0.728 0.430 5.25 0.162
S26 77 11.38 0.424 0.724 0.729 0411 5.85 0.173
S27 65 10.75 0.432 0.712 0.718 0.393 5.64 0.166
S28 27 8.38 0.472 0.748 0.763 0.371 5.74 0.153
S29 91 11.50 0.543 0.733 0.737 0.259 6.06 0.117
S30 29 8.75 0.482 0.714 0.727 0.337 5.98 0.141
S31 28 8.88 0.439 0.708 0.721 0.399 5.90 0.162
S32 33 9.50 0.374 0.750 0.763 0.500 6.12 0.208
S33 19 7.38 0.500 0.731 0.753 0.335 5.88 0.144
S34 29 8.88 0.488 0.733 0.746 0.344 5.92 0.143
Mean 9.02 0.445 0.730 0.743 0.402 5.88 0.167
Min 5.38 0.374 0.685 0.699 0.259 5.25 0.117
Max 11.50 0.543 0.781 0.788 0.502 6.29 0.208
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Abundance of O. palus adults per tree was variable among host plant (Figure IV-S1). Means
of sample per tree were ranged between 6.99 (mango) to 16.9 adults per tree (Dombeya spp)
but there was no significant difference between plants (£ = 0.3676, df = 5, p-value = 0.868).

Genetic diversity
Among the 11 microsatellite loci used, three loci (CIROP11, CIROP30, CIROP38) were

removed after the first analysis because of their high percentage of missing data (> 23%), and

high levels of null alleles (> 30%; Table IV-5).

In total, 1,239 individuals out of 1,396 were successfully genotyped with up to 40% of
missing data. Nine to 91 individuals were genotyped per site (Table IV-4). All loci were
polymorphic with a number of alleles per locus ranging from 10 (CIROP21) to 29 (CIROP10)
(Table IV-5). The analysis of eight loci in 34 populations revealed a mean number of alleles
(Na) of between 5.37 and 11.50 (average: 9.02 alleles per locus per population) and allelic
richness ranging from 5.25 to 6.29 (average: 5.88 alleles per locus per population) (Table IV-
6). Heyp ranged from 0.685 to 0.781. Multilocus values of Fis per site ranged from 0.259 (S29)
to 0.502 (S19). All Fis values were significant, with no populations under the HWE. Very
little significant linkage disequilibrium was observed after Bonferroni correction (59 of 952

combinations (6.20%)).

Mitochondrial DNA
A 633 bp sequence of the COI gene was obtained for the 66 tested individuals. Mitochondrial

COI sequences of O. palus showed low genetic diversity with only two haplotypes, with one
varied nucleotide in 633 bp (position 317, C and T; accession numbers from KT357405 -
KT357470; Table IV-4).

Population structure

No significant differentiation was observed between host plant groups (AMOVA, FSC=0.016,
Table IV-S1). The same absence of a clear pattern was obtained using a PCA graphical
representation (data not shown). A significant difference was observed between sites and
sampling dates (AMOVA, FSC=0.016*, Table IV-S1), but explained only 0.23% and 0.04%

of the overall molecular variance, respectively.
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Genetic differentiation between sites (pairwise Fsr) was low, ranging from -0.016 (S19 and

S24) to 0.091 (S16 and S5), with 371 out of 1,122 significant comparisons (Table IV-S2).

STRUCTURE analysis revealed a population structured in two clusters, with a AK that
reached its maximum (350) at value 2, using the method of Evanno et al. (2005) (Figure IV-
S2). The population of O. palus was split into two genetic clusters, with 44.15% (n=547) of
individuals assigned to cluster 1 (blue in Fig. IV-S4) and 55.85% (n=692) to cluster 2 (red in
Fig. IV-S4) (using a threshold of 50% of assignment). The majority of populations at 12 sites
were assigned to cluster 1, while 32 sites were assigned to cluster 2. Mixes of the two clusters
were observed at every site (Figure IV-1). Concerning DAPC analysis, the best K-means
(using BIC) separated the individuals into two clusters and to a lesser extent, into three
clusters (Figure IV-S3). The optimum a-score (0.5) was obtained for the optimum number of
two principal components for the DAPC. A random distribution of the two mitochondrial
haplotypes at all sites and in all genetic clusters was observed: haplotype 1 (base
317=Cytosine) (Cluster 1: 42.9% (n=15); cluster 2: 57.1% (n=20)) (test binomial, p-
value=0.09) and haplotype 2 (base 317=Thymine) (Cluster 1: 58.1% (n=18); cluster 2: 41.9%
(n=13)) (p-value = 0.10).

Discussion

The mango bug O. palus was found all year round on the inflorescences of a broader range of
hosts on Reunion Island than previously described. Furthermore, the populations studied were
found to display low mitochondrial diversity but high nuclear diversity structured in two

genetic clusters not linked to any of the biotic or abiotic factors tested.

O. palus was found throughout Reunion Island and from sea level up to 550 m asl. on
different plants and in very diverse habitats, all year round (austral summer and winter) in our
samples. Reunion Island represents a particular meteorological context dominated by a wide
range of microclimates which provides various micro-habitats. O. palus thus shows strong
adaptability to very different habitats (cultivated crops, wild endemic crops, climatic
conditions, altitudinal ranges). In this context, it will be very interesting to check its presence
in other Mascarenes Island with similar ecosystems, and in other neighboring regions such as

East Africa, close to Uganda where it was first described (Taylor, 1947). The presence of O.
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palus in this area might represent an as yet unevaluated risk for cultivated crops like mango

but also for jujube and maybe other crops (NAADS, 2013).

Before the present study, O. palus was only reported to breed on five plant species (Mangifera
indicae L., Anacardium occidentale, Caesalpinia sepiara, Entada abyssinica, Triumfetta sp.)
of five families in Uganda (Taylor, 1947) and, in Reunion Island, to be present on only two
species of two different families (mango (Insa et al., 2002) of Anacardiaceae and lychee
(Chambre d’Agriculture de La Réunion, 2002) of the Sapindaceae family). Our sampling
revealed the presence of O. palus on six plants species (avocado, mango, Brazilian pepper,
Dombeya spp, jujube, and lychee), of which one species is endemic (Dombeya spp) to
Reunion Island. These plants belong to five different families (Lauraceae, Anacardiaceae,
Malvaceae, Rhamnaceae, Sapindaceae). O. palus thus has a broader host range than
previously thought and attacks other cultivated species than those described previously, such
as jujube and avocado. This is the first description of O. palus on three new plant families
(Lauraceae, Malvaceae, Rhamnaceae). Furthermore, all the hosts tested appeared to be
equally suitable. The increased number of host families for this species is not surprising, since
it is a member of the Lygus genus, whose species are known to be generalist feeders. Species
of this genus use more than 300 wild host plants as foraging resources (Young, 1986).
Orthops palus, which is part of the Lygus-complex (Eyles, 1999; Henry and Lattin, 1987;
South, 1991) and which has long been called Lygus palus, has a wider host range than
originally described. Nevertheless, further investigations should be carried to look for other

host plants.

No genetic evidence for a host race of O. palus was found on Reunion Island. However, host
races of mirid species have already been described in other genera. Populations of
Creontiades dilutus (Stal), a mirid pest of cotton, in Australia showed clear host-associated
genetic differentiation between Cullen australasicum and alternative hosts in the same
geographic area (Hereward et al., 2013). This lack of host association by O. palus on Reunion

Island could be linked to its broad host range.

O.palus preference for flowering organs was confirmed by our sampling. Indeed, no
individuals of O. palus were found on the six host plants during their non-flowering period.
This physiological preference for flowers and buds is known in many species of mirid bugs

(commonly named “flower bugs”) that prefer to feed on these relatively energy-rich plant
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tissues (Wheeler, 2001). Another phenomenon directly linked to their preference for flower
organs, is that many mirid bugs usually track a succession of flowering plant species (Pan et
al., 2013; Wheeler, 2001), with colonization beginning at the formation of floral buds or
flowers (Fleischer and Gaylor, 1987), and maximum abundance attained in the blooming
period (Womack and Schuster, 1987). Several mirid bugs (e.g. Lygus lineolaris) are known to
frequently change host plant and habitat to locate suitable food sources (Esquivel and
Mowery, 2007; Snodgrass et al., 1984; Womack and Schuster, 1987). Host switching could be
an adaptation to restricted food sources, and result in improved fitness or subsequent
population build-up (Panizzi, 1997; Rossi et al., 1996).The independent genetic structure of
the host plants suggests that O. palus may behave in this way and move from one resource to
another all year round. The high capacity of O. palus to shift between different host plants, its
wide host range, and the continuing existence of flowering resources throughout the year in
tropical regions (Fig. IV-2), suggest that populations of O. palus are probably active
throughout the year. Personal observations of population dynamics during the year confirm
that others plants are used by O. palus from November to June (author’s personal
observations). This population dynamics suggests two hypotheses (i) no obligatory diapause
of O. palus in Reunion Island (ii) if there is a diapause, only part of O. palus populations enter
facultative diapause. Diapause is known in bugs of the Lygus complex and within the Orthops
genus in temperate areas (Wheeler, 2001) and is even obligatory physiological behavior in
some bugs (Saulich and Musolin, 1996). However, the incidence of diapause in the tropics is
not the same as in the temperate zone. This is mainly because seasonal cycles at low latitudes
do not always produce such clear-cut changes in environmental conditions that entirely
prevent continuous development (Bale and Hayward, 2010). However, there are several
examples of prolonged periods of diapause (Denlinger, 1986) in tropical insects, which
enables, for example, the African grasshopper Zonocercus variegatus (L.) to survive in the
dry season (Page, 1980), or the anthophorid bee Epicharis zonata (F. Smith) to reduce its
activities during the rainy season (Roubik and Michener, 1980). Diapause is also more
difficult to detect in species in tropical regions than in temperate regions (Tauber and Tauber,
1981) and diapause in Miridae in tropical areas is poorly studied. However, an interesting
study was conducted on another important mango pest on Reunion Island, the blossom gall
midge, Procontarinia mangiferae (Felt) (Amouroux et al., 2014) and revealed that diapause
was facultative (most commonly in insects (Bale and Hayward, 2010)) and the authors found
no genetic link to it. Diapause could be very useful to improve survival rate during

unpredictable catastrophic events such as hurricanes, which are common in this part of the
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Indian Ocean (Soula and Menu, 2005). Further experiments should be conducted on the

population of O. palus to check for the existence of facultative diapause.

O. palus populations in Reunion Island display significant nuclear diversity (average expected
heterozygosity: 0.730) and are structured in two clusters (congruence between the Bayesian
structure analysis and DAPC) in sympatry and independent of any of the biotic (host plant,
mango growing area versus other) or abiotic factors (season, sites, climatic zones, etc.)
analyzed in this study. However, several insect models from Reunion Island showed
population genetic structure (Amouroux et al., 2013; Jacquard et al., 2013) including the fruit
fly Bactrocera cucurbitae, whose structure was found to be strongly dependent on abiotic
factors (Jacquard et al., 2013). In the present study, genetic cluster 2 appeared to be the most
abundant, it comprised 54.1% of all individuals (threshold taken at more than 70%) and was
dominant in 21 out of 34 sites. This cluster has a narrower host range than the other genetic
cluster, as it is present in all plant species except Dombeya sp. Cluster 1 contained 41.2% of
the individuals. A low percentage of hybrids (4.7%, using the 70% threshold) was found. Two
mitochondrial haplotypes with only one different nucleotide were found and their distribution
was not found to be related to host plant and site. Furthermore, after analysis of 66 individuals
in each cluster, no correlation was found between this polymorphism and microsatellite-based
genetic clusters. The genetic structure of O. palus with few hybrids within sympatric
populations in Reunion Island could be the result of two phenomena (i) the recent
introduction of populations, (ii) partially incompatible crosses between populations, such as
cytoplasmic incompatibility induced by endosymbiont bacteria. Many heteropteran families,
for example, the Miridae family, are known to be host to many specific facultative bacterial
endosymbionts (such as Wolbachia sp. and Rickettsia sp.) belonging to y- and pB-
proteobacteria or actinobacteria (Caspi-Fluger et al., 2014; Kikuchi and Fukatsu, 2003;
Machtelinckx et al., 2012). These intracellular bacterial endosymbionts are very varied in
arthropods and could influence their hosts (Zchori-Fein and Bourtzis, 2011) by creating
cytoplasmic incompatibility, which is a barrier to hybridization (Gotoh et al., 2006;
Machtelinckx et al., 2009; White et al., 2009). In this context, it would be interesting to study
the presence of endosymbiont bacteria and their influence on the population genetic structure

of O. palus.

Despite the large number of alleles found per marker (from 11 to 36), per site or per

population, high levels of null alleles (> 10%) were found for six of our eight microsatellite
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markers. Null alleles often result from polymorphism in one or both of the forward and
backward primers and prevent allele amplification (Callen et al., 1993; Chapuis and Estoup,
2007; Dakin and Avise, 2004; Paetkau and Strobeck, 1995; Pompanon et al., 2005). Null
alleles are common in insects (Liu et al., 2006) and high levels have already been observed in
several mirid species (Babin et al., 2012; Kobayashi et al., 2011; Liu et al., 2006). This high
null allele rate could be the result of mutation in the flanking region of the microsatellite, or
be linked to our sampling method, i.e. by collecting too many consanguine individuals
because of the gregarious behavior of the insect. However, great care was taken in sampling,
and, except in some rare cases, a minimum of four trees of each species was sampled in each

site with an average of 11 trees per site.

Conclusion

O. palus has a broader host range than expected and could be a threat to cultivated crops
including mango, avocado, lychee and jujube, and some symptoms such as drying out of
inflorescences in those species could be linked to infestation by this pest. Our results also
show that O. palus is able to survive all year around on different hosts and could thus have a

higher economic impact than originally suspected.

Pest management strategies will need to be adapted to the vast range of possible hosts and to
successive generations of O. palus appearing over the course of the year. Sustainable
management would benefit from the use of agroecological approaches (Deguine et al., 2009),
such as planting flowering trap crops along the borders of mango orchards, these bands would

then be the target of O. palus management.
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Table IV-S1. Analyses of molecular variance (AMOVA) of the 34 populations of Orthops palus sampled in
Reunion Island

Different analyses were performed with ARLEQUIN 3.5.1.3 (Excoffier et al., 2007). Several AMOVA were run for
population comparison between sites, between host plants, east/west coast (separation lines in red in Fig. 1), sampling
period and mango production area vs. area with no mango production (separation lines in blue in Fig. 1).

Percentage of the total genetic variance due to each level and the probability test after 10,000 permutations. Degrees of
freedom (df), sums of square deviations (SSD).

The number of levels per factor is in parentheses.

The asterisks indicate the significance of the fixation index.

Percentage Variance

Groups df SSD e Fixation indices
of variation component
Host plant (6) Among groups 5 34.741 0.10 0.00272 FCT: 0.00101
Among sites within host plant species 44 251.194 1.61 0.0433 FSC: 0.01614*
Among individuals within sites 1189 4274.599 35.50 0.95394 FIS:  0.36118*
Within individuals 1239 2090.5 62.79 1.68725 FIT: 0.37213*
East/west region (2) Among groups 8.967 0.03634 0.0011 FCT: 0.00036
Among populations within groups 229.229  1.39017 0.04212 FSC: 0.01391*
Among individuals within populations 4726.77  39.49394 1.19669 FIS:  0.40065*
Within individuals 2090.5 59.07955 1.79015 FIT:  0.4092*
Sampling date (2) Among groups 13.067 0.22745 0.0069 FCT: 0.00227*
Among populations within groups 311.016  1.57112 0.04765 FSC: 0.01575*
Among individuals within populations 4640.884 39.18152 1.18842 FIS:  0.39899*
Within individuals 2090.5 59.01991 1.79015 FIT:  0.4098*
Mango production A . «
area (2) mong groups 0.49126 0.01492 FCT: 0.00491
Among populations within groups 1.14881 0.03489 FSC: 0.01154*
Among individuals within populations 39.40837 1.19669 FIS:  0.40065*
Within individuals 58.95155 1.79015 FIT: 0.41048*
Cultivated/Wild (2)  Among groups 0.04799 0.00145 FCT: 0.00048
Among populations within groups 1.65022 0.05 FSC: 0.01651*
Among individuals within populations 39.22156 1.18842 FIS:  0.39899*
Within individuals 59.08023 1.79015 FIT:  0.4092*
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Table IV-S2. Pairwise Fsr values per site for Orthops palus

Pairwise comparison for genetic differentiation between sites based on Fgr for Orthops palus.

* P<0.05 - Probabilities (with Bonferroni correction)
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Figure IV-S1. Mean abundance of Orthops palus adults by tree for 6 host plants

HH

O Mango

O Lychee

O Avocado

O Brazilian pepper
W Jujube

W Dombevya spp.

Standard error is represented for each plant; Abundance of O. palus adults per tree per plant was compared using an
analysis of variance (ANOVA) with a linear model (Im); Two different letters mean a significant difference in the LM test
evaluated at 0.05 significance
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Figure IV-S2. Average likelihood of runs in structure and optimum number of clusters (delta K) according to
Evanno et al. (2005)
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Figure IV-S3. Discriminant Analysis of Principal Components (DAPC) among individual genotypes of Orthops

palus in Reunion Island

Topology of Orthops palus from different localities in Reunion Island obtained by principal component analysis (PCA)

using microsatellite markers.

a. 2 populations ; b. 3 populations; c. 4 populations .

The optimum a-score (0.5) was obtained for the optimum number of two princi';li?lkgogxponents for the DAPC.
o

i "
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Figure IV-S4. Admixture proportions and Principal Component Analysis among genotypic clusters

Top: STRUCTURE admixture proportions of 1,366 specimens of Orthops palus assigned to two to four genotypic clusters
(K = 2-4). Population names according to Table 1. Bottom: Principal component analyses (PCA) among individual
genotypes. Confidence interval (by default at 68%) is indicated by the ellipses and inertia is shown on each axis.
Genotypes assigned to different genotypic clusters (K = 2-4) are labelled.
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Abstract

A better understanding of the introduction and distribution patterns of pests is indispensable
for regional pest management strategies. A recent study revealed the presence on Reunion
Island of two genetically different populations of the most important mango pest, Orthops
palus, which originated from East Africa. But no abiotic and biotic factors were found to
explain these structured populations. No investigations have been conducted on other islands
in the south-west Indian Ocean to look for this pest, but its presence was strongly suspected.
The aim of the present study was to investigate the presence of O. palus in the area and to
characterize their genetic diversity (nuclear and mitochondrial) to better understand
population flows. Extensive sampling was conducted on host plants of O. palus in Mauritius
(14 sites) together with less extensive sampling in Mayotte and Grande Comore.
Microsatellites markers previously developed for O. palus and partial mtCOI sequences were
used to assess genetic diversity. The presence of O. palus was confirmed on all islands where
sampling was conducted (Mauritius, Mayotte and Grande Comore). Genetic diversity analysis
of nuclear DNA confirmed the existence of two genetic clusters of Reunion Island and
revealed the presence of a different cluster in Mauritius. Nuclear DNA analysis also revealed
the exchange of individuals between Mauritius and Reunion Island. Analysis of mitochondrial
DNA diversity showed that seven haplotypes are present in the area, of which three are shared
between islands, and four are private. Taken together, these results show that exchanges have
occurred and continue to occur between islands, but do not explain the structured populations

found. The stepping stone colonization hypothesis is then discussed.
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Keywords: population genetic study, mtCOI, SSR markers, archipelagos, ecology.

Introduction

The geographic structure of populations is a fundamental component of ecology and evolution
that combines demographic and genetic processes, including gene flow and migration, genetic
drift, selection, and population extinction. Recent advances in molecular biology and theory
have revolutionized the field and have not only extended the availability of data but also
facilitated the accessibility and interpretation of existing data. These new techniques allow
analysis of genetic similarity among populations to be combined with phylogeography and the
distribution of genotypes within and among populations relative to the history of those

genotypes (Roderick, 1996).

Miridae (Hemiptera: Heteroptera) are one of the most species-rich families of insects, and
approximately 11,000 species have been described to date (Cassis and Schuh, 2012). The
majority of plant bugs are phytophagous, and many are pests of economically important crops
including alfalfa, apple, cocoa, cotton, sorghum, and tea (Wheeler, 2001). However, almost
no studies have been conducted on the plant bug Orthops palus, even though it is a pest on
mango in south-eastern African region (first described in Uganda in 1947 (Taylor, 1947)),
provoking yield damages. Losses are the result of damage caused by both the larvae and
adults of O. palus which prick mango inflorescences and suck their cell content of (Atiama et
al., in press; Insa et al., 2002). The inflorescences desiccate and small flowers and ovaries fall
off. Attacks are often rapid and lack of constant monitoring of population levels during
flowering can be catastrophic.

Mango is the fifth most important fruit crop in the world (FAOSTAT, 2015) and its
cultivation is threatened by this bug on Reunion Island, a French island situated in the south-
western Indian Ocean where mango is the fourth most important fruit produced. O. palus is
one of the most important mango pests on the island and was first reported in 1974 (Etienne
and Roura, 1974). Losses can reach 100% in mango orchards (Insa et al., 2002; Normand et

al., 2011).

The geographic distribution of the species is poorly understood and very few studies had been

conducted on the bug on the different islands of the area, either on their presence, and or on
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Figure IV-3. Map of sampling location of Orthops palus in islands in the south-western Indian Ocean and haplotype distribution
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their genetic diversity. Polymorphic microsatellite markers were developed in recent studies
(Atiama et al., in press) and a study of the genetic diversity of populations was conducted
(Atiama et al., submitted-a) in addition to bioecological studies, both on Reunion island
(Atiama and Deguine, submitted). The aim of the present study was to evaluate the presence
of O. palus in other islands in the of south-western Indian Ocean islands (Mauritius, Mayotte
and Grande Comore) and to characterize its nuclear and mitochondrial diversity in the islands

where O. palus was found to be present.

Material and Methods

Sample sites

Sampling was conducted on and adults of O. palus were collected in Mauritius, Mayotte and
Grande Comore. More important sampling campaigns were conducted in Mauritius (1865
km?) and samples already described in a recent study by our team (Atiama et al., submitted-a)

were used to infer population interactions between the islands in the area.

Sample collection

Sampling on Reunion Island is described in detail in (Atiama et al., submitted-a) and
summarized in supplementary data (Table IV-S3). Adults of O. palus were collected at 14
locations (n= 544 specimens) in Mauritius (Figure 1V-3; Table 1V-7). Bugs on flowers or
foliage were sampled with D-Vac sampling device (a modified foliage vacuum device SH 56;
Stihl, Dieburg, Germany). In each site and for each plant species, four 40-second aspirations
were made on several panicles of flowers and foliage on each of the between one and 34 trees
sampled at each site. Samples were stored according to the organ of the tree on which they
were collected. Three host-plants (Atiama and Deguine, submitted), with different status were
sampled: Mangifera indica L. (mango) (exotic and cultivated), Litchi chinensis (Sonnerat,
1782) (lychee) (exotic and cultivated), Persea Americana L. (avocado) (exotic and
cultivated). Sampling campaigns were conducted in September 2013. This insect is mainly
known for its presence on flowers, but sampling was also conducted on foliage to be sure not

to miss any individuals.
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Table IV-7. Information on Orthops palus host plants and sites in Mauritius, Mayotte (Coconi and Malamani) and Grande Comore (Mjdoyesi)
Altitude in meters; * indicated sample from agricultural sites; all samples in Mauritius were collected in September 2013.

. . . Number of = Number of Mean number Number of = Number of Number of  Number of .
Location Site Altitude trees samples of adult O. samples samples females males Host plant Accesion nhumber
sampled collected  palus pertree genotyped analysed
Roche Brune MAUO01 161 19 28 1.47 24 22 8 14 mango  KU374905-KU374900
Medine MAUO02 96 31 51 1.65 30 26 14 12 mango*  KU374901-KU374923-KU374904
Pierrefonds Maurice MAUO03 261 9 97 10.78 30 28 13 15 lychee  KU374903-KU374909-KU374906
) 34 145 4.26 30 29 14 15 mango®  KU374907-KU374915-KU374924-KU374902-KU374920
Labourdonnais MAUO04 82
5 16 3.20 16 12 7 5 awcado* KU374918-KU374910
8 5 0.63 5 4 1 3 mango -
Arsenal MAUOS 70 4 21 5.25 20 13 8 5 lychee  KU374922-KU374917
Mahebourg MAUO06 21 7 87 12.43 30 29 15 14 mango  KU374913-KU374911-KU374919-KU374921-KU374914
7 17 2.43 17 15 4 11 mango  KU374916-KU374930
Rose Belle MAU07 263 7 29 4.14 29 14 7 7 lychee  KU374928
4 113 28.25 30 14 7 awcado  KU374932
Mare d'Albert MAUO08 173 5 94 18.80 30 27 13 14 lychee  KU374927-KU374931-KU374929
Plaisance MAU09 115 11 194 17.64 30 18 9 9 mango®  KU374926-KU374934-KU374936
Flacq Boulet Rouge MAU10 63 6 36 6.00 30 21 9 12 mango  KU374938-KU374912-KU374935
1 3 3.00 3 1 1 0 lychee -
. 5 47 9.40 28 26 10 16 mango  KU374933-KU374937-KU374925-KU374944
Flacq Ecroignard MAU11 57
4 41 10.25 29 28 14 14 lychee  KU374948-KU374947-KU374943-KU374941
3 7 2.33 7 6 4 2 mango -
Le Queen MAU12 136 1 12 12.00 12 11 7 4 lychee  KU374940
2 81 40.50 30 25 14 11 awcado  KU374946-KU374942
4 4 1.00 4 4 3 1 mango  KU974945
Closel Phoenix MAU13 381 3 46 15.33 30 28 15 13 lychee  KU374951-KU374954-KU374958-KU374953-KU374939
4 33 8.25 29 27 14 13 awcado  KU374950-KU374960-KU374956-KU374952-KU374955
3 9 3.00 9 9 5 4 mango  KU374959
Quatres bornes MAU14 335 2 4 2.00 4 4 1 3 lychee -
1 8 8.00 8 8 5 3 awcado  KU374949
Total 544 449 222 227
Coconi MAYO01 mango  KU374964-KU374965-KU374966
Malamani MAY02 mango  KU374967-KU374968
Mjdoyesi COMO01 mango  KU374961-KU374962-KU374963
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Adults were identified based on morphological characters according to Taylor (1947) and
Atiama et al. (in press). Next, O. palus adults were sorted by sex, counted, and stored at -20
°C in 96 % ethanol. Molecular techniques (amplification and sequencing of mitochondrial
DNA (mtDNA) were also used to confirm the identification, by sequencing part of the
Cytochrome oxidase subunit I (COI)) (barcoding region) on 13% of individuals on the three

species of host plants sampled (see below).

To detect the presence of O. palus in other islands of the south-western Indian Ocean and to
access mtDNA diversity, sampling was also conducted in Mayotte, Comoros Island (Grande
Comores) using the same sampling technique. The insects were sampled on mango, lychee

and avocado but in fewer sites (maximum 6 sites) (Table IV-7).

DNA extraction

DNA was extracted according to the method described in (Atiama et al., submitted-a).

Mitochondrial DNA sequencing and analysis

The COI fragment of 59 individuals from populations in Mauritius, five individuals from
Mayotte, and three individuals from Comoros were sequenced sing the primers LepF2 t1-3’
and LepR1 which amplified a 658-bp fragment of the mitochondrial COI gene (Park et al.,
2011).

PCR amplification was performed as described in (Atiama et al., submitted-a). The mtDNA
fragments were sent to Macrogen © for bi-directional sequencing on an ABI3730XL and then

aligned, edited, and trimmed using MEGA 6 (Tamura et al., 2013).
These mtDNA sequences were blasted on GenBank to check for previously sequenced

species. A phylogenetic tree was constructed with FastTree 2.1.7 software using a generalized

time-reversible model (Price et al., 2009).

PCR Amplification and microsatellite genotyping

Each individual was genotyped at eight polymorphic microsatellite loci (CIROP14, CIROP18,
CIROP23, CIROP25, CIROP10, CIROP21, CIROP32, CIROP24) split into two multiplex
PCR reactions (Atiama et al. in press) (Table IV-S4). These microsatellite loci gave the best
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result (small percentage of missing data and null alleles) in an analysis of populations in

Reunion Island (Atiama et al., submitted-a) .

Amplification reaction was performed in a total volume of 15 pL, containing approximately 1
pL of DNA at 5 ng/uL, 0.1 pL of each primer at 20 pmol/uL and 7.5 pL of Master Mix Type-
it 2X Qiagen©. PCR amplifications were executed with an initial denaturation step (5 min at
95 °C), followed by 35 cycles of 30 s at 95 °C, 20 s at 55 °C and 45 s at 72 °C, and a final
elongation step of 10 min at 72 °C. One control consisting in the DNA of one chosen bug was

included in all the different PCR-plates.

One microliter of PCR products (1:20 dilution) with 10.9 pL formamide and 0.1 pL of the
dye-labelled size standard (GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard) were analyzed by capillary
electrophoresis (ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA).

Microsatellite alleles were scored and checked manually with GENEMAPPER v4 software
(Applied Biosystems).

Microsatellite/Genetic analyses

Between 21 and 86 individuals were genotyped per site. Only individuals with less than 40%
of missing data were included in the analysis. GENETIX 4.05.2 (Belkhir et al., 1996) was
used to estimate microsatellite diversity within populations in terms of mean numbers of
alleles (N,), alleles richness, observed (Hqps) and expected heterozygosity (Hexp) and unbiased
expected heterozygosity (Hn,) (Nei, 1987). Multilocus fixation indexes (Fis) were estimated
according to (Weir and Cockerham, 1984). The frequency of null alleles per population was
calculated with GENEPOP 4.3 (Rousset, 2008) and per locus with FREENA 1.0 (Chapuis and
Estoup, 2007) according to Dempster et al. (1977). Genotypic linkage disequilibrium and
deviations from Hardy—Weinberg equilibrium (HWE) were evaluated using the two-tailed
Fisher’s exact test and the composite linkage disequilibrium test implemented in GENEPOP
4.3 (Rousset, 2008). The significance of tests was assessed with Markov-chain
randomizations based on 1,000 dememorizations, 100 batches, and 5,000 iterations per batch.
Inter-population genetic structure was investigated by calculating pairwise Fsr values (Weir

and Cockerham, 1984) with significance level tested by 1,000 permutations of multilocus
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individual genotypes as implemented by ARLEQUIN 3.5.1.3 (Excoffier et al., 2007). This
software was also used to perform an analysis of molecular variance (AMOVA) to calculate
the proportion of genetic variance that can be attributed to between-population and within-
population comparisons (Excoffier et al., 2007). The significance of the variance components
was tested with 10,000 permutations. Two factors were tested: host plant and cultivated/ wild

plants.

The population structure of the dataset was assessed using a Bayesian approach with the
software STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). The program was run 10 times for each
K value using the admixture model with a burn-in period of 100,000 iterations and then
1,000,000 iterations of a Markov chain Monte Carlo from K equals 1-20. The ad hoc statistic
AK, based on the rate of change in the log probability between successive K values, was used
to detect the optimum number of clusters (K) (Evanno et al., 2005) using STRUCTURE
HARVESTER (Earl and vonHoldt, 2012). Principal component analysis (PCA) based on
Euclidean distances among multilocus genotypes was implemented to summarize the genetic
variability of the microsatellite data set using the R packages adegenet 1.3-4 and ade4
(Chessel et al., 2004; Jombart, 2008). PCA was used to ordinate specimens as a function of
their STRUCTURE cluster assignment. Posterior estimates of cluster memberships were
summarized using CLUMPP 1.1.2 (Jakobsson and Rosenberg, 2007) and visualized through
DISTRUCT 1.1 (Rosenberg, 2004).

An alternative clustering analysis with a discriminant analysis of principal component
analysis (DAPC) was used to check the structure of the dataset using the R package adegenet
1.4. The DAPC analysis, which is not based on any population genetics model, supports
deviations from HWE, null alleles, and linkage disequilibrium (Jombart et al., 2010). The best
supported number of clusters using the Bayesian information criterion (BIC) for the values of
K was selected using the find.clusters function. The a-score optimum was also used to
determine the optimal number of principal components to maximize power of discrimination

while also minimizing the risk of over-fitting.
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Table IV-8. Genetic variability of Orthops palus populations per site in Mauritius

Site, for codes see Table 1; N, number of individuals analyzed per population; N., mean number of alleles per site; Hobs, 0bserved heterozygosity; Hex, expected
heterozygosity, Hnb, unbiased expected heterozygosity (Nei, 1987) Fis, (Weir and Cockerham, 1984) estimate of Wright's (1951) fixation index; All population deviate
from Hardy-Weinberg equilibrium (experiment-wise P < 0.05 after correction for false discovery rate), A; : Allelic richness per site ; An: mean null allele frequency
based on the study described by Dempster et al. (1977).

Site N Na Hobs Hexp Hup Fis Ar Ay
MAUO1 22 6.75 0.368 0.598 0.613 0.461 5.08 0.142
MAUO02 26 7.25 0.392 0.606 0.619 0.447 5.00 0.139
MAUO03 28 8.00 0.312 0.608 0.620 0.577 5.22 0.195
MAU04 41 9.13 0.360 0.628 0.636 0.479 5.36 0.168
MAUO5 17 7.25 0.377 0.583 0.602 0.368 5.29 0.118
MAUO6 29 8.13 0.344 0.628 0.639 0.514 5.24 0.174
MAUO07 43 8.75 0.364 0.626 0.635 0.450 5.28 0.163
MAUO08 27 8.13 0.364 0.606 0.619 0.407 5.28 0.147
MAU09 18 5.63 0.321 0.505 0.523 0.468 4.45 0.143
MAU10 22 6.50 0.357 0.577 0.592 0.451 4.82 0.152
MAU11 54 9.38 0.390 0.625 0.631 0.434 5.19 0.147
MAU12 42 8.63 0.338 0.599 0.607 0.501 5.03 0.174
MAU13 59 10.13 0.344 0.623 0.629 0.495 5.24 0.173
MAU14 21 7.38 0.346 0.630 0.646 0.519 5.42 0.186

Mean 7.93 0.355 0.603 0.615 0.469 5.14 0.159

Min 5.63 0.312 0.505 0.523 0.368 4.45 0.118

Max 10.13 0.392 0.630 0.646 0.577 5.42 0.195
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Results

Presence on islands in the south-western Indian Ocean and host plant

association

Orthops palus was found in Mauritius, Mayotte, and in Grande Comore (Figure IV-3).
Abundances of adults O. palus per tree and per site were ranged from 1.47 to 18.80 (Table
IV-7). The highest abundance was recorded (17.64 adults per tree) in a site named “Plaisance”
which corresponds to a mango orchard located right in front of Mauritius airport. Mean
abundances per host plant and per tree ranged from 5.19 (mango) to 17.64 adults per tree
(avocado). Abundances of O. palus adults did not differ significantly among the three host
plants sampled (0=0.01; F'=3.9135, df = 2, p-value = 0.03445).

Nuclear DNA

Genetic diversity

A total of 449 individuals out of 544 were successfully genotyped with a maximum of 40% of
missing data in the Mauritius dataset. Between 21 and 76 individuals were genotyped per site

(Table TV-7).

All loci were polymorphic and the number of alleles per locus ranged from five (CIROP21) to
24 (CIROP10) (Table IV-8). The mean number of alleles (N,) was between 6.50 and 10.13
(average: 7.93 alleles per locus per population) and allelic richness ranged from 4.45 to 5.42
(average: 5.14 alleles per locus per population) (Table IV-8). The Hey, ranged from 0.505 to
0.630. Multilocus values of Fig per site ranged from 0.368 (MAUO5) to 0.577 (MAUO03). All
Fis values were significant and no populations were under the HWE. Very little significant
linkage disequilibrium was observed after Bonferroni correction (59 of 952 combinations
(6.20%)). Mean allelic richness in Mauritius (5.14) was lower than in Reunion Island (5.884).
The mean number of alleles per site showed the same tendency (Mauritius Na=7.93; Reunion
Island Na=9.02). The number of null alleles per site ranged from 0.118 to 0.195, with an

average value of 0.159. The number of null alleles per locus ranged from 5.8 to 25.5.

Population structure in Mauritius and Reunion Island
The STRUCTURE analysis showed that considered alone, populations in Mauritius were not
structured (Figure IV-S5), using the method of Evanno et al. (2005).
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Figure IV-4. Admixture proportions and PCA among genotypic clusters

Top: STRUCTURE admixture proportions of 1,688 specimens of Orthops palus assigned to two to four genotypic
clusters (K = 2-4). For population names see Table 1. Bottom: Principal component analyses (PCA) of Euclidean
distances among individual genotypes. Inertia is indicated on each axis. Genotypes assigned to different genotypic

clusters (K = 2-4) are labelled. b )
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However, a global analysis of the populations in Reunion and Mauritius Islands revealed a
structure with three separate genetic clusters: two structured populations in Reunion Island
(cluster 1 in blue, cluster 2 in red) and one population in Mauritius (cluster 3 in yellow). With
a posterior probability (PP) threshold of 50%, in Reunion Island samples, 134 individuals out
of 1,239 (10.82%) were assigned to the cluster 3 which is from Mauritius (including 58
individuals with a PP > 80%). Furthermore, with a threshold of 50%, in Mauritius, 54
individuals out of the 449 (12.25%) were assigned to cluster 1 (38) and to cluster 2 (17), the
two clusters in Reunion Island. Twenty two of these individuals were assigned with a PP >

80% (Figure 1V-4).

Individuals with intermediate assignments between the two Reunion Island clusters and the
Mauritius cluster (PP ranged from 30 to 70%) were present on Reunion island (116
individuals out of 1,239; 9.36%) and in Mauritius (41 individuals out of the 449; 9.13%)
(Figure 1V-4).

Results of AMOVA showed that populations in Mauritius were not structured according to
their host plant or according to cultivated or wild plants (data not shown). The AMOVA
between populations of Mauritius and Reunion Island showed significant differences between
populations on the two islands (FCT=0.05211, 5.21% of variation), but the highest percentage
of variation was found between individuals within sites between islands (FST=0.07328, 92.67

% of variation) (Table IV-S5).

The matrix of FST for Mauritius populations revealed low non-significant values of FST,
which ranged from -0.0095 to 0.072. Most FST values between Reunion Island populations
and Mauritius populations were high and significant, which confirmed population

differentiation and restricted gene flow between the islands (Table IV-S6).

The whole dataset was further divided into the three genetic clusters defined by Structure
software and the FST between these clusters revealed significant differences between the
three clusters. The highest values were found between cluster 2 and cluster 3 (FST=0.1625)
and between cluster 1 and cluster 2 (FST=0.115). The lowest FST (0.0651) was found
between cluster 1 and cluster 3 (data not shown).The DAPC analysis run on the whole dataset,

irrespective of any structure, also clearly separated the individuals into three clusters (Figure
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IV-S6). These results corroborated results obtained with Structure software (other Bayesian

analyses).

@ HAP7

O HAP5

4 N\

- Individuals from Reunion Island

39 individuals

36 individuals I:l Individuals from Mauritius

31 individuals [ mdividuals from Mayotte

24 individuals

1 individual - Individuals from Grande Comore

. J

Figure IV-5. Haplotype network based on the seven COI sequence types of Orthops palus

The haplotype network was based on 119 adults of O. palus sampled on islands in the south-western Indian
Ocean. Each circle represents an individual sequence type, sizes indicate frequencies and each color indicates
population origin. Mutation steps (including substitution and insertion/deletion) between individual sequence
type are shown by the number between the circles.
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Indeed, assignment of individuals into the three clusters was similar to assignment with the
Structure software between and within islands. These results were supported by
complementary PCA analyses, which showed three well differentiated groups of individuals

(Figure IV-4).

Mitochondrial DNA
Seven haplotypes (HAP1 to HAP7) were found when analyzing the 135 partial mitochondrial

COI sequences of O. palus of the different islands in the south-western Indian Ocean (Figure
IV-5 and Figure IV-S7). Six polymorphic sites were found in the aligned sequences of 634 bp.
The haplotype network (Figure IV-5) showed little variation between each haplotype. Only
one different nucleotide was found present between HAP1-HAP2, HAP6-HAP1, HAP3-
HAP6, HAP2-HAP4. Two step mutations were observed between HAP1 and HAPS, and
between HAP1 and HAP7.

Mauritius had five haplotypes (HAP1 to HAPS). HAP1 and HAP2 were the most frequent
haplotypes in Mauritius where HAP2 dominated (31 out of the 59 individuals sequenced).
The distribution of the different haplotypes per site in Mauritius showed that HAP1 was
present in every site except MAUO3, and that HAP2 was also present in every site except
MAUO1, MAUO3, and MAU10. The highest number of haplotypes found per site was in the
site in front of Mauritius airport named "Plaisance" (four haplotypes) (Fig.1). Reunion Island
had two haplotypes (HAP3 and HAP6), which were present in equal proportions and in every
site on the island sampled. Mayotte had two haplotypes (HAP1 and HAP3). One HAPI1
individual and two HAP3 individuals were found at Coconi and two HAP3 individuals were
collected at Malamani. Two haplotypes (HAP6 and HAP7) were collected at the site named
"Mjdoyesi" in Grande Comore (Figure IV-5).

Three out of the five haplotypes found on Mauritius were exclusive to this island. Mayotte
had one haplotype that was found at high frequencies in Mauritius (HAP1) and one from
Reunion Island (HAP3). No sequenced bugs on Reunion Island had a haplotype specific to
Mauritius. On the contrary, one individual from Mauritius (with a 95% likelihood of
belonging to cluster 3 from Mauritius) was HAP3, which is one of the dominant haplotypes
found on Reunion Island. mtDNA diversity was not structured by site, or by host plant on any

of the islands sampled.
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Discussion

The present study reports for the first time the presence of O. palus on islands in both
archipelagos sampled in the Indian Ocean: Mauritius, Mayotte and Grande Comore.
Regarding its high polyphagy (19 host plants from 12 different families) and its high
adaptability to different habitats (presence of O. palus in all sites sampled in Mauritius and all
around Reunion Island up to an altitude of 900 m asl.) (Atiama et al., submitted-b), the
presence of O. palus is also strongly suspected in Madagascar and in other islands in the
south-western Indian Ocean. Numerous exchanges of good (plants, fruit and vegetables)

between these islands may have enhanced the spread of O. palus.

With a similar sampling effort, abundances of O. palus on Reunion Island and Mauritius were
equivalent. With a low sampling effort in Mayotte and Grande Comore, only a few specimens

were found; however wherever a search was made for the mango bug, O. palus was found.

The absence of previous identification of O. palus in these islands, particularly in Mauritius
where the species is as abundant and prevalence (presence in 97% of sample sites) is as high
as in Reunion Island (Atiama et al., submitted-a, submitted-c), may be because fewer studies
have been made of the insect faunae on mango inflorescences. Furthermore, damage to mango
inflorescences have been reported in Mauritius, but most probably misidentified and often

attributed to bacteria (anthracnose) or fungi (Oidium mangiferae) without complete certainty.

The presence of O. palus in Comoros Islands (Grande Comore and Mayotte), and in Mauritius
allows us to hypothesize colonization of islands in the south-western Indian Ocean through a
stepping-stone model (Kimura and Weiss, 1964) from mainland Africa, where this mirid was
first described. This means that mainland O. palus populations might have been subdivided
into colonies and that migration of individuals in each generation is restricted to nearby
colonies (Kimura and Weiss, 1964). This phenomenon is often observed in archipelagos.
Species which colonizes a new island through a stepping stone model, retain only part of the
genetic diversity of the original population in the new colonized territory (bottleneck effect).
Populations of colonizers are not enough to represent all the allelic diversity and rare alleles
can be lost. This explains why the genetic diversity of island populations is generally lower

than that of continental populations (Frankham, 1997). Furthermore, the small size of island
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populations causes more important genetic drift which often creates structured and isolated
populations. Structured populations according to island were observed on Mauritius and

Reunion Islands, probably confirming this hypothesis.

Nuclear DNA analysis revealed that populations of O. palus in Mauritius were not genetically
structured but a global analysis including both datasets from Mauritius and Reunion revealed
three genetic clusters, still with one genetic cluster in Mauritius (cluster 3) and two distinct
genetic clusters (cluster 1 and cluster 2) on Reunion Island. This genetic differentiation

between the two islands was further confirmed by DAPC and PCA analysis. But FST values
also confirmed the structure with no significant values between 14 sites within Mauritius and
significant values between sites in Mauritius and Reunion Island. Expected heterozygosity,
the number and range of alleles, were lower in O. palus populations from Mauritius than in
populations from Reunion Island. One possible hypothesis to explain this population structure
is that Mauritius populations could be the result of severe bottleneck events combined with
the action of genetic drift caused by the stepping stone colonization of this island. Several
plant and animal species have shown similar stepping-stone colonization in archipelagos
(MacArthur and Wilson, 1967). For example, in Hawaii, the case of colonization from one
island to the other was observed in the genus Melicope (Harbaugh et al., 2009). In the south-
western islands of the Indian Ocean, birds of the genus Souimanga (Warren et al., 2003), a
nocturnal gecko of the genus Paroedura, a tree belonging to Psiada (Strijk et al., 2012) and
insect species like Apis mellifera (Techer, 2015) colonized the islands following the same

model.

In contrast, the population structure in Reunion Island could be linked to biotic or abiotic
factors but these are difficult to determine. Determination of the population structure of
insects in islands is not always easy (Amouroux et al., 2015) because the factors that cause the
formation of genetically distinct populations (host plant affiliation, reproductive isolation,
etc.) are numerous and not always easy to identity. Environmental conditions, including
important temperature and precipitation climate variables, can change sharply with altitude,
and play a significant role in determining population and community structure in a variety of
organisms, especially in terrestrial insects (Hodkinson, 2005; Whittaker, 1975). However, two
hypotheses can be proposed to explain the genetic structure in Reunion Island. The first is that
one of the genetic clusters found on Reunion Island came from another island (or from a

continental population), not yet sampled in our data set. To answer this question, studies of
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genetic diversity (nuclear and mitochondrial DNA) of O. palus populations of other SWIO
islands and in East Africa are recommended. Indeed, Madagascar has been described as a
major source of colonizing lineages for surrounding islands (Janssen et al., 2008; Thébaud et
al., 2009). The second hypothesis is that the two populations on Reunion Island arrived a long
time ago and started to differentiate due to several biotic or abiotic factors. One of these
factors could be cytoplasmic incompatibility induced by endosymbionts such as Wolbachia
sp.. Wolbachia is thought to infect between 40% and 66% of insect species (Hilgenboecker et
al., 2008; Zug and Hammerstein, 2012). The Miridae family is known to be host to many
bacterial endosymbionts including Wolbachia sp. or Rickettsia sp. (Caspi-Fluger et al., 2014;
Kikuchi and Fukatsu, 2003; Machtelinckx et al., 2012). These intracellular bacterial
endosymbionts are very varied in arthropods and could influence their hosts (Zchori-Fein and
Bourtzis, 2011) not only by creating cytoplasmic incompatibility, which is a barrier to
hybridization (Gotoh et al., 2006; Machtelinckx et al., 2009; White et al., 2009) but also by
creating several other phenotypes (host adaptation) (Nakayama et al., 2015). To investigate
this hypothesis, it would be useful to study the presence of endosymbiont bacteria and their

influence on the population genetic structure of O. palus.

Populations from Mauritius were not at the Hardy Weinberg equilibrium (significant Fis),
despite the fact that no structure was observed, so our results might be due to several other
factors, such as high inbreeding, high null allele by primers and by sampling populations, as

already observed in the study of O. palus in Reunion island.

Phylogeographic analysis of mtDNA revealed a diversity of haplotypes (6 haplotypes)
between islands. In Mauritius and Reunion Island (high sampling rate), two dominant
haplotypes were present in each island. Mauritius and Grande Comore had private haplotypes
(HAP2, HAP4, HAPS in Mauritius, and HAP7 in Grande Comore). Other haplotypes are
present on at least two islands, thus corroborating the hypothesis of stepping stone

colonization and exchanges between islands (Fig. IV-5).

The Reunion Island and Mauritian clusters were distinct, but traces of gene flow between
some individuals were observed. Indeed, with around 10% of genotypes that were not clearly
assigned, or potential mixture of clusters in each population, and some individuals the
majority of which were assigned (PP>80%) to the genetic cluster of the other island (4.7% for

Reunion Island populations; 4.9% for Mauritius populations), studies of nuclear DNA
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diversity confirmed exchanges between Mauritius and Reunion Island. Exchanges of O. palus
and hybridization between Reunion Island and Mauritius populations were also confirmed
using the mitochondrial DNA sequences of some of the individuals genotyped. Indeed, one
individual from a Mauritian population was clearly assigned to Mauritius genetic cluster 3 at
nuclear DNA (PP > 97 %) with a mtDNA haplotype (HAP3), i.e. the most abundant
haplotype found on Reunion Island. Furthermore, the highest haplotype diversity (four
haplotypes) was found in the sampling sites directly in front of Mauritius airport, suggesting
that the airport could be a particular way of entry of O. palus in Mauritius. A study of the
distribution of haplotypes in SWIO islands also confirmed that exchanges had already taken
place between other islands like Mauritius and Mayotte. Further sampling on these islands
and a complete genetic study of their populations could help understand the overall pattern of

colonization between these islands.

Further investigations should also be conducted on the status of O. palus in mango orchards
(or other cultivated crops such as lychee, jujube (Ziziphus sp.), longan (Dimocarpus longan)
or tamarind (Tamarindus indica)) in Mauritius. The presence of O. palus should be looked
into in Madagascar, one of the main producers of lychees in the world (FAOSTAT, 2015). If
the yield losses observed in those orchards are attributed to this pest, a targeted pest

management strategy could be implemented.
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Table IV-S3. Host plants and sites in Reunion Island where Orthops palus was sampled

. ) ] Number of Number of I — Number of Number of Mean of ) ) .
Location Site  Altitude samples samples e e Host plant trees samples sample per Date of collection Accession number (attributed cluster)
genotyped analyzed sampled collected tree
Kélonia S1 21 30 28 14 14 Brazilian pepper 8 136 17.00 March-April KT357449 (1)
Saline - Bellevue S2 19 20 19 6 13 jujube 3 20 6.67 March-April KT357470 (2)
La Saline S3 8 30 26 13 13 Brazilian pepper 20 62 3.10 March-April KT357412 (2) ; KT357464 (2)
30 29 29 15 Brazilian pepper 9 144 16.00 March-April KT357427 (1) ; KT357425 (2)
Saint Gilles 1 S4 59 30 25 15 10 Jjujube* 34 38 1.12 March-April -
5 5 3 2 mango* 10 5 0.50 September-October -
Saint Gilles 2 S5 13 30 24 13 11 jujube* 6 68 11.33 September-October KT357465 (2)
30 21 10 11 mango* 20 69 3.45 September-October KT357439 (1) ; KT357451 (1) ; KT357408 (2)
Cap LaHoussaye S6 37 30 26 12 14 jujube* 19 56 2.95 March-April KT357434 (1)
Lycée Agricole S7 175 30 28 14 14 Brazilian pepper 16 207 12.94 March-April KT357432 (1)
. 30 29 14 15 Brazilian pepper. 12 42 3.50 September-October KT357437 (1) ; KT357418 (1)
Piton Defaud S8 114 11 9 5 7] mango* 16 11 0.69 September-October K T357454 (2)
Grande Chaloupe 1 S9 12 30 27 13 14 jujube 3 41 13.67 March-April KT357440 (1)
Grande Chaloupe 2 S10 23 30 27 13 14 Dombeya spp.* 5 159 31.80 March-April KT357436 (1)
Saint Denis S11 60 30 28 14 14 Jjujube 1 46 46.00 March-April KT357422 (1) ; KT357424 (2); KT357446 (1) ; KT357459 (2)
Bois Madame S12 26 30 29 15 14 Brazilian pepper 10 140 14.00 March-April KT357431 (2)
Sainte Suzanne S13 40 30 27 14 13 Brazilian pepper 10 141 14.10 March-April -
} 30 26 15 11 mango 5 205 41.00 September-October KT357435 (1) ; KT357462 (2) ; KT357426 (1)
Bras Panon S14 45 30 27 13 14 Brazilian pepper 16 72 4.50 March-April KT357444 (1) ; KT357407 (1)
Saint Benoit S15 231 23 19 8 11 avocado 3 23 7.67 September-October KT357447 (1)
30 24 13 11 Brazilian pepper 11 184 16.73 March-April KT357468 (2) ; KT357421 (2)
Sainte Rose | S16 83 30 28 15 13 Brazilian pepper 9 153 17.00 March-April -
Sainte Rose 2 S17 99 30 26 11 15 Brazilian pepper 10 32 3.20 March-April -
30 27 15 12 avocado 2 42 21.00 September-October KT357433 (1) ; KT357469 (2) ; KT357420 (1) ; KT357419 (2)
Saint Philippe S18 55 30 28 14 14 Brazilian pepper 21 229 10.90 March-April KT357467 (2) ; KT357423 (1)
7 6 1 5 mango 10 7 0.70 September-October -
Baril S19 29 30 30 15 15 avocado 4 96 24.00 September-October KT357455 (2) ; KT357413 (1)
30 27 8 19 mango 4 30 7.50 September-October KT357445 (1)
Langevin S20 62 30 27 13 14 Brazilian pepper 12 249 20.75 March-April KT357452 (2)
Grand Anse S21 106 30 26 12 14 Brazilian pepper 10 119 11.90 March-April -
Bras Banane S22 4% 30 28 15 13 avocado* 10 74 7.40 September-October g;g;ﬁﬁ EB : ggg;ﬁ?; E%;;’%TT;5577443106((22)) s KT357429 (1);
. R 30 23 11 12 Brazilian pepper 5 115 23.00 March-April -
Ligne Paradis 1 $23 137 2 23 i5 g Dombeya spp. iz b} 2.00 March-April RT357411 (D
Ligne Paradis 2 S24 141 30 30 15 15 jujube 5 66 13.20 March-April KT357453 (2)
Bassin Martin S25 230 11 9 2 7 avocado 5 11 2.20 September-October -
30 27 14 13 Brazilian pepper 26 114 438 March-April KT357441 (1)
Bassin Plat S26 154 30 26 12 14 lychee* 12 103 8.58 September-October KT357438 (1)
30 24 13 11 mango* 10 51 5.10 September-October -
. . 30 24 13 11 Brazilian pepper 4 503 125.75 March-April -
Terrain Fleuri s27. 510 35 a1 5 19 Dombeya spp. 13 239 18.38 March-April KT357442 (1) ; KT357460 (2) ; KT357409 (2)
Dassy S28 541 30 27 13 14 Brazilian pepper 17 50 2.94 March-April -
30 26 12 14 Brazilian pepper 13 123 9.46 March-April -
Pierrefonds S29 77 41 38 8 30 lychee 5 27 5.40 September-October KT357443 (1) ; KT357456 (2)
30 27 14 13 mango* 13 44 3.38 September-October KT357414 (2) ; KT357405 (2) ; KT357406 (2)
Pointe du Diable S30 17 30 29 15 14 jujube 3 70 23.33 March-April -
Le Gol S31 27 30 28 15 13 Brazilian pepper 8 141 17.63 March-April KT357450 (1) ; KT357428 (2)
Avirons . 66 30 26 3 3 Brazilian pepper 2 284 23.67 March-April KT357457 (2) ; KT357466 (2)
- 9 7 4 3 mango* 15 9 0.60 September-October KT357410 (1)
Souffleur S33 20 30 19 9 10 Brazilian pepper 21 45 2.14 March-April KT357458 (2)
Saint Leu S34 258 30 29 15 14 Brazilian pepper 16 35 2.19 March-April KT357463 (2)
Total [ 1396 1239 620 634
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Table IV-S4. Primer information on the eight loci used for Orthops palus populations in Mauritius
GenBank Accession N°: number of the accession in GenBank; Na: number of alleles per locus; Null allele: percentage of null allele per locus; Missing data: percentage of
missing data per locus

PCR Primer GenBank Repeat Allele size Null Missing data
multiplex  Dye . o Primer sequence (5'-3") . Na allele (%) for selected
name  Accession N motif range (bp) o
set (%) samples
F TCCAGATGATCCTGTGAAACC

1 NED CIROP14 KR827558 R AAGACGAATTTATCTIGGGAGTG (AG)g 263-315 13 15.0 114
F CCGAGTTTGCCAAAGTTTTC

1 6-FAM CIROP18 KR827559 R TAAACGAGATTCCGCGAGTT (TC)s 263-295 14 5.8 1.8
F TTCATTTGCTGAGGAATTACAAGA

1 6-FAM CIROP23 KR827560 R CGTAAATAAGCAAGCTCTTAGACTGA (CT)g 75-139 15 11.2 4
F TACTCCGTTGTATCACTACCCG

1 PET CIROP25 KR827563 R ATACAAGACTACCCGACGCC (TC)g 124-188 9 18.8 4.2
F ACTTCACAGTGACTTCAATAAGCAA

2 NED CIROP10 KR827564 R CCCGCAGTACTAATTGTGAATTT (AG)12 191-257 24 23.5 171
F AATGCAGATTCGCCATTTTC

2 6-FAM CIROP21 KR827565 R TCGGTTCCCTAGCCATGTAG (AG)s 186-198 5 13.6 0.9
F TTTTCTTGAGTTGGCACCCT

2 VIC CIROP32 KR827566 R AATTTGCATCTTTCAAGCAATTA (AG)11 122-196 19 134 1.6

2 PET CIROP24 KR827567 F ACCACATTGTCTGTTCAATGTACC (TC)g 130-170 18 25.5 6.9
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Table IV-S5. Analyses of molecular variance (AMOVA) of the 14 populations of Orthops palus sampled
in Mauritius

Percentage of the total genetic variance due to each level and the probability test after 10,000 permutations.
Degrees of freedom (df), sums of square deviations (SSD).

The number of levels per factor is in brackets.

The asterisks indicate the significance of fixation index

Percentage Variance

Groups df SSD of variation component Fixation indices

Host plant (3) Among groups 2 5.299 0.23 0.00272 FCT -0.00332
Among sites within host-plant 23 41.016 -0.02 0.0433 FSC  0.00236
Among individuals within sites 423 758.678 34.06 0.95394 FIS  0.34128*
Within individuals 449 395.5 65.74 1.68725 FIT (34065

Cultivated/Wild (2) Among groups -0.33 -0.00444 FCT 0.00048
Among populations within groups 0.24 0.00316 FSC 0.01651"
Among individuals with populations 34.16 0.45636 FIS  0.39899"
Within individuals 65.94 0.88085 FIT  0.4092*
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Table IV-S6. Interpopulation pairwise FST values by site for Orthops palus on Reunion Island and in Mauritius
Pairwise comparison for genetic differentiation between sites based on FST for Orthops palus.
Statistical significance for the permutation tests after Bonferroni corrections is indicated by * (P < 0.05) - Probabilities corrected from Bonferroni
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Figure IV-S5. Average likelihood of runs in structure and optimal number of clusters (K) of Orthops
palus populations of Mauritius according to Evanno et al. (2005) 751
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Figure IV-S6. Discriminant Analysis of Principal Components (DAPC) among individual genotypes of
Orthops palus in Mauritius and Reunion Island

Topology of Orthops palus in different localities in La Reunion and Mauritius obtained by Principal Component
Analysis (PCA) using microsatellites.

a. 2 populations; b. 3 populations; c. 4 populations 252
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HAP3_RUN [KT357405;407;412-413;415; 416; 423-427; 429;
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Figure IV-S7. Maximum likelihood tree of 7 haplotypes of Cytochrome c oxidase subunit I of Orthops
palus in islands in the south-western Indian Ocean
This tree was built with the Generalized Time-Reversible (GTR) model used in Fasttree 2.1.7.

HAP1 to HAP9 correspond to the different haplotypes.
Accession numbers of individual COI sequences deposited in GenBank are in brackets.
The numbers on the top of each branch correspond to bootstraps over 80%.
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Figure V-1. Principaux résultats de la thése regroupés en 4 grandes thématiques
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La discussion générale de la thése s'organise en cing parties. Dans une premicere partie, les
principaux résultats acquis sont rappelés, illustrant les apports cognitifs de la theése. A la
lumiére de ces résultats présentés dans les différents chapitres de la thése, deux parties traitent
de maniere transversale, des réflexions sur deux thématiques scientifiques : dans un premier
temps, la dynamique temporelle d'O. palus et son passage de I’année ; dans un second temps,
la dynamique spatiale et les flux de populations d'O. palus a 1'échelle des iles du SOOI. La
quatriéme partie présente les perspectives de recherches a mener dans de futurs travaux. La
cinquiéme partie porte sur les applications pratiques, résultant des travaux de thése, a mettre

en ceuvre pour une gestion agroécologique des populations d'O. palus.

Rappel des principaux résultats

Avant la these, les connaissances sur les mirides des vergers de manguiers réunionnais en
général, et sur O. palus en particulier, étaient peu nombreuses, éparses ; elles reposaient
essentiellement sur des considérations empiriques, au point que cette punaise n'était pas
appelée par sa véritable dénomination taxonomique et qu'on ne disposait d'aucun élément de
description de ses stades de développement. La thése représente une contribution significative
puisqu'elle apporte la plupart des connaissances disponibles aujourd’hui dans la littérature sur
O. palus. Les résultats acquis, résumés dans la figure V-1, représentent des réponses aux
questions scientifiques posées en début de thése, ainsi qu'une base de réflexion pour proposer
aux professionnels de l'agriculture des recommandations en matiere de protection des
cultures.

Les connaissances issues de ces travaux de thése, publiées ou en voie de I'étre dans des revues
internationales, sont conséquentes et font aujourd'hui d'O. palus, une des especes de mirides
les plus étudiées en cultures fruiticres tropicales, si l'on s'en référe a la synthése

bibliographique présentée dans le chapitre 1 du manuscrit.

Orthops palus : une espéce de miride présente toute I'année

L'utilisation des plantes hotes constitue I'une des clés du succés écologique des herbivores
(Singer 1983). Sensu stricto, une plante hote est une plante sur laquelle un organisme est
capable de réaliser une partie ou I’intégralit¢ de son cycle de reproduction (Bernays and

Chapman 2007). Ce concept est, néanmoins, utilis¢ de maniere inappropriée par certains
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auteurs de travaux sur les mirides, qui 'utilisent pour définir une plante sur laquelle une
punaise est retrouvée a un instant donné réalisant une ou plusieurs activités (nutrition, repos,
abri, etc.) (Snodgrass et al. 1984 ; Young 1986 ; Holopainen and Varis 1991). Il est ainsi
difficile d’évaluer le réel statut des plantes, citées comme hotes, dans les inventaires sur les
mirides de la littérature. D’autres auteurs veillent, en revanche, a éviter toute ambiguité, en
utilisant un vocabulaire plus précis, utilisant les termes de "plante hote de nutrition" et de
" plante hote de reproduction" (Womack and Schuster 1987). Dans le cas des mirides, la
plupart des auteurs considérent qu'une plante est hote de reproduction si des adultes et des
larves de punaises y sont collectés simultanément (Snodgrass et al. 1984 ; Esquivel and
Mowery 2007 ; Ratnadass et al. 2012). En effet, les larves de punaises, aptéres et peu mobiles
pour les premiers stades, restent généralement sur les plantes sur lesquelles elles sont nées, ce
qui laisse entendre qu’elles peuvent y effectuer leur cycle de développement. La reproduction,
dans son sens large, comprend I'ensemble des étapes, de la recherche du partenaire a la
naissance des néonates. Dans nos travaux, les plantes hotes de reproduction sont les plantes
répondant a cette derniére définition (c’est-a-dire les plantes ou ont été simultanément
retrouvés des adultes et des larves), témoignant que la plante est le siége de la ponte et du
dépot des ceufs par la femelle, de ’éclosion et du développement des larves. Dans nos
observations de terrain et de laboratoire, pourtant nombreuses, et malgré la détection sur ces
plantes hotes de reproduction d’adultes males et femelles, aucun accouplement n’a été
observé. Il est donc difficile d'affirmer que ces plantes sont également les lieux
d’accouplement d’O. palus. En effet, chez certains insectes comme les mouches des fruits
(notamment Bactrocera cucurbitae), 1'accouplement s'effectue le plus souvent sur d'autres
plantes que celles ou sont pondus les ceufs (en majorité des plantes de la famille des
Cucurbitacées) (Deguine et al. 2015) . Par ailleurs, une plante de nutrition est une plante sur
laquelle une forte densité d'adultes est observée sans que des larves soient rencontrées. Des
symptomes liés a des piqlres de nutrition peuvent €tre observées dans certains cas. Chez les
mirides, on peut considérer toute plante hote de reproduction comme plante hote de nutrition,
car les larves se nourrissent de ces plantes jusqu'a l'dge adulte. La réciproque n'est,
néanmoins, pas vraie. Une plante hote de reproduction n'a pas la méme influence dans la
dynamique d'un insecte qu'une plante hote de nutrition. Ainsi, une plante hote de nutrition
peut permettre a un ou plusieurs stades de l'insecte de s'alimenter et, donc, de se maintenir en
vie sur une période propre a l'espéce (durée de vie de 1'espece), alors qu'une plante hote de
reproduction permet a l'insecte de réaliser une nouvelle génération d'individus et,

potentiellement, d'augmenter sa population. Dans la suite, nous focalisons nos réflexions sur
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les plantes hotes de reproduction, qui jouent un réle majeur dans la dynamique de l'insecte. Le
terme de "plante hote" est ainsi utilis€¢ dans le reste de la discussion pour définir une plante
héte de reproduction.

Chez certaines especes de mirides, on note une spécialisation élevée pour le substrat de
nutrition et de reproduction. Cette spécialisation est orientée vers un organe précis de la
plante. Un grand nombre d'espéces de mirides présente une préférence marquée pour les
organes floraux des végétaux (Wheeler 2001). C'est le cas d'O. palus. En effet, durant
I'ensemble de nos travaux, malgré plusieurs centaines de collectes réalisées sur des parties
végétatives (jeunes pousses ou feuilles matures) des différentes plantes hotes, et a différentes
périodes de l'année, O. palus n'a été observée qu'une seule fois se nourrissant sur des jeunes
pousses de manguiers. Cette préférence marquée pour les organes floraux est également notée
chez de nombreux insectes, comme par exemple les papillons et les phalénes (Lepidoptera)
(Sudbrink and Grant 1995 ; Velasco et al. 1995 ; Rajapakse and Walter 2007 ; Liu et al.
2010). Dans la famille des Miridae, cette préférence nette pour les fleurs est a I'origine de leur
appellation "Punaises des fleurs" ("Flower bugs") (Kullenberg 1944 ; Wheeler 2001). Les
especes du genre Lygus, genre appartenant au méme complexe que le genre Orthops, sont
connues pour montrer cette particularité. Par exemple, Lygus lineolaris (Palisot de Beauvois)
ou encore Apolygus lucorum (Meyer-Diir) se nourrissent principalement des boutons floraux
et des fleurs de leurs plantes hotes (Pack and Tugwell 1976 ; Pan et al. 2013b). Cette
préférence pour les organes floriféres (boutons floraux et fleurs) serait le fait qu'il s'agit
d'organes tendres dont la séve et les contenus cellulaires sont les plus riches en nutriments de
la plante (Pellmyr and Thien 1986 ; Smallegange et al. 2007). En effet, ces organes étant en
pleine croissance, la séve, qui y afflue plus vite, est plus riche en nutriments pour combler les
besoins pour les divisions cellulaires intenses qui y ont lieu. Une autre hypothése suggere que
certaines mirides se nourriraient de pollen ou de nectar, justifiant ainsi leur omniprésence sur
les fleurs des végétaux (Wheeler 2001). La nutrition des hétéropteres par le pollen ou le nectar
des fleurs a été peu étudiée et est sans doute sous-estimée (Wheeler 2001). Le nectar constitue
une importante source de monosaccharides et de polysaccharides, alors que le pollen est riche
en azote, protéines et acides aminés libres. Bien qu'aucune espéce du genre Orthops n'ait été
considérée comme se nourrissant de pollen ou de nectar, le fait que ces especes soient
fortement liées aux plantes de la famille des Apiaceae (Ombelliféres) laisse penser que cela
pourrait étre le cas. En effet, les fleurs des Ombellifeéres présentent un nectar facilement
accessible et bon nombre d'insectes (parasitoides notamment) profitent de cette caractéristique

(Kevan and Baker 1983). De plus, des cas de nutrition de nectar de la part d’especes du genre
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Lygus (Lygus lineolaris) ont déja été observés (Sholes 1984). Les tissus floraux d'une plante,
comme les pétales, contiennent généralement de plus grandes concentrations en azote et en
eau, les rendant plus facilement assimilables que les feuilles de cette méme plante (Thompson
1983 ; Burgess 1991 ; Matter et al. 1999). Cependant, ils contiennent des composés
secondaires et des pigments qui, dans certains cas, ont des roles de défense pour la plante

(Gronquist et al. 2001 ; Held and Potter 2003).

De nombreux herbivores montrant une spécialisation dans leurs habitudes alimentaires ont un
cycle de vie étroitement li¢ a la phénologie de leurs hotes (Feeny 1975). Certaines especes de
mirides, insectes de petite taille et au développement rapide, ont les capacités pour profiter de
ces ressources a courte durée de vie (Bernays 1982). Néanmoins, dans certains cas, cette
spécialisation pour les fleurs comporte certains risques (Southwood 1977). En effet, les fleurs
sont des organes éphémeres et ne sont présentes qu'a une période précise et limitée de I'année
pour la majorité des plantes a fleurs. Dans ce contexte, une espéce de miride présentant une
spécialisation si étroite avec les fleurs, aurait de meilleures opportunités de se nourrir, de se
reproduire et de survivre durant plusieurs mois de l'année si elle est polyphage. Ainsi, en
l'absence de sa ressource préférentielle, un spécialiste des fleurs a le choix entre plusieurs
stratégies : se déplacer sur les fleurs d'une plante conspécifique ; se déplacer sur les fleurs
d'une autre espece de plante ; utiliser un organe différent de son hdte habituel ; entrer en
dormance (diapause ou quiescence) jusqu'a ce que la ressource préférée soit disponible
(Simpson and Simpson 1990). La polyphagie permettrait ainsi a certaines especes de mirides
de passer sur un hote différent en fleur (Schoonhoven et al. 2005) et, de maniére plus
générale, de passer de plante en fleur a plante en fleur (d'ou l'appellation de "Punaise des

fleurs").

De nombreux travaux ont ¢été réalisés afin de comprendre les relations étroites
qu'entretiennent les insectes phytophages avec leurs plantes hotes (Schoonhoven et al. 2005).
Ces travaux ont mis en évidence que la polyphagie et son degré chez un insecte dépendent du
contexte dans lequel il se trouve. Les phénomeénes de spécialisation écologique, processus par
lequel une espece d'insecte augmente ses performances dans une proportion de
I'environnement qu'elle exploite, en témoignent (Poisot et al. 2011). Il est reconnu que le
degré de spécialisation pour une ressource donnée correspond davantage a un attribut flexible

d'une population, en réponse aux conditions particuliéres rencontrées au sein de sa
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communauté, qu'a un attribut de I'espéce sur toute son aire de répartition (Fox and Morrow

1981).

Le caractere et le degré de polyphagie d'O. palus n'avaient jamais été finement étudiés, ni lors
de sa premiere description (Taylor 1947), ni lors des rares travaux menés a La Réunion (Insa
et al. 2002 ; Vincenot and Normand 2009). Cette polyphagie pouvait étre suspectée en
Ouganda, au vu de la liste de plantes assez variées (5 espéces appartenant a 4 familles
végétales) décrites comme hdétes par Taylor (1947). Nos travaux ont permis de clairement
mettre en évidence cette polyphagie a La Réunion (15 espéces de plantes hotes dont le haricot
(Phaseolus vulgaris L.) utilisé en élevage et le galabert (Lantana camara) qui est une plante
de nutrition). Nos résultats ne montrent pas uniquement la capacité des populations d'O. palus
a se nourrir de ces plantes mais ils révelent surtout qu'O. palus exploite effectivement ces

especes végétales sur le terrain.

De plus, I'échantillonnage d'individus dans le cadre de 1'étude de la diversité génétique d'O.
palus a également montré la polyphagie de l'insecte a Maurice, ou il est recensé sur le
manguier, le letchi et I'avocatier. Les autres plantes hotes sont trés peu présentes a Maurice et
n'ont donc pas été échantillonnées, mais il est fort probable que des individus d'O. palus
auraient pu étre collectés sur des plants isolés. Le degré de polyphagie est variable chez les
mirides phytophages. La gamme d’hotes peut étre peu large (une dizaine d'espeéces) comme
trés large (plusieurs centaines d'espéces), avec I’exemple d’especes du genre Lygus (Lygus
lineolaris), ou 1I’on compte pres de 400 especes d'hdtes appartenant a plus de 20 familles
végétales (Young 1986 ; Esquivel and Mowery 2007). Dans ce contexte, O. palus semble
avoir une position intermédiaire entre les espeéces polyphages ayant une gamme d'hotes
restreinte et celles ayant une gamme d'hote large. Deux éléments nous conduisent & cette
hypothése. D’une part, dans nos travaux, nous avons pris une attention particuliére a identifier
des plantes hotes de reproduction d’O. palus, alors que les travaux de Young (1986), ne
s’attachant pas a vérifier de maniere stricte le caractere d'hote de reproduction des plantes sur
lesquelles Lygus lineolaris était recensée, ont probablement surestimé sa gamme d'hotes.
D'autre part, au vu de la diversité des familles végétales (12 familles) pouvant étre les hotes
d'O. palus, 1l est fort probable que sa gamme de plantes hotes maintenant évaluée a 19

especes, pourrait s'élargir par la poursuite d'autres investigations.
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De maniére générale, les insectes phytophages généralistes, en diversifiant les plantes sur
lesquelles ils se nourrissent, ont divers avantages. Ils peuvent réaliser un apport sélectif des
ressources alimentaires qui leur sont nécessaires (Waldbauer and Friedman 1991 ; Behmer
2009). De plus, certaines plantes hotes plus riches nutritionnellement peuvent redresser ou
prévenir une balance nutritionnelle déséquilibrée (Bernays and Minkenberg 1997 ;
Raubenheimer and Jones 2006 ; Lee et al. 2006 ; Behmer 2009) ou mieux convenir aux
besoins nutritionnels d'un stade de développement donné (Simpson and Simpson 1990).
Enfin, cette diversification leur permet d'améliorer leur survie et leur reproduction (Velasco
and Walter 1993 ; Kennedy and Storer 2000 ; Mody et al. 2007 ; Unsicker et al. 2008 ;
Franzke et al. 2010 ; Liu et al. 2010). Cependant, un insecte polyphage doit disposer de
certaines caractéristiques pour pouvoir exploiter convenablement les différentes ressources.
Deux propriétés physiologiques sont particulierement importantes : la possession des enzymes
digestives permettant la digestion des différentes molécules végétales, en concentrations
variables chez les espéces (amidon, cellulose, lignine, protéine, etc.) ; la possession de

systemes de détoxification contre les composés de défense des plantes.

Considérant, au vu de nos résultats, qu'O. palus montre une préférence marquée pour les
fleurs de ses plantes hotes et qu'elle est polyphage avec une gamme d'hdtes moyennement
large, 1'hypothese du passage de plantes en plantes est celle que nous privilégions parmi les
quatre principales stratégies permettant a une espece spécialiste des fleurs de pallier a la durée

de vie limitée des fleurs de son hote.

Le passage de plante en plante est de manicre générale couramment observé chez les insectes
phytophages généralistes qui exploitent une ressource éphémere chez ses plantes hotes.
L'insecte n'hésite pas a changer d'hote pour en localiser un nouveau, répondant a ces besoins
(Brandenburg and Kennedy 1982 ; Brazzle et al. 1997 ; Kennedy and Storer 2000). Ces
changements d'hdtes jouent un role important dans le cycle de vie annuelle de 1'insecte (Pan et
al. 2015). Le passage d'une plante en fleur a une autre plante en fleur est connue chez des
nombreuses especes de mirides, chez des plantes herbacées, arbustives ou arborées (Wheeler
2001). En effet, les paysages agricoles consistent généralement en des champs espacés
d'habitats non cultivés, qui fournissent d'abondantes ressources alimentaires pour les especes
phytophages et polyphages (Kennedy and Storer 2000 ; Carricre et al. 2012). Les évolutions
phénologiques des différentes plantes forment ainsi des mosaiques d'habitats permettant aux

insectes de bénéficier, a différentes périodes, de ressources pour leur nutrition et leur
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reproduction (Bradley 1993 ; Kennedy and Storer 2000). De nombreux exemples sont connus,
notamment pour des passages de plantes sauvages a des plantes cultivées et réciproquement
(Fleischer et al. 1989 ; Dong-Soon et al. 2002 ; Kumar and Musser 2009 ; Pan et al. 2013a ;
Kain and Agnello 2013). Les cultures particuliecrement étudiées dans le cadre de ces
mouvements sont la culture du cotonnier et de la luzerne aux USA (Sevacherian and Stern

1975 ; Snodgrass et al. 2006 ; Jackson et al. 2014).

Cette capacité de passage de plantes en plantes offrent plusieurs avantages dont la possibilité
pour l'insecte de satisfaire ses besoins nutritionnels (voir ci-dessus), de faire face aux
abondances variables de ses hotes (saisonnieéres ou annuelles) et d'éviter une compétition
intraspécifique et interspécifique pour certaines plantes hotes (Dixon 1987). Par exemple, en
Chine en 2010, Apolygus lucorum (Heteroptera : Miridae) a fait face a une pénurie d'un de ses
hotes principal (Impatiens balsamina L.) (décimé par une attaque de mildiou), en s'attaquant a

plusieurs de ses autres plantes hotes (Pan et al. 2013b).

A La Réunion, l'absence de saisons létales (froide ou aride) permet d'avoir des plantes en fleur
tout au long de I'année. Sur le plan écologique, nos études montrent qu'O. palus dispose des
fleurs de ses plantes hotes quasiment toute 1'année (Figure V-2). Par ailleurs, nos études de
génétique des populations d'O. palus a La Réunion, via des échantillonnages sur les
différentes plantes hotes a différentes périodes de l'année, ont confirmé l'absence de race
d'hote. Cette absence de structuration des populations par rapport a la plante, témoigne de flux
génétiques existant entre les populations présentes sur les différentes plantes. Ces insectes ne
sont pas isolés sur une plante spécifique ou sur une plante fleurissant a une période restreinte
de l'année. Il serait possible de valider le passage de plantes en plantes par l'utilisation de la
technique de capture-marquage-recapture. Cette technique est largement utilisée dans 1'étude
de la dynamique spatiale des insectes et les techniques de marquage sont déja adaptées pour
les mirides (marquage au colorant fluorescent, au vernis a ongle, a la caséine bovine contenue
dans le lait entier a l'albumine d'ceuf de poule contenue dans le blanc d'ceuf) (Sevacherian and
Stern 1972 ; Bancroft 2009 ; Spurgeon 2009 ; Cooper and Spurgeon 2010 ; Hagler and Jones
2010).

Ce passage de plante en plante n'est pas sans risque pour la fitness des especes de mirides. En
effet, le choix d'un hote de "mauvaise qualité reproductive" peut entrainer une forte mortalité

des ceufs et des larves. Cette "mauvaise qualité reproductive" peut s'exprimer de deux
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maniéres : une forte mortalité des ceufs qui ne peuvent pas se développer correctement dans la
plante (mécanismes de résistance de la plante) ; une forte mortalit¢ des larves en raison de la
faible qualité nutritive de la plante (performance larvaire). Cette qualité reproductive de I'hote,
méme si elle n'a pas été évaluée spécifiquement dans notre étude, a pu étre estimée en
observant les densités de larves retrouvées in sifu sur les différentes plantes. Au regard des
résultats présentés dans le chapitre 3, il semble que le manguier, le letchi, le baie rose et le
savonnier soient des hotes de haute qualité, permettant a O. palus d'avoir des niveaux de
populations ¢élevés lors de la floraison de ces plantes (une limite est apportée en ce qui
concerne le savonnier, peu abondant a La Réunion). Les autres plantes hotes, largement
réparties sur 1'lle, comme le tamarinier, participent au maintien d'O. palus, sans toutefois lui
permettre d'avoir des niveaux de populations trés importants. Nous gardons, néanmoins, en
téte que l'abondance des larves et des adultes n'est pas uniquement liée a la qualité
reproductive de 1'hdte, mais aussi @ de nombreux autres parameétres, comme la préférence de
I'espéce pour une plante donnée, la localité et la composition de 1'écosysteéme environnant
pour la disponibilité des ressources (Santos et al. 2008 ; Pan et al. 2013Db).

Le choix de la plante hote est une question centrale dans I'étude des interactions insecte-plante
(Schoonhoven et al. 2005 ; Bernays and Chapman 2007). Cette sélection est sous l'influence
de nombreux facteurs impliquant la génétique, l'olfaction, la vision, les interactions
intraspécifiques et interspécifiques (compétition, prédation), qui agissent de maniére
concomitante (Bernays and Chapman 2007). Néanmoins, de maniére générale chez les
insectes, les espéces oligophages présentent une assez bonne corrélation entre la préférence
des femelles et la performance larvaire alors que les especes polyphages, par exemple la
mouche des fruits Ceratitis capitata, ne montrent pas de corrélation positive entre ces deux
mécanismes (Joachim-Bravo and Zucoloto 1997). Les composés volatiles des plantes et les
stimuli visuels chez les mirides, comme chez de nombreux insectes phytophages, jouent des
roles importants dans la sélection de I'hote, mais les résultats actuels obtenus, en utilisant des
olfactomeétres, n'ont pas encore permis d'identifier des composés chimiques, ou des
déterminants non chimiques liés aux préférences pour les fleurs (Blackmer and Canas 2005 ;
Chen et al. 2010 ; Wu et al. 2012). Par ailleurs, le fait de changer de plante génére aussi des
risques quant a la rencontre d'ennemis (prédateurs et parasitoides) sur les nouvelles plantes

colonisées (Wheeler 2001).

D'autres questions testent en suspens, notamment-dans le cadre de la stratégie de reproduction

de 'espece. Sur quelle base la femelle de miride fait-elle le choix de la plante sur laquelle elle
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va se rendre ? Est-ce un choix de qualité pour la survie de sa descendance (développement de
l'ceuf et nutrition de ses larves), un choix pour la qualité nutritive de la plante pour ses propres
besoins, ou un choix uniquement li¢ a la disponibilité des ressources ? Une étude réalisée sur
Apolygus lucorum en Chine a mis en évidence certaines hypothéses sur les facteurs impliqués
dans la sélection de I'hote. Les auteurs suspectent que les hotes sélectionnés en hiver le sont
pour le refuge et 1'oviposition alors que les hdtes de printemps, d'été et d'automne sont choisis
pour leur apport dans la performance du développement larvaire (Lu and Wu 2008 ; Geng et

al. 2012 ; Dong et al. 2013).

La fidé¢lité d'hote, c’est-a-dire la tendance d'une espece d'insecte phytophage a utiliser les
mémes plantes hotes dans le temps, serait aussi particulierement intéressante a étudier pour O.
palus dans le cadre de futurs travaux. De maniére générale, il est reconnu que les phytophages
spécialistes montrent une fidélité d'hote élevée alors que les phytophages polyphages révélent
une faible fidélit¢ d'hote, méme si ces derniers gardent une préférence marquée pour des
especes de plantes appartenant aux mémes familles végétales que ses plantes hotes habituelles
(Bernays 2001 ; Schoonhoven et al. 2005 ; Bernays and Chapman 2007). Chez les mirides,
deux études sont signalées sur ce sujet. Une étude chez A. lucorum réalisée sur sept ans, a mis
en ¢évidence une fidélit¢ d'hote variant selon les saisons. En effet, prés de 90 % des hotes
utilisés au printemps le sont en été, et plus de 36% des hotes d'été servent également d'hotes
en hiver (Pan et al. 2015). Une autre étude comparant la fidélit¢ d'hote entre trois especes de
mirides du genre Adelphocoris, a confirmé la fidélit¢ plus marquée des phytophages
oligophages face aux phytophages polyphages (Pan et al. 2013a). A notre connaissance,
aucune ¢tude n'a été entreprise sur la fidélité d'hote des mirides selon I'année, bien que cela
puisse s'avérer pertinent, mais pas évident a estimer au vu de la variabilité phénologique des

plantes entre les années.

L'hypothese impliquant une entrée en diapause d'O. palus a une période de I'année n'est pas
pour autant rejetée. En effet, il est n’est pas illégitime de penser qu'une partie de la population
de mirides puisse entrer en diapause, par exemple au mois de novembre, pour en sortir en
mars lors de la floraison d'un des meilleurs hotes qu'est le baie rose. La diapause est observée
chez de nombreux insectes en régions tempérées pour le passage de lI'hiver (Pullin and Bale
1989 ; Bale and Hayward 2010) ou en région tropicale pour passer les saisons séches ou éviter
d'étre actifs durant la saison des fortes pluies (Dingle 1978 ; Tauber and Tauber 1981 ;
Denlinger 1986 ; Tauber et al. 1986 ; Pieloor and Seymour 2001 ; Hahn and Denlinger 2011 ;
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Amouroux et al. 2014). La diapause est un comportement commun chez les mirides, avec de
nombreuses especes de régions tempérées ou tropicales réalisant une diapause au stade ceuf ou
adulte (Chippendale 1982 ; Kobayashi and Numata 1995 ; Saulich and Musolin 1996 ; Kotaki
1998; Wheeler 2001 ; Musolin and Numata 2004 ; Spurgeon and Brent 2010 ; Brent 2012). Il
serait intéressant dans de futurs travaux, de mettre en place des expérimentations visant a
étudier 1'existence d'une diapause chez O. palus. Cette expérimentation consisterait dans un
premier temps, a déterminer a quel stade de développement O. palus entre en diapause, puis
dans un second temps, a déterminer a quelle période et pour combien de temps elle le fait et
quelle proportion de la population réalise cette diapause. Des outils existent pour le diagnostic
de la diapause chez les mirides adultes. Une méthode consiste en 1’analyse de I'hypertrophie
de la masse graisseuse et du retard de maturation des ovaires chez les femelles ainsi que des
glandes accessoires chez les males (Brent 2012). Certains études tentent de mettre en
évidence des caractéristiques morphologiques externes (couleur, forme,..), permettant de plus
facilement discerner un miride en diapause (Harris et al. 1984 ; Kobayashi and Numata 1995 ;
Kotaki 1998 ; Niva and Takeda 2002 ; Musolin and Numata 2004 ; Musolin et al. 2007 ;
Spurgeon and Brent 2010 ; Brent 2012). Nos travaux sur O. palus pourraient étre complétés
par la détermination des stimulis impliqués dans l'induction et la terminaison d'une éventuelle
diapause. La régulation (induction et terminaison) de la diapause est sous I’influence de
multiples facteurs abiotiques qui ont été étudiés préférentiellement chez les especes des
milieux tempérés (Danks 1978 ; Denlinger 1986). Les changements de températures,
d'humidité relative, de densité de population ou de disponibilité en ressources semblent étre
les principaux stimuli dans la diapause en milieu tropical (Tauber et al. 1986). La terminaison
de la diapause chez de nombreux insectes tropicaux peut €tre attribuée aux pluies ou a la forte
humidité (chez les Lepidopteres (Jones 1987 ; Kemp 2001 ; Pieloor and Seymour 2001), les
Hymenoptéres (Seymour 1991; Seymour and Jones 2000), les Orthoptéres (Ingrisch 1987 ;
Tanaka 1987) ou les Coléopteres (Tanaka et al. 1987)), mais aussi a la disponibilité en
ressources pour la nutrition et la ponte (Canzano et al. 2003). Néanmoins, chez les mirides, la
réponse de la diapause aux stimuli est connue pour étre hétérogéne. Une étude récente a
montré que cette hétérogénéité permet a des populations de Lygus hesperus en Arizona de

s'adapter aux conditions locales (Brent 2015).
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Orthops palus : une présence et des ¢changes dans le Sud-Ouest de
I'Océan Indien

Avant le début de la thése, O. palus n'était signalée qu'en Ouganda (Taylor 1947) et a La
Réunion (Etienne and Roura 1974). Ces travaux de thése ont permis de mettre en évidence la
présence de 1’espece sur trois autres iles du SOOI : Maurice, Mayotte et Grande Comore.
L'espéce a été retrouvée dans chacune de ces iles et ceci méme dans le cas ou les efforts
d’échantillonnage ont été moins conséquents (6 sites échantillonnés a Mayotte et en Grande
Comore). Deux caractéristiques de l'espeéce pourraient expliquer son établissement dans ces
iles : son régime polyphage relativement large (19 plantes hotes de 12 familles végétales) et sa
capacité a coloniser de multiples contextes climatiques (en référence a sa présence sur tout le
pourtour de La Réunion et au fait que I’espece a aussi €té retrouvée jusqu'a 900 m d'altitude).
La recherche d’O. palus dans les autres iles du SOOI (Anjouan, Mohéli, Madagascar,
Seychelles, Rodrigues) n'a pas été entreprise, mais il est fort probable qu'O. palus soit
présente dans d'autres iles de l'archipel des Comores (Mohéli, Anjouan) ou a Madagascar dont
le contexte agricole est favorable a la présence de l'espece avec notamment 1'importante

culture de letchi et de mangue.

Le statut de ravageur de l'espece est toutefois uniquement reconnu a La Réunion, ou cette
punaise est présentée comme le ravageur numéro un du manguier. Sa prévalence a Maurice
est tres forte (97% de relevés positifs) et similaire a celle a La Réunion. Il est donc fort
probable que l'espéce génere a Maurice, ou soit en mesure d’y générer, des dégats sur le
manguier, le letchi et I'avocatier (les trois plantes échantillonnées), méme si ces observations
n’ont pas ¢été enregistrées. Plusieurs raisons peuvent expliquer cette absence de
renseignement : des traitements phytosanitaires effectués contre d'autres ravageurs du
manguier peuvent masquer les dégits d’O. palus ; aucune étude fine n’a été conduite sur
l'entomofaune des vergers de manguier, de letchi ou d'avocatier a Maurice ; il est difficile de
relier la perte de rendement d'un manguier a I'ampleur d'une attaque de punaises en raison des
caractéristiques physiologiques du manguier. Chaque manguier, entre sa floraison et sa
fructification, va réaliser un essaimage naturel qui va correspondre a la chute volontaire de
petits fruits. La proportion de cet essaimage est trés variable et n'est jusqu'a présent pas
quantifiée. Une autre caractéristique physiologique du manguier est sa production fluctuante,

notamment apreés une année trés productive, la production de l'année suivante est souvent
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moins importante. Ces deux caractéristiques provoquent une baisse de rendement qui peut

faire négliger I'importance de ravageurs sur la culture (Vincenot and Normand 2009).

L'étude de la structuration génétique des populations a partir de marqueurs microsatellites a
La Réunion et a Maurice a révélé la présence de deux clusters génétiques équitablement
répartis a La Réunion et d'un troisiéme cluster génétique, différent, a Maurice. Néanmoins,
plus de 10% des individus étudiés dans chaque ile sont assignés au(x) cluster(s) de l'autre ile,
témoignant de 1'existence d'échanges entre les deux iles. Ces échanges sont confirmés par
I'étude de la distribution des haplotypes basés sur la séquence du COI (ADN mitochondriale)
d'individus de La Réunion, de Maurice, de Mayotte et de Grande Comore. Un exemple
caractéristique de ces échanges, est un individu retrouvé a Maurice qui est assigné au cluster
de Maurice a l'analyse de son ADN nucléaire, mais dont la séquence COI (ADN
mitochondriale) correspond a celle d'un haplotype prépondérant a La Réunion (Figure IV-5).
L'analyse des haplotypes a également mis en évidence l'existence d'autres échanges dans la
zone, entre Mayotte et Maurice, Mayotte et La Réunion, et la Grande Comore et La Réunion
(Figure IV-5). Ces échanges sont des arguments en faveur d'une hypothése de colonisation de
la zone selon un modele de "stepping stone" (Kimura and Weiss 1964). Souvent observée
dans les archipels comme a Hawai (Harbaugh et al. 2009), la colonisation selon un modé¢le du
type "stepping stone" consiste a des échanges de proche en proche (au "pas a pas") entre les
iles (Kimura and Weiss 1964 ; MacArthur and Wilson 1967). Ce type de colonisation se
caractérise souvent par un goulot d'étranglement des populations (pool génétique de la
population migrante plus restreint que celle d'origine) s'installant dans un nouveau territoire et
avec le temps, la diversité génétique diminue, avec notamment la perte des all¢les rares, par le
phénomene de dérive génétique. C'est peut-Etre ce que I'on observe a Maurice, ou les indices
de diversité, comme la richesse allélique, ou encore 1'hétérozygotie attendue, sont plus faibles

que ceux observés a La Réunion.

Malgré ces flux entre les différents clusters de La Réunion et de Maurice, les deux clusters
présents a La Réunion sont bien différents de celui présent & Maurice. Les facteurs structurant
les deux clusters a La Réunion n'ont pu étre identifiés, malgré 1’é¢tude de 1’impact de
nombreux facteurs abiotiques, comme la zone de l'ile, la cote de 1'le, la zone de production de
la mangue notamment. Les résultats ont aussi montré qu'aucune race d'hote n'est observée a
La Réunion (comme a Maurice), pourtant présente chez certaines espéces de mirides comme

par exemple chez Creontiades dilutus avec les plantes du genre Cullen (Fabaceae) en
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Australie (Hereward et al. 2013). Ces facteurs n'expliquant pas la structuration de populations
observée, d'autres facteurs doivent intervenir. Ces facteurs, biotiques ou abiotiques qui
pourraient provoquer des structurations de populations sont nombreux. Les conditions
environnementales constituent 1’un des facteurs abiotiques le plus influent pour structurer une
population. En effet, pour de nombreux insectes, les variations de températures, de
pluviométries qui évoluent avec l'altitude jouent un role significatif dans la création de
communautés d'organismes (Whittaker 1975 ; Hodkinson 2005). Par exemple, & La Réunion,
la population de Bactrocera cucurbitae est structurée en trois clusters, sous l'influence de
facteurs abiotiques (Jacquard et al. 2013). Des structurations de populations dont les facteurs
structurants n'ont pas été identifiés existent également a La Réunion. C’est le cas de la
cécidomyie des fleurs du manguier, dont la structuration des populations en deux clusters en

sympatrie n'a pu étre expliquée (Amouroux et al. 2013).

Concernant la Punaise du manguier, deux hypotheses peuvent étre avancées pour expliquer
les deux clusters retrouvés a La Réunion. La premiére hypothése serait quun des deux
clusters présents a La Réunion soit arrivé récemment en provenance d'une population d'une ile
proche (ou de 1'Afrique) non échantillonné dans le cadre de nos travaux (autre que Maurice),
et serait donc différent du cluster présent plus anciennement a La Réunion. Cette hypothése
est plausible quand on sait que de nombreuses lignées colonisatrices présentes dans les iles du
SOOI ont pour origine Madagascar (Janssen et al. 2008 ; Thébaud et al. 2009). Dans ce
contexte, pour confirmer cette hypothese, il serait pertinent d'échantillonner des individus
d’O. palus dans les iles environnantes pour étudier la diversité de 'ADN nucléaire qui s'y
trouve et, ainsi, d’établir clairement les voies de colonisation potentielles. Dans nos travaux,
nous avons vu la pertinence de 'apport de données sur la diversité génétique nucléaire d'O.
palus a Maurice puisqu'elles ont permis de mettre en évidence que plus de 10 % des individus

réunionnais se révelent étre des individus assignés au cluster 3 de Maurice.

La seconde hypothese avancée serait que les deux clusters, aujourd'hui présents a La Réunion
se seraient formés par isolation et différenciation d'une méme population (d'origine extra-
réunionnaise) arrivée a La Réunion depuis un temps suffisamment long pour permettre cette
différenciation. Les facteurs biotiques et abiotiques pouvant expliquer cette différentiation
sont multiples. Les microclimats trés divers a La Réunion faciliteraient I'isolement
d'individus. Néanmoins, un facteur li¢ a un phénoméene d'incompatibilité cytoplasmique

pourrait entrer en jeu. Ce type d'incompatibilité peut étre induit par des endosymbiontes de
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type Wolbachia. Les bactéries du genre Wolbachia sont connues pour infecter entre 40 % et
66 % des especes d'insectes (Hilgenboecker et al. 2008 ; Zug and Hammerstein 2012). De
plus, les mirides sont connus pour étre des hotes de nombreux endosymbiontes de type
Wolbachia ou Rickettsia (Kikuchi and Fukatsu 2003 ; Machtelinckx et al. 2012 ; Caspi-Fluger
et al. 2014). Les effets phénotypiques de telles infections sont divers, comme des
manipulations de la reproduction de 1'hdte a travers la mort des males (Jiggins et al. 2001),
l'incompatibilité cytoplasmique (Poinsot et al. 2003), l'induction de la parthénogénése
(Stouthamer et al. 1999), ou la féminisation des males (Hiroki et al. 2002 ; Vandekerckhove et
al. 2003). Ces effets peuvent avoir de larges impacts sur 1'écologie de I'espece. La recherche
d'endosymbiontes du genre Wolbachia dans les populations d'O. palus de La Réunion et
'étude de leur distribution au sein des deux clusters pourraient permettre d'expliquer cette

structuration.

Perspectives de recherche

Des travaux restent encore a mener pour compléter les connaissances acquises lors de cette

thése sur O. palus. Plusieurs domaines d'investigation sont concernés.

Dans un premier temps, des connaissances sur la dynamique spatio-temporelle des
populations d'O. palus a 1'échelle du verger ou d'un bassin de production paraissent
nécessaires a acquérir. L'utilisation de la technique de capture-marquage-recapture pourrait se
révéler adaptée aux suivis des individus et aux études des modalités de dispersion au sein des
vergers. L'étude de la dynamique temporelle consisterait aussi a évaluer la réalisation, ou non,
d'une diapause des populations d'O. palus a La Réunion. Par ailleurs, un approfondissement
de la connaissance des interactions insecte-plante de l'espéce peut étre réalisé par la
caractérisation des dégats, I'évaluation d'un seuil de nuisibilité, ou encore par la poursuite de
I'étude de la gamme d'hotes d'O. palus. De plus, les études sur la bioécologie de I'espéce
pourraient confirmer et affiner les résultats acquis, notamment sur la durée de vie adulte
moyenne et la fécondité. Dans une optique d'application sur le terrain, la préférence
alimentaire entre les différentes plantes hotes pourrait également étre étudiée en cage au
laboratoire et en cage de comportement, en conditions semi-naturelles, pour identifier une ou
plusieurs plantes piéges susceptibles d'étre insérées en périphérie des vergers de manguiers.

Enfin, I'évaluation qualitative et quantitative des dégats d'O. palus devrait étre entreprise. En

274




Chapitre V - Discussion générale

effet, durant nos trois années d'expérimentations, trés peu de cas d'attaques séveéres et
exclusivement réalisées par O. palus ont €té observées. Les parcelles présentaient, la plupart
du temps, des dégats liés a l'attaque concomitante de plusieurs bio-agresseurs, notamment

d'oidium.

Concernant les dégats éventuels d'autres mirides sur le manguier, il parait pertinent d'évaluer
le risque que représente Campylomma cf. angustior dans les vergers, c'est en effet la
deuxieme espéce de miride phytophage la plus abondante sur les inflorescences de manguier.
De plus, une vérification du caractére zoophage strict de C. leucochila merite d'étre envisagée.
Elle permettrait, d'une part, de s'assurer que cette espéce ne représente pas une menace pour le
manguier et, d'autre part, d'évaluer son possible role de biocontrdle sur des ravageurs du
manguier, dont O. palus. Parallélement, il est envisageable de mener des études sur 1'impact
d'O. palus sur les autres cultures d'importance économique ou ornementale, particuliérement
celles ou de trés fortes densités adultes ont été retrouvées comme le letchi, l'avocatier, le

Dombeya, le jujubier, le tamarinier ou encore le baie rose.

A T'échelle régionale, des investigations doivent encore étre menées pour évaluer la présence
de l'espéce dans d'autres territoires (Afrique de I'Est et centrale (pays frontaliers de
'Ouganda), iles de 1'Océan Indien (Madagascar, Rodrigues, Seychelles etc.)) et pour étudier
les facteurs pouvant influencer la structuration génétique des populations (présence
d'endosymbiontes par exemple). Une étude plus approfondie de la diversité génétique d'O.
palus, reposant sur 1'échantillonnage de nombreux individus d'Ouganda et des iles du SOOI
offrirait des éléments de réponse relatives aux interrogations sur les chemins de migration des

populations dans la zone.

Enfin, la mise au point d'un élevage d'O. palus a permis la caractérisation du cycle et des
durées de développement de I'espece et elle ouvre la possibilit¢ de nombreuses
expérimentations. Des essais testant l'efficacité d'agents de biocontréle contre O. palus
(champignon entomopathogéne), ou encore de 1'efficacité de bio-insecticides contre O. palus
(extraits de plantes) pourraient €tre réalisés. Des projets (AttractmyFly et Biopiper) sont
actuellement en cours sur d'autres insectes, mais les techniques pourraient étre adaptées au cas

d'O. palus.
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Applications pratiques pour la gestion agroécologique des
populations d’Orthops palus

L'ensemble des informations acquises lors de ces travaux de thése permet de proposer des
méthodes de gestion des populations d'O. palus a 1'échelle de 1'agroécosysteme. La production
de la mangue a La Réunion s'oriente, depuis quelques années, vers une protection
agroécologique des cultures (PAEC) (Deguine et al. 2016). Cette démarche, déclinant les
principes de 1’agroécologie au domaine de la protection des cultures, s’appuie sur deux axes :
favoriser la biodiversité végétale dans les agroécosystemes et favoriser la santé du sol. Ces
deux axes permettent d’optimiser les interactions entre les communautés végétales (cultures,
autres plantes, adventices, plantes pieges ou refuges, etc.) et les communautés animales
(ravageurs, auxiliaires). Les trois piliers qui constituent la PAEC et qui sont liés entre eux,
sont la prophylaxie, la lutte biologique (notamment la lutte biologique par conservation) et la
gestion des communautés végétales et animales (dont la gestion des habitats). La mise en
ceuvre de la PAEC s'effectue selon une stratégie phytosanitaire ordonnée, en plusieurs €tapes,
qui sont rappelées dans la figure V-2. Cette stratégie peut s’appliquer a la gestion

agroéocologique des populations d’Orthops palus.

Sur le plan réglementaire, la présence d'O. palus n'étant pas signalée dans toutes les iles de
'Océan Indien, les mesures déja existantes réglementant I’importation de matiéres végétales
et les mesures d’inspection des végétaux exportés, doivent permettre de limiter la propagation

de l'insecte.

Parmi les mesures préventives, la premiére recommandation a mettre en ceuvre serait de
limiter au maximum l'implantation d'especes hotes d'O. palus a proximité des vergers. Il s'agit
d'éviter de fournir des ressources florales, permettant aux populations d'O. palus, de se
maintenir a des niveaux élevés de populations. Par exemple, l'implantation de plants de letchi
a proximité de manguiers de type José et Cogshall est a déconseiller, car ces deux especes ont
des floraisons a des périodes communes. Il en est de méme pour la présence de baies roses a
proximité de parcelles de jujubiers. La seconde recommandation est de gérer rigoureusement
la présence et les attaques d’oidium dans les vergers. En effet, I’observation de symptomes
sur les inflorescences de manguier lors de pullulation d’O. palus montre, dans la grande
majorité des cas (80 %), la présence simultanée de piqiires de punaises et d'un feutrage blanc
caractéristique d'attaques d’oidium (Figure V-3). Les symptdmes provoqués par ces deux
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bioagresseurs sont alors difficilement discernables lorsqu'ils sont concomitants, ce qui donne
lieu a des conclusions biaisées sur 1’origine des dégats. Ainsi, des dégats imputés a O. palus,
trouvent probablement leur origine dans des attaques d’oidium. Réciproquement, des piqiires
de nutrition des punaises peuvent aussi étre des "portes d’entrée" pour les spores de

champignons (Wheeler 2001).

Parmi les différentes formes de lutte biologique, la premiere forme a privilégier est la lutte
biologique par conservation, notamment lorsque la pression en pesticides chimiques est
fortement réduite ou supprimée, ce qui est l'orientation prise a La Réunion. On peut mettre en
place, dans ou autour des vergers, des habitats (couvertures végétales, bandes fleuries, plantes
refuges) favorables aux arthropodes utiles (prédateurs, parasitoides, pollinisateurs), en
particulier aux ennemis naturels d’O. palus. Par exemple, une étude des communautés de
parasitoides dans les vergers de manguiers réunionnais a montré la présence de parasitoides

du genre Leiophron (Jacquot, communication personnelle 2015).
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1. Respect des mesures réglementaires

2. Mise en ceuvre
prioritaire de mesures
préventives non chimiques

Méthode
de la mise en ceuvre
de la PAEC

3. Si nécessaire, mise en
ceuvre de mesures
curatives apres évaluation
des risques

— Prophylaxie = — augmentorium, ensachage, efc.

Echappement de la
|~ culture aux périodes _ semis ou récolte précoces,

de risques utilisation de variétés adaptées
: mesures agronomiques favorisant
SSSUORGOIARS . o 1tits et le bon fonctionnement
santé du sol
du sol
insertion de couvertures
L Gestion végétales, de bandes enherbées,
des habitats ~  de bandes fleuries, de plantes

piéges ou refuges, etc.

- Lutteibiolo'gique Ear conservation

L Autres techniques _ tocnniques de protection intégrée :

préventives physiques (filets), agronomique
(itinéraires techniques), variétales
(tolérance ou résistance), efc.
Evaluation des observations in situ ou
risques et prise avertissement par piégeage
de décision utilisation de seuils d'intervention
mesures non chimiques de lutte :
. i techniques culturales, lutte
Si nécessaire, biologique inondative, Iutte
recours a des biotechnique
mesures curatives
d'intervention en tout demier recours : pesticides

chimiques de moindre incidence
écologique

Figure V-2. Méthodes de mise en ceuvre de la protection agroécologique des cultures sur le

terrain
(D'aprés Deguine et al,. 2016)
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Figure V-3. Inflorescences de manguier présentant simultanément des symptomes de piqiires
d'Orthops palus et d'attaques d'autres bioagresseurs

a. Procontarinia mangiferae et Orthops palus; b. Oidium mangiferae et Orthops palus

(Photographies : Morguen Atiama) 279
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Les hyménoptéres de ce genre sont connus pour étre des parasitoides larvaires de mirides du
genre Lygus (Williams et al. 2003 ; Demirel et al. 2005). La poursuite de cette étude, en cours,
pourrait révéler la présence d'autres especes de parasitoides a fort potentiel de biocontrdle d'O.
palus. Le role des prédateurs d’O. palus est également & mieux prendre en compte. Le pois
d’Angole, arbuste commun dans les zones de vergers de manguiers, est un abri privilégié pour
de nombreux auxiliaires (Deguine, communication personnelle 2012). L’espéce Nesidiocoris
volucer, punaise prédatrice généraliste, y est fréquemment rencontrée (Festin, communication
personnelle, 2016) et elle pourrait jouer un role dans la régulation d’O. palus. De plus, des
investigations doivent €tre menées pour connaitre le role de Campylomma leucochila dans les
inflorescences de manguier, qui pourrait se révéler étre un prédateur des larves d'O. palus.
Cette étape de lutte biologique par conservation n'a de sens que si les traitements insecticides,
pratiqués de maniére préventive et sans grand intérét, sont supprimés ou trés fortement
réduits.

L'utilisation de champignons entomopathogenes est aussi une solution de biocontrdle
envisageable a moyen terme. En effet, plusieurs souches de champignons du genre Beauveria,
sont utilisées a travers le monde pour lutter contre des especes du genre Lygus, par exemple
contre Lygus hesperus en culture de luzerne ou encore Apolygus lucorum en culture de
cotonnier (McGuire et al. 2006 ; Tong Yaluan et al. 2010 ; Portilla et al. 2014). De plus, des
essais sont actuellement en cours a La Réunion pour tester 1’intérét d’utiliser des souches de
Beauveria dans la lutte contre les mouches des fruits. La méme démarche pourrait étre
entreprise envers O. palus. 1l en est de méme a propos de 1’utilisation d’extraits de plantes
endémiques (Piperaceae) qui ont révélé une efficacité insecticide vis-a-vis de Bactrocera
cucurbitae (Dorla et al, soumis) et qui pourrait présenter un intérét dans la lutte biologique

contre O. palus.

La gestion des habitats, troisieme pilier de la PAEC, peut étre réalisée par l'insertion de
plantes pieges d'O. palus sur lesquelles les populations peuvent étre gérées, ou bien de plantes
refuges pour les ennemis naturels (Easterbrook and Tooley 1999 ; Accinelli et al. 2005 ;
Shelton and Badenes-Perez 2006 ; Deguine et al. 2016). L'implantation en inter-rang de
plantes pieges pour les mirides est utilisée dans diverses cultures, particulierement pour la
gestion des mirides du cotonnier en Afrique et aux Etats-Unis (Mensah and Khan 1997 ; Mert
et al. 2001 ; Lu et al. 2009). Le cas du Pois d’Angole (Cajanus cajan L.) a précédemment été
cit¢ comme plante refuge d’ennemis naturels comme Nesidiocoris volucer. On peut remarquer

qu’au Mexique, des associations de type manguier - pois d’Angole sont pratiqués avec succes
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sur le plan agronomique (augmentation du rendement des manguiers). De telles pratiques
pourraient s’accompagner d’une régulation des punaises par les ennemis naturels présents sur

la 1égumineuse (Agreda et al. 2006).

Par ailleurs, la bonne gestion des itinéraires techniques de production du manguier (pratiques
culturales, gestion de I'enherbement, etc.) est ¢galement un gage de limitation des attaques de
certains bioagresseurs, notamment d’0. palus. L’influence de la variété cultivée est
importante a prendre en compte dans la gestion des populations d’O. palus et de ses dégats
possibles. Une parcelle de variété Cogshall (qui réalise un seul flush de floraison par an)
subissant une attaque de la Punaise du manguier, peut présenter des dégats importants, alors
qu’une parcelle de variété José, qui fleurit habituellement en deux ou trois flushs entre juin et
novembre, peut compenser lors de la deuxiéme ou troisieme floraison, d’éventuels dégats

survenus sur la premicre floraison.

Enfin, en suivant la stratégie phytosanitaire de la PAEC, en tout dernier ressort et si
nécessaire, la mise en ceuvre d'une méthode curative par 'utilisation d'insecticides de synthése
peut étre envisagée. Elle aurait lieu aprés une évaluation précise des risques via la
détermination du niveau d'infestation de la parcelle. Un traitement localisé sur les arbres
infestés peut s'envisager si les niveaux de populations dépassent un seuil d'intervention (cf.
Introduction générale-Mod¢le d'étude-Orthops palus). Le seuil qui existe aujourd'hui n'est pas
adapté et devrait étre réévalué dans divers contextes. Il conviendrait d'évaluer la corrélation
entre la densité de punaises par inflorescence et l'intensité de dégats dans plusieurs vergers de
manguiers, répartis dans les diverses zones de production de 1'lle (Sud, Ouest, Nord-Ouest).
Par ailleurs, il faut souligner que la seule matiere active actuellement homologuée sur le
manguier, la lambda-cyhalothrine, dont aucune étude n’a mesuré véritablement 1’efficacité sur
O. palus, a des effets collatéraux sur la faune auxiliaire, ce qui rend cette pratique de la lutte

chimique non satisfaisante.

Les recommandations de gestion agroécologique des populations d’O. palus, qui sont
précisées ci-dessus, sont les premieres émises pour cet insecte et sont fondées sur cette
démarche innovante de protection agroécologique des cultures. Elles peuvent servir de
référence, non seulement pour le cas d’O. palus sur le manguier, mais aussi pour d’autres

mirides s’attaquant a des cultures fruitiéres tropicales.
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Par ailleurs, pour accompagner les praticiens dans leurs observations de terrain, nous avons
mis au point des outils d’aide au transfert, qui sont désormais disponibles et opérationnels. A
cet égard, la fiche de reconnaissance de terrain qui présente, en recto, les 13 espéces de
mirides des vergers de manguiers et, en verso, une description et des outils pour mieux
reconnaitre les trois especes les plus présentes sur les inflorescences, se révelera fort utile en

milieu producteur.

Enfin, les résultats acquis dans la theése sur O. palus et les recommandations de gestion
agroécologique de ses populations vont étre intégrés, a partir de I’année universitaire 2015-
2016, dans le contenu du CUQP (Certificat Universitaire de Qualification Professionnelle)
"Protection agroécologique des cultures", formation dipldmante dispensée par un consortium
de partenaires (de la Recherche, de I’Expérimentation, du Conseil et du Développement) et
délivrée par I’Universit¢é de La Réunion a I’attention des professionnels (agriculteurs,

techniciens, conseillers, enseignants agricoles).
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Au début des années 2010, Orthops palus, fautivement appelée Lygus palus ou Taylorilygus
palus, et dénommée "Punaise du manguier " sur le terrain, était considérée comme le ravageur
numéro un du manguier a La Réunion et trés peu de connaissances étaient disponibles sur cet
insecte. La présente étude a permis d’acquérir des connaissances sur sa taxonomie, sur sa
bioécologie et sur sa diversité génétique. A ce titre, la thése représente une contribution
scientifique significative puisqu'elle apporte la plupart des connaissances disponibles
aujourd’hui dans la littérature sur O. palus. Ces connaissances font d’ailleurs aujourd'hui d'O.
palus, une des especes de mirides les plus étudiées en cultures fruitieres tropicales, si I’on s’en

réfere a la synthése bibliographique proposée au début du manuscrit.

La démarche scientifique engagée dans la thése a mobilisé différentes disciplines scientifiques
et outils : la taxonomie pour l'identification des espéces de mirides ; la biologie pour I'é¢tude
du cycle de vie d'O. palus ; 1'écologie pour I'étude des interactions entre O. palus et ses
plantes hotes ; la génétique pour I'é¢tude de la diversité génétique et de la structuration des

populations.

Les principaux résultats de la thése sont les suivants. La miridofaune des vergers de
manguiers a été étudiée et, parmi les 13 especes de mirides recensées, O. palus est I’espéce la
plus abondante sur les inflorescences du manguier lors de sa floraison. Pour identifier O.
palus au laboratoire et la reconnaitre sur le terrain, trois outils originaux ont été construits
(une clé d’identification, des séquences du Cytochrome ¢ Oxydase I et une fiche de
reconnaissance sur le terrain).. Un élevage d’O. palus a ét¢ mis au point ; il a permis de
caractériser son cycle biologique et de mesurer les durées des stades de développement.
L’inventaire des plantes hotes d’O. palus (15 espéces a La Réunion) a montré que c’est une
espece polyphage et qu’elle est surtout une "Punaise des fleurs", susceptible de passer ’année,
en se déplacant, selon la disponibilité des ressources alimentaires, de plante en fleur a plante
en fleur. Les études sur la diversité et la structuration génétique d’O. palus dans les iles du
SOOI ont apporté des résultats importants. A La Réunion, les populations sont structurées en
deux populations, sans facteur structurant identifi¢. A Maurice, une seule population est
recensée. Elle est différente et moins diversifiée (hétérozygotie et leur richesse allélique) que
celles de La Réunion. . Aucune race d’hote n’a été mise en évidence, ni @ La Réunion, ni a

Maurice. Des flux de populations, dans les deux sens, ont été mis en ¢vidence entre ces deux
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iles,. Enfin, 1’analyse de la diversité de I'ADN mitochondrial sur des individus prélevés sur
quatre iles du SOOI (La Réunion, Maurice, Mayotte, Grande Comore) montre la présence

d'au moins sept haplotypes dont la distribution confirme les échanges inter-iles.

La discussion générale de la thése s’est concentrée sur des thématiques: 1’évolution
temporelle des populations et le passage de I’année a I’échelle des agroécosystémes par
I’espece étudiée ; la dynamique spatiale et les flux de populations a I’échelle de la région

SOOL

A Tavenir, plusieurs perspectives de recherche, qu’il conviendrait d’engager pour poursuivre
I’acquisition de connaissances sur O. palus, sont identifiées : 1'étude des processus de
dispersion des populations a I'échelle de l'agroécosysteme;  I'¢tude de diverses
caractéristiques bioécologiques (effet de facteurs biotiques et abiotiques sur la durée de
développement des stades, préférence alimentaire entre les différentes plantes hotes en cage
ou au laboratoire) ; 1'étude fine de certaines interactions insecte-plante (par exemple
caractérisation et évaluation des dégats) ; la mise au point de méthodologie (méthode de
collecte des mirides sur les arbres, plan d’échantillonnage dans les vergers) ; 1'évaluation de
la présence et la diversité génétique d’O. palus dans les pays d’Afrique de I’Est, a Madagascar
et dans les iles de Océan Indien (facteurs influencant la structuration génétique des

populations, étude des chemins migratoires des populations dans la zone).

Enfin, a la lumiére des résultats acquis dans la thése, des propositions de gestion
agroécologique des populations d’O. palus a mettre en place a I’échelle locale sont faites, et
les mesures de précaution a prendre pour éviter les flux de populations entre les pays de

I’Océan Indien pour éviter tout phénomene invasif, sont rappelées.
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Espéces du genre Orthops (On-line Systematic Catalog of Plant Bugs (Insecta: Heteroptera: Miridae) : http://research.amnh.org/pbi/catalog/names.php?genus=orthops)

Espéces Synonymes Pays Plantes hotes' Famille
Orthops acaciae (Lindberg, 1958) Ile du Cap Vert Faidherbia albida (Lindberg, 1958) Fabaceae
Orthops alpicola (Poppius, 1910) Meru (Afrique de I'Est) non spécifié
Orthops denigratus (Poppius, 1910) Meru (Afrique de I'Est) non spécifié
Orthops basalis (Costa, A., 1853) Italie Quercus sp (Gollner-Scheiding, 1970) Fagaceae
espéce non spécifiée (Cmoluchowa and Lechowski,
Orthops caucasicus (Jakovlev, 1879) Caucase 1977) Apiaceae
Orthops intermedius (Tamanini, 1951)  Italie espéce non spécifiée (Josifov, 1974) Apiaceae
Orthops tamaninii (Stichel, 1958) Caucase Umbellifera (Gollner-Scheiding, 1972) Apiaceae
Orthops testaceus (Tamanini, 1951) Italie
Orthops brevicornis (Linnavuori, 1973) Kenya non spécifié
Orthops campestris (Linnaeus, 1758) Europe Ononis spinosa (Gollner-Scheiding, 1970) Fabaceae
Orthops algiricus (Reuter, 1896) Europe Quercus sp. (Gollner-Scheiding, 1970) Fagaceae
Orthops herbaceus (Stichel, 1958) Europe Salix sp. (Gollner-Scheiding, 1970) Salicaceae
Orthops imperfectus (Stichel, 1958) Europe espéce non spécifiée (Josifov, 1974) Apiaceae
Orthops lucidus (Kirschbaum, 1856) Europe espece non spécifiée (Knight, 1968) Brassicaceae
Orthops pastinacae (Fallen, 1807) Suéde Umbellifera (Gollner-Scheiding, 1972) Apiaceae
Orthops prasinus (Stichel, 1930) Europe
Orthops reuteri (Tamanini, 1951) Europe
Orthops stillatus (Stichel, 1958) Europe
Orthops transversalis (Fabricius, 1787) Allemagne
Orthops trimaculatus (Tamanini, 1951) Italie
Orthops viridipallens (Stichel, 1930) Europe
Orthops daidalos Linnavuori, 1974 Niggéria non spécifié
Orthops pindaros Linnavuori, 1974 Nigéria non spécifié
Orthops ferrugineus (Reuter, 1906) Allemagne non spécifié
Orthops thoracicus (Westhoff, 1881) Allemagne non spécifié
Orthops forelii Fieber, 1858 Suisse Pinus sp. (Wagner, 1974) Pinaceae

Orthops ghaurii Zheng, 2004

Xinjiang (Chine)

non spécifié



http://research.amnh.org/pbi/catalog/names.php?genus=orthops

Espéces Synonymes Pays Plantes hotes' Famille
Orthops kalmii (Linnaeus, 1758) Europe Cirsium hypoleucum (Hoberlandt, 1956) Asteraceae
Orthops bipartitus (Stichel, 1958) Europe Ferula nodiflora (Pericart, 1965) Apiaceae
Orthops conspicuus (Stichel, 1958) Europe Ononis spinosa (Gollner-Scheiding, 1970) Fabaceae
Orthops daldorfii (Gmelin, 1790) Allemagne Quercus sp. (Gollner-Scheiding, 1970) Fagaceae
Orthops fieberi (Westhoft, 1881) Allemagne Salix sp. (Gollner-Scheiding, 1970) Salicaceae
Orthops flavovarius (Fabricius, 1794) Danemark espece non spécifiée (Josifov, 1974) Apiaceae
Orthops frenatus (Horvath, 1894) Caucase espece non spécifiée (Lindberg, 1961) Brassicaceae
Orthops gramineus (Fabricius, 1798) Italie Umbellifera (Gollner-Scheiding, 1972) Apiaceae
Orthops luridus (Westhoff, 1881) Allemagne
Orthops nigrovarius (Stichel, 1958) Europe
Orthops orientalis (Reuter, 1896) Trancaucasie; Turkestan
Orthops pauperatus (Herrich-Schaeffer, 1837) Europe
Orthops pellucidus Fieber, 1858 Suisse
Orthops piceus (Reuter, 1894) Allemagne
Orthops quadrimaculatus (Stichel, 1958) Europe
Orthops ribis (Schrank, 1801) Allemagne
Orthops singularis (Fallen, 1829) Suede
Orthops tenuis (Stichel, 1958) Europe
Orthops triplex (Stichel, 1958) Europe
Orthops umbratilis (Linnaeus, 1758) Europe
Orthops varius (Fabricius, 1787) Allemagne
Orthops westhoffi (Stichel, 1930) Europe
Orthops lavandulae (Lindberg, 1958) Ile du Cap Vert Lavandula rotundifolia (Lindberg, 1958)  Lamiaceae
Victoria Nyanza (Afrique de
Orthops lugubris (Poppius, 1914) I'Est) non spécifié
Orthops meruensis (Poppius, 1910) Meru (Afrique de 1'Est) non spécifié
Orthops modestus (Linnavuori, 1973) Kenya Cocculus pendulus (Linnavuori, 1986) Menispermaceae
Orthops montanus (Schilling, 1837) Pologne Pinus sp. (Wagner, 1974) Pinaceae




Espéces Synonymes Pays Plantes hotes’ Famille
Orthops mutans (Stal, 1858) Sibérie Urtica cannabina (Kerzhner, 1988
Orthops nigriscutum (Poppius, 1912) Uyassa (Afrique de 1'Est) non spécifié
Orthops arcanus Linnavuori, 1975 Ethiopie
Orthops nigropunctatus (Poppius, 1912) Kilimanjaro (Afrique) non spécifié
Orthops pilosulus Jakovlev, 1877 Perse Calligonum sp. (Putshkov, V., 1976) Polygonaceae
Podocarpus gracilior (Linnavuori,
Orthops podocarpi Linnavuori, 1975 Ethiopie 1975) Podocarpaceae
Orthops polydeukes Linnavuori, 1974 Nigeria non spécifié
Orthops qualis (Distant, 1909) Inde non spécifié
Orthops sangvinolentus (Reuter, 1879) Turkestan non spécifié
Orthops santaluciae (Lindberg, 1958) Ile du Cap Vert Lavandula sp. (Lindberg, 1958) Lamiaceae
Orthops scutellatus Uhler, 1877 Colorado (Etats Unis) Daucus carota (Kelton, 1980) Apiaceae
Orthops buchanani (Poppius, 1914) Nouvelle Zélande Heracleum sp.(Lindberg, 1959) Apiaceae
Orthops flavoscutellatus (Matsumura, 1911) Ile Sakhaline (Russie) espéce non spécifiée (Lindberg, 1959) Apiaceae
Orthops sachalinus (Carvalho, 1959) Ile Sakhaline (Russie)
Orthops udonis (Matsumura, 1917) Japon
Orthops sjostedti (Poppius, 1910) Meru (Afrique de 1'Est) Podocarpus sp. (Linnavuori, 1975) Podocarpaceae
Orthops incertus (Poppius, 1910) Meru (Afrique de 1'Est)
Orthops labdakos Linnavuori, 1974 Nigeria
Meru (Afrique de I'Est) ;

Orthops suturellus (Poppius, 1910)

Orthops aberrans (Poppius, 1912)

Kilimanjaro
Afrique de I'Est

non spécifié

Orthops tessulatus Linnavuori, 1975 Bahr el Ghazal (Soudan) non spécifié
Orthops unguicularis (Linnavuori,
1973) Ethiopie non spécifié

Orthops v-flavum (Reuter, 1907)

Baie d'Algoa (Afrique du Sud)

non spécifié

Orthops versicoloreus Linnavuori, 1975

Soudan

non spécifié

Orthops vitticeps (Reuter, 1906)

Sichuan (Chine)

non spécifié

*3 Liste de plantes-hates non exhaustive (d’aprés la base de données : On-line Systematic Catalog of Plant Bugs) — ne sont répertoriées dans la base de données que les plantes hétes
décrites dans des publications accessibles en pdf.
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Punaise

c

K

D'AGRICULTURE S
REUNION <0

de La R

NOM COMMUN ORDRE/FAMILLE NOM SCIENTIFIQUE ESPECES FRUITIERES ATTAQUEES
Taylorilygus palus

Manguier, letchi

Hemiptera / Miridae

eres

Y

Description

La punaise se déplace rapidement a
I'intérieur des panicules florales et sur
les jeunes pousses. Adulte, I'insecte de
couleur vert jaune ou brun clair, atteint
4 mm de long et vole d’arbre en arbre.
Les stades larvaires sont plus petits et
ont des ailes incomplétement déve-
loppées.

Nature des dégats

La punaise se nourrit de la seve des
bourgeons, des pousses tendres et des
panicules florales en piquant les orga-
nes a l'aide de son rostre. Ses multi-
ples pigires provoquent des défor-
mations sur les jeunes pousses et des
dessechements capables d’anéantir la totalité de la floraison du manguier. Ses attaques
sont rares sur letchi mais occasionnent parfois des pertes non négligeables.

Punaise
Taylorilygus palus

Fiche phytosanitaire des cultures frui

Estimation des attaques
ESPECE METH

SEUIL DE TRAITEMENT

3
EILLANCE

FRUITIERE DE (pour 20 battages)
Manguier Battage* des panicules 3 punaises par battage
Letchi Battage des panicules 3 punaises par battage

* Le battage consiste a tapoter une vingtaine de jeunes pousses ou de panicules répar-
ties sur 10 arbres au-dessus d’'une feuille de papier de format A4. Il suffit de comp-
ter le nombre de punaises tombées sur la feuille et de calculer la moyenne des 20
battages.

Traitements recommandés

SPECIALITE
COMMERCIALE
(matiére active)
DECIS 50 ml 7 jours
(deltaméthrine) Ces produits sont toxiques
SHERPA 10 pour les msectes-unles i ‘
CYPERFOR 30 ml 7 jours et{p?uv'e.nt occ?.smnner e graves
‘. déséquilibres ¢'ils sont utilisés
(cyperméthrine) : ks
de maniere répétitive.
L KARATE ZEON 12,5ml 7 jours Traiter uniquement
! \ (lambda- sile seuil d’intervention est atteint.
Dégats de punaise sur Jeunes pousses cyhalmhrme)

Fiche réalisée en 2002 par la Chambre d'Agriculture de La Réunion
avec la lmrticiipazion du CIRAD-FLHOR et de la DAF (photos : D. Vincerzﬁt).

i

Fiche ravageurs - Punaise - Taylorilygus palus (Orthops palus) de la Chambre d’agriculture de La Réunion
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Corizidolon notaticolle Reuter, 1907

Systematic.

Subfamily Mirinae Carvalho, 1959
Tribe Hyalopeplini Carvalho, 1952
Genus Corizidolon Reuter, 1907

Synonymy.

Corizidolon notaticolle Reuter, 1907: 4 (descr. 9,

Mauritius)

Corizidolon notaticolle Reuter, 1907: Poppius, 1912: 2

(key), 9 (tax.)

Corizidolon notaticolle Reuter, 1907: Carvalho, 1959: 318

(cat.)

Corizidolon notaticolle Reuter, 1907: Carvalho & Gross, 1979: 437 (key), 439 (tax., fig. 22,
Mauritius, Reunion Island)

Distribution.
Endemic to the Mascarene Islands (Mauritius, Reunion Island) (Reuter, 1907; Carvalho, 1959;
Carvalho, 1979).

Biology.

No data on diet was available for this species, but adults and nymphs of the other species of
the genus Corizidolon Reuter, 1907, C. australiense Carvalho & Gross, 1979 were observed
on inflorescences of Ryparosa kurrangii B.L. Webber (Achariaceae) (Webber et al., 2008).
The preponderance of nymphs on this tree led the authors to consider the species as a host-
plant for the reproduction of C. australiense. One species first described in the genus
Corizidolon and then transferred to another genus (Pleurochilophorus sexlineatus (Delattre,
1949)) is known to attack cotton (Carvalho, 1979). Corizidolon notaticolle is probably
phytophagous. In this study, C. notaticolle was collected on Mangifera indica L., 1753,
Schinus terebinthifolius Raddi, 1820 (Anacardiaceae), Terminalia bentzoé (L.) L.f.
(Combretaceae) and Dombeya sp (Malvaceae). This species was collected on both mango and
on low growing vegetation but was rare in both cases.

Diagnosis.
This species cannot be confused with others species of Miridae in mango orchards in Reunion
Island. Its two dorsal black spots on the pronotum are very characteristic and very visible.
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Webber B.L., Curtis A.S.O., Cassis G., Woodrow LE., Flowering morphology, phenology and
flower visitors of the australian rainforest tree Ryparosa kurrangii (Achariaceae), Australian
Entomologist 35(1) (2008) 7-17.

Corizidolon notaticolle Reuter, 1907




Trigonotylus tenuis Reuter, 1893

Systematic.

Subfamily Mirinae Carvalho, 1959
Tribe Stenodemini China, 1943
Genus Trigonotylus Fieber, 1858

Synonymy.

Trigonotylus ruficornis tenuis Reuter, 1893: 208 (descr., Seychelles)

Trigonotylus pallidicornis Reuter, 1899: 161 (descr., Algeria)

Megaloceroea doddi Distant, 1904a: 269 (descr., Australia)

Megaloceroea dohertyi Distant, 1904b: 425 (descr., Myanmar)

Trigonotylus pallidicornis Reuter, 1899: Reuter, 1907: 1 (syn.,

Madagascar)

Trigonotylus pallidicornis Reuter, 1899: Lindberg, 1958: 100 (ecol., Cape Verde)
Trigonotylus dohertyi (Distant, 1904): Carvalho, 1959: 313 (cat., Cameroon, Nigeria)
Trigonotylus pallidicornis Reuter, 1899: Carvalho ef al., 1960: 465 (South Africa)
Trigonotylus pallidicornis Reuter, 1899: Linnavuori, 1973: 71 (Democratic Republic of the
Congo)

Trigonotylus doddi (Distant, 1904): Eyles, 1975: 162 (n. comb., ecol.), 165 (fig.)
Trigonotylus dohertyi (Distant, 1904): Eyles, 1975: 162 (syn.)

Trigonotylus pallidicornis Reuter, 1899: Linnavuori, 1975: 18 (Sudan)

Trigonotylus doddi (Distant, 1904): Snodgrass et al., 1984: 859 (ecol.)

Trigonotylus pallidicornis Reuter, 1899: Linnavuori, 1986: 129 (Saudi Arabia)
Trigonotylus doddi (Distant, 1904): Buntin, 1988: 217 (ecol.)

Trigonotylus pallidicornis Reuter, 1899: Linnavuori, 1989: 30 (Yemen)

Trigonotylus doddi (Distant, 1904): Golub, 1989: 157 (syn.)

Trigonotylus tenuis Reuter, 1893: Vivas et al., 2005: 125 (ecol.)

Trigonotylus tenuis Reuter, 1893: Herndndez & Henry, 2010: 101 (ecol.), 169 (fig.), 190 (fig.)

Distribution.

Cosmopolitan. In the Afrotropic ecozone, this species is reported from Cameroon, Cape
Verde, Democratic Republic of the Congo, Madagascar, Nigeria, Saudi Arabia, Seychelles,
South Africa, Sudan and Yemen (Linnavuori, 1975; Reuter, 1907; Carvalho,1959 ; Carvalho
1960; Linnavuori, 1973; Linnavuori, 1986; Linnavuori, 1989; Reuter, 1893; Reuter, 1899;
Lindberg, 1958).

Biology.

T tenuis is a phytophagous and predatory species, known to be a pest of Poaceae species,
mostly of Cynodon dactylon (L.) Pers., 1805 and Oryza sativa L., 1753. It has been reported
on nine other Poaceae species and on a species of both Brassicaceae and Cyperaceae families
(Snodgrass et al., 1984; Hernandez and Henry, 2010; Lindberg, 1958; Eyles, 1975; Buntin,
1988; Vivas et al., 2005). According to Vayssieres et al. (2001) 7. tenuis preys on Aleyrodidae
on Solanaceae in Reunion Island and is also known to prey on the eggs of homopteran pests
of rice according to Wheeler (2001). Taylorilygus apicalis, Trigonotylus tenuis is known to be
the host of the mite Lasioerythraeus johnstoni Welbourn & Young, 1987 (Prostigmata,
Erythraeidae, Eythraeinae) in the U.S.A. (Young and Welbourn, 1988). In this study, 7. tenuis
was collected on Mangifera indica L., 1753 (Anacardiaceae) and Zea mays L., 1753
(Poaceae). The species was collected on both mango and low growing vegetation. It was rare
on mango and uncommon on low growing vegetation.

Trigonotylus tenuis Reuter, 1893




Diagnosis.

Trigonotylus tenuis can't be confused with other Miridae from mango orchards on Reunion
Island with its combination of green coloration (which may fade to stramineus) and the pale
median stripe on the pronotum and scutellum.
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Nesidiocoris volucer Kirkaldy, 1902

Systematic.

Subfamily Bryocorinae Carvalho, 1957
Tribe Dicyphini Carvalho, 1958

Genus Nesidiocoris Kirkaldy, 1902

Synonymy.

Nesidiocoris volucer Kirkaldy, 1902: 247 (descr., Reunion Island)

Dicyphus persimilis Poppius, 1910: 52 (descr. @ & &, Tanzania)

Engytatus volucer (Kirkaldy, 1902): Poppius, 1914: 18 (key, comb.,

tax.)

Engytatus persimilis (Poppius, 1910): Poppius, 1914: 18 (key), 19 (comb., tax., Kenya, Togo,
Cape-Verde)

Cyrtopeltis (Nesidiocoris) persimilis (Poppius, 1910): Carvalho, 1958: 188 (cat.)
Nesidiocoris volucer Kirkaldy, 1902: Linberg, 1958: 102 (tax., ecol.)

Engytatus persimilis (Poppius, 1910): Linberg, 1958: 102 (syn.)

Nesidiocoris volucer persimilis (Poppius, 1910): Odhiambo, 1961: 3 (tax., Uganda)
Cyrtopeltis (Nesidiocoris) volucer persimilis (Poppius, 1910): Linnavuori, 1975: 12 (Sudan)
Nesidiocoris volucer persimilis (Poppius, 1910): Cassis, 1984: 136 (ecol.)

Distribution.
Cape-Verde, Kenya, Uganda, Reunion Island, Sudan, Tanzania, Togo (Kirkaldy, 1902;
Poppius, 1910; Poppius, 1958; Odhiambo, 1961; Linnavuori 1975).

Biology.

N. volucer is known to deform leaves of tobacco Nicotiana tabacum L. (Solanaceae) in
Zimbabwe (Wheeler, 2001). This species was also described as attacking eggs of beetles
Lema bilineata Germar, 1824 and also insects, alive or dead, imprisoned in the adhesive
tobacco leaves (Wheeler, 2001). N. volucer was collected on Solanaceae and on Cleome
aculeata L. (Cleomaceae) in Cape-Verde (Linberg 1958) and on Cleome sp (Cleomaceae) in
Africa (Cassis, 1984).

N. tenuis (Reuter, 1895) was reported to be a predator of Aleyrodidae and Aphididae on
Asteraceae, Cucurbitaceae, Fabaceae and Solanaceae in Reunion Island (Vayssicres et al,
2001). It s likely that N. volucer attacks Aleyrodidae and Aphididae in Reunion Island too.

In this study, N. volucer was collected on Cajanus cajan (L.) Huth, 1893 (Fabaceae). This
species was collected only on low growing vegetation and was rare.

Diagnosis.

Nesidiocoris can be distinguished from other Miridae found in mango orchards in Reunion
Island by its thin appearance, grey coloration and by the presence of black spots on both the
apex of cuneus and cuneal fracture. Two species of Nesidiocoris have been reported in
Reunion Island, N. volucer and N. tenuis. Until now, only N. volucer has been collected in
mango orchards but it is possible that N. tenuis is also present in mango orchards. The two
species cannot be distinguished without dissecting the male genitalia.
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Proboscidocoris sp

Systematic.

Subfamily Mirinae Carvalho, 1959
Mirini Hahn, 1833

Genus Proboscidocoris Reuter, 1882

Biology.

According to Poutouli et al, the species of the

Proboscidocoris genus are phytophagous. An unidentified

species of Proboscidocoris has been reported on Anacardium

occidentale L., 1753 (Anacardiaceae) in Benin (Agboton et al., 2014).

In this study, Proboscidocoris sp was collected on Alyssum sp (Brassicaceae). This species
was collected only on low growing vegetation and was very rare.

Diagnosis.

This species can be confused with Deraeocoris ct howanus, which has a similar body shape
and color. Proboscidocoris sp can be distinguished from this Deraeocoris species by the
patches of white pilosity present all over its head, pronotum, scutellum and hemelytron and by
the pattern of color on its legs and antennae.

A single female specimen of this Proboscidocoris species was collected which did not match
the descriptions of the Afrotropical Proboscidocoris species.
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Deraeocoris indianus Carvalho, 1957

Systematic.

Deraeocorinae Carvalho, 1957

Tribe Deraeocorini Carvalho, 1957
Genus Deraeocoris Kirschbaum, 1856

Synonymy.

Deraeocoris indicus Ballard, 1927: 61 (descr., India), plate XV (fig.)

Deraeocoris indianus Carvalho, 1957: 67 (n. name for Deraeocoris

indicus Ballard, 1927, junior primary homonym of Deraeocoris

indicus Poppius, 1915)

Deraeocoris indianus Carvalho, 1957: Durén et al., 1998: 114 (ecol., Indonesia)
Deraeocoris indianus Carvalho, 1957: Gerling et al., 2001: 783 (ecol.)

Deraeocoris indianus Carvalho, 1957: Vayssicres et al., 2001: 20 (ecol., Reunion Island)
Deraeocoris indianus Carvalho, 1957: Evans, 2007: 244 (ecol.)

Deraeocoris indianus Carvalho, 1957: Nurindah & Sunarto, 2008: 3 (ecol.)

Distribution.
India, Indonesia, Reunion Island (Kirkaldy, 1902; Ballard, 1927; Carvalho, 1957; Duran et
al., 1998).

Biology.

The description of the species (under the name of D. indicus) by Ballard (1927) mentions that
this species was collected on Gossypium sp plants (Malvaceae) infested by the aphid Aphis
gossypii Glover, 1877 (Aphididae). Later, D. indianus was observed attacking Bemisia tabaci
(Gennadius, 1889) (Aleyrodidae) and Helicoverpa armigera (Hiibner, 1808) (Noctuidae)
(Duran et al., 1998; Gerling et al., 2001; Evans, 2007; Nurindah and Sunarto, 2008).

D. indianus was collected on Gossypium sp and Gossypium hirsutum L., 1763 (Malvaceae)
and Crotalaria juncea L. (Fabaceae) in India and in Indonesia (Ballard, 1927; Nurindah and
Sunarto, 2008) and on Asteraceae, Cucurbitaceae, Fabaceae and Solanaceae in Reunion Island
(Vayssicres et al.,2001) .

In this study, D. indianus was collected on Coriandrum sp (Apiaceae) and on Cajanus cajan
(L.) Huth, 1893 (Fabaceae). This species was collected only on low growing vegetation and
was rare.

Diagnosis.

D. indianus is easy to confuse with light colored specimens of D. cf howanus but can be
distinguished from the latter by its punctuation, concolorous with the tegument and by the
apex of the second antennal segment which is not swollen.
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Deraeocoris cf howanus Poppius, 1912

Systematic.

Subfamily Deraeocorinae Carvalho, 1957
Tribe Deraeocorini Carvalho, 1957
Genus Deraeocoris Kirschbaum, 1856

Biology.

Bugs of the genus Deraeocoris are known to be generalist

predators. They are known to prey upon Adelgidae,

Aleyrodidae, Aphididae, Cercopidae, Diaspididae, Lygaeidae,

Miridae, Pseudococcidae, Psyllidae or Tingidae (Hemiptera) and also upon Noctuidae
(Lepidoptera) or Tetranychidae (Trombidiformes) (Wheeler, 2001; Schaefer, 2000).
Deraeocoris species can be found on highly diverse host plants belonging to many families. It
1s important to note that the presence of Deraeocoris species on a plant is more influenced by
the presence of prey than by the plant itself.

In this study, D. cf howanus was collected on Mangifera indica L., 1753, Schinus
terebinthifolius Raddi, 1820 (Anacardiaceae), Terminalia bentzoé (L.) L.f. (Combretaceae),
Acacia sp, Albizia lebbeck (L.) Benth., 1844, Cassia fistula L., 1753, Leucaena leucocephala
(Lam.) de Wit, 1961 (Fabaceae) and Dombeya sp (Malvaceae). This species was collected on
both the mango canopy and on low growing vegetation but was rare in both cases.

Diagnosis.

The coloration of this species is highly variable, ranging from brownish yellow to black.
Some specimens correspond to the description of Deraeocoris howanus Poppius, 1912 and to
a lesser extent of Deraeocoris brunneus Poppius, 1912 both described in Madagascar. The
types of the two species, reported by Poppius to be present in the Paris Natural History
Museum collection, were searched for without success in the collection. Thus, without the
review of these types, we prefer not to attach this morphospecies to D. howanus.

D. cf howanus can be confused with Campylomma leucochila and C. spA in the case of the
darkest specimens. The species can be distinguished from these two species thanks to a
clearly visible pronotal collar and by the lack of pilosity on the pronotum and hemelytra.
Light specimens can be confused with Deraeocoris indianus Carvalho, 1957 but in fact differ
in the dark punctuation of their pronotum and hemelytra and also by the second antennal
segment, whose apex is swollen.

A third species of Deraeocoris, Deraeocoris ostentans (Stél, 1855), which has been reported
in Reunion Island, has not yet been collected in mango orchards. This species can be
distinguished from D. indianus by the presence of a transversal dark stripe on the membrane
of hemelytra and from D. cf howanus by the absence of a broadened apex of the second
antennal segment (D. cf howanus usually does not have the transversal dark stripe on the
membrane of hemelytra but some dark specimens have a slight one).
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Campylomma cf angustior Poppius, 1914

Systematic.
Phylinae Douglas and Scott, 1865
Phylini Carvalho, 1958

Biology.

Species of the genus Campylomma can be both predator and

phytophagous (Malipatil, 1992). According to some authors, only

nymphs are predators. Adults are phytophagous. Other authors

point to egg or young predation by adults or nymphs of

Campylomma liebknechti (Girault, 1934) (Malipatil, 1992). Others

species of Campylomma have been observed predating Aleyrodidae

(Campylomma diversicornis Reuter, 1878; Campylomma verbasci (Meyer-Dur, 1843) and
also Aphididae or Pseudococcidae (Campylomma verbasci (Meyer-Dur)) (Wheeler, 2001). C.
verbasci can be predacious but this species also causes damage to apple trees (Malus
domestica Borkh.) (Rosaceae) (Kain & Agnello, 2013; Reding et al., 2001). C. angustior
Poppius, 1914 is referred to as a pest of sorghum (Sorghum bicolor (L.) Moench) (Poaceae)
(Wheeler, 2001).

In this study, C. cf angustior was collected on Mangifera indica L., 1753 (Anacardiaceae),
Crotalaria sp, Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth., 1844 (Fabaceae) and Litchi chinensis
Sonn., 1782 (Sapindaceae). This species was collected on both mango and on low growing
vegetation. It was rare on mango and common on low growing vegetation.

Diagnosis.

This species is morphologically close to Campylomma angustior, but some details of its
morphology and genitalia preclude its identification as this species (Poppius, 1914;
Odhiambo, 1960; Linnavuori, 1975; Linnavuori, 1993). Furthermore, the present state of
knowledge of Miridae on Reunion Island, and more broadly in the Malagasy region, is poor,
consequently, we prefer to wait for future taxonomic revision before naming this species.

This species could be easily confused with another species of Campylomma collected in
mango orchards in Reunion Island, C. cf plantarum Lindberg, 1958.

C. cf angustior (Fig. 12) can be distinguished from C. cf plantarum (Fig. 13, 14) by the
distribution of the black spots on the femur III (Fig. 21, 22) and also by the coloration of the
second male antennal segment (yellow with a blackish base in C. cf angustior (Fig. 12), black
in C. cf plantarum (Fig. 13)).

A few specimens of Campylomma did not exactly match C. cf plantarum or C. cf angustior
and are more or less intermediate between these both morphospecies. With the few specimens
available we cannot yet say if they are just intraspecific variations or if a species complex
exists within the Campylomma in Reunion Island.

Campylomma cf angustior Poppius, 1914




Campylomma leucochila (Reuter, 1905)

Systematic.

Subfamily Phylinae Douglas & Scott, 1865
Tribe Phylini Carvalho, 1958

Genus Campylomma Reuter, 1878

Synonymy. i W |
Sthenarus leucochilus Reuter, 1905: 8 (descr. @, Reunion " : l \
Island) ,.

Sthenarus leucochilus Reuter, 1905: Poppius, 1914: 93 (key), 1mm

94 (tax., Madagascar, Tanzania, Mozambique, Eritrea)

Sthenarus vestitus Poppius, 1914: 94 (descr. @ & &, Kenya, Mozambique)

Sthenarus leucochilus Reuter, 1905: Carvalho, 1958: 146 (cat., Rodrigues, Seychelles,
Tromelin)

Sthenarus leucochilus Reuter, 1905: Lindberg, 1958: 121 (ecol., Cape Verde)

Sthenarus sordidus Odhiambo, 1960: 435 (descr. @ & &, Uganda, Kenya)

Stenocapsus leucochilus (Reuter, 1905): Linnavuori, 1973: 72 (Democratic Republic of the
Congo)

Stenocapsus leucochilus (Reuter, 1905): Linnavuori, 1975: 109 (comb., Sudan)

Sthenarus sordidus Odhiambo, 1960: Linnavuori, 1975: 109 (syn.)

Stenocapsus leucochilus (Reuter, 1905): Linnavuori, 1986: 165 (Saudi Arabia)

Stenocapsus leucochilus (Reuter, 1905): Linnavuori, 1989: 33 (Yemen)

Campylomma leucochila (Reuter, 1905): Linnavuori, 1993: 242 (key), 250 (comb., tax., ecol.,
fig. 40 & 72 i-m, Ghana, Ivory Coast, Togo, Nigeria, Cameroun, Burkina Faso, Central
African Republic, Ethiopia, Angola)

Sthenarus vestitus Poppius, 1914: Linnavuori, 1993: 250 (syn.)

Sthenarus sordidus Odhiambo, 1960: Uddin & Adesiyun, 2011: 977 (ecol.)

\

Distribution.

Angola, Saudi Arabia, Burkina Faso, Cameroun, Cape Verde, Eritrea, Ethiopia, Ghana, Ivory
Coast, Kenya, Madagascar, Mozambique, Nigeria, Ugana, Central African Republic,
Democratic Republic of the Congo, Reunion Island, Rodrigues, Seychelles, Sudan, Tanzania,
Togo, Tromelin, Yemen.

Biology.

Campylomma leucochila is reported to be a predator (Cadou, 1994), particularly of
Aleyrodidae (Vayssieres et al., 2001). Species of Sthenarus Fieber, 1858, the genus to which
C. leucochila has long been attached, are predators of the eggs and larvae of Bemisia tabaci
(Gennadius, 1889) (Aleyrodidae) (Delattre, 1973).

This species has been collected on Conyza feae (Bég.) Wild (Asteraceae), Momordica
charantia L., 1753 (Curcurbitaceae), Cajanus cajan (L.) Huth, 1893, Desmanthus virgatus
(L.) Willd., 1806, Desmodium sp, Indigofera tinctoria L., 1753, Indigofera sp, Medicago
sativa L., 1753, Pueraria phaseoloides (Roxb.) Benth., 1865 (Fabaceae), Gossypium hirsutum
L., 1763, Malvastrum americanum (L.) Torr., 1859 (Malvaceae), Ceratotheca sesamoides
Endl., Sesamum orientale L., 1753 (Pedaliaceae), Sorghum bicolor (L.) Moench, 1794
(Poaceae) and Tetraena fontanesii (Webb & Berthel.) Beier & Thulin (Zygophyllaceae)
(Cadou, 1994; Lindberg, 1958; Odhiambo, 1960; Uddin & Adesiyun, 2011) as well as on
Solanaceae (Vayssieres et al., 2001).

The abundance of this species appears to vary considerably from year to year, and to be

Campylomma leucochila (Reuter, 1905)




concentrated between mid-August and late September in Central African Republic (Cadou,
1994).

C. leucochila can be parasitized by a Braconidae, Leiophron (Euphoriella) marica (Nixon,
1946) (Nixon, 1946).

In this study, C. leucochila was collected on Mangifera indica L., 1753, Spondias dulcis Sol.
ex Parkinson, 1773 (Anacardiaceae), Parthenium hysterophorus L., 1753 (Asteraceae),
Cordia africana Lam., 1792 (Boraginaceae), Albizia lebbeck (L.) Benth., 1844, Crotalaria sp,
Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit, 1961, Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth., 1844
(Fabaceae), Dombeya sp (Malvaceae), Zea mays L., 1753 (Poaceae), Murraya koenigii (L.)
Spreng. (Rutaceae), Litchi chinensis Sonn., 1782 (Sapindaceae), Duranta erecta L., 1753 and
Lantana camara L., 1753 (Verbenaceae). The species was collected on both mango and low
growing vegetation, but was uncommon in both cases.

Diagnosis.

This species can be confused with Campylomma spA , as both species are dark brown to
black. C. leucochila (Fig. 15) can be distinguished from C. spA by the color of the first
antennal segment (black in C. leucochila, yellow in C. spA), and of the second antennal
segment (black in C. leucochila, yellow with the apical half black for C. spA), the color of
cuneus (concolor in C. leucochila, reddish brown with a whitish basal stripe in C. spA), and
by the general color of the bug (brownish black for C. leucochila, reddish brown for C. spA).
The dissection of the genitalia allows reliable identification (Linnavuori, 1993).
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Campylomma spA

Systematic.
Subfamily Phylinae Douglas & Scott, 1865
Tribe Phylini Carvalho, 1958

Genus Campylomma Reuter, 1878

Biology.

See the biology of Campylomma cf angustior or of another

Campylomma described previously.

In this study, C. spA was collected on Mangifera indica L., 1753

(Anacardiaceae), Terminalia bentzoé (L.) L.f. (Combretaceae),

Albizia lebbeck (L.) Benth., 1844, Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth., 1844, Tamarindus
indica L., 1753 (Fabaceae), Persea americana Mill., 1768 (Lauraceae), Litchi chinensis
Sonn., 1782 (Sapindaceae) and Duranta erecta L., 1753 (Verbenaceae). This species was
collected on both mango and low growing vegetation, but was rare in both cases.

Diagnosis. See the diagnosis of C. leucochila for a morphological comparison with related

species. This morphospecies does not match the description of any Campylomma species of
the region.

Campylomma spA




Campylomma cf plantarum Lindberg, 1958

Systematic.

Subfamily Phylinae Douglas & Scott, 1865
Tribe Phylini Carvalho, 1958

Genus Campylomma Reuter, 1878

Biology.

See the biology of Campylomma cf angustior.

In this study, C. cf plantarum was collected on Mangifera indica L.,

1753 (Anacardiaceae), Terminalia bentzoé (L.) L.f. (Combretaceae), Albizia lebbeck (L.)
Benth., 1844, Cassia fistula L., 1753, Delonix regia (Bojer) Raf., 1837, Leucaena
leucocephala (Lam.) de Wit, 1961, Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth., 1844 and
Tamarindus indica L., 1753 (Fabaceae). This species was collected on both mango and low
growing vegetation, and was rare in both cases.

Diagnosis.

This species is morphologically close to Campylomma plantarum Lindberg, 1958, but some
details of its morphology and genitalia show that it is not the same species (Lindberg, 1958;
Odhiambo, 1960; Linnavuori, 1975; Linnavuori, 1993). As, the present state of knowledge of
Miridae in Reunion Island, and more broadly in the Malagasy region, is poor, we prefer to
wait for future taxonomic revision before naming this species. See the diagnosis of C. cf
angustior for the morphological comparison with the related species.
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Orthops palus (Taylor, 1947)

Systematic.

Subfamily Mirinae Carvalho, 1959
Tribe Mirini Hahn, 1833

Genus Orthops Fieber, 1858

Synonymy.

Lygus palus Taylor, 1947: 240 (key), 243 (fig.),

250 (fig.), 257 (descr., Uganda)

Taylorilygus palus (Taylor, 1947): Carvalho, 1959:

265 (cat.)

Taylorilygus palus (Taylor, 1947): Etienne & Roura, 1974: 90 (ecol., Reunion Island)
Orthops palus (Taylor, 1947): Linnavuori, 1975: 41 (n. comb., Sudan), 42 (fig.)

Distribution.
Uganda, Reunion Island, Sudan.

Biology.

O. palus 1s described as a polyphagous bug and is considered to be one of the most important
pests of mango in Reunion Island (Insa ef al., 2002). Damage is caused by adults and nymphs,
which attack the inflorescence and suck sap and cellular content (Vincenot & Normand,
2009). In Uganda, this bug is known to be associated with flowering trees and to reproduce on
Anacardium occidentale L., 1753, Mangifera indica L., 1753 (Anacardiaceae), Caesalpinia
decapetala (Roth) Alston, 1931, Entada abyssinica Steud. ex A. Rich. (Fabaceae) and
Triumfetta sp (Malvaceae) (Taylor, 1947).

In this study, O. palus was collected on Mangifera indica L., 1753 (Anacardiaceae),
Parthenium hysterophorus L., 1753 (Asteraceae), Cajanus cajan (L.) Huth, 1893,
Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth., 1844 (Fabaceae) and Lantana camara L., 1753
(Verbenaceae). This species was collected on both mango and low growing vegetation. It was
uncommon on low vegetation but very common on mango inflorescences.

Diagnosis.

O. palus (Fig. 7) can be confused with the two Taylorilygus species found mango orchards on
Reunion Island, 7 apicalis (Fieber, 1861) (Fig. 9) and T. cf entadae (Fig. 10). The hemelytron
of O. palus lacks markings on the corium or has at most a vague infuscation at the distal end
of the corium, whereas the hemelytron of 7. apicalis has faint markings, as can be seen in Fig.
9. The second antennal segment of O. palus and T. apicalis is concolorous yellow while the
apical forth of this segment in 7. cf entadae is darker (Taylor, 1947).
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Taylorilygus cf entadae (Taylor, 1947)

Systematic.

Subfamily Mirinae Carvalho, 1959
Tribe: Mirini Hahn, 1833

Genus Taylorilygus Leston, 1952

Biology.

Taylorilygus cf entadae 1is probably a phytophagous

species like other Taylorilygus species (Logarzo et al.,

2005; Poutouli ef al., 2011; Snodgrass et al., 1984).

In this study, 7. cf entadae was collected on Lantana

camara L., 1753 (Verbenaceae). The species was collected only on low growing vegetation
and was very rare.

Diagnosis.

See the diagnosis of O. palus for the morphological comparison with the related species.

A single female specimen of 7. cf entadae was collected. This specimen mostly fits with the
description of Taylorilygus entadae (Taylor, 1947) but in the absence of a male we prefer not
to confirm the identification.
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Taylorilygus apicalis (Fieber, 1861)

Systematic.

Subfamily Mirinae Carvalho, 1959
Tribe Mirini Hahn, 1833

Genus Taylorilygus Leston, 1952

Synonymy.

Phytocoris pallidulus Blanchard, 1852: 193 (descr.,

Chile)

Lygus apicalis Fieber, 1861: 275 (descr., Spain)

Lygus osiris Kirkaldy, 1902: 262 (descr., Reunion Island)

Lygus osiris Kirkaldy, 1902: Poppius, 1910: 39 (syn.)

Lygus apicalis innotatus Poppius, 1912: 101 (descr., Tanzania, Madagascar)

Lygus apicalis rufoviridis Poppius, 1912: 101 (descr., Cape Verde)

Lygus apicalis unicolor Stichel, 1958: 860 (n. name for Lygus apicalis innotatus Poppius,
1912, junior primary homonym of Lygus innotatus Reuter, 1871)

Taylorilygus pallidulus (Blanchard, 1852): Carvalho, 1959: 265 (cat., Mozambique)
Taylorilygus pallidulus (Blanchard, 1852): Carvalho ef al., 1960: 474 (South Africa)
Taylorilygus pallidulus (Blanchard, 1852): Odhiambo, 1968: 628 (Cameroon)

Taylorilygus pallidulus (Blanchard, 1852): Linnavuori, 1973: 71 (Democratic Republic of the
Congo)

Taylorilygus pallidulus (Blanchard, 1852): Linnavuori, 1975: 35 (Sudan)

Lygocoris (Taylorilygus) pallidulus (Blanchard, 1852): Tamanini, 1981: 41 (ecol., Italy)
Taylorilygus pallidulus (Blanchard, 1852): Snodgrass et al., 1984: 857 (ecol., U.S.A.)
Taylorilygus pallidulus (Blanchard, 1852): Linnavuori, 1986: 141 (Saudi Arabia)

Taylorilygus pallidulus (Blanchard, 1852): Linnavuori, 1989: 31 (Yemen)

Taylorilygus apicalis (Fieber, 1861): Kerzhner, 1993: 99 (valid name for Taylorilygus
pallidulus (Blanchard, 1852), a junior primary homonym of Phytocoris pallidulus Dahlbom,
1851)

Taylorilygus apicalis (Fieber, 1861): Eyles, 1999: 330 (ecol., fig., New Zealand)

Taylorilygus apicalis (Fieber, 1861): Hernandez & Henry, 2010: 86 (ecol., Cuba), 167 (fig.),
187 (fig.)

Distribution.

Cosmopolitan. In the Afrotropic ecozone, this species is reported from Cameroon, Cape
Verde, Democratic Republic of the Congo, Madagascar, Mozambique, Reunion Island, Saudi
Arabia, South Africa, Sudan, Tanzania, Yemen.

Biology.

Taylorilygus apicalis 1s a phytophagous species, which has most frequently been reported on
Asteraceae (31 species in the U.S.A., 28 species in Argentina and Paraguay, five species in
East Africa, three species in Italy and one species in Cuba) and on one or a few species of
Amaranthaceae, Apiaceae, Brassicaceae, Calyceraceae, Chenopodiaceae, Convolvulaceae,
Cyperaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Genariaceae, Lamiaceae, Lythraceae, Malvaceae,
Onagraceae, Poaceae, Polygonaceae, Portulacaceae, = Ranunculaceae, Solanaceae and
Verbenaceae (Eyles, 1999; Hernandez & Henry, 2010; Logarzo et al., 2005; Snodgrass et al.,
1984; Tamanini, 1981). In South America, the main host of 7. apicalis is Parthenium
hysterophorus L., 1753 (Asteraceae). T. apicalis is also often present on P. hysterophorus in
Reunion Island (pers. obs.).
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T apicalis is known to be a host of the mite Lasioerythraeus johnstoni Welbourn & Young,
1987 (Prostigmata, Erythraeidae, Eythraeinae) in the U.S.A. (Stroinski ef al., 2013) and of the
wasp Leiophron argentinensis Shaw, 2003 (Hymenoptera, Braconidae) in Argentina (Williams
et al., 2003). Only one species of Erythraeidae, Abrolophus sp (Abrolophinae) has been
collected in Reunion Island (Quilici et al., 1997) whereas two species of Leiophron Nees,
1819 were recently described there, Leiophron sarahae Rousse & Braet, 2012 and Leiophron
yaeli Rousse & Braet, 2012 (Rousse & Braet, 2012). No host is known yet for either of these
Leiophron species.

In this study, 7. apicalis was collected on Mangifera indica L., 1753 (Anacardiaceae) and
Parthenium hysterophorus L., 1753 (Asteraceae). The species was collected on both mango
and low growing vegetation but was rare in both cases.

Diagnosis.
See the diagnosis of O. palus for thg morphological ¢gomparison with related species.
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Liste des primers issus de la mise au point de la banque microsatellite d'Orthops palus

Length Numbe | Repea
Name of reference of PCR . . P Polymorphism
Sequence of Forward primer Sequence of Reverse primer r of t
sequence produc : status
o repeat | motif
cons1056_2_A_0 251 ACCTAAAGTAA£:WCCCTGAH CCCGCAGTACTAATTGTGAATTT 12 ag Polymorphic
cons1056_2_A_0 250 CCTAAAGTAAAiTTTCCCTGATTG CCCGCAGTACTAATTGTGAATTT 12 ag Polymorphic
cons1056_2_A_0 250 CCTAAAGTAAA:FCCCTGATTG CCCGCAGTACTAATTGTGAATTT 12 ag Polymorphic
cons1056_2_A_0 221 ACTTCACAGTGAACTTCAATAAG CA CCCGCAGTACTAATTGTGAATTT 12 ag Polymorphic
cons1167_2_A_0 231 ACCCATCAAACCAACTCTGC AAAACAACCGCTTGAAGAGC 14 ca Polymorphic
consl167_2_A_0 268 GGCGCTCTCATCTGAAATGT ATCAGACAAACCAGGCGGTA 14 ca Polymorphic
consl42_4 A O 251 TGGGACATCTAGACTTCACCCT ATTACTTGCACATGGGGCAT 12 gt N(?ne
fonctionnal
cons142_4_A_0 250 | GGGACATCTAGACTTCACCCTG ATTACTTGCACATGGGGCAT 12 gt fon':z::nal
consl42_4 A O 127 TCGGTTGAGTGAGCTAAAATTG GCGACCTACAACGTGAGATTC 12 gt fon':::cr::nal
16 LN40404: SBWU_A 140 ATGTCCATGGAGCCGGAG ACACCTCGAGGCTGACCT 15 ag Polymorphic
IGLN4040§ 10Z4K_A_ 198 AATGCAGATTCGCCATTTTC TCGGTTCCCTAGCCATGTAG 8 ag Polymorphic
6 LN4040?)|5LQM_A_ 294 GAGATCTCCTC_ITQTATCGTAACAT TGTCGTCATCTCCATACTGATAGA 7 ac Polymorphic
IGLN40403|BYQS'A' 299 GTTCGCAAATGCCTAGTTCC TCCCTGCCTGGACAATACTT 10 tc Polymorphic
6 LN40403| DLYS_A_ 110 GGCTAATGCATAGCTCCTGG CAATTTTGGTTCCGTGTCTG 12 ct Polymorphic
IGLN4O404IFVG6_A_ 140 ACCACATTGTCTGTTCAATGTACC CCTAAACTTCAATTTTCAACAAGA 9 te Nc.)ne
0 TG fonctionnal
IGLN4O403|G RO6_A_ 115 CACCAAGTGCTACATGGCAA CACCTTCAAGACAACCCGTC 15 ca Polymorphic
IGLNO404IHWLM_A 118 TCCTACAGCTAATACAGCGATCC ATGACTCCGTGGCTCCAATA 15 ca N(?ne
_0 fonctionnal
IGLN4O4041JK6I_A_0 140 TACTCCGTTGTATCACTACCCG ATACAAGACTACCCGACGCC 9 tc Polymorphic
IGLN404°:|T74W_A_ 147 TACCGACGTTTGTCATGTACC ACCAACCCTTCGTTCCCTAT 10 tc Polymorphic
IGLN4040:ITXYS_A_ 140 ATCAAGTC'ITA:;ACAATCACCTC GTCCAGGACACCCTTGCC 10 gt Polymorphic
IGLNAO404IUIXZ_A_0 | 240 | CCTGAATACCTTTGTAAAATCCTT | 1A ATGATGGAGCAGGGC 1 ct None
A T fonctionnal
IGLN40O4041Y3SI_A_0 157 GGCAATAATGTTAGAAGCAAACG | TGATGTATATGTCATGTTTTGTTCA 11 ag Polymorphic
IGLN404041ZLIQ_A_0 293 TAATGATCATATGTTACTGACTTT ATAGGCGATGAATGGTCCAC 8 ct N(?ne
TGC fonctionnal
IGLN4O4O::JGTSF_A_ 109 TAATTTTGTTTCCAGGCCCA ACCAACGAAGAGCGAGAAAC 10 tc Polymorphic
IGLN4O404JJBFI_A_0 139 TTTTAGTTCCGTGTCTGTCTGTG AACCCGACCACAATACCCTC 11 gt Polymorphic
IGLN4O404IRSYR_A_ 178 CGGTAGGAGGAAGGATGGAT GGCTTGAGTCACGGAATACAG 13 ac Nc'me
0 fonctionnal
IGLN40404IWSXI_A_ 191 AAGGAGGAATCCAAATGAAGG GGGAGGCCCTTCATAATCAC 8 ga N(?ne
0 fonctionnal
6 LN40403]XV1V_A_ 248 AGCTCTCAGCTCTTCGAGAAA GGTGATTGATTAGCAAACCG 10 ag Polymorphic
concat545_A_0 202 | ATTTTACCCACAGAATTTTGAAGA |  CTCCGTCCTCTGATCAACAA 8 tc fon':;;‘:nal
cons232_3_A_0 159 ATATCCACCACCTCCCGAA TGGATCTGATGACAGCATGG 17 tg Monomorphic
cons308_3_A_0 297 TCCAGATGATCCTGTGAAACC AAGACGAATTTATCTTGGGAGTG 9 ag Polymorphic
cons354_3_A_0 154 | TTCATCATCGGGAAGAGGTC | CTVTATATTTGTCGTTTATICGAAA |\, ac None
G fonctionnal
cons357_3_A 0 191 | CTGCGCTAGCTCTAAGTACAAGT GGTATTCTTAAA:GTAACTG CTeA 9 ag Polymorphic
cons366_4_A_0 140 GGGAGCAATAGGATTTCTGG GAAAGAGAAAGGAAGGAAGGG 10 tttc None

fonctionnal




cons463_5_A_0 287 CCGAGTTTGCCAAAGTTTTC TAAACGAGATTCCGCGAGTT 8 tc | Polymorphic
cons539_2_A 0 213 GTCACAGCCAAACAGTGGTC TTCCCAAACGTAATCATCCC 8 tatg None
fonctionnal
cons683_4_A_0 205 | TCACAAAGACAACGATATTCAAA HGHCTGAGAQ‘T;TACTCTGTAAG 9 ¢t | Polymorphic
cons690_2_A_0 150 TTTTCTTGAGTTGGCACCCT AATTTGCATCTTTCAAGCAATTA | 11 ag fon'::i’::nal
cons758.3_A.0 128 TTCATTTGCTGI;GGAATTACAAG CGTAAATAAGCé-\:\-\GCTCTTAGACT . ¢ | polymorphic
cons819_2_A_0 176 ACCGCCCCTATAGGTAGGC TTGTAACGAAGGGAAGACGG 11 tc | Polymorphic
cons904_2_A_0 190 TGCTTGATTCCAAAGGTTCC | COCGTAATAAGCTAAAACTTTCTCT | ag None
TTC fonctionnal
'GLN4°40‘(1')H5 7BBA_| 191 | GAGGGAGTTGAGGACCATGA CGTTGTTCCATTTCACGTTG 5 caa
'GLN4O403H5 BXLA_ | 90 | CTTTCTGGACCTAATCTCAACCA | GGTGAATGTCTGTGAGTGTGTG 18 ca
'GLN4O403H ST A1 138 |  GGGGGCCACCTAGGTAGATA TTCTACCAGCCGTTGCTTCT 5 tc
'GLN4O4O‘(‘)H5 U3 A 156 TTCAAACTTCACAAACGGCA TATTTCGAAAAGCAGAGCGG 9 ctt
'GLN40403H6V9'—A— 139 | AGGATATAAGGGCCAACGGT TCTGAAGCAAGCATGCAGAG 5 tet
'GLN4°4040H6W5 RAT o CCTACGCCCATCAGGGTAT AGTTCTTCGAACTTCTAATGCCTG | 6 aag
'GLN4O403H7ORL—A— 132 | AGAAGATAACCGGTCTGGGC GGTCAGACCTAGGAGCAGCA 6 aga
IGLN4O404(1)H7N87_A_ 145 | TITAGGAGAGGCCGGTOTATT TCC‘ITCAACCAC?TGTATFACATAT . gag
'GLN4O403H7554—A— 177 | ATGAAGAGGGGACTGAACCA AACTGCGGATTCTGCTTGTC 5 caa
'GLN4O4°‘:)H8R6X—A— 97 CATGGAAATCCGTTTTGGAA GCTTCCTAGCTCAAGTTATCGTC 5 tatg
IGLN40404H8S23_A_ | .. | AGCTACTACCACATTTATCCTACA | GAAAACGGATAATTTAACGGTAGG | o
0 GC T €
'GLN4°4O‘(‘)HSSRA—A— 116 CCACGTCCATTACTAGGCGA TCAACAAGACTTCACACGTGATT 6 aag
'GLN40404:9QM4—A 128 CCGCCCCTTCATTAATTAGC TCTGATTTGAAATGGAGGGC 6 ctat
'GLN4°4O?)H9XEB—A— 138 GGGGCTGTAGAGCCAAACA AACGGAAAAGTTCAAGCAGAG 5 aag
IGLN4040410082_A 0 | 103 ACATTCGACTGAATCCCCAG GGCCAGTATTCATGTGGATG 5 | agat
IGLN404041024Y A 0 | 165 AAATTTCGAATTCGTCGCTG TTTGTTGACGCTGAAAGACAA 7 gt
IGLN4O404I05BP_A 0 | 185 | TTGAAAATTGCAATGGAAAGTC TCAGGCCCTCTGCTGATTAT 5 ctt
IGLN40404I0JT6_A_0 | 99 GGCATGTACACGAAAATTGG | AAAAACAACATAAACCACACTGAG | 5 gaa
IGLN4O404I0RIL_A_O | 190 | AAAGAGATAGTGCGGTGGCG TAAGAGATTGCC/STAATAATCTTCA 5 gaa
'GLN4040‘(‘)'°WA9—A— 187 | CAAGTGGGTGTGGCACATAG AATTCGCACTCCCTCGTTC 7 ctt
IGLN40404I1595_A_0 | 112 | TTGATCAATCCCAAAACTACCA TGGTCTGAGGAGGTTGGTCT 7 ttg
'GLN4O403' 1AV A_ | 115 ACCTCTTGTGCCTCTGTGCT ATGACGGGAAGACTGCAGAA 5 t
IGLN40404I1E03_A 0 | 101 CGAGCGGTGAGTTTTCGTA CACTAAGGGCACTAAGGCGT 5 ttg
'GLN4O403' 10KS A1 159 ACAATCCAGCGCAACCTAGT TTGTTTTCTTTGTCATTCGTCA 5 gaa
'GLN4O403'ZGZC—A— 147 AATTTATGTTCCTCTGCTGCG | TGTCCATTTCTGAATCATTTAAGC | 5 ga
IGLN4O40412SIR_A 0 | 90 TTTCCTCATTAATCGTGCATTG TGTTGTGTTGTTTGGTTATGGG 5 ac
IGLN4O40412ZDF A 0| 98 AACACATCAATTCTT GTAGGGATTT | A GCAGGCATGCTAGCTCTTC 9 ga
'GLN4O403'3 1BNA_ | 146 AGGCAATTGATTTCTTCCTTG ATGGCAAGAATCGGAGAATG 5 ctat
IGLN40404132J6_A_0 | 140 GCCTTTCAAAAGCACAGGAA GAAAGAGAAGAGGGGGAGATT 5 tc
IGLN40404I34W3_A_| - o, ATATGTGGTCAATGCAACGC CGAACGTACCTAAATCACAGCTC 5 aac
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IGLN4O404I3AIK_A_O 130 ACTTGTGACCTGCGCTCTCT CACAGTGGCTGTTCTTCCAA 5 ttg
IGLN40O404I13LKV_A 0| 101 TAGGATGAGGCAAACTGGGT CCTGTCCTCCTCCTCTTAATCC 6 agg
IGLN40403I3TGN_A_ 93 GGCTAGACAGCGCACACAA CCGTTACAGACCATTCTGACC 6 ca
IGLN4O404144FD_A_O | 166 AAATGTTCAGGGATTGTCGG ACAGCAGCCGCTATTGATTC 5 ttg
16 LN4O4OZ(1)I4M9Y_A_ 90 AACAATTTTCATTTCGTGACTGT TCCCGTTTACTAAGGATTTGC 7 tg
IGLN4O40414NEI_A_O 95 CTCTTCTATCTTCCGCCGC CCTCTTCCTCCTCTTCCTCC 8 gag
16 LN40403|52WT_A_ 113 TTTCTCCCCTCCCCTCTCTA AGCAACAGTTGACAATAATATCTCC 7 gt
16 LN4040§' SDFP_A_ 96 CATCATTGCTCACGGTTTTG GGAATCATTCTTCACGAAATCA 5 taga
IGLN40O404I5GIT_A_O 106 AGCCATAAATCATCCACCTCA ATAAGCCACGGTTTCAGTGC 5 atag
IGLN40404I5IYP_A_O 109 | TGTGTTTCATGACAAATAAAACGA GGCATGTCGAAGTGAACAGA 11 ttc
IGLN40403|6HPU_A_ 92 TTGTTGAAGGAGGCCTTGAT CTCATGTTTTCCCCAGCATT 6 aag
IGLN40404I6LVV_A_0O 93 GCTCTCCTGAACGAACTTGG TGAACACTTTGATTCATCCCA 10 tct
IGLN4040416PB8_A_0 | 317 CCAACGCAAAAGTCTCAGGT TGAGTAAAGGAGGTGTGCCC 11 ttc
IGLN40404I6XJD_A_O 121 TGACAACACTCACCCAACAA CATTGAGCAAGGTAGAATGTTAGC 8 ca
IGLN4O4OSI7MXJ_A_ 238 AGATGTTTAGCGCAAGGTGC ACGGATGAATTCAACGGAAG 5 gtt
IGLN4O403|7Y8Q—A— 124 TCAGCAATTTATTTGGATGGG CCGAACAGCTGTCGAGTACC 6 aag
IGLN40404I8IV1_A_0 246 CTCCACTACTTC':TTTGTTGTCTAA TGTGGTGTCGATTAGTGGGT 6 gaa
IG LN4O403|8P NAA_ 201 CTCAGCCAGTATCGTTTATCCC CCTACCTCCATGTTCCACCA 5 gtt
IGLN40O4041929C_A 0 | 133 ACGGAGGTGCCAACCATA CCCTATTTATGT(G;¢ ATAAAGTGGTT 8 ag
IGLN4O404199YL_A_0O 176 TTTCACACGTTGTGCTATGGA CCATCACTGGAGGAGGTTGT 5 caa
IGLN40O404I19ALJ_A_O 96 AGCCTCCTGAACAATTTTGG CAAAATCGACAATAACTTCGTGA 7 gt
IGLN4O403|9BGY—A— 157 GCACAGATGTTCTGTCACGG TACCCATGCATGCTGTTTCA 5 aca
16 LN40403| SHEA_A_ 190 ACCAAGGATACCACCCTCG TCACGCCGAGTTTACTTAAAGA 5 ttc
16 LN40403|9M4K—A— 114 AAACTGGCGACAATTGGAGT CCCATGTGTTTCCAGATAATTAGA 6 tct
16 LN40403|9TUC_A_ 140 AGATAAATGTTCCCCGCTGA AGCAGATGTCTTTGTTGTGGA 6 caa
IGLN404O£:)IADKW—A— 120 GGTTTCTGTCGTGGAATCGT CACAAGAAAACCAGGAAAAGG 6 gt
IGLN404041AlI6D_A_0 101 CCACAACTTGACTTGAGAGTGG TTTCTTGCGTTTCAGAGCCT 5 agac
16 LN40403|AOSO—A— 103 | TCCTTAAAATCATTATCATTACCCG CGCACCACAAGTAGTAGCGA 6 ctt
IGLN40O4041AV2]_A_O 116 TCTCATATCGTAACACCCCCTC ACCCAAGGAGGAGAACACAA 5 ctc
lGLN40403|AYNH_A_ 106 GTGGCTGAGAATGGGAAAGC TCATCGTCATCACCTTCTTCC 5 gag
IGLN40O404IB3JL_A_O 141 ATCCAGTGAGCATGCACAAAC TTCCGTTCAAATTCATTCGG 6 atgt
IGLN4040§I B5TH_A_ 153 AGCAGACATGT_IA—?AATATGCTAGT GGCGGGTAGAAGGAAGAAGT 3 tc
IGLN4O404ICX3E_A_O0 | 137 CATGAGCTCAGTACAATGCG CACTATGCGCCTCCAACTC 7 ctt
IGLN4O404ICXJU_A_ 0| 124 TACTGCCTTTTGGCGCTATT GGAGAAGACTCCGGACACAG 7 gtt
IGLN4O403|D2BS—A— 182 TGAAGACTACGCGGTTGTTG CCGTCTCTGCTGAAGGATTC 5 gaa
16 LN4O403| peYZ A 164 GGCCAGTGTTGTCTGTAACG CTTGCCAAACGTGCAATTTA 8 ac
IGLN40O404IDIH2_A_0O 147 TGTACCATCTAGCATCACGCA TGAAGATCTCAGGCCCTAGC 5 aca
IGLN4040?)IDQCH_A_ %0 TGTAAATCTTCT?((::ATGGACCTACT ATGGACGTATGGAAACGCA 5 at
IGLN4O404IE7N2_A_ 96 CCGAAAGTCAGCACTGTGAA TCATCAGCAGTTATCCTCGG 5 caa




0

IGLN4O404IEAPW_A _

0 158 TTCCCCTTCTCTTTTGCAGAC CGAGAAAATGGAAAAGCGAG 5 tc
IGLN4O403|ENKA‘A‘ 253 GCTGGCAACATACGGAAAGT GCGTCAAGTCCCATTGTTGT 8 aga
IGLN4O403|F806_A_ 185 GGCCTATTGTCAATTCGAGC CTGTTCCGAGTCTTCATCCC 5 aga
IGLN4O404IFKFF_A_O 181 GTTCCTCAACGAAAACTGGG TGAATGAGAAATGTCTGTTGAAA 6 caa
IGLN4O4O?)IFKWD_A_ 159 GAGAGCTGCAGATGGGTTGT TACCATTTTGGACCCGTCAT 6 agt
IGLN4O404IFNEL_A O | 122 TTGAAACGGCTTGCAAAATA CACCATTTTACCACGACCCT 5 cata
IGLN4O403|GG4E_A_ 90 TCCATGGATTGGATTCCTGT GCCAGACAGCGTTGGTGT 6 gaa
IG LN4O403' G90G_A_ 146 TGAAAGCACGTAATTCAAACG CTTCTAGTGTCATCGGCAGC 7 ga
16 LN4O403|G D72 A 199 CAAACGGTTATCTTCGTCCTG AGCTTTCAACCAAGCTTTCG 6 tet
IGLN40O404IGIAT_A_O 98 TGTCCCAAGGGTGAAGACTC TCCTTTCTTCCTCCTCTCTCC 18 tg
IGLN40O404IGQRR_A_ 190 TTTCGATAATAGACTCTTTTTGAGA | GTTCAAAATACTCTACGATGACGA 6 tc
0 CT T
IGLN40403IHOQ8_A_ 9 GGTGTTGGATCAAGGACGAC ATGAAGAACCTEAATAATATGAGAAG 7 ac
16 LN4O4O‘(1)I HAAQA_ 90 GTCGCCCGAATAGTTCAATG TTCCATCAAAACCTACCCAA 8 tg
IGLN4O404IHFAI_A_O 90 AGGGTCCATTATTCCGTTGA CATCTGGCACATCTCAAGGT 6 aag
IGLN4O4O?)IHN9U_A_ 91 GTGGGGAGGTGTGGCAAG TGATGGTGTTGGGTTGTGTT 5 caa
IG LN4O403| ISSW_A_ 154 GGAATTGGGAGAAGTGATGG GCACAGACCTCCCTATCAACC 9 agg
IGLN4O404IIANT_A_O 137 TGATGCGTCTCTTCAAGGC TCTACAAGAGGGCTTGGGAA 5 tcc
IGLN40O40411IMO0_A_0 140 GGATGTCAACTAGCTTCCCTCA AATAGAAGTTTCGCAACAACAGC 7 tct
IGLN4O4041ITP_A_O 190 | CCACAGAACAGATCTCATCAGACA | TATGTTATATGATGGCCCTCTCAG 5 ctt
IGLN4O403”0AO_A_ 103 CAGTGTACATTGGACGCCAC GGTCTCGCTAGCAGGTTGTT 7 ctt
IGLN4O40411ZJW_A_0 209 CTTTCTCCCTCCTCCCCTCT TGGATTGAAAAGTGACGAAGAA 9 ttg
16 LN4O403| KAGA_A_ 176 ACTGGTTTCACCACTCGGTC TGCTGAACAAAGAACCACCA 5 gaa
IGLN40403IKBUC_A_ 99 CAAACAGCGAACAACCAACA TTGTTGTAGATGTTTCCTAAGGTTT 7 aac
IGLN4O404ILINR_A_O 114 CAGATGGGCTTGGTTTTGTT AGGATGTCGGTGAGGATGAG 5 tct
16 LN4040£:)| MQBA_A 103 CTGCAAACCTCCCAAGAATC TCGCTCATTGACTCATGCTG 8 ca
IGLN4040£(1)IN3SW_A_ 102 GCCAAAATACCAAACCAGGA CGAGGAGATAA/'_I\'//_-\\TAACGATGAAA 6 aga
IGLN4O4OgINAU2—A— 102 CACCACAAGTAGGCCTTCCA AGGAGAATAAGCGGGAATGG 5 tcc
16 LN4O403| NOLS_A_ 144 CCATGATTATTACATGTGGAGATT CGTGGAACGTCACACCTCT 8 ctt
IGLN4040§INY80_A_ 152 CCTACGCGTTATTGGTAGGA CAAAATTCAAAACCCCAAGG 8 gata
pe LN4O403|07G7_A_ 99 ATGACTCTCAATCATCCTGTTGG ACGACTGCACAACGCTCTAC 5 tcc
IGLN4O404(1)IOOQK_A_ 92 AAAACAGCTCCTCCAATGCT GAGTAACTGGAGGATGATTATTGCTT 7 caa
16 LN4O4OgIOQK4—A— 90 GCAGTATCTGCCTTTTGTACACG CGAGTATGGGATCAACAACG 6 gtt
IGLN4O4OSIOVLU_A_ 104 AGAACCCACAGCAGTCGAATA CCATCACTGGAGGAGGTTGT 11 caa
IGLN40O404IPFS1_A_O 90 CAGTGCATCTAAGCTTTAGACATC CTTTGTCGATGAGATGTTTTGG 5 ttg
16 LN40403| PT2M_A_ 140 ACAAGGCTAAAATTCGCTTGAA | AGACAAGTTAATATCGTTTCACCTC 7 caa
IGLN40404IQR8Y_A_ 247 ACCAATTCGCGTTAACAATG TGGTTTCTGCTTCTCCTTGG 6 agg

0




IGLN40O404IR29T_A_O

142

ATAAATCAAAAGTTATTCGCGATC

GTTACTCCATGGATGCAATGT

tct

C
IGLN4O4040I RAMO_A 117 CAAATTTGAACTTGATGATGCAG CAGAACTATAAC_?CAGTTTATTTGA 6 tate
lGLN4040£SRXWH‘A— 93 CGACACAGACGCCAGTGATA TCGACGAGACAAGAGATAAACG 5 ga
IGLN40O404IRZAI_A_O 122 CTGCTTCCTGAAGACTTGTACC AGTGGAAAAGCAGGTGCTGA 10 aca
IGLN40O404ISORV_A_0O 91 CAACTCAAAACTCTTACTTCTTTCC TTCACCATCCTTATCTCAGCAA 7 ctt
IGLN4040gI56W7_A_ 164 AGGCAGGTAGAAATTTGGTGG CAAGTCACTCAAGCGAATCATATTAAG 5 gtt
IGLN40O404IT1X0_A_O 150 ATCGCTGTTTCAAAACTCATTT CGTCACTTGTTTGTGGCAAT 5 ctt
IGLN4040gIT8$W_A_ 190 ACTGAACCCACT:TTGAAATAGGC TGACGTCACATTTAGCCCTG 5 ctt
IGLN40O404ITJH2_A_O 118 GCAG ATCAGAASTAAGTGATCAG CCTATTTTGTAAACTATGCTCGC 8 ag
IGLN4O404ITK2A_A_ 0 | 126 ACCTGGGAAACCAATGTTTG GGGAATGATGGATAAAATTTCG 6 aga
IGLN40O404ITUSL_A_O 108 CACGCAACATAAACTTGTTTGG TCGTCAACCGGATATCTTCC 8 ctt
16 LN4O40?)ITWCB‘A‘ 94 CACATTTCAAATTTCCCGCT TAAACACCTATGGTCACCCGA 7 ttc
IG LN4O403| UFVX_A_ 104 TGTTTACCCAGTCAGGATCG CGACGAGGAAGTTCATCAAGA 5 tct
IGLN40O4041UKI6_A_O 196 GCACAGAAGATAGGTAGGCTGA TCATTTGCCGTTGAAGACC 5 aac
IG LN4O4O?)I UQGB_A_ 98 AATCAGTTAAGGCAAGGGCA TTTCAGACCATTCTGGACCC 5 ac
IGLN40O404IV6JU_A_O 116 CCGAACAAGGTTCTGTAACAA WGATGAAATTAA(;ACGATTATGAA 5 gtt
IG LN4O403|VABZ—A— 149 GCCTTCATAGCGCAGTTGAT TTGTTGTGTTGTTGGGTTCG 5 caa
IGLN4040§IVM4I_A_ 143 AAGGACTTGG':-AA'LAACAATCATCA TCTTTGGCTTTCATATGTTCTCA 7 caa
IGLN4O4OZSWEOP—A— 246 CTCTACCCAGGACATTGGACA CTAGCTCGAACCTACCGGC 6 gaa
16 LN4O4O‘2 WEWIA 99 TCAACGTCTCTTTTGCATTGA CAGCAAACACCGTACTACTCCA 10 ac
IGLN4O404IXF78_A_0 94 GTGGGAGATCCACGAGAAGA AATAATTAGGGCTGAGGGGG 5 aca
IGLN4O403|XOTH_A_ 193 GGAGGAAGAGGATGATGGTTG AGTATCGCGGACTTTGAAGG 5 ag
16 LN4O403|XU9A—A— 135 AACACCAGTCCAACCCTCAG TTGTTCATCAGCGGACGTAT 8 gag
IGLN40O4041YOB9_A_O 137 ATAGGCTGATATGCCCAACG CTTGAATTTTCAGGATGGGA 5 aag
IGLN404041Y7S2_A_0 142 ATCCAGGGAAATATAGCTAACCG CCTCAACCGTTTAATTCAGTTTG 6 aag
16 LN4O403|YI4M—A— 161 CTTACGTTGGGATCCTCCCT ACCTCACCAAACTCGACACC 6 tgt
IGLN40O4041YJUX_A_O 193 GGGATGTTTCAGGAGAAATGTT | CAGCAACTGAGTAGGTAGCTGTTT 6 ag
IGLN40403|YMNI—A— 94 TACAACAAACTACGAAACAACCA TGTAGGTGTCATGACTTTGGTC 6 aag
IGLN40404IYZIZ_A_O 107 AACACCGCACTGTGTTTTGA CAACCGATTGAGCAAGTGAA 5 taga
IGLN40O404IZ3FN_A_O 96 GAAGCTATATTTCGCTCTCGC CCCTACGTCGGTCGAGAAT 9 ct
IGLN4O404I1ZAEG_A 0 | 122 GAACTTGGAGTCCCATTTGTT ACAACAGTCGTCGAGGGAAA 6 ctt
16 LN40403|Z7H BA_ 130 TTTCGATGAAAAGGCAGTCA GCTCTGTACTGTTTCCCTAGTCC 5 tct
IGLN4O403|ZDHR_A_ 129 TCAAACTTGGATTCAACACCC CCATGAAGTTACTGCACAGGG 6 ga
IGLN40404IZV56_A_0 137 CTCTGGTTCCAATTCATCCC GTGGAGGAGGCGTCATATTG 6 cct
IGLN40404J02FK_A_O 100 TTCATCCTTATGGAGCACCTG GCAGTAATTCGAAAACATAACTCAC 5 tcta
IG LN4O40[8 04WO0_A 115 AACGCACGAATTCAAGACAA CCACTTTCCCGTACGACACT 6 ctt
IG LN4O4OSJOTRK_A_ 165 ATCGGTTGAGAATTTTCGGA TGTATGTGTAGACAATTCTTTCGG 7 gaa
IGLN40404)1ZM2_A_ 140 GTTGTTGGTTTGATTTTGAAGG GACATGTGTTCCTAATGTACCTACC 8 ga
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IGLN40404J26GW_A_

0 103 GAGTAAAGGCTAGGCTTGGG GGCCTATTCCAGGACATTCA 5 atct
16 LN4O406” 2ATS_A_ 100 TAGTGCCAAACGTACGAACC AGCTCATCTCGTATCAGCCA 8 ct
16 LN404(§;2AVW—A 109 CTCCTCCCTAGCTCCTCCAC ACTTCTGGCAATGTCAAGCC 7 ac
IGLN4O40312BSG_A_ 131 CATGGGTATGGCTCATTGTG TGAGACCTCCCCATTGACA 7 aga
16 LN40403] 2G2HA_ 91 GACAATGCTTCTCTACTTTGCTTC CGATATGAATGGAGCAAGCTG 6 tct
IGLN4O404J3PFT_A 0| 135 CGGAGCTGATGAGGGAAGTA GACGCATCGTCTATCCCATT 8 ag
16 LN4040:;B PWLA_ 142 GTTTCCATTGTCCTCGTGAC GAGTTAATCGCAAAATGCCC 8 tg
16 LN4O403J35U QA 133 ACAAGTGGAGGCCAACTCAC CGCCGATCATTAGCATTACA 6 ac
IGLN40404J4)J93_A_0 121 TCTCGAGAACGCAGAATAACG CGTTCATGATTTGCGTAGGT 6 aag
IGLN4O4O?)J4MB7_A_ 110 GAGGTGGATGAGGAGGAAGA CGCCGTCTGTTTGGACATA 5 gag
IGLN40404J5B6S_A_O | 132 GGCAATTTCATCAAAATCGG TTGCGTTTTAGACCTTCCTGA 6 ga
IG LN4O4031 SGLA_A_ 143 TAGTGATAGGGAGGGTGCGA CGCAATCTGCAATACCACAC 5 gga
IGLN40404J5JZ0_A_0 96 TCGCCAATTCGGCAATTT GGATTCCAGTTTGCCATTGT 11 caa
16 LN4O4OSJ5QK3_A_ 144 GCCAGCGCCTCAATATTACT ATACGCGAAACTGGACAGGA 8 ga
IGLN40404J5YPY_A_O 95 ACGTCTTTCCATGTCCGTGT AGGAAAGATGGAAAACGGGA 11 ct
IGLN4O4OSJGBWI_A_ 140 GATTGACGTTCAGGCACAAA GGAGTCCACTGAATGGATGG 7 gga
16 LN4O4Ong1VO—A— 131 TTTCAAGTGGACGAAGACGA CAATCCCTGAAAATATCATCGAA 7 tc
IGLN40403JA2NT_A_ 106 TACCCGATCCAAAATATCGAA CAATTGTCTATG;:ACTCTATGTTTC 7 aga
16 LN4O4OgJAAXA—A— 95 TTTTGGACGACTGAGTTCTGC GCCTCTTCCTCCTCTCCTACA 6 aag
16 LN4O4O?)JADHS_A_ 143 TATAAATGGCATCACGTGCG GCATAAACTGCACGAAGGAA 5 caa
lGLN4O4O‘(§JAKM7—A— 91 TGTGACGCCAGTTTGATAGG GGATGAGGAGGAAGAAACTGG 5 ctc
IGLN4O403JATCE_A_ 148 TGGAAGAGGGGATAAGGAGG AACCTTCGATTGGAGACGG 7 ttc
IGLN404OSJATCH_A_ 127 TGATGGATGTCGTCTGGTCT GAGTCACATCTGCTCGTGGA 6 caa
IG LN4O4OSJAXBY_A_ 100 CACCGTAGATTTGTAGGCCG CGGTCATATCACTCCCGTCT 9 gga
IGLN40O404JBF28_A_O0 | 121 TCCTAAGAGGAGTGTGGGGA GCGGTTATTCAAGCCAAAGA 15 ctt
IGLN40403JBYUT_A_ 244 TTCGAATCCCTCGTCTAATCC GGGAATTCCTAGTATTAATTGAAGG 7 caa
IGLN40404JC5ZY_A_O 91 AGGAAATTCCCGGAGGAAAC ATTTGGCTTTACGTCTTGGC 6 ga
IGLN4040?)JCW25_A_ 119 CGACGAGGAAGTTCATCAAG TACGATCGGAAGGTTATGGC 5 aga
lGLN4O4O?)JE4BM—A— 147 CTCCGGCTGACGGTTTAATA CCGGCGTCTGTAAAGAAAAT 8 tatc
IGLN40403JE71G_A_ 94 ACGGAATGCTTATTGAGGGT CGAGCGGTGAGTTTTCGTA 7 caa
IGLN40403]EYOG_A_ 158 TCGTCATCTTCTTGCTCGE TGTGAAA'I'I'TGT'I:SAAAAATGACTAA 5 taga
16 LN404031 FATM_A_ 196 CGCAAATTAAAGCCTCGACT CAACCAATGATGCAAAATGC 6 ttc
16 LN4O40_‘;JG NM6_A 111 TTTGTCACCCCATAGAATTGTG CTGGCAACACTGCTTAGTGG 6 aga
16 LN4040‘8 HMKK_A_ 179 TTTCCACGAATTAACTGTGCC TGTCTCCACGTCTCATTATTATCAC 6 aac
16 LN40403] HTRR_A_ 166 CAGTTGTTAGAACCGCCGTG CCCTTCAACTTTATAGAACCCA 8 ctt
IGLN40404JHV2K_A_ 162 ATGGTCCGAGCGAGTACCTA GATTGAAAGAAGGTGACGGG 8 tcc
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IGLN40404JI15U4_A_0O 106 TAAAGTGGAAACCCTGGCTC TGAGATAACGCATGAAACAGAAA 9 ca
IGLN40O404JI6F6_A_0 109 CAACGGTAGTATCTCCCACCA TCAGGTCGTTATCAGGTTGTT 8 ac
IGLN40404JIUT7_A_O 124 CTAGTGACAATCACGGGCAA CACGGATGTGGATTCAAACTT 6 ctt
IGLN40O404JIYZX_A_O 91 TACCACAGCAACACATGCAC TGCTTTTG GTAG;TAATGTTTCTAC 11 ac
IGLN40404JJ960_A_0 102 TCTTCCTCCTTCCAAATCTTCA GACTGATCTGTCGCCAGGAG 5 gt
IGLN4O404JJFBU_A O | 140 AAATTWAGTA_?:_I(_: AGGACTGTTG ACTACCAAGTCGGCTTTGTTTTA 7 gaa
IG LN4O4OSJ KDZP_A_ 120 GGCACAATCCCTGAGAATTT TCCTGGACAATTTTGGTTCTG 8 ca
IGLN40O404JKFKZ_A_O0 | 115 CTGGCAGACGGACGTAAAGT TGCGTGCATATTTCTATGGC 6 ttc
IGLN40O404JKIX0_A_0O 151 CAATGAGGCCCACTATTGCT CCTTGTGAAATGTTTTATGCGA 5 atag
IG LN4O4OSJ KKALA_ 169 AAACGATCTATCAAAGCCGC ATGCAGCCTCAGCAGATTTC 6 gaa
IGLN40O404JKLUL_A_O | 140 TACACAGTGATGATCGTTTTAAGGA TAGTGCAGACCCCACTACATACT 8 ga
IGLN4O403JKNH6—A— 144 TAATTTCACTGCCCTGTCGG GAGATGGAGGTGGAGATGGA 5 ctccac
16 LN4O403J KUCB_A_ 129 GCGCAAGCTCCTCAAATAGT CATCAGCTGCGTCAAAGAAA 5 ctt
IGLN40O404JL661_A_0 90 CCATGTAAAACTI_GGAAAATAAGG TTCTTTTATGTTTCAACCCATACC 5 at
IGLN40404JL661_A_1 102 TTGTTGGGTATGGGTTGAAA ACCGTGTTCTGTTCCTCGTG 9 ga
IGLN40404JLH2Z_A_O | 110 TGATTCACGCCTAACATTCG GCCCTTGCTGTTCAAAAGTC 5 ctt
IGLN404(fl(jMB4W_A 115 GTTGATTCCTATGGCCAACC TGGAAGTTGAGATTCTGCGA 7 aag
16 LN4040_4(;M RYW_A 296 GGGAACGTTCTGGAAAATGA CCATGTCACAAAATAAAATCAGG 5 aga
IGLN4O4031N37F—A— 109 TAAACCTATTCGGACCGTGG GATTGGGAGTGTGAGACGTG 5 ca
16 LN404O?)JOOOU—A— 92 CATCCGCTTGCTTGGGTT GTCTTCAGAGAAATGCTGCG 5 caa
16 LN4O4O?)J OVFU_A_ 92 ACCCCACTAACCACTTGCAG CCACCTATTATGATCGGTTGAAA 5 aga
16 LN4O4O?)J OXPN_A_ 153 AAGTTCTGCCTTCTCCGACA TCTTCTGCACACAAAAGACG 6 ctt
lGLN4OAOgJOZZO_A_ 115 GAGTCCAAGAGGCCAGTGTT GAACTTCCCCACTGATCCCT 7 tc
IGLN40O404JPAJ7_A_O 95 CCACTGTCTACATGGGAGCA GCCAAGAATGGACCTGAAAT 5 aga
IGLN4O403JPCYA_A_ 126 AGCAGCCAACTGGAAGACAG GCCATGTAGCACTTGGTGGT 5 aag
IG LN4O4O£:)J PDOM_A_ 140 CTTTCGTTAGCTTCCCTTCG AATCAGCTGTTGTTATGGTTTCA 5 ctt
IGLN4O4OSUPEGL_A_ 148 | AGGAAATAATGGTATTTTGACCGA TCCTCACAGGCATTCAGACA 5 aag
16 LN4O4OgJ PUFKA_ 108 CCCGACGTCCTATTTAGTCG CCTACGCCCATCAGGGTAT 7 ctt
IGLN4O403J PV2X_A_ 140 GACATGCTGGATAAGGCGG TCTAAGGGGTCAGTTTCGCT 6 gt
IG LN4O40(A)'J PVZB_A_ 158 AAGAACCGCAAAATGGTCAC TGCTCTGAACACCGTCACTC 6 aag
IGLN404OZBJQOXQ_A_ 240 AACTGGCACA?‘_IIZ/(-;CTI'ATTTTGAC AGGGTGTGCCGAAGTTGTC 3 aga
16 LN4O4OgJ QzH2Z A 247 ATTGGCATCCAATATCCGAG TGGGAGTACCTAGGACCATGA 5 tc
16 LN4O40‘(‘; RMOD_A_ 115 TTGGCTCTTCGAATTTGTTT CGTGGTGCAAAAGAATGTGT 6 ctt
IG LN4O4031 RVVE_A_ 122 | TGGTATAAACGACTAGCAAATCAA TTACGCGTTCGCATACACTC 5 gtt
IGLN40404JS2L2_A_0 109 CCAGGACAGCTTGAACCCT TCAAATAGAAG_(IEQAATAGTTCGTG 5 aag
IG LN4O4O?)JSMGY_A_ 143 TGCATCCAAAATTGGCATTA TGGCGCTCAAGGTTAAACA 5 gtt
IGLN40O404JTSDT_A_ 109 | TTCACGAAGAATAGCTTAAAATCG TACGCACACTCAGAATCGCT 6 gt
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IGLN40404JT631_A_0O 299 CGGGGTTGACAAACTAGGTAA CTCTCCGCACGTACATCGT 5 tgt
IGLN4040§JTSOO_A_ 202 ACTTGA'ITACTé'?éATACTGGGAA TGAAGTATCGGAGTATGCTTGA 5 ga
16 LN4O40:)UTU L6_A_ 139 GCAGGGTTTTCTTCCATGTT TCATTTTCCCGCGTATATTG 5 caa
IGLN4O4OgJU2YQ—A— 140 CAGCAGGACTTGTGAAACG CAGTCCCTTTGGTGGTTGTC 5 taga
IGLN4O4O?)JU6HU_A_ 94 ACAACTCCGACAAATCAGGG AGGGACCGTCTACAACCCTC 6 gt
IGLN40404JUI10_A_O 134 TACATTCTCGTGGGACCCTT GCCCGAAACATATTAGTGCG 14 cata
IGLN4040§JUL09_A_ 101 CGAGCAATACGAACAAAACTGA TTGGAAGAAGAiGAGGAAGAAGA 6 ac
IG LN4O403JV77U—A— 93 ATTTGTGCAACACTGTGCG AAAGGTGACTTCTTATCGCCA 5 aac
IGLN4O403JVH P8_A_ 96 AGGGAAGTCACTCGGTTAGTTG CGTCGGATCTTACCTCCTTC 5 gaa
IGLN4O4OABJVRW8_A_ 103 CATGCTAGCAGI\TAAATCATCTGA TCACCTTGCGTCATCTTCAC 3 gaa
16 LN40403JVUA2_A_ 144 GAACTGCCAAGGGATCATTC GGAGATAATCCCACCAAGTGC 7 tg
lGLN4O4O?)JWGL6—A— 103 CAAGTGGGTGTGGCACATAG TCGATGGTGATGCGAATAAA 5 taga
16 LN4040?)J WIQA_ 169 CCCATTGGTGTACCATGTTT TCATCTGACCTAATGCACCG 7 ctt
16 LN4O403JX4K5—A— 137 TCGACAAAATGGTGGACAAA AGCCAATCAAATGGACGAAT 6 tct
IGLN40404JXY48_A 0| 107 TTGATTTTAGATCGGTGCCC TTTTCCTTGGGCAGCTTAAA 6 tc
IGLN40404)VGA)_ A 0 | 141 TGATTCAACTAAéSACGTACCTACC CAGTAAAGAATCAAGCAGACAATCA 5 te
16 LN40406UYLOO_A_ 194 CGAATTCCTCTTAATGAAGGC CAAGGCCAAGGCTCTTAATG 6 ttc
IGLN40403]YP1H_A_ 162 GAGCTCGTAATTGCCTTGGA ATCCCGATCCGTCCAGTAGT 7 gtat
16 LN40403JYQXS_A_ 92 GGGGACCTCACTACCTCTCC TGGGAACGCAAAAGAAAAGT 5 aca
IGLN40O404JZEJ6_A_O 119 AAACTGACGCATTCATGTCTTG CTTCGAAGGACTGAACTCGG 6 atct
IGLN40404JZP83_A_0 96 AAAATGACTTTGGGTCGTGC GGTTAGCTCCACCAAGCAGA 6 ttc
concat612_A_0 99 CTGAAAAGAAAGGCAGACGG AACAGGTCCCAGGTTCACTG 5 gaa
concat77_A_0O 143 CGTAGTGCACAACTGATGCC CCGAACATTATTGCTTGTTGG 8 ct
cons1008_2_A 0 99 CATCCTACAAAACCATTCAAACC AATATGAAGAGCTCCTGTTGTCA 5 caa
cons1012_2_ A 0 245 GGCACCTTCGTCACAGAAA AGGAAAAGTGACGGGGATG 5 gaa
cons1023_2_A 0 108 GAGGAGGAGGTCACGAGCTA CGGGATGTTGGGAATTGTAT 7 taga
cons105_2_A_0 254 TACAAAATGGCGGTACTTCG TAGCTCCTGCGGTTACAGCC 6 aga
cons1062_2_A 0 128 TGTGGGAAAATACCCATCAG AGGTGATTGGTACGCCTGTC 6 aga
cons106_4_A_0 114 AATATTGACAAAC_QAACTG CACTAT CCTGTGAGACCAGATATTCCA 7 ac
cons1071_2_A 0 96 TGAATGGCAATGCATAAAGG TGACCACCTAGGCATGTGAA 8 tc
cons1072_2_A 0 91 AAACAATGTTGGTTCGTCAGTC TTTTGAGTGGGGCAATGAAT 5 gtat
cons1122_4_A 0 120 TGTATAAAAGAGCCCGAAGGG TGTGCCACTCTTACGTTGCT 5 ct
cons1133_4_A 0 171 TTTCCTGCTGCAATCACCTA ACATCCAACTTCACCCGAAC 7 ttc
consl13_3_A_0 107 TCCTTGTGAAATGTTTTATGCG GTTACAACCTCCCCTCTCCC 5 ctat
cons1144 2 A O 140 TCCATGTACGATATTACCACGC CGGACCAGTTTGTGATCAACTT 14 ctt
cons1187_4_A 0 153 AAATTGATATGAAAGGGTAGGAAA TCCGTTGTAAAAGGTGCGAT 5 ttg
cons1197_4_A 0 99 TGTGCAAATAACACGTTATCCA CGTTCGTATACCGCTCAACC 5 atgt
cons1201_2_A 0 164 GGTTATGAACATCAGGAGTTTGC TAGGGCGTATAAAAGAGCCG 8 ga




cons1208_2_A 0 188 ATGTTTGGCCACCAAAGAAG TCCATCGAATACCCTAAGCAA 8 aag
cons1222 2 A 0 256 TTCTTCAGGTTGCTGATAGGG CAGACATTGGCGAATGAAGA 7 ctt
cons1242 2 A 0 136 GGCGCTCTCTGGAGACTGTA TGTACGAGTATEFAACTATCTGGTGT 8 tg
cons130_5_A_0 101 TTTGGAAATCAGCGAATCTTG TGTCCATGCACTATGTGTTTCA 8 gaa
cons154_3_A 0 170 TGCATTCGTAAGAGATCCGT TGTGGCAGTTTACGTCGAGA 5 tct
cons168_2_A_0 95 ATCGAAGATGATTGCATGGG ATCAGCAGGAACTGACAGCC 10 tc
consl75_2_A_0 113 TCCAGCCTACAATTTCAAGTTT CCTCGGTCCATAACGTCTGT 9 ct
cons181_7_A_0 160 TTTGCTTGTCTTTTGGAGGC TGGTACAACCACGTCAGCAT 5 acg
cons182_2 A 0 116 TCTCGAGGACTCTTCAAGTCG CGTTGGAGTATGACTGCGG 5 at
cons213_2_A 0 103 CTTTTCCCGCTCATTTCCC AGGGAGAAAGTCTGGAAGGC 6 ctc
cons216_4_A_0 124 CACCAAATCAAGTCACCACG CGGTCAGCTACATACTAGGGC 8 tc
cons218_2 A 0 190 TTCACCAAAATACCTGGCA TGTACATAAGCGGTGAACTCC 7 agat
cons225_2 A 0 141 ACATTCAACT'XE;FTCAACAAAAT ATCCCTCGCTAGGTGACTGT 8 ga
cons241_ 2 A0 95 GCTTTGGCCTTTTATCTTGG AGTAGGTCGGTCGCTAACAA 5 ttc
cons253_2_ A0 248 GGCCCTATGCTCCTCAAG TTTTAATCAAGTZE:STAAGAGATGTC 5 gaa
cons261_2_A_0 199 CCAACTTCTTACAACCCTCACC ACTCGGAATTTACGACGAGG 5 tct
cons322_4_ A0 94 TTGTTCGCTTCACAAATATAGCA TGAAACGTTGGACATTTCGAT 7 ct
cons335_2_A_0 93 CTGGAGAAGGTGAGGAGGAA AAGCTTTCCCGCTTTATTGC 7 gag
cons350_3_A_0 91 TCTTACAGACTA_: TGGATGTGCAT GTTCCCGTGAGACACCCC 5 aca
cons371_2_A_0 91 AGCAACGATGTCAGGCTTCT GCAGATAGTAGGAGCATTGTCGT 9 tc
cons386_2_A_0 254 ACGCTCCTTTTGTCCAACAT CGCGTTTCTCACAATGAAGA 5 ga
cons393_2_A_0 191 AAAGTCGCAGTTTATTGATGTTGA CAGGATCGGGTGAGAATAGG 5 ctt
cons399_ 2 A0 274 CGCCAGATTCCTGTAGAACC GACTGGCGGACATCACTACA 6 ctt
cons3_3_A 0 167 GTCAACCGAGCAGAGATTGG CACACCTTCGTCTTCCATCA 6 aag
cons436_3_A_0 146 AATCAGGGGCCACCTTACAT GCCGAGGAAGCGTAATTAGA 5 tc
cons449_3_A_0 144 ACACTGAAGGAATCAGCGTG TCATAAAGATCGTCCTTTGGAA 7 tct
cons44_2 A 0O 91 TGTTACGTGAAACGCATTCAA CTCACGAGGTCACGGCTT 5 cct
consd7_2 A0 145 CGGCAACACGTCAACAAC CAAACAGAACTTGTGACGCA 6 ttc
cons495_3_A_0 240 ACAATGACCTAZ(AECAATCAACTCA ACAGGGAGGGGTGAATGA 6 tct
cons500_4_A_0 97 AGTTTCCATGGCCTGAAATG GGCGGAATAATTTGGTCTCA 7 ttc
cons527_6_A_0 240 CTCGCAGGTAAGAGCTATCTTGA TGACTCACACTGGCGAGAAC 6 gtt
cons543_3_A_0 92 TCCCACCTCTACATTCAGTTATGA CATTCCAGAACCATGTAGGGA 6 ctt
cons547_2_A_0 191 TGAGAAAAAGAGCCACTGAGC TGTCGCAACCCTTTACAGAA 5 aga
cons568_2_A_0 93 TCCCTTCTCCATCTTCTTCG ACGTGATGCTGGGAGTCTTC 5 tct
cons569_3_A_0 124 AATAACAGACGCAGGAACGG AACCGGAGTAACGCTAACGA 5 ctt
cons582_3_A_0 150 ACCGGTAACATCAACATCACG GCATGTGTCCTCCACGAAG 5 aac
cons586_3_A_0 147 AGCACATTTATCGCGTGTTG TGTTTCCAGTGAAATATGGGA 6 ttc
cons6l_2_A_0 106 GGTGCACTAGCTGTTGACGA TGCCAACGTTTGCTTGATAG 6 tct
cons64_2_A_0 97 TTCAGGAAGTCATCACACGG CAGGTACAGCCTTAGACGACA 7 agg
cons655_3_A_0 190 TAAAATATCAGT_:(—:CTCGTTWGATG TTTGATCCTCTTCGGATCGT 6 gaa
cons65_4_A_0 137 AGAGATCTGCATGGTGCCTT CAAATCGACAACGTGGAATG 5 aca
cons660_3_A_0 123 ATGAGAAAGGGTTGACCTCG CATGTGCTAACTTGTGTATCTGATT 9 aga
cons679_5_A_0 94 AGTGCACCATGGCTTACCA CAAACAGCTCAGCACGTCTT 6 aca




cons698_3_A_0 144 GGGTGCTTGGAGTATCGTT GGCACAGGCAAATTGAAACT 5 agg
cons706_2_A_0 98 GGGCAACTCTATGTGTATCCCT CGTTTCCCAGGTGGTCTTAC 10 tc
cons711_2_ A 0 144 GCTCTGATTAG;AGAAAGTCAGAAC CCCGTATCGCTACAGAAGGA 7 aag
cons713_2_A_0 93 ACAAGGATTTGCTAGGAGACAGA CTTGGACCTTCCTGAACAATG 6 ac
cons719_2_A 0 134 ATTGATGCCACTCCCTGAAA AGGTTGAATCAAAGCATGGG 9 gaa
cons721_3_A_0 139 CACTTCCAACGTCTTCTTCCA CCTTCGGGTCGTGTATTTTT 7 ctt
cons741_3_A_0 148 GTGGCGCGAGAAGAATAGAA AGAGGGGACGAGGAAGTAGG 17 gga
cons755_2_A_0 315 TTGAGGCCAATGCAATAGGT CAGCGACGAGGACTAGAACC 5 cgt
cons759_3_A_0 140 | CTTCTGCTCAGGAATCTTATAACTC | AGGATTCAAACAATTAAAAGCAGC 7 ctt
cons763_2_A_0 123 AGTTGGTGCCTTGGAAGCTA GTGCTAAGCGAATTTCCACC 8 ag
cons799_3_A_0 92 AACGAAATGGAGAAAAGGGG CCTAAACTAAGTTCACAGCCTCA 5 ga
cons805_2_A_0 102 ACCTACGCTATTACGGCACG GAGCCCAAGAGGGCAATATC 5 ca
cons829_4_A_0 102 TGAACTGTAAGGAGAGGCCA CAACTCCAACTGTCGTGTGC 5 atct
cons830_2_A_0 92 CCAGTCTTGACGTCCTTATGC TCTACCACCGAGTGCAACAT 5 ttg
cons877_3_A_0 149 TTCACATGTAG:_\;—TGTGACCTAAT TCTTCGTTCTGTTGGTGACG 5 ctt
cons929_2 A 0 190 TTATACAAGTTGAT GGAAGAGGGA AATGGTACAAATTGAAATTATGGC 6 ttc
cons939_2 A 0 151 TGTAAACGCGACTCACTCCA CGGCATTTGTATCGTGTTGA 7 aag
cons940_2_A_0 97 ACTTGTGGAGGTGGGGAAAT GCTGATTCCGAATAAATCCC 6 ttc
cons942_3 A0 241 GGGACTCACTTGCTCCGT GGATTCAAGAAATCTACGTGCC 5 ttg
cons956_2_A_0 117 CTATCCCTTCCTCCCCTTCA GCGAGGGGAAGTTCGTATC 9 ttc
cons962_2_A_0 258 GTGTCTCTGCCATGTCTGTCA CAGTCAGTCCTGCATCAATACC 6 gtt
cons968_2_A_0 90 ATATTTTCCCGTCGATATCCC TCTCTTTTCAACTCCCGGAC 5 gtt
cons989_3_A_0 107 GCAACAGCCATACAGCTCAA GAGCAAGCAGCTCATTGACA 5 aac
cons98_6_A_0 100 CAGTTATAATAGCGGCCGGA TGCTAGGAAGAGGGACAGGT 5 tc
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Abstract

Mango crops in Reunion Island are threatened by a series of pests, including the bug Orthops palus
(Heteroptera, Miridae). This species has only been reported in Uganda and Reunion Island but is
considered pest of mango only in Reunion Island. Few studies have therefore been devoted to this bug,
which explains the lack of knowledge concerning this pest. The overall aim of my thesis was to
acquire knowledge about O. palus, and several specific objectives were pursued. The first was to
characterize mirid diversity in the mango orchards of Reunion Island. The second was to characterize
the life cycle of O. palus and insect-plant interactions. The third objective was to study the distribution
and genetic diversity of the species in Reunion Island and on other islands in the south-west Indian
Ocean (SWIO).

The main results of these studies are: among the 13 species identified in the community of mirids in
mango orchards, O. palus was the most abundant on the mango inflorescences when in flower. Three
original tools were built to identify O. palus in the laboratory and to recognize the species in the field:
an identification key, COI sequences, and a field recognition card). A method was developed to rear
O. palus, which enabled the characterization of its life cycle and the length of the development stages.
Meanwhile, the inventory of in situ host plants (15 species in Reunion Island) showed that O. palus is
polyphagous. Studies of the diversity and genetic structure of O. palus in SWIO islands also provided
significant results. In Reunion Island, the population is structured in two clusters, although the
structural factors could not be fully identified. In Mauritius, one cluster was identified and was shown
to be different from the clusters in Reunion Island. No host race was found either in Reunion Island or
in Mauritius. Population movements in both directions between the two islands were highlighted.
Finally, the analysis of the mitochondrial DNA diversity of individuals sampled on four SWIO islands
(Reunion, Mauritius, Mayotte, Grande Comore) revealed the presence of at least seven haplotypes
whose distribution confirmed exchanges between islands.

The dynamics of O. palus in space and over time are discussed in connection with its survival strategy
over the course of the year and with population flows across SWIO. The results showed that beyond
being a bug that attacks only the mango tree, as the name strongly suggests, O. palus is rather a
"flower bug" likely to maintain populations throughout the year by moving from one flowering plant
to another according to food availability. Among the plants involved in the annual dynamics of the
insect, several species beside mango are of economic interest (lychee, jujube, avocado).

Several research topics are proposed to complete the knowledge already acquired on O. palus,
including understanding of population dispersion processes at the scale of the agro-ecosystem, and
evaluating the presence and the genetic diversity of O. palus in other SWOI territories.

Finally, agroecological practices for the local management of O. palus populations are proposed based
on the results of the studies that comprise the present dissertation. Recommendations are made for
precautionary measures to prevent the flow of O. palus populations between countries located in the
Indian Ocean.



Résumé

La culture du manguier a La Réunion est confrontée a un cortége de bioagresseurs, dont la punaise
Orthops palus (Heteroptera, Miridae). Cette espéce est uniquement signalée en Ouganda et a La
Réunion mais n’est considérée comme ravageur du manguier qu’a La Réunion. Peu d’études ont donc
été consacrées a cet insecte, ce qui est a l'origine du manque de connaissance sur ce ravageur.
L’objectif général de cette thése est I’acquisition de connaissances sur O. palus. Il se décline en
plusieurs objectifs spécifiques. Il s'agit, dans un premier temps, de caractériser la diversité de mirides
présentes dans les vergers de manguiers de La Réunion. Dans un deuxiéme temps, l'objectif est de
caractériser le cycle biologique d'O. palus et les interactions insecte-plantes. Enfin, dans un troisiéme
temps, le dernier objectif consiste a étudier la distribution et la diversité génétique de l'espéce a La
Réunion et dans la zone Sud-Ouest de 1'Océan Indien (SOOI).

Les principaux résultats de la thése sont les suivants. La miridofaune des vergers de manguiers a été
étudiée et, parmi les 13 espéces de mirides recensées, O. palus est ’espéce la plus abondante sur les
inflorescences du manguier lors de sa floraison. Pour identifier O. palus au laboratoire et la reconnaitre
sur le terrain, trois outils originaux ont été construits (une clé d’identification, des séquences du
Cytochrome ¢ Oxydase I et une fiche de reconnaissance sur le terrain). Un élevage d’O. palus a été
mis au point; il a permis de caractériser son cycle biologique et de mesurer les durées de
développement des différents stades. Parallélement, 1’inventaire in situ des plantes hotes d’O. palus
(15 especes a La Réunion) a montré le caractére polyphage de espéce. Les études sur la diversité et la
structuration génétique d’O. palus dans les iles du SOOI ont apporté des résultats importants. A La
Réunion, la population d'O. palus est structurée en deux clusters, mais les facteurs structurant n'ont pu
étre totalement identifiés. A Maurice, une seule population est recensée et demeure différente de celles
de La Réunion. Aucune race d’hote n’a été mise en évidence, ni a La Réunion, ni & Maurice. Des flux
de populations, dans les deux sens, ont été mis en évidence entre ces deux iles. Enfin, ’analyse de la
diversit¢ de I'ADN mitochondrial sur des individus prélevés sur quatre iles du SOOI (La Réunion,
Maurice, Mayotte, Grande Comore) montre la présence d'au moins sept haplotypes dont la distribution
confirme les échanges inter-iles.

La dynamique spatiale et temporelle de l'insecte en relation avec sa stratégie de passage de 1’année
ainsi que les flux de populations a 1’échelle du SOOI font 1’objet de discussions transversales. Les
résultats montrent qu’au-dela d'étre une punaise s'attaquant uniquement au manguier, comme son nom
le suggérait jusqu'a présent, O. palus est surtout une "Punaise des fleurs", susceptible de se maintenir
toute l'année en se déplacant, selon la disponibilité des ressources alimentaires, de plante en fleur a
plante en fleur. Parmi les plantes participant a sa dynamique annuelle, plusieurs sont des plantes
d'intérét économique (letchi, jujubier, avocatier).

Diverses perspectives de recherche sont proposées pour compléter les connaissances déja acquises sur
O. palus, notamment la compréhension des processus de dispersion des populations a 1'échelle de
l'agroécosystéme, la vérification de la présence d’O. palus dans d'autres territoires du SOOI et I'étude
de sa diversité génétique dans cette méme région.

Enfin, a la lumiére des résultats acquis dans la thése, des propositions de gestion agroécologique des
populations d’O. palus a 1’échelle locale, ainsi que des recommandations sur les mesures de précaution
a prendre pour éviter les flux de populations entre les pays de 1’Océan Indien sont faites.
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