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Résumé

Les larves de taupins du genre Agriotes spp. sont des ravageurs polyphages et telluriques
des cultures. Ces insectes se nourrissent des parties souterraines des plantes et provoquent des
dégats économiques importants en agriculture. Pendant des années, divers produits phytophar-
maceutiques comme les néonicotinoides ont permis de controler efficacement ces ravageurs. Les
restrictions de plus en plus contraignantes sur 1'utilisation de ces produits poussent cependant au
développement de méthodes de lutte alternatives durables et respectueuses de I'environnement.
Ce mémoire avait pour objectif de développer une méthode de lutte de type "attract-and-kill",
une stratégie mettant en jeu des substances naturelles et attractives pour les insectes cibles,
associées a des microorganismes devant les mettre a mort.

Un extrait naturel de pomme de terre a été encapsulé dans des billes d’alginate, ces derniéres
devant permettre la diffusion des odeurs dans le sol sur une longue durée. A 1'aide d’olfacto-
métres a deux voies, nous avons démontré que cet extrait naturel est hautement attractif pour
les larves, 76 % d’entre elles se sont dirigées vers les billes odorantes. Malheureusement, I’ajout
de composés synthétiques tels que le 2-pentylfuran et le 2-undecanone n’a pas amélioré I'attrac-
tivité du leurre. Des prélévements d’odeurs ont également été réalisés sur les billes d’alginate
afin de caractériser les composés sémiochimiques de I'extrait naturel effectivement émis par ces
billes. Malgré une grande variabilité, nous avons mis en évidence que ’acétoine était systéma-
tiquement émise en grandes quantités, et pourrait donc étre responsable de I'attractivité des
billes.

Ensuite, la virulence de onze souches de nématodes entomopathogénes et de deux insec-
ticides naturels a été évaluée sur les larves de taupins. Quatre souches : HB e-nema (souche
commerciale), HB1, HB2 et SI ont été trés efficaces pour tuer les larves de taupins (88 %, 53
%, 53 % et 50 % de mortalité au bout de 6 semaines respectivement). Les insecticides naturels
n’ont, quant & eux, pas atteint une efficacité significativement différente du controle au bout de
3 semaines.

Ce travail permet d’ouvrir la voie vers la co-encapsulation au sein de billes d’alginate de
souches virulentes de nématodes et de composés attractants.



Abstract

Wireworms of the genus Agriotes spp. are polyphagous and telluric pests of crops. These
insects feed on underground plant parts and cause significant economic damage in agricul-
ture. For years, various plant protection products such as neonicotinoids have been effective
in controlling these pests. However, the increasingly restrictive legislation on the use of these
products urge the need to develop sustainable and environmentally friendly alternative control
methods. The purpose of this work was to develop an "attract-and-kill" type of control method,
a strategy involving natural substances that are attractive to target insects, associated with
microorganisms that are meant to kill them.

A natural potato extract has been encapsulated in alginate beads, the latter allowing the
diffusion of odours in the soil over a long period of time. Using two-way olfactometers, we
have shown that this natural extract is highly attractive to larvae, 76 % of which have gone to
the fragrant beads. Unfortunately, the addition of synthetic compounds such as 2-pentylfuran
and 2-undecanone did not improve the lure’s appeal. Odour sampling was also carried out on
the alginate beads in order to characterize the semichemical compounds of the natural extract
actually emitted by these beads. Despite great variability, we have shown that acetoin is syste-
matically emitted in large quantities, and could therefore be responsible for the attractiveness
of the lure.

Then, the virulence of eleven strains of entomopathogenic nematodes and two natural in-
secticides was evaluated on wireworm larvae. Four strains : HB e-nema (commercial strain),
HB1, HB2 and SI were very effective in killing wireworm larvae (88 %, 53 %, 53 % and 50 %
mortality after 6 weeks respectively). Natural insecticides, on the other hand, have not achieved
a significantly different efficacy from control after 3 weeks.

This work paves the way for co-encapsulation within alginate beads of virulent strains of
nematodes and attractants.
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1 Synthése bibliographique

1.1 Introduction

Les néonicotinoides sont une classe d’insecticides neurotoxiques affectant le systéme ner-
veux central des insectes [1|. Pulvérisées ou appliquées en enrobage autour des graines [2], ces
molécules, dérivées de la nicotine [3], provoquent la mort de I'insecte par paralysie [4, 5|. Uti-
lisés depuis le début des années 1990 [6], ces produits phytopharmaceutiques ont commencé a
faire débat dans la communauté scientifique lorsque le syndrome d’effondrement des colonies
d’abeilles (CCDS, "Colony Collapse Disorder Syndrome" en Anglais) leur a en partie été attri-
bué. En 2013, suite aux récentes découvertes des effets 1étaux et sublétaux de ces produits sur
les auxiliaires de cultures ainsi que sur leur persistance dans l’environnement |7, 8, 9, 10, 11,
12, 13|, la commission Européenne a limité leur utilisation pour les bannir complétement en
2018 de tout emploi en extérieur [14]. Aujourd’hui, cependant, certains pays Européens, dont
la Belgique, accordent réguliérement des dérogations "en cas d’urgence" permettant 'utilisa-
tion de quatre molécules (clothianidine, thiaméthoxame, imidaclopride et acétamipride) dans
le secteur de la betterave sucriére [14]. Ces dérogations, justifiées par le manque d’alternatives
pertinentes aux néonicotinoides [15], compromettent les efforts de préservation de la diversité
entomologique de nos régions et les nombreux services écosystémiques qui y sont associés et
mettent en danger la santé d’espéces animales vertébrées, dont I’étre humain [16, 17|. Il devient
donc primordial de développer des méthodes de lutte alternatives efficaces et pertinentes pour
la santé humaine et de I'environnement afin de, définitivement, mettre un terme a l’ére des
néonicotinoides tout en réduisant le recours a des pesticides de synthése, comme recherché par
la directive européenne 2009/128 /CE [15, 18].

Les larves de taupins (Coleoptera : Elateridae), ou vers fil de fer, sont des ravageurs po-
lyphages provoquant des dégats économiques importants a de nombreuses cultures. Présents
partout en Europe, ils se nourrissent de graminées, de tubercules de pommes de terre, de radi-
celles de betterave, de plantes oléagineuses et autres légumineuses [19]. Ces insectes, évoluant
dans le sol, se nourrissent exclusivement des racines et collets de jeunes plantules et organes
souterrains de plantes plus agées [20]. Leur long cycle de développement, étalé sur 2 & 6 ans
les rend particuliérement difficiles a gérer. Historiquement, les populations de taupins ont été
controlées par I'utilisation de divers produits phytosanitaires, combinés avec diverses méthodes
de travail du sol. Cependant, I'interdiction progressive de ceux-ci et le manque de moyens de
gestion efficaces ont provoqué une résurgence des attaques de taupins. De plus, 'augmentation
des attentes du consommateur vis-a-vis de la qualité des produits et I’évolution des pratiques
agricoles ont contribué a I'augmentation des pertes économiques liées aux taupins et ont mis
les agriculteurs dans une situation délicate par rapport a la gestion de ces insectes [21, 22,
23, 24, 25]. Afin d’éviter une dégradation rapide de la situation, il est important de recourir
aux méthodes de lutte actuellement disponibles et de continuer le développement de techniques
efficaces face aux taupins.

A T’heure actuelle, la plupart des méthodes de lutte alternatives employées se concentrent
sur les insectes adultes. Tres peu d’études se sont déja penchées sur la lutte contre les stades lar-
vaires. La complexité de combattre un ravageur du sol, au cycle de développement pluri-annuel
et multi-strates peut expliquer ce manque [26]. Parmi les rares méthodes de lutte contre les
larves, 'une d’elles consiste a appliquer une solution contenant des nématodes entomopatho-
génes (NEPs) directement sur le sol. Ces nématodes, attirés par la présence de la larve pénétrent



par leurs orifices, libérent une bactérie symbiotique qui tue la larve par toxémie ou septicémie
et réalisent plusieurs générations a l'intérieur du cadavre. Un probléme de cette technique est
qu’elle nécessite d’asperger de grandes quantités de NEPs (500 millions.ha™! de culture [27]) &
la bonne période de 'année et & la bonne profondeur. Pourtant reconnu en tant qu’agent de
biocontrole efficace contre les insectes telluriques [26], 'usage des NEPs pour la lutte contre les
taupins doit encore faire I'objet d’optimisation.

Ce mémoire s’intégre donc dans un contexte de changement des régulations quant aux
néonicotinoides et de manque d’alternatives efficaces. Afin de pallier aux problémes cités ci-
dessus, une méthode de lutte de type "attract-and-kill" est proposée et étudiée dans le cadre
de ce mémoire. Elle consiste en 1’association d’attractants et de nématodes entomopathogeénes
au sein de billes d’alginate, devant permettre d’optimiser la conservation des nématodes et leur
accés aux larves de taupins.



1.2 Les taupins
1.2.1 Diversité et description morphologique

Les taupins (Coleoptera : Elateridae) font partie d'une des familles d’insectes les plus di-
versifiées. Prés de 10 000 espéces ont été décrites a ce jour [28]. Leurs larves sont des ravageurs
de cultures problématiques qui peuvent étre difficiles & controler au sein de certains contextes
agricoles [29]. En effet, leur grande diversité taxonomique, les variations d’occurrence et d’abon-
dance des espéces, la grande variété de plantes hotes mais aussi de comportements et les cycles
de vie spécifiques a chaque espéce en font un groupe particulierement délicat a appréhender
[28, 29, 30].

Au sein des nombreuses espéces de taupins connues, toutes ne sont pas renseignées comme
des ravageurs de cultures [31]. De plus, une espéce peut étre nuisible dans une région mais
pas une autre ou pour une plante mais pas l'autre [29]. En région Holarctique, une centaine
d’espéces ont été recensées comme étant d’importance économique [29]. Parmi ces espéces, les
larves du genre Agriotes sont connues pour étre les plus dommageables en agriculture en Eu-
rope et au Canada [23, 29, 32, 33|. Ce genre est représenté par plus de 200 espéces a travers
le monde [33] dont une vingtaine ont été observées dans des champs en Europe [29]. Agriotes
lineatus L., Agriotes obscurus L., Agriotes sputator L. et Agriotes sordidus Illiger sont les
quatre espéces de taupins les plus nuisibles [23, 30]. Agriotes brevis Candeze, Agriotes ustulatus
Schaller, Agriotes litigiosus Rossi et Agriotes rufipalpis Brullé sont également considérés comme
des ravageurs majeurs des cultures Européennes [34]. D’autres genres importants pour leur im-
pact en agriculture sont Melanotus, Athous, Conoderus, Ctenicera et Hypolythus [22, 33, 35, 36].

Comme précisé précédemment, chaque espéce présente ses caractéristiques propres en termes
de comportements, de plantes hotes, et, plus généralement, de cycles biologiques. Cela rend la
lutte contre ces organismes complexe étant donné que chaque espéce posséde des sensibilités
différentes aux méthodes de lutte existantes [29, 37, 38, 39|. En réponse a cette problématique,
des auteurs se sont penchés sur la description des espéces et de leurs modes de vie, afin de
permettre aux acteurs du milieu de mieux comprendre les taupins et d’optimiser la lutte contre
ceux-ci. Furlan [40] a, par exemple, réalisé un excellent travail de description de A. sordidus et A.
ustulatus. Ses recherches ont permis de connaitre les caractéristiques morphologiques, le mode de
vie, les préférences alimentaires et le cycle biologique de ces espéces. Malheureusement, encore
peu d’espéces d’intérét commercial ont été décrites, rendant plus complexe le développement
d’outils pertinents et efficaces contre les taupins [29, 30].



(a) (b)
FIGURE 1 — (a) Agriotes obscurus L. adulte [41]; (b) Larve d’Agriotes sp. [42]

Les caractéristiques morphologiques de la famille des Elateridae sont généralement trés
homogenes [40]. Cependant, I’adulte (figure 1a), stade de développement proportionnellement
trés éphémere chez les taupins, est assez caractéristique avec sa couleur généralement sombre.
Leur forme est élancée, les angles postérieurs du prothorax sont trés pointus et les élytres
se terminent en ogive. Les Elateridae disposent d’une saillie prosternale logée dans un sillon
qui leur donne la capacité de sauter avec un bruit métallique (d’ou le nom de click beetle en
Anglais). Les femelles sont généralement un peu plus grandes que les méles mais il n’existe
pas de dimorphisme sexuel. Les larves (figure 1b) sont tout aussi caractéristiques, allongées et
cylindriques, elles sont de couleur brun clair ou jaunatre, trés agiles et complétement sclérifiées
[43]. En outre, elles disposent de mandibules pour se nourrir [44]. Leur taille varie de quelques
millimétres pour le premier stade larvaire a plus de 20 millimétres pour le dernier (figures 2) [40].
A Tinstar des adultes, les larves disposent de regroupements de sensilles sur les palpes labiaux
et maxillaires leur permettant de s’orienter et d’activer ou non le mécanisme de morsure [21].
Chez A. sordidus, les ocufs sont ovoides mais irréguliers dans leur forme et leur taille [40].

1.2.2 Régime alimentaire et mécanismes d’attraction

Comprendre les préférences alimentaires des taupins est un point important dans le cadre
de ce mémoire car certaines méthodes de lutte s’axent en partie autour du comportement de
nutrition de ces insectes. Les plantes, via leurs organes souterrains (racines ou tubercules),
émettent en effet des particules volatiles dans le sol que les taupins utilisent pour se diriger
[19]. Connaitre les plantes auxquelles ces nuisibles s’attaquent est donc nécessaire pour en dé-
duire les volatils responsables du phénoméne d’attraction et les inclure dans une stratégie de
type "attract-and-kill".

Les préférences alimentaires des larves de taupins ont été étudiées dans un certain nombre
d’articles. Il en ressort que ces organismes occupent généralement différents niveaux trophiques
[28]. Les taupins adultes se nourrissent de matériel végétal mais ne sont, cependant, pas consi-
dérés comme des ravageurs de cultures. Les larves peuvent étre phytophages, carnivores ou bien
les deux. Traugott et al. [45] ont démontré que 10 % d’une population d’A. obscurus se nour-
rissait principalement de proies animales. Des cas de cannibalisme ont également été rapportés
dans la littérature lorsque la densité de larves est importante et les ressources nutritives faibles
[33, 45, 46, 47]. Finalement, la matiére organique du sol a été proposée dans certaines études
comme une source de nourriture probable pour les taupins [48, 49, 50]. Toutefois, des travaux



récents ont démontré que les jeunes stades larvaires d’ Agriotes ne sont pas capables de survivre
uniquement grace a la matiére organique et aucune preuve n’a pu étre apportée pour corroborer
l'idée que les taupins s’en nourrissent effectivement [33, 45, 51].

Une grande partie des larves de taupins sont des phytophages généralistes s’attaquant a
une large gamme de plantes, provoquant des dégats importants en agriculture [33, 52]|. Ils se
nourrissent des racines ou du collet des jeunes plantules, des organes souterrains des plantes
plus agées [33, 53| et de graines [54|. Les cultures touchées sont notamment les pommes de
terre, les céréales (mais, orge, froment...), les carottes, les betteraves, la canne a sucre, la lai-
tue et certains fruits rouges [32, 55, 56, 57|. Dans une étude comparant quatre plantes (du
mals, une graminée, une légumineuse et une astéracée), Schalhart et al. [52] ont montré que
les taupins présentent une préférence marquée pour les légumineuses et les graminées devant le
mais et l'astéracée. Ces résultats concordent avec ceux d’une étude réalisée par Fox [58] ou des
graminées et des tréfles (Trifolium) ont été préférés par les larves d’A. obscurus par rapport
a des astéracées et autres herbacées. De maniére plus générale, les larves de taupins préférent
les plantes riches en nutriments et en sucres et pauvres en glycoalkaloides et autres éléments
chimiques dissuasifs [52, 59]. Les taupins sont donc capables de se sustenter d’une large gamme
de plantes mais présentent toutefois des préférences particuliéres pour certaines [53|. Lorsqu’ils
en ont la possibilité, ils restent sur leur plante hote jusqu’a ce que la source soit épuisée [53]. La
distance entre un taupin et une plante influence aussi grandement son choix car ils ont tendance
a rester a proximité du point o ils se trouvent afin de limiter les dépenses énergétiques [47]. Si
besoin, les larves se nourriront donc de plantes moins attractives lorsque les alternatives sont
trop éloignées.

Un autre élément essentiel rentre en compte dans 'attraction des larves de taupins vers
une plante : les composés volatils présents dans le sol. La littérature évoque une séquence en
trois étapes pour guider la larve vers sa source de nourriture [60]. La premiére étape est liée
a un gradient de COq [61]. Les larves sont en effet capables de détecter une source de COq
pour identifier de la nourriture [36, 60]. La seconde étape est liée aux composés organiques
volatils (COVs) émis par les organes souterrains des plantes et qui permettent aux larves de
détecter de maniére spécifique une plante hote adéquate [61]. La nature et la concentration de ces
sémiochimiques rentre alors en compte dans le phénomeéne de discrimination ou de sélection des
plantes [62, 63]. Afin d’identifier les molécules responsables du phénomeéne d’attraction chez les
taupins, les profils odorants des racines ou tubercules de différentes plantes ont été caractérisés.
Le pouvoir attractif de quatre aldéhydes a été mis en avant dans les racines de différentes
variétés d’orge et de mals : 'hexanal, le (E)-hex-2-énal, le (E)-non-2-énal et le (E,Z)-nona-
2,6-diénal [64]. Des tests comportementaux dans des olfactométres a deux voies ont également
été réalisés pour évaluer le caractére attractif du 2-pentylfuran, composé volatil identifié dans
les racines d’orge, [64, 65| et du 2-undecanone, composé volatil identifié dans les tubercules
de pomme de terre (données non publiées). Ces tests ont montré que les larves s’orientent de
maniére significative vers ces deux molécules. La derniére étape est liée a la morsure en elle-
méme. Les composés responsables de 'induction de la morsure chez les larves de taupins sont
différents de ceux qui rentrent en compte dans le phénomeéne d’attraction [60] et correspondent
a trois groupes majeurs : les carbohydrates, les graisses et les protéines [63]. Dans le groupe des
carbohydrates, le glucose, le sucrose et le fructose, composés communément produits par les
plantes, sont parmi les éliciteurs de morsure les plus actifs. En plus d’induire une morsure, ces
composés retiennent la larve a proximité de leur source d’émission [60]. En outre, ’humidité



joue un role majeur dans le comportement de déplacement des larves de taupins. En effet, ils
ont tendance a éviter les zones séches et préférent des sols au contenu en eau compris entre
10 et 20 %. Trés sensibles a la dessiccation, les larves meurent rapidement dans des milieux
secs [66] et, inversement, une humidité trop importante semble inhiber 'activité musculaire et
empécher 1'alimentation [60].

1.2.3 Cycle biologique et milieu de vie

Décrire le cycle de vie typique d'un taupin est hasardeux puisque les comportements de
I’adulte et de la larve difféerent largement entre les espéces et dépend de la ressource alimen-
taire ainsi que de facteurs environnementaux tels que la température du sol et 'humidité [29].
Néanmoins, les cycles biologiques d’A. ustulatus, d’A. sordidus et d’A. obscurus ont été décrits
par Furlan (1996, 1998, 2004) et Miles (1942) [40, 46, 55, 67].

Les espéces de taupins peuvent étre séparées en deux groupes en fonction de la durée de
leur cycle de développement dans le sol : les espéces a cycle court (2-3 ans), dont fait partie
I'espéce A. sordidus [40] et les espéces a cycle long (4-5 ans) dont font partie les espéces A.
obscurus, A. lineatus et A. sputator |20, 21, 55, 68]. Le développement classique des espéces a
cycle long est décrit dans la figure 2.

Les femelles adultes de I'espéce A. ustulatus pondent leurs ceufs principalement en juillet
et les premiéres larves éclosent dés mi-aoit [67]. La période d’oviposition de A. obscurus et
A. sordidus est moins tardive et dure de mai a juin [40, 55, 68|. Les ceufs sont déposés direc-
tement sous la surface du sol, en groupes proches les uns des autres [67] et sous la protection
d’un tapis végétal pour empécher la dessiccation [21|. Généralement, les prairies sont préférées
pour la ponte par rapport aux cultures du fait d’'un manque de couvert végétal aux périodes
clés [69]. Le développement embryonnaire pour A. ustulatus dure en moyenne 4 & 6 semaines
[21, 40, 46, 55] et est inversement proportionnel & la température : A 15°C, il faut 45 jours
avant 1’éclosion contre 13 jours a 29°C. A l'inverse, les larves d’A. sordidus apparaissent plus
rapidement dans les populations du Nord de I'Ttalie (26 jours en moyenne) que celles du Sud
(40 jours en moyenne) [40].

Les premiers stades larvaires doivent se nourrir de tissus végétaux vivants pour se déve-
lopper. Dans le cas contraire, les individus meurent dans les 40 jours [40]. La résistance au
stress alimentaire augmente cependant au cours du développement larvaire. Les larves du der-
nier stade sont ainsi capables de survivre 1 an (& 20°C) sans se nourrir. En moyenne, selon les
conditions environnementales, les larves d’Agriotes complétent entre 9 et 13 stades larvaires
avant la nymphose. Le cycle complet des stades larvaires dure entre 4 & 6 ans pour les espéces
de cycle long [55, 68]|. Pour A. sordidus, par contre, la totalité du cycle est complétée entre 24
et 36 mois, selon la latitude [40].

Durant I'année, les larves remontent a la surface deux fois afin de se nourrir. Une premiére
fois en automne, de septembre a octobre et une seconde fois au printemps, de mars a avril |21,
70]. En dehors de ces périodes, les larves s’enfouissent jusqu’a 60 cm dans le sol, afin de fuir des
températures trop élevées en été ou trop basses en hiver [67|. La phase de nutrition correspond
au seul moment ou la larve provoque des dégats aux cultures et représente 25 % de la durée
totale du cycle. Le reste du temps est passé dans des phases de durcissement des mandibules
et de pré-mue [40].



Lorsque la larve est mature, elle s’enfonce dans le sol et se nymphose dans une cellule de
terre compacte [21, 55]. La nymphose commence en juillet et se termine 3 & 4 semaines plus tard
[46]. Les adultes ne remontent toutefois en surface qu’au début du printemps. La période d’ac-
tivité des adultes dure tout le printemps et se prolonge en été et 'oviposition débute quelques
jours seulement apreés I’émergence des adultes [40, 67]. Ce faisant, les périodes idéales de lutte
contre cet insecte correspondent aux périodes d’activité des adultes et aux phases de nutrition
des larves, seules périodes ot ils sont suffisamment accessibles.

Finalement, les prairies représentent des réservoirs importants de larves de taupins [55, 71].
En effet, la stabilité de ces milieux est favorable au développement des larves et permet a
celles-ci de se nourrir durant presque toute la saison de végétation. Leur répartition spatiale
est généralement hétérogene et localisée [21]. Leur schéma de répartition se répéte d’année en
année et dépend des taux d’humidité et de la température du sol [72].

Ponte
Mai-juin
Vie (adulte) Larvealan

Quelques mois H y 11 5-10 mm

Larvea 2 ans
10-15 mm

Reproduction

Au printemps
Larvea 3 ans

15-20 mm

Emergence
Année 5 : Mars avril

Larve a 4 ans
20-22 mm

Nymphose

FIGURE 2 — Cycle de développement d’Agriotes obscurus L. [73]



1.3 La problématique du taupin en agriculture et les méthodes de
lutte chimique

1.3.1 Reésurgence des taupins

L’intérét porté aux ravageurs de cultures souterrains que sont les taupins n’a pas toujours été
le méme qu’aujourd’hui, mais a fluctué avec les grands événements agronomiques des derniéres
décennies [29]. C’est durant les premiére et seconde guerres mondiales qu’ils sont considérés
pour la premiére fois comme des nuisibles de premiére importance [74]. En effet, la demande
croissante de nourriture va provoquer une conversion massive des prairies en cultures de céréales
et de pommes de terre [75]. Les prairies étant un habitat privilégié des taupins, les dégats provo-
qués aux cultures nouvellement installées vont rapidement devenir une urgence. En réaction a
cette problématique, de nombreuses recherches vont étre menées en Europe et aux Etats-Unis,
aboutissant aux insecticides organochlorés utilisés dés la fin des années 1940. Ces produits vont
pratiquement anéantir les populations de taupins et seront suivis, dés leur abandon dans les
années 70 et 80, par des produits organophosphorés et des carbamates trés efficaces. Pendant
des années, les taupins seront ainsi considérés comme des nuisibles secondaires. Au début des
années 1990, les taupins vont cependant passer d’un statut de ravageurs mineurs a majeurs. En
cause, la disparition des résidus d’organochlorés dans les sols (capables de perdurer au moins 6
ans dans les sols [21]), la perte progressive de tous les insecticides efficaces contre les taupins,
I’adoption de plus en plus fréquente de systémes de rotation des cultures favorables aux taupins,
de techniques de moindre labour et autres pratiques culturales favorisant les populations de ce
ravageur 21, 76, 77, 78].

1.3.2 Dégats aux cultures

Les dégats des taupins aux cultures consistent principalement en des morsures au niveau
des graines, racines, tubercules, collets, parties cultivables des jeunes plantules (3-6 feuilles) et
aux organes souterrains développés des plantes plus agées [33]. Les tubercules de pommes de
terre font partie des cultures les plus sensibles aux attaques [21]. Les taupins y creusent des
trous et tunnels longs de plusieurs millimétres qui peuvent dévaluer une production et la rendre
presque invendable [32]. Les plants de mais, également sensibles, lorsque infectés, présentent
une ou plusieurs feuilles centrales flétries. Une attaque trop intense peut aussi provoquer la mort
du plant [79]. Selon I'Institut Royal Belge pour I’Amélioration de la Betterave (IRBAB) [80],
les taupins peuvent provoquer des dégats importants mais localisés aux cultures de betterave
en rongeant et sectionnant les radicelles, les plants étant sensibles jusqu’au stade 4 feuilles. En
plus de la dépréciation directe des productions agricoles (contamination des cultures, croissance
réduite, cosmétique des parties attaquées altérée |21, 29, 30, 33, 81]), les morsures de taupins
favorisent la détérioration des plantes par des pathogénes secondaires comme des champignons
[82, 83].



La présence de taupins dans une culture n’est cependant dommageable qu’au-dela d'un cer-
tain seuil d’infestation qui dépend a la fois de l'espéce et de la sensibilité de la culture aux
attaques [33, 84]. Par exemple, Parker [85] a observé, pour des densités de moins de 100 000
taupins.ha=!, que 20 & 80 % des tubercules de pommes de terre dans leurs essais étaient atta-
qués. L’importante variabilité peut s’expliquer par les erreurs associées aux techniques d’échan-
tillonnage utilisées. Dés 150 000 taupins.ha™!, les dégats liés aux attaques peuvent s’avérer
significatifs voire sévéres [29]. Dans une autre étude reprenant sept parcelles agricoles, il a été

montré que 80 % des tubercules, en moyenne, étaient touchés lorsqu’aucun traitement n’est
utilisé [21, 86].

Concernant d’autres cultures, il a été montré dans une étude que, pour du mais planté
avant le 1°” mai et des densités comprises entre 50 000 et 100 000 taupins.ha=!, 30 % des plants
étaient détruits [33]. Des observations similaires ont été faites en Roumanie ou des densités de
50 000 & 100 000 taupins.ha=! et 700 000 & 1 000 000 taupins.ha~! ont attaqué 31,6 % des
plants de blé, 22,5 % des plants d’orge, 42,8 % des graines de malis, 54 % des collets des plants
de mais, 64 % des graines de tournesol et 53 % des collets des plants de tournesol [33]. En
outre, des données récoltées en Italie pendant 15 ans ont montré une corrélation positive entre
le nombre de taupins capturés dans un piége a appats et le degré de dégats sur des plants de
mais pour A. brevis, A. sordidus et A. ustulatus |84]. Lorsque la population est supérieure a 5
larves/piége (un piége tous les 20x10 métres), A. ustulatus affecte de maniére importante les
parcelles en s’attaquant aux graines. A. brevis, le plus nuisible dans cette étude, provoque une
baisse de rendement significative dés 1 larve/piége. A. sordidus présente un risque intermédiaire
puisqu’il faut 2 larves/piége avant que ’espéce ne cause une réduction de rendement. A noter
que le risque de pertes de rendement n’est important qu’au-dessus de 25 % de plants de mals
attaqués et qu’en-dessous de 15 %, il est presque nul [79].

1.3.3 Produits chimiques actuellement employés

A Theure actuelle 449 pesticides, phytoprotecteurs et phytorégulateurs sont approuvés a
l'utilisation en Europe parmi lesquels 282 sont autorisés en Belgique [87]. Chaque année, entre
420 000 et 500 000 tonnes de ces produits sont utilisées par les professionnels et les amateurs
[88, 89]. Cependant, les substances approuvées en Europe peuvent rester toxiques pour I'étre
humain et l’environnement. En effet, prés de 50 % des substances actives approuvées comme
PPPs (Produits de Protection des Plantes) sur le marché européen sont bioaccumulatrices et
25 % d’entre elles sont persistantes dans les sols [90]. Selon le Réglement du Parlement Eu-
ropéen relatif a la classification, 'étiquetage et 'emballage [91], 30 % des PPPs approuvés
sont hautement toxiques pour les milieux aquatiques et 28 sont suspectés d’étre cancérigénes.
Par exemple, le fosthiazate, une substance active utilisée dans le cadre de la lutte contre les
taupins en Belgique, est considérée comme hautement toxique, dangereuse pour les milieux
aquatiques et comme pouvant provoquer des problémes respiratoires et cutanés. Selon la base
de données sur les propriétés des pesticides de 'Université de I'Hertfordshire [90], mise & jour le
18/03/2022, ce composé serait fortement toxique pour les abeilles, les oiseaux et les mammiféres.

Dans le cadre de la lutte face aux taupins, les néonicotinoides ont longtemps représenté
un outil indispensable pour les agriculteurs [6]. Cependant, ’évolution récente de la législation
sur ces insecticides a bouleversé le monde agricole. Les néonicotinoides sont une classe d’in-
secticides neurotoxiques affectant le systéme nerveux central des insectes [1]. Ces dérivés de la
molécule de nicotine [3] se fixent sur les récepteurs post-synaptiques des insectes, provoquant



I'hyperexcitation de leur systéme nerveux, leur paralysie et, in fine, leur mort [4, 5|. Depuis
leur introduction au début des années 1990, ces produits phytosanitaires ont rencontré un franc
succes et se sont imposés sur le marché des insecticides [6]. En effet, leur action systémique
[6, 92| les rend efficaces contre une large gamme d’insectes phytophages et permet de protéger
une majorité de cultures [2]. Cependant, malgré le fait qu’ils aient longtemps été considérés
comme inoffensifs pour 'environnement et la santé humaine grace a leur haut degré de spé-
cificité par rapport aux insectes, un nombre grandissant d’études évoque les effets létaux et
sublétaux de ces produits phytopharmaceutiques sur les auxiliaires de cultures |7, 8, 9, 10, 11,
12, 13]. L’exemple le plus récurrent dans la littérature est celui des pollinisateurs. Les néoni-
cotinoides sont considérés comme en partie responsables du syndrome de 'effondrement des
colonies d’abeilles au cours de ces derniéres années (ou "Colony Collapse Disorder Syndrome",
CCDS en Anglais) [14]. En conséquence de ces récentes découvertes, I'utilisation de ces produits
a d’abord été limitée en 2013 par la commission Européenne pour ensuite étre complétement
bannie en extérieur en 2018. Seule la molécule d’acétamipride a fait 'objet d’un renouvellement
d’autorisation a I’échelle européenne et est toujours approuvée [93].

Toutefois, malgré leur bannissement et le renforcement de la législation appelant a réduire
'utilisation des pesticides [18|, plusieurs néonicotinoides, parmi les plus dangereux, sont ré-
guliérement employés en Europe [15]. La disparition de la plupart des insecticides efficaces
contre les taupins et la résurgence récente de ces ravageurs dans nos régions ont été utilisées
comme justifications pour autoriser 'utilisation de plusieurs néonicotinoides (imidaclopride,
clothianidine et thiaméthoxame) malgré leur bannissement. Les autorisations exceptionnelles
mentionnées ci-dessus, octroyées notamment en Belgique comme dans les pays voisins chaque
année depuis leur interdiction, s’appuient sur la possibilité donnée dans la loi sur les pesticides
de suspendre l'interdiction en cas d'urgence [15]. Ces exceptions sont données dans le cadre de
la culture de la betterave sucriére qui risque d’étre une cible privilégiée des attaques de taupins
en dehors de traitements phytosanitaires [33]. Selon un rapport de 'IRBAB réalisé en 2002 [80],
les taupins ont en effet été recensés comme des ravageurs de la betterave au début des années
1990. L’'importance des dégats a cette culture est d’ailleurs, toujours selon le méme document,
comparable a celle des pucerons a une fréquence, cependant, bien moindre.
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1.3.4 Situation en Belgique

En Belgique, aucun produit phytosanitaire contenant des néonicotinoides n’est & 1’heure
actuelle approuvé [93]. Les trois molécules citées précédemment ainsi que l'acétamipride font
cependant 1'objet d’autorisations exceptionnelles. Ces molécules sont donc toujours utilisées
en enrobage des semences de betterave. D’autres molécules, appartenant & des groupes de
substances actives différents, sont également utilisées mais leur nombre reste réduit [94]. Les
insecticides encore autorisés en Belgique dans le cadre de la lutte contre les taupins sont listés

dans le tableau 1 :

TABLE 1 — Liste des pesticides contre les taupins actuellement autorisés en Belgique, leur mode
d’application et les cultures associées [94].

Famille Substance Produit . s
. . . . Application Cultures
chimique active commercial
. Fosthiazate NEMATHORIN  Granulés a appliquer avant
Organophosphorés 10 % 10 G ou pendant la plantation. Pommes de terre
Pyréthrinoides Téfluthrine FORCE Suspension de capsules Mals
FORCE 200 CS ~ 2PP liquée aux semences. Betterave
FORCE EVO Granulés a appliquer lors. Por.r.lmes de terre,
du semis ou de la plantation. Mais
SOILGUARD Granulés a appliquer lors Mai
0.5 GR du semis. as
PR . Pommes de terre,
s INTERCYP Granulés a appliquer avant ..
Cyperméthrine . Mafs,
0,8 GR le semis.
Colza
Froment, Orge,
LANGIS Emulsion pour le traitement Se%gile, Avoine,
des semences. Triticale,
Epeautre

SHERPA 0,8 GR

Granulés a incorporer avec
le semis.

Pommes de terre,
Mais, Colza
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1.4 Les méthodes de lutte alternatives

Il existe un panel d’alternatives aux pesticides destinées a prévenir les dégats économiques
dus aux attaques de taupins (figure 3). Ces méthodes ont été résumées dans plusieurs études
[28, 29, 33, 95] et leur applicabilité a été étudiée par Jactel et al. [2]. Si dans la premiére moitié
des années 1900, la gestion du taupin incluait des pratiques culturales (rotation des cultures,
cultures de détournement, paillage, périodes de plantation adaptées...), physiques (labour...)
et 'utilisation d’insecticides, plusieurs méthodes étant déployées en méme temps, la recherche
s’est rapidement orientée vers l'utilisation de pesticides hautement efficaces [28]. Les produits
organochlorés, organophosphorés et les carbamates se sont rapidement imposés sur les marchés
avant que la démonstration de leurs effets antagonistes sur les auxiliaires de cultures et sur la
santé humaine ne force leur retrait. Aujourd’hui, il est donc nécessaire de revenir a des schémas
de gestion intégrée, en incluant tous les outils disponibles dans le cadre de la lutte face aux
taupins. Selon I’'étude de Jactel et al. 2], il existe au moins une alternative non chimique pour
remplacer les néonicotinoides, récemment bannis, dans 78 % des couples plante-insecte étudiés.

Phytochimiques naturels

Composés Volatiles Organiques (COVs)

- Pyrrolizidine
- Alcaloides

B-caryophylléne

L. Terpénes

Bactéries Limonéne

- Pseudomonas spp.

- Rahnella aquatilis

- Rickettsiella agriotidix

- Arthrobacter gandavensis
Mycetes Ennemis Naturels

- Metarhizium anisopliae / Therevidae

Carabidae

Nématodes Staphylinidae

- Steinernema spp. Anomalon ejuncidum (parasitoide)

- Heterorhabditis spp. m

FIGURE 3 — Méthodes alternatives de lutte contre les taupins avec, pour chaque groupe,
quelques exemples. [19]

1.4.1 Meéthodes non biologiques

L’évaluation des risques est la premiére étape dans la lutte intégrée et une alternative effi-
cace contre 'utilisation de pesticides [95]. Cette technique préventive consiste en I’évaluation
des facteurs qui favorisent 'infestation d’une parcelle et les dégats aux cultures. Elle représente
en quelque sorte la base des différentes méthodes de lutte alternatives puisqu’elle permet de
faire des décisions adaptées au niveau et au type de I'attaque. Evaluer les risques signifie iden-
tifier la menace et son niveau en établissant des seuils d’infestation au-dela desquels des pertes
économiques sont trés probables. Les facteurs clés sont ’espéce des larves de taupins, le milieu,
le type de culture, les conditions édaphiques et météorologiques. Grace a ces connaissances, il
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est possible de se servir de méthodes de cultures adaptées permettant de réduire les populations
d’ceufs ou de larves. Par exemple, lorsqu’il est approprié, le travail du sol peut endommager mé-
caniquement les ceufs et les larves. De plus, modifier les dates d’ensemencement peut permettre
de désynchroniser les phases d’activité des larves et les périodes de sensibilité des cultures aux
dégats.

Différentes pratiques culturales peuvent étre mobilisées afin de réduire les populations de
taupins ou leurs dégats [95]. La rotation des cultures est une stratégie importante dans la lutte
contre Agriotes spp.. Placer les cultures sensibles aux attaques de taupins aprés des cultures
non sensibles ou repoussantes peut, en effet, réduire les dégats. Par exemple, la moutarde, le
chou, le trefle et le lin sont peu sensibles aux attaques et les pois et les haricots les tolérent.
Les cultures intercalaires et les cultures de couverture intensément labourées ou les cultures a
effet biocide (ex., Brassica juncea L., |96]) peuvent fortement réduire les populations de taupins
[95]. Planter des lignes de blé 8 jours avant des lignes de fraises peut, par exemple, réduire la
mortalité des graines due a Agriotes spp. de 43 % dans des parcelles non protégées a 5,3 %
dans les parcelles avec du blé en interculture [33]. Les attaques se concentrent en effet sur la
culture intercalaire qui protége la culture cible. Certaines variétés de cultures, comme le mafis
ou la pomme de terre, sont également moins sujettes aux dégats de taupins [32, 59, 97|. Planter
des variétés moins sensibles aux attaques peut donc réduire les pertes économiques liées a ces
ravageurs. Le paillage présente également des avantages quant a la gestion des taupins [98|. Pre-
miérement, il offre des habitats pouvant abriter des prédateurs naturels de ce ravageur. Ensuite,
cette barriére physique réduit les probabilités d’émergence ou de nymphose des larves. Enfin,
les propriétés chimiques des plantes utilisées peuvent contribuer a réduire les populations de cet
insecte via I’émission de molécules repoussantes ou biocides (ex., quinine [62]). Finalement, les
taupins étant sensibles aux variations d’humidité, assécher les sol ou I'inonder peut permettre
de réguler leurs populations [95].

L’effet du travail du sol et du labour peut également aider a réduire significativement les
populations larvaires [95]. En effet, le labour endommage les ceufs pondus, remonte les larves
a la surface du sol et les expose a la dessiccation et a la prédation. Seal et al. [99] ont montré
que labourer trois fois en été réduisait les larves collectées dans des piéges de 1,75 larves/piége
a 0,2 larve/piége, en comparaison a des parcelles non labourées ot aucune différence n’a été
observée. Il est cependant important de prendre en compte l'espéce et son cycle biologique
afin de labourer au moment idéal. Toutes les espéces ne pondent pas au méme moment et les
périodes d’activité larvaire dépendent de I'espéce [95].

Les piéges a phéromones sont des dispositifs de lutte uniquement dédiés a la gestion
des populations adultes de taupins. Depuis les années 1970, des mélanges synthétiques imitant
la composition des phéromones d’espéces d’intérét commercial ont été développés [95]. Ces
mélanges ont ouvert la voie & de nouvelles méthodes de gestion incluant la perturbation des
comportements sexuels des adultes (empécher la copulation) ou le piégeage de masse (utilisation
de molécules attractives). Au Japon, six ans de piégeage de masse, a raison de 10 piéges.ha™!,
ont réduit les populations adultes de Melanotus okinawensis Ohira de prés de 90 %. Cepen-
dant, le faible rayon d’attraction des piéges a phéromones pour les espéces du genre Agriotes
requiert un réseau dense de piéges et pose un obstacle important pour réduire efficacement
les populations. Hicks et Blackshaw [100] ont évalué le coiit économique pour éradiquer une
population d’Agriotes & 2755 €.ha~!.an~! pendant quatre ans, & raison de 10 piéges.ha=* pour
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A. lineatus, 15 piéges.ha™! pour A. obscurus et 142 piéges.ha™! pour A. sputator. Les méthodes
sémiochimiques ne sont donc pas encore parfaitement au point et nécessitent d’étre améliorées
pour représenter des options de lutte économiquement viables.

Les produits phytochimiques naturels représentent également une alternative pertinente
aux produits chimiques synthétiques [101]. Utilisés depuis des années en agriculture organique,
les extraits naturels de plantes présentent I’avantage d’étre sans danger pour I'homme et d’avoir
démontré leur efficacité sur différents ravageurs (Leptinotarsa decemlineata Say [102], Diabrotica
vergifera vergifera LeConte...[103]). L’huile essentielle de romarin, du citronellal, du thymol et
de l'eugénol ont également démontré un effet insecticide sur A. obscurus [101].

1.4.2 Ennemis naturels et lutte biologique

La lutte biologique correspond dans le domaine de I’agronomie & "toute forme d’utilisation
d’organismes vivants ayant pour but de limiter la pullulation et/ou la nocivité des divers en-
nemis de cultures. Rongeurs, insectes et acariens, nématodes, agents des maladies des plantes
et mauvaises herbes sont justiciables d’une telle lutte, qui est basée sur des relations naturelles
entre individus ou entre espéces, mises a profit par 'Homme de diverses maniéres. L’organisme
vivant utilisé comme agent de lutte est un "auxiliaire" de 'Homme." [104]. En général, la lutte
biologique passe par I'exploitation des relations hote/parasites et proie/prédateur entre orga-
nismes de niveaux trophiques successifs.

Les taupins possedent de nombreux ennemis naturels comme les oiseaux, certains mammi-
feres et arthropodes [95]. Cependant ces prédateurs n’étant pas spécialisés, les prélévements
de taupins restent trop occasionnels pour avoir un impact. D’autres insectes ont été obser-
vés comme prédateurs de taupins mais les connaissances dans ce domaine restent relativement
faibles. Par exemple, des larves de diptéres de la famille des Therevidae sont connues pour
consommer différents stades larvaires de taupins. Les informations concernant les parasitoides
de taupins sont, elles, presque inexistantes dans la littérature [19]. La difficulté de trouver des
organismes parasitoides dans le sol ou des momies d’hotes infectés en sont probablement les
causes. Certains hyménoptéres sont connus pour étre des parasitoides de taupins en Europe
mais le nombre de larves infectées découvertes dans des parcelles en Angleterre et en Allemagne
est extrémement faible. De ce fait, il est assez peu probable d’imaginer les parasitoides comme
des agents de biocontrole probants pour la lutte contre les taupins [95].

Les micro-organismes sont les ennemis naturels des taupins les mieux étudiés et les plus
utilisés dans la lutte intégrée [19]. Les champignons, bactéries et nématodes entomopathogénes
représentent tous trois des biocides prometteurs contre les nuisibles de cultures. Le controle
microbien des taupins est encore assez peu développé mais des recherches sont actuellement
en cours. De plus, Metarhizium brunneum Petch (Hypocreales : Clavicipitaceae) et Beauveria
bassiana Vuill (Hypocreales : Clavicipitaceae), des champignons entomopathogénes, sont déja
proposés dans le commerce.

Les champignons entomopathogénes (CEPs) sont les organismes les plus fréquemment
utilisés en biocontrole [19]. L’application se fait généralement par aspersion directement sur le
sol d’une solution contenant des conidies. Leur succeés est lié & la facilité d’application de la
solution, & son mode de fonctionnement (surface-actif) et a la faible quantité d’inoculum né-
cessaire pour étre efficace. Cependant, malgré une efficacité démontrée en laboratoire de M.
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brunneum, les résultats sur le terrain sont assez mitigés. L’efficacité de la solution dépend en
effet de facteurs comme la température du sol, le type de sol [105], le temps d’exposition aux
conidies ou la santé de ’hote [19]. De plus, lorsque les larves deviennent trop grandes, les cham-
pignons seuls ne sont pas capables de contrdler une infestation. Enfin, il a été observé que les
larves sont capables de migrer dans le sol lorsque les quantités de conidies deviennent trop
importantes. Les bactéries entomopathogénes (BEPs) sont par contre moins étudiées. Il
existe cependant des potentialités liées a 1'utilisation de bactéries du genre Pseudomonas mais
I'efficacité de telles méthodes est encore peu connue.

Les nématodes entomopathogénes (NEPs) sont les organismes d’intérét dans ce tra-
vail. Utilisés depuis des années par aspersion en solution, ils représentent un potentiel d’avenir
important dans la lutte biologique contre les larves de taupins [19]. Les NEPs appartenant aux
genres Heterorhabditis et Steinernema, en particulier, sont utilisés pour controler les ravageurs
d’une large variété de cultures. Les nématodes de ces deux genres sont des parasites obligatoires
d’insectes. Ils sont associés a des bactéries pathogénes symbiotiques des genres Xenorhabdus et
Photorhabdus qui provoquent la mort des insectes par toxémie ou septicémie en 24 a 72 heures.
Les taupins meurent donc de ’action combinée des nématodes et des bactéries. Les juvéniles,
seul stade infectieux, sont attirés par les taupins et rentrent via la bouche, I'anus ou les stig-
mates, pénétrent ’hémoccele et libérent la bactérie symbiotique. Ils se reproduisent ensuite dans
'insecte pour que, deux semaines plus tard, des milliers de juvéniles infectieux (JIs) en sortent,
préts a infecter un nouvel hote. En I'absence d’hotes, les nématodes sont capables de survivre
plusieurs mois dans le sol sans se nourrir [106]. L’avantage d’utiliser les NEPs est qu’ils sont trés
actifs et tuent rapidement leurs hotes [19]. Cependant, leur application présente des limites en-
vironnementales. En effet, les nématodes doivent étre protégés des ultra-violets, nécessitent des
conditions d’humidité appropriées et requiérent des régimes de températures adaptés. De plus,
des champignons nématophages ou des nématodes bactériophages vivant dans le sol peuvent re-
présenter des compétiteurs importants des NEPs. En conséquence, Defficacité sur le terrain des
nématodes n’a pas encore pu étre mise en avant. Différentes études montrent que ’application
d’une solution de nématodes n’a pas été apte a protéger les cultures contre Agriotes [105, 107].
Toba et Turner [108] ont observé une réduction de 29 % des individus dans une population de
Limonius californicus Mannerheim suite & 'application d’une solution de Steinernema feltiae
Filipjev et en ont conclu qu’il serait économiquement non viable de chercher a atteindre le
seuil de létalité requis. Selon la Forgia et al. [97], la cuticule trés résistante et imperméable des
taupins aux nématodes ainsi que leur systéme immunitaire développé pourraient expliquer la
faible efficacité de ces solutions.

Une réponse possible a ce probléme serait d’associer les nématodes et un attractant dans
une formulation solide protectrice afin d’améliorer la probabilité de survie des NEPs et d’aug-
menter les chances de contact entre les NEPs et les taupins.

Le cycle de vie typique des NEPs, présenté en figure 4, consiste en un stade ceuf, quatre
stades juvéniles (J1, J2, J3, J4) et un stade adulte [109]. Les JIs (J3), seul stade présent libre-
ment dans le sol, pénétrent dans leur hote, se développent en J4 qui muent en adultes (premiére
génération, F1). Dans leur hote, ces adultes pondent des ceufs qui réalisent un cycle complet
de développement pour donner une nouvelle génération d’adultes (seconde génération, F2). Un
second cycle est réalisé, mais cette fois, les J3 n’évoluent pas en J4 : ils sortent de I’'hdéte pour
en infecter un nouveau. Au total, le processus dure de 8 a 10 jours. Lorsque la disponibilité

15



alimentaire est faible ou que la densité de nématodes est trop importante, un seul cycle est
réalisé et les juvéniles issus de la premiére génération d’adultes deviennent déja infectieux en
J3 [110]. La durée du cycle n’est alors plus que de 6 & 7 jours.

Comme expliqué précédemment, les nématodes sont associés a des bactéries symbiotiques du
genre Photorhabdus pour Heterorhabditis et Xenorhabdus pour Steinernema [110]. La relation
qui les unit est mutualiste. Une fois libérée dans I'hémoccele de I'insecte, la bactérie produit des
molécules antibiotiques qui protégent les nématodes, leur sert de nourriture et tuent l'insecte
par toxémie ou septicémie. Les nématodes servent principalement de vecteur aux bactéries mais
produisent également des toxines qui affaiblissent le systéme immunitaire de ’héte [110]. Ces
bactéries ne sont donc pas capables de survivre en dehors de leur symbiote. En outre, leur
virulence envers les insectes est moindre lorsque directement ingérées par ceux-ci [109, 110].

L'insecte meurt et les nématodes

de I'héte commencent a se développer
SN . . ; --

Les nématodes se reproduisent dans I'hote

FIGURE 4 — Cycle de vie généralisé du complexe nématodes entomopathogénes/bactérie dans
une larve de lépidopteére [111].
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1.5 La méthode attract-and-kill

Dans le point précédent, des méthodes de lutte alternatives et des agents de controle biolo-
giques ont été présentés. L'utilisation de nématodes entomopathogénes se révélait posséder un
véritable potentiel d’avenir mais, se heurtant a divers obstacles, était encore inefficace contre les
taupins. Les facteurs environnementaux comme la température, les ultra-violets et I’humidité
peuvent provoquer de la mortalité chez les nématodes et limitent 'efficacité des applications
directes de solutions contenant ceux-ci [19]. De plus, I’épaisse cuticule des taupins, imperméable
aux NEPs et leur systéme immunitaire impactent significativement ’efficacité de ces biocides.

Afin de contrer ces obstacles, nous étudions dans ce mémoire un attractant et différentes
population de NEPs, spécifiques et virulentes pour les larves de taupins, dans le but de les
co-encapsuler au sein de billes d’alginate. Cela permettrait aux nématodes de pénétrer direc-
tement dans le systéme digestif des taupins et d’augmenter 'efficacité en termes de mortalité
(figure 5). Un tel systéme fonctionnerait selon le schéma d’attraction puis de mise a mort, en
anglais reconnu sous l'appellation "attract-and-kill".

FIGURE 5 — Représentation de la méthode "attract-and-kill" combinant un attractant et des
nématodes entomopathogenes dans une formulation d’alginate sous forme de bille [26]

L’intérét de 'attractant dans une telle méthode est qu’il permet d’amener les taupins di-
rectement aux biocides. En effet, & cause des migrations verticales des taupins dans le sol, les
nématodes ont des difficultés a les atteindre s’ils ne sont pas appliqués a la bonne profondeur
[26]. Lorsque les conditions dans le sol deviennent favorables, les larves remontent pour se nour-
rir et s’orientent via des composés volatils attractifs émis par les organes souterrains des plantes.
Sur cette base, il est possible d’inclure une formulation qui émet des molécules attractives afin
de diriger les taupins vers les nématodes contenus dans la formulation. Différentes molécules,
citées précédemment, ont été identifiées comme attractives et sont donc envisageables dans une
telle méthode. En outre, les structures endogées de plantes de mais ou de pommes de terre
se sont également avérées attractives pour les taupins (données non publiées). Finalement, les
larves de taupins sont aussi attractives et semblent induire un comportement d’agrégation chez
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I'insecte [112]. Dans le cadre de ce travail, le jus de pomme de terre, le 2-undecanone et le
2-pentylfuran seront étudiés en tant qu’attractants. En effet, le jus de pomme de terre est facile
a obtenir et se préte bien a la formulation de billes d’alginate et les deux composés synthétiques
ont déja été identifiés individuellement comme étant attractifs.

Les gels d’alginate ont plusieurs avantages et semblent étre une alternative pertinente a
I’application inondative des NEPs. Leurs caractéristiques hydrophiles, biocompatibles et biodé-
gradables permettraient de favoriser la survie des NEPs en milieu naturel [113]. Le fait d’ajouter
du glycérol dans les billes favoriserait également la survie des nématodes et les plongerait dans
un état de quiescence permettant leur rétention au sein de la bille. Une telle formulation, sans
attractants, a été proposée dans une étude réalisée par Kim et al. [113]. Des NEPs ont été
encapsulés dans des billes formulées avec du gel d’alginate afin de les protéger de la lumiére
UV, de la dessiccation et de leurs prédateurs naturels. Du glycérol a été ajouté afin de plonger
les NEPs en état de quiescence et controler leur émission une fois les billes appliquées dans le
sol. En rentrant en contact avec de ’eau, les NEPs contenus dans les billes se réveillent et en
sortent. L’efficacité de cette formulation pour réduire les dégats aux racines de mais de D. vir-
gifera virgifera est comparable a I’application d’une solution contenant des NEPs directement
sur le sol.

Les méthodes de lutte de type "attract-and-kill" sont connues et étudiées pour un certain
nombre de ravageurs. En 2015, des chercheurs ont évalué la possibilité d’associer des compo-
sés attractifs avec des CEPs dans des granulés afin de tuer des taupins adultes d’A. obscurus.
Leur formulation a permis de réduire drastiquement les populations visées, leur suggérant que
les tactiques attract-and-kill pourraient représenter une nouvelle approche dans la gestion des
taupins [114]. Brandl et al. [115] ont également développé une méthode attract-and-kill en as-
sociant un biocide (M. brunneum) et une source de COs (Saccharomyces cerevisiae Meyen)
dans des billes d’alginate distinctes. L’application d’un mélange de billes contenant le biocide
et d’autres billes contenant la source de CO4 dans des champs de pommes de terre, au moment
de la plantation, a permis de réduire de 37 & 75 % les dégats par rapport aux parcelles non
traitées. Une formulation identique est d’ailleurs vendue comme produit contre les taupins en
Allemagne. Selon Kiippers et al. [116], ce produit réduirait effectivement les dégats aux tu-
bercules de pommes de terre pour des taux d’infestation bas & moyens. En 2020, la Forgia et
al. [117] ont testé la co-encapsulation de NEPs avec des extraits naturels de pommes de terre
dans des billes d’alginate. Les taux de mortalité observés sur les larves de taupins d’A. sordidus
correspondaient a 16,7 et 41,7 % pour Steinernema feltiae Filipjev et Heterorhabditis bacterio-
phora Poinar respectivement, aprés 8 semaines, et des effets importants sur les performances
alimentaires ont été observés. Cette étude est la premiére a mettre en évidence un effet a long
terme sur le développement et ’alimentation des taupins de nématodes entomopathogénes via
une méthode attract-and-kill. Plus récemment, Steinernema carpocapsae Weiser et S. feltiae
co-encapsulés dans des billes d’alginate contenant des extraits naturels de pomme de terre se
sont montrés plus efficaces pour réduire les performances alimentaires et la survie d’A. obscurus
par rapport a des billes contenant les nématodes sans extraits naturels [26].

Cependant, les connaissances sur cette méthode de lutte restent encore trés superficielles.
Il reste de nombreux éléments a tester et optimiser afin de concevoir un produit efficace sur le
terrain, viable économiquement et capable de remplacer durablement 1'utilisation d’insecticides
chimiques et néfastes pour 'environnement. Peu de souches locales de nématodes ont actuelle-
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ment été testées, le profil odorant des billes & long terme n’est pas connu, la densité optimale
des nématodes dans les billes doit encore étre évaluée et l'efficacité de la formulation sur plu-
sieurs semaines mérite encore d’étre étudiée. Ce travail se concentrera sur la partie attractant
et biocide de la méthode "attract-and-kill" afin de fournir le matériel adéquat pour répondre a
ces manquements et a 1’élaboration d’une formulation efficace.
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2 Objectifs et hypothéses

L’objectif de ce mémoire est de participer au développement d'une méthode de type "attract-
and-kill" destinée & lutter contre les taupins du genre Agriotes. Deux formulations & base d’huile
essentielle et de pyréthre naturel seront également évaluées en tant que méthodes de lutte al-
ternatives. Ce travail s’organise en deux parties, chacune avec son objectif et ses hypotheéses
associées.

Partie 1 - Attractant de taupins

Objectif : Evaluer I'impact de billes d’alginate formulées avec des extraits naturels et des
composés synthétiques sur le comportement de recherche de nourriture des larves de taupins.

e Hypotheése : Les larves de taupins sont attirées par des billes d’alginate contenant des
extraits naturels de pomme de terre.

e Hypothése : L’ajout de composés synthétiques, découverts dans les COVs de parties en-
dogées de plantes, dans des billes d’alginate contenant des extraits naturels de pomme de
terre permet d’améliorer leur attractivité par rapport a des billes ne contenant que des
extraits naturels de pomme de terre.

Partie 2 - Nématodes entomopathogénes et insecticides naturels

Objectif : Identifier les souches de nématodes entomopathogénes les plus virulentes envers les
larves de taupins.

e Hypothese : Des différences significatives de virulence entre les souches testées permettront
d’identifier une ou plusieurs souches efficaces.

Objectif : Evaluer le pouvoir biocide de deux formulations, sous forme de granulés, sur les
larves de taupins.

e Hypotheése : Les formulations évaluées affecteront de maniére significative la probabilité
de survie des larves de taupins mises au contact des granulés.
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3 Matériel et méthodes

3.1 Collecte et conservation du matériel vivant
3.1.1 Les taupins

Les larves de taupins utilisées dans les différents essais ont été collectées sur des parcelles
sous culture biologique n’utilisant plus de pesticides depuis au moins 2 années. Les collectes
ont été réalisées au printemps 2022. Les zones de collectes sont reprises dans la figure 6. Un
échantillon de larves de taupins a été envoyé a I'ILVO (Institut de Recherche Flamand pour
I’Agriculture, les Pécheries et I’Alimentation) pour identification par analyse moléculaire (Dr.
Johan Witters, ILVO). Ces analyses ont permis de déterminer qu’un mélange de deux espéces,
A. obscurus et A. lineatus, étaient majoritairement présentes au sein des zones de collecte.

Mons, printemps 2022

Agriotes spp.

Gembloux, printemps 2022
Agriotes spp.

A

FIGURE 6 — Carte des zones et périodes de collectes de larves de taupins.

Gedinne, printemps 2022

Agriotes spp.

Apreés récolte, les larves de taupins ont été ramenées au laboratoire, mesurées, puis sépa-
rées par stade larvaire dans des boites d’élevage en plastique. Afin d’éviter des comportements
cannibales, les boites contenaient un maximum de 10 taupins. En outre, 1,7 g d’'un mélange de
graines d’orge, de blé et de froment et 400 ml d’un substrat humide composé en quantités égales
de terreau (La plaine Chassart, Belgique) tamisé a 5 mm et de vermiculite (Hermie, Pays-Bas)
a été ajouté dans les boites (figure 7). Aprés une semaine, lorsque les graines ont germé, 10
taupins ont été ajoutés et un couvercle percé a été utilisé pour fermer les boites. Les boites
d’élevage ont été conservées dans un laboratoire a température ambiante régulée (21 °C) et ont
été renouvelées toutes les trois semaines pour remplacer les plantes flétries.
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FIGURE 7 — Boite d’élevage utilisée pour conserver les taupins.

Les taupins utilisés dans cette étude correspondaient & un mélange de larves issues des
différentes zones de collectes et d’une population constituée a 59 % d’A. obscurus et 41 %
d’A. lineatus (population désormais désignée comme Agriotes spp.). Afin de standardiser les
essais, tous les individus utilisés étaient au méme stade larvaire (L5-L6) [63]. Pour les analyses
comportementales, les individus présentant des marques de pré-mue (lignes blanches transver-
sales), de mue ou de post-mue (larves blanches) ont systématiquement été écartées des tests
afin d’éviter un biais lié¢ a leur état physiologique. En effet, les larves en cours de mue ne se
nourrissent pas. Il est donc probable de ne pas obtenir de réponse de la part de ces larves lors
de tests comportementaux [40]. Finalement, les taupins n’ont été utilisés qu’'une seule fois au
cours des différents essais comportementaux.

Une semaine avant chaque test comportemental, les individus nécessaires a 1’essai ont été
mis & jetiner [63] dans des boites en plastique individuelles de 5,8 x 4,4 x 4,5 cm contenant de
la vermiculite humidifiée & 60 % de sa capacité de rétention en eau (CRE). Les taupins isolés
ont été conservés dans le noir, dans une piéce a température ambiante régulée (21 °C).

3.1.2 Populations de nématodes entomopathogénes

Un total de 11 souches de NEPs ont été testées dans cette étude afin d’évaluer leur virulence
envers les larves de taupins (tableau 2). Neuf de ces souches appartiennent a trois espéces (H.
bacteriophora, S. feltiae et S. carpocapsae) et deux souches sont en cours d’identification. Parmi
les onze souches, trois sont commerciales (vendues pour la lutte contre les taupins et autres
larves de coléoptéres), une a été isolée en Belgique en mai 2022 dans le site de collecte de
taupins de Gembloux et le reste a été obtenu via un laboratoire partenaire basé en Espagne,
I'Institut des Sciences de la Vigne et du Vin.
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TABLE 2 — Espéces et souches des nématodes entomopathogénes utilisées dans le cadre de
I’évaluation de leur pouvoir biocide sur les taupins du genre Agriotes spp.

Espéce Souche Origine Répétitions
HB e-nema Commerciale 30
Heterorhabditis bacteriophora Poinar HB1 30
HB2 30
SF insectosphére Commerciale 30
Steinernema feltiae Filipjev SF1 30
SE2 30
SEF3 30
Steinernema carpocapsae Weiser SC e-nema Commerciale 3
SC1 30
Steinernema sp. SI 30
En cours d’identification GBX.W Gembloux, Belgique 30
Controle 20

Les populations de NEPs ont été reproduites tous les 4 mois dans des larves de fausses
teignes de la cire, Galleria mellonella L. (Lepidoptera : Pyralidae). Pour chaque souche, cing
G. mellonella ont été placées sur un papier filtre, dans une boite de Petri de 8,8 cm de diamétre.
Les larves ont ensuite été infectées a 'aide de 750 L. d’une solution contenant 1 nématode. L1,
Dés leur mort, les G. mellonella ont été transférées dans des dispositifs de collecte des JIs (fi-
gure 8). Les G. mellonella ont été placées sur un papier filtre légérement humidifié dans une
boite de Petri de 5,5 cm de diamétre. Cette boite de Petri a été mise a flotter dans une autre
boite de 8,8 cm de diameétre contenant 30 ml d’eau. Cette disposition permet de récupérer les
JIs dans 'eau, sans résidus biologiques provenant des larves. En effet, dés leur émergence, les
nématodes migrent dans la boite contenant de I'eau. Le papier filtre a été humidifié tous les
jours afin d’éviter sa dessiccation. Les JIs ont été collectés dés leur émergence (entre 6 a 13
jours, selon leur cycle de vie, annexe 4) et placés dans des flasques de culture Falcon de 40 ml
(VWR). Les flasques ont été conservées a 14 °C afin de plonger les nématodes dans un état de
quiescence [26]. Dans le cadre des infections sur taupins, chaque souche de NEPs a préalable-
ment été reproduite dans G. mellonella et les nématodes ont été utilisés au plus tard 7 jours
aprés émergence.
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FIGURE 8 — Dispositif de reproduction et collecte des nématodes entomopathogénes
Heterorhabditis bacteriophora Poinar.

3.2 Tests comportementaux

Afin d’évaluer le pouvoir attractif du jus de pomme de terre encapsulé dans des billes d’al-
ginate, des tests comportementaux en olfactomeétres a deux voies ont été réalisés :

(a) Jus de pomme de terre versus controle (billes sans odeur)

Une seconde expérience a été réalisée afin d’évaluer si ’ajout de molécules spécifiques dans
la bille permet d’augmenter 'attractivité du leurre. Deux molécules selon trois modalités ont
été testées :

(b) Jus de pomme de terre + 2-pentylfuran versus jus de pomme de terre
(¢) Jus de pomme de terre + 2-undecanone versus jus de pomme de terre

(d) Jus de pomme de terre + 2-pentylfuran + 2-undecanone versus jus de pomme de terre

3.2.1 Formulation de billes d’alginate

Les billes d’alginate ont été réalisées selon une méthodologie développée par Barsics et al.
[65] et adaptée aux besoins de 1’étude.

Pour chaque modalité, une solution d’alginate concentrée a 4 % (p/v) a été réalisée. Pour
cela, de la poudre d’alginate de sodium (Sigma-Aldrich) a été ajoutée a de 1’eau déminéralisée,
mélangée a l'aide d'une plaque agitatrice a 750 rpm (Heidolph, MR 2002) et chauffée & 50 °C
jusqu’a dissolution compléte de la poudre. Durant cette phase, la solution a perdu de ’eau par
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évaporation. Celle-ci a donc été pesée a ’ajout de la poudre et apres sa dissolution afin d’ajus-
ter le volume d’eau perdu. Aprés dissolution de la poudre, la solution a été mise a refroidir
sur une autre plaque agitatrice en maintenant la vitesse de rotation. Lorsque la température
est redescendue, de I'a-tocophérol (Sigma-Aldrich) a été ajouté (1,5 % p/v). En paralléle, des
pommes de terre Monalisa (Wallonie, Belgique) issues de 'agriculture biologique, ne présentant
ni germes ni blessures, ont été mixées et pressées a froid dans un extracteur de jus (Easehold
600W).

Les billes de la modalité (a) ont été réalisées en ajoutant un volume de jus de pomme de
terre équivalent & celui de la solution d’alginate afin d’obtenir une solution contenant du jus
de pomme de terre (50 % v/v), de alginate (2 % p/v) et de Pa-tocophérol (0,75 % p/v). Afin
d’éviter 'oxydation du jus de pomme de terre, celui-ci a été ajouté immédiatement aprés sa
production dans l'alginate sous agitation magnétique. Les billes controle ont été réalisées selon
les mémes modalités, en remplacant le jus de pomme de terre par de ’eau déminéralisée.

Les billes d’alginate des modalités (b), (c) et (d) ont été produites en ajoutant de I’huile de
tournesol contenant 0,1 uL.ml~! de 2-pentylfuran pur (Thermo scientific) ou de 2-undecanone
pur (Sigma-Aldrich) ou 0,05 uL.ml™! de chaque composé & du jus de pomme de terre et une
solution d’alginate. La formulation a ainsi été adaptée pour atteindre un taux d’émission proche
de 1 ng de composé.h™t.g7! de billes, qui correspond a un taux testé par Barsics et al. [65]. La
solution finale a ensuite été émulsionnée avec un homogénéiseur a haute vitesse (JTYL, FSH-
2A) a 24 000 rpm, jusqu’a 'obtention d’une émulsion blanchatre homogeéne. Les billes controle
ont été réalisées selon les mémes modalités, sans ajout de molécules odorantes volatils.

Les mélanges ont ensuite été aspirés grace a une pompe péristaltique (Shenchen LabS3) (6
rpm) et extrudés a travers une seringue de 1,2 x 40 mm (Romed HOLLAND). Les gouttes for-
meées sont tombées dans une solution de CaCly de 0,1 M sous agitation magnétique (150 rpm).
Une distance de 20 cm a été maintenue entre la téte de la seringue et la surface de la solution
de chlorure de calcium afin de produire des billes sphériques. Les billes ont été stabilisées 30
minutes dans la solution puis séchées pendant 20 minutes sous hotte. Elles ont finalement été
transférées dans des contenants en verre et conservées en chambre froide (4 °C) pendant 24
h avant analyse. Il a en effet été démontré que le taux d’émission d’odeur des billes est plus
important 24 heures aprés leur production (données non publiées).

Le matériel utilisé pour la production des billes a systématiquement été plongé pendant
24 heures, entre chaque modalité, dans un bain de détergent alcalin (RBS T 105, Chemical
Products R. Borghgraef s.a., Belgique) afin d’éliminer les odeurs et éviter les contaminations.

3.2.2 Evaluation de I’attractivité de composés odorants

L’attractivité du jus de pomme de terre a été évaluée dans un systéme olfactométrique a
deux branches comme présenté dans la figure 9. Ce dispositif est composé d'un tube en verre,
un olfactomeétre, de 20 cm de long et 3 cm de diamétre interne. L’olfactomeétre dispose d’une
tubulure centrale longue de 3 cm et large de 1 cm. En outre, les deux extrémités latérales sont
ouvertes.
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Le dispositif a été connecté a deux flacons Schotts en borosilicate de 100 ml (VWR) remplis
de vermiculite légérement tassée, & 60 % de sa CRE. Dans un des flacons, un gramme de billes
d’alginate sans attractant a été déposé a la surface de la vermiculite. Dans 'autre flacon, un
gramme de billes chargées de 'odeur de pomme de terre a été déposé a la surface de la ver-
miculite. Les billes ont ensuite été recouvertes de vermiculite et un morceau de moustiquaire
carré (8 x 8 cm) a été déposé sur le goulot des flacons afin d’empécher les taupins d’accéder aux
billes. Un connecteur (Bola GL45, VWR) muni d’un joint en silicone (GL45, VWR) couvert de
Téflon a finalement été ajouté sur les flacons. La zone odeur s’est vue attribuer aléatoirement
un coté (gauche - droite). L’odeur a ensuite été laissée diffuser pendant 15 minutes. Un tau-
pin unique a été ajouté dans le dispositif via 'ouverture centrale et un bouchon Schott GL14
(VWR) y a été déposé. Le dispositif a été mis au noir dans une piéce a température ambiante
régulée (21 °C) et le taupin a disposé d’une heure pour réaliser un choix. De multiples copies
de ce dispositif ont été réalisées dans le cadre des essais, en fonction du nombre de larves testées.

A la fin de I'expérience, la position du taupin dans les olfactométres a été enregistrée dans
une feuille de prise de note (annexe 19). Les flacons ont été déconnectés des tubes en verre et la
vermiculite a été évacuée a ’aide d'une brochette en bois. Les 3 premiers centimeétres de chaque
coté de la tubulure centrale ont été définis comme une zone "neutre" : les taupins présents dans
cette zone ont été considérés comme n’ayant pas effectué de choix. Afin d’évaluer le potentiel
attractif du jus de pomme de terre, un total de 104 répétitions (104 larves d’Agriotes spp.),
réparties sur 5 jours, ont été réalisées.

Des billes chargées de I'odeur de pomme de terre ainsi que du 2-pentylfuran, du 2-undecanone
et un mélange des deux molécules ont également été testées dans ces dispositifs olfactomé-
triques. Des billes contenant uniquement ’odeur de pomme de terre ont été utilisées en tant
que controle. Respectivement, 64, 63 et 65 répétitions réparties sur 2 jours, ont été réalisées
pour les modalités (b), (c) et (d).

FIGURE 9 — Dispositif olfactométrique utilisé dans le cadre des tests comportementaux.
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3.3 Caractérisation de ’odeur des billes d’alginate
3.3.1 Prélévements d’odeurs

Afin de caractériser le profil odorant des billes d’alginate réalisées avec le jus de pomme de
terre, des prélévements sous flux d’air dynamique ont été réalisés (figure 10). Deux grammes
de billes produites 24 heures avant les tests ont été insérés dans des dispositifs de prélévement
en verre en forme de Y, plongés jusqu’a hauteur des billes dans un bain marie chauffé a 30 °C.
Ces modalités ont été adoptées suite a des tests préliminaires réalisés avec un gramme de billes
et & température ambiante (21 °C). Aucun pic attribuable a 'odeur de la formulation n’avait
en effet été observé.

Les dispositifs de prélévement consistent en un tube long de 11,5 cm, de 1 cm de diamétre
et ouvert d’un coté. Un second tube situé a 4 cm de la premiére ouverture forme un angle de 45
degrés avec le premier et permet 'insertion de cartouches de prélévement d’odeurs. Avant les
tests, les tubes ont été plongés 24 heures dans des bains de RBS T 105, rincés a ’eau déminéra-
lisée puis séchés en étuve a 80 °C durant 24 heures. Une pompe de prélévement Gilian (GilAir
plus, Sensidyne, LP, Allemagne) a aspiré de air filtré a travers une cartouche de charbon actif
pendant 24 heures. Le flux d’air a été fixé & 200 ml.min~!. Les composés organiques volatils
ont été capturés dans des cartouches de thermodésorption Tenax/Carbograph (Markes Inter-
national Ltd., Royaume-Uni) préalablement conditionnées sous un flux d’azote de 50 ml.min~*
pendant 24 heures a 310 °C (TC-20, Markes International Ltd., Royaume-Uni). Une seconde
cartouche de percée a été ajoutée afin de vérifier la perte éventuelle de composés volatils. Les
cartouches ont été connectées & 'aide de tubes en Téflon. Aprés collecte, les cartouches ont
été conservées a 4 °C avant analyse. Dans le cadre de ces prélévements, 5 répétitions ont été
réalisées. Un prélévement controle de tube vide, selon les mémes modalités, a été effectué afin
d’observer les éventuelles odeurs non attribuables a la formulation.

Un prélévement a également été réalisé sur les billes contenant ’'odeur de pomme de terre
et le 2-pentylfuran, le 2-undecanone et le mélange des deux odeurs afin de s’assurer que ces
molécules étaient émises par les billes. La durée du prélévement, déterminée via des tests préli-
minaires, a été fixée a deux heures afin d’observer les molécules d’intérét sans expérimenter de
percée. Dans le cadre de ces prélévements, 3 répétitions ont été réalisées ainsi qu'un prélévement
controle (tube vide).
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F1GURE 10 — Dispositif de prélévement des odeurs de billes d’alginate.

3.3.2 Analyse des odeurs

Les cartouches contenant les odeurs collectées lors des différents prélévements ont été ana-
lysées par chromatographie en phase gazeuse, couplée a la spectrométrie de masse (GCMS-
QP2020 NX, Shimadzu, Japon). Les composés volatils ont été désorbés a 280 °C pendant 8
minutes (60 ml.min~!) dans un désorbeur thermique automatique (TD-30R, Shimadzu, Japon).
Les composés thermodésorbés ont ensuite été piégés par effet Peltier a - 20 °C puis chauffés a
280 °C pour étre injectés dans une colonne chromatographique HP5-ms (30 m X 0,25 mm de
diamétre interne, épaisseur de la paroi : 0,50 um, Agilent). Un split ratio de 3 a été appliqué et
I’hélium a été utilisé comme gaz porteur selon un flux constant de 1.0 ml.min~!. Le programme
de température du four a commencé a 40 °C et la température a été maintenue durant 3 mi-
nutes. La température a ensuite été montée selon un taux de 5 °C.min~—* & 200 °C puis a 300 °C
4 20 °C.min~!. La température finale a été maintenue durant 15 minutes. Le spectre de masse
a été enregistré a partir de 4 minutes aprés le début de I'injection jusqu’a la fin du programme
de température. Le mode d’impact des électrons a été fixé a 0,1 kV (source a 200 °C, ligne de
transfert a 230 °C, plage de masse analysée : 35 & 300 m.Z~!). L’identification des composés
détectés a été réalisée grace a I'interprétation des temps de rétention et la comparaison de leur
masse spectrale avec des bibliothéques spectrales (NIST17 et FFNSC 3, selon un minimum
de similarité de 90 %). Des indices de rétention linéaires ont été calculés, selon la relation de
Van Den Dool et Kratz [118], via le temps de rétention d’un standard de n-alcanes (C7 a C30,
1 ng.ul™! dans du n-hexane, Sigma-Aldrich) et comparés avec les indices de rétention fournis
dans les librairies. Tous les composés ont été quantifiés & 1’aide du n-butylbenzene (pureté : 99
%, Sigma-Aldrich) comme standard interne (5 ng.ul™!).
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3.4 Evaluation de la virulence de 11 souches des nématodes entomo-
pathogénes et sélection de souches prometteuses

L’efficacité biocide de 11 souches de NEPs sur des larves du genre Agriotes spp. a été évaluée
selon un protocole adapté de Campos-Herrera et al. [119].

Les larves de taupins ont été placées individuellement dans des boites en plastique circu-
laires (4 cm de diamétre) contenant 20 g de sable sec (Cobo garden, Belgique). Le sable a été
humidifié & 90 % de sa CRE avec une solution de NEPs permettant d’atteindre une concentra-
tion de 500 JIs.cm~2. Chaque boite a été fermée a 1'aide d’un couvercle percé.

Chaque traitement a été répliqué 15 fois. Les controles ont été réalisés selon les mémes
modalités, sans ajouter de nématodes et ont été répliqués 10 fois. L’ensemble de 1'expérience
a été répétée deux fois avec de nouveaux insectes, des NEPs a nouveau reproduits dans G.
mellonella et un nouveau substrat. Lors du second screening, les NEPs ont cependant été uti-
lisés immédiatement aprés leur émergence. Afin de valider la méthode utilisée, 5 G. mellonella
par souche de NEPs ont aussi été infectées suivant les mémes modalités. Durant toute la du-
rée de I'expérience, les insectes ont été conservés dans le noir, dans une piéce maintenue a 21 °C.

Chaque semaine, les boites ont été pesées et leur CRE a été ajustée. Un suivi de moralité
a ¢té réalisé apreés 24 heures, 48 heures, 72 heures, 1 semaine puis chaque semaine pendant 6
semaines. La mortalité a été évaluée en observant les mouvements des taupins dans les boites.
Les taupins ont été considérés comme vivants lorsque des signes évidents d’activité ont été
observés : mouvements du corps ou des pattes et ouverture des piéces buccales. Les larves
considérées comme mortes ont été conservées pendant 10 jours avant d’étre disséquées pour
observer la présence de nématodes et confirmer que la mort était bien due a ceux-ci (figure 11).
Les différentes souches et espéces testées sont reprises dans le tableau 2.

FIGURE 11 — Observation & la loupe binoculaire de nématodes entomopathogénes suite a la
dissection d’un taupin mort.
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3.5 Efficacité de deux insecticides naturels

L’efficacité biocide de deux formulations sur des larves du genre Agriotes spp. a été évaluée
selon un protocole adapté d'une étude de Elberson et al. [120]. Les formulations incluent une
huile essentielle et un pyréthre naturel. Elles ont été fournies par la société Xavagri (Belgique)
et incluent deux dosages.

Les insectes ont été¢ placés individuellement dans des boites en plastique (25 cm?) contenant
du sol collecté durant les captures de taupins (profondeur de 0 & 20 cm). Ce sol a été caracté-
risé : il s’agit d’un sol limoneux de pH 5 (pH KCL) et de teneur en carbone organique de 69
g.Kg™!, sous culture biologique (sans utilisation de pesticides). La terre prélevée a été tamisée
a 2 mm et stérilisée par autoclave puis mise & sécher en étuve durant 24 heures a 85 °C. Chaque
boite a été fermée par un couvercle.

Dans chaque boite, 24,1 g de sol amené a 60 % de sa CRE (20 g de sol sec), une larve de
taupin et un morceau de pomme de terre rectangulaire de 1 x 2 cm de c6té ont été mis. Diverses
modalités ont été testées. Ainsi ont été ajoutés, soit :

e 3,7 mg de granulés de I'une des quatre formulations (fournis par Xavagri)

e 6 microlitres d'un insecticide (Edialux insecticide 10 ME) contenant de la cyperméthrine
(10 g.1™!) (témoin positif)

e aucun ajout de produit (témoin négatif/controle)

Chaque semaine, les boites ont été pesées et leur CRE a été ajustée. Un suivi de mortalité
a été réalisé apres 24 heures, 48 heures, 72 heures, 1 semaine, 2 semaines et 3 semaines. La
mortalité a été évaluée en sortant le taupin de sa boite et en le placant dans une boite de Petri.
Les taupins ont été considérés comme vivants lorsque des signes évidents d’activités ont été
observés : mouvements du corps ou des pattes et ouverture des piéces buccales.

Les modalités testées incluent (figure 12) :

e Modalité H1 : Huile essentielle (8 g.Kg™' de granulés), 20 répétitions
Modalité H2 : Huile essentielle (16 g.Kg~! de granulés), 20 répétitions

Modalité P1 : Pyréthre naturel (8 g.Kg™' de granulés), 20 répétitions

Modalité P2 : Pyréthre naturel (16 g.Kg=! de granulés), 20 répétitions

Modalité T+ : Témoin positif, 15 répétitions

Modalité T- : Témoin négatif (controle), 15 répétitions

Ces essais ont été complétés par deux modalités supplémentaires pour lesquelles des taupins
ont été placés directement en contact avec les granules pendant 2 minutes, avant d’étre replacés
en boite microcosme :

e Modalité The : Contact direct sur granules contenant de 'huile essentielle (16 g.Kg™! de
granulés), 10 répétitions

e Modalité Tpy : Contact direct sur granules contenant le pyréthre naturel (16 g.Kg=! de
granulés), 10 répétitions
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Durant toute la durée de 'expérience, les taupins ont été conservés dans le noir, dans une
piéce maintenue a 21 °C.

FIGURE 12 — Boites dans lesquelles s’est déroulée I'expérience visant a évaluer 'effet biocide
de deux produits insecticides sous forme de granulés

3.6 Analyses statistiques

L’ensemble des analyses statistiques ont été réalisées dans le logiciel R Studio (version 4.1.2).

Un modéle général linéaire mixte a été ajusté afin d’évaluer si de I'attraction ou du rejet
était observé chez les larves de taupins pour les billes contenant du jus de pomme de terre et
pour les billes contenant du jus de pomme de terre et des composés synthétiques. L’éventuel
impact de la date des essais sur le choix des insectes a été testé en 'incluant en tant que facteur
aléatoire dans les modéles. L’effet de ce facteur a été évalué en comparant la distribution des
résidus du modeéle nul (intersect seulement) et du modeéle contenant le facteur aléatoire avec
une distribution 2.

Dans le cas de I'identification des odeurs, seules les molécules présentes dans trois préléve-
ments ou plus ont été prises en compte et les composés également identifiés dans le blanc ont été
retirés. Pour chaque molécule, la médiane et les quartiles ont été calculés afin de les représenter
sous forme de box-plots. La quantité relative moyenne (ng.g=! de billes.h™ de prélévement),
la quantité moyenne (ng.g~! de billes.h™! de prélévement) et les écarts-types associés ont éga-
lement été calculés. Dans chaque cas, les données aberrantes ont été identifiées via la méthode
ROUT (Q = 1 %) [121] et supprimées.

Des régressions de Cox ont été ajustées sur les données issues des tests de virulence des
souches de NEPs en utilisant la souche la plus virulente comme référence. L’effet du facteur
souche et groupe de screening sur la probabilité de survie des larves de taupins a été évalué
en comparant la distribution des résidus du modéle nul (intersect seulement) et du modéle
contenant le facteur d’intérét (souche ou groupe) avec une distribution y?. Finalement, des
courbes de survies de Kaplan-Meier ont été dressées et un test Log-Rank de Mantel-Cox a été
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utilisé pour déterminer si I’évolution de la probabilité de survie en fonction du facteur souche
suit des tendances similaires ou non. Ces tests ont été reproduits lors de 1’analyse des données
issues de 'évaluation de l'efficacité de deux insecticides naturels en utilisant le témoin positif
comme référence.
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4 Reésultats et discussion

4.1 Tests comportementaux

Attractivité de Uextrait de pomme de terre

Comme attendu, le jus de pomme de terre formulé dans les billes d’alginate s’est montré
attractif pour les larves d’ Agriotes spp.. Sur les 104 larves testées, 87 ont réalisé un choix et 17
sont restées dans la zone centrale de l'olfactométre (zone "neutre"). Les larves ayant répondu
se sont préférentiellement dirigées vers le coté contenant le jus de pomme de terre par rapport
au coté contenant les billes controles (z = 3,39; p < 0,001) (figure 13). Le facteur aléatoire
testé (la date de 'analyse) n’a pas eu d’impact sur les résultats (x> = 0,82; p = 0,37).

; Extraits de pomme
Controle de terre

i p < 0,001%%*
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i (%)
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r i i !
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FIGURE 13 — Résultat des tests comportementaux visant a évaluer 'attractivité du jus de
pomme de terre dans des billes d’alginate. Le coté controle représente des billes sans odeurs
(sans jus de pomme de terre).

Ajout de composés synthétiques a l’extrait de pomme de terre

Sur les 64 larves testées pour le 2-pentylfuran (B), 42 larves ont répondu. Pour le 2-
undecanone (C) et le mélange des deux composés (D), respectivement 46 larves sur les 63
testées et 46 larves sur les 65 testées ont effectué un choix. Les larves ayant effectué un choix
n’ont pas montré de préférence pour le 2-pentylfuran (z = 1,53; p = 0,13), le 2-undecanone (z
=-1,92; p = 0,06) et le mélange des deux composés (z = - 0,92; p = 0,36). A nouveau, le
facteur aléatoire (la date des essais) n’a pas eu d’impact sur les résultats (x> = 1,04; p = 0,31).
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FIGURE 14 — Résultat des tests comportementaux visant a évaluer I'attractivité de différentes
molécules synthétiques, en association avec du jus de pomme de terre, dans des billes
d’alginate. (A) = odeur de pomme de terre, (B) = odeur de pomme de terre et 2-pentylfuran,
(C) = odeur de pomme de terre et 2-undecanone, (D) = odeur de pomme de terre et
2-pentylfuran + 2-undecanone.

Les essais comportementaux confirment I’hypothése selon laquelle des extraits naturels de
pomme de terre encapsulés dans des billes d’alginate sont attractifs et justifient leur utilisation
en tant qu’attractants au sein d’un dispositif de type "attract-and-kill". En effet, le jus de
pomme de terre, utilisé dans la production des billes, est obtenu trés facilement en broyant et
pressant des tubercules et ne nécessite aucune transformation supplémentaire avant son incor-
poration dans une solution d’alginate. Le jus de pomme de terre présente donc cet avantage
d’étre obtenu facilement et en grandes quantités dans les tubercules mais également d’étre un
produit naturel non toxique pour I'environnement. En outre, 'attractivité de la pomme de terre
est largement évoquée dans la littérature et plusieurs articles ont étudié son potentiel en tant
qu’appat pour la production de piéges [85, 122, 123, 124]. En 2017, La Forgia et Verheggen
[19] ont montré que des morceaux de pommes de terre (variété Grenaille), introduits dans des
dispositifs olfactométriques identiques & ceux utilisés dans ce travail étaient attractifs pour les
larves de taupins. Cette étude est cependant la seule ayant tenté d’évaluer I'attractivité des tu-
bercules de pommes de terre dans ce type de dispositif. Les résultats obtenus dans ce mémoire
sont donc les premiers & démontrer le pouvoir attractif de billes d’alginate contenant du jus de
pomme de terre.

L’ajout de composés synthétiques dans la formulation n’a pas permis d’augmenter ’attrac-
tivité du leurre naturel. Etant donné que le 2-pentylfuran [65] et le 2-undecanone (données
non publiées) seuls ont été identifiés comme attractifs, il est possible que 'interaction entre ces
composés et les COVs émis par le jus de pomme de terre ne soit pas optimale pour attirer les
larves de taupins. En fonction du stade de développement des racines la proportion des diffé-
rents COVs émis par une plante peut varier, résultant en des mélanges porteurs d’information
avec un impact variable sur I'orientation des taupins [64]. 11 a, de plus, été observé qu’en trop
grandes quantités, les COVs peuvent impacter ’'orientation des taupins et rendre un mélange
répulsif. Dans une étude ayant étudié l'attractivité d’'un mélange de COVs (hexanal, (E)-hex-
2-énal, (E)-non-2-énal et (E,Z)-nona-2,6-diénal), il a été observé que les taupins de l'espéce A.
sordidus étaient attirés par les doses les plus faibles du mélange et montraient une tendance a
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étre repoussés par la dose la plus élevée [64]. Cela pourrait d’ailleurs expliquer pourquoi I’ajout
de 2-undecanone s’est avéré presque répulsif pour les taupins (41 % de choix). Cette molécule
étant naturellement présente dans les tubercules de pommes de terre (données non publiées),
la dose totale, aprés avoir ajouté une quantité supplémentaire (34,4 ug.g=* de billes), pourrait
s’avérer étre répulsive pour les taupins. Dans le cas de l'essai faisant intervenir un mélange
de 2-pentylfuran et de 2-undecanone, la quantité de chaque molécule ajoutée a été divisée par
deux, ce qui peut expliquer pourquoi la formulation ne s’est pas montrée répulsive. En com-
paraison aux extraits naturels de plantes, les composés synthétiques présentent ’avantage de
posséder une composition constante et maitrisable, il est donc intéressant de continuer 1’étude
de mélanges de COVs afin d’élaborer une formulation attractive efficace. Les COVs identifiés
dans les billes d’alginate congues au cours de ce travail, et discutés plus loin, pourraient servir
de base pour le développement d’un mélange potentiellement attractif pour les larves fil de fer.

Les taupins n’ont pas été autorisés a accéder et goiiter les billes au cours des essais. Ce-
pendant, les larves sont connues pour ne pas rester a proximité d’une source odorante si elles
ne peuvent atteindre [64], de la méme maniére que lorsqu’elles rencontrent une source de
nourriture non adaptée [125]. Il est donc possible qu’elles se soient dirigées vers I'autre source
attractive au cours de I'expérimentation. Des observations plus fréquentes pourraient permettre
de connaitre le durée appropriée des essais afin qu’ils ne dépassent pas le temps nécessaire aux
larves pour atteindre un appat.

Il est utile de rappeler que le CO, est un élément majeur dans lattraction des taupins [64].
La présence d’un gradient indique une source de nourriture et peut provoquer un déplacement
de la part de l'insecte. Des composés spécifiques apportent quant & eux un complément d’in-
formation pouvant indiquer la présence d’une plante hote adaptée [61]. Malgré le fait que les
COVs sont capables d’attirer les taupins méme en 'absence de CO, [64], il a été observé qu’un
mélange synthétique composé uniquement de COVs issus de racines d’orge (hexanal, (E)-hex-2-
¢énal, (E)-non-2-énal et (E,Z)-nona-2,6-diénal) n’était pas aussi attractif que des racines de cette
plante [64]. Selon I'étude ayant réalisé cette observation, la différence pourrait s’expliquer par
I’absence de CO, dans le mélange synthétique. Dés lors, des billes plus attractives pourraient
étre imaginées grace a l'association d’extraits de pomme de terre et d’une source de COs (S.
cerevisiae [115]). Un autre élément & noter est 'importance de la variété de pomme de terre
utilisée dans les essais comportementaux. Comme démontré par plusieurs études [32, 59, 97|,
certaines variétés de mais et de pommes de terre sont moins sensibles aux dégats de taupins.
Ces différences, observées sur le terrain et en laboratoire, peuvent résulter de la variabilité de
la composition chimique des variétés (taux en glycoalkaloides et sucres notamment [59]) et
du mélange de COVs émis [97]. Il serait donc possible d’influer sur lattractivité du leurre en
sélectionnant la variété de pomme de terre la plus adaptée.

En définitive, la formulation attractive inclue dans les billes d’alginate mérite d’étre encore
étudiée via I’évaluation de I’'ajout d’une source de CO, ainsi que par la comparaison entre les
niveaux d’attractivité de mélanges de composés synthétiques par rapport a des extraits naturels
issus de variétés attractives. Les COVs identifiés dans la suite de ce travail peuvent servir de
base pour 1’élaboration d’une formulation attractive.
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4.2 Caractérisation de ’odeur des billes d’alginate

Afin de caractériser les odeurs émises par les billes d’alginate contenant du jus de pomme
de terre, et ainsi faciliter I'identification des composés responsables du phénomeéne d’attraction
précédemment observé, des prélévements de COVs ont été réalisés sur ces billes. Lors de la mise
au point de la méthode de prélévement, nous avons constaté qu’'un prélévement d’une durée de
24 heures réalisé sur des billes a température ambiante ne permettait pas d’identifier de compo-
sés odorants en dehors du composé servant de standard interne (annexe 20). Les prélévements
suivants ont donc été réalisés en chauffant les billes au bain marie. Au total, 9 molécules ont pu
étre identifiées et 8 ont été quantifices (figure 15). Les quantités moyennes (ng.g~! de billes.h™?
de prélévement) de ces molécules sont reprises dans la table 3. Le 3-hydroxy-2-butanone (acé-
toine) est la molécule la plus émise par les billes (16,74 + 4,14 ng.g~'.h™'). En moyenne, les
billes ont émis entre 19 et 1674 fois plus d’acétoine que le reste des molécules. Les molécules
contenant des fonctions alcool ont été émises en quantités globalement plus importantes que
les aldéhydes et le dodécane. Le 3-méthyl-1-butanol est d’ailleurs la molécule la plus impor-
tante aprés lacétoine, ayant été émise, en moyenne, a raison de 0,87 ng.g~! de billes.h™! de
prélévement. Le 3-méthylbutanal est la molécule la moins émise au sein des billes, 0,01 ng.g™?
de billes ont été émis, en moyenne, sur une heure de prélévement. L’hexanal a également été
identifié dans chaque prélevement mais n’a pas pu étre quantifié, sa quantité émise étant sys-
tématiquement inférieure a la limite de quantification.
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FIGURE 15 — Partie de chromatogramme obtenu au cours des prélévements de billes
d’alginate contenant du jus de pomme de terre (24 heures de prélévement, 2 grammes de
billes et bain marie a 30 °C).

Le tableau 3 montre également les quantités relatives moyennes émises pour chaque molé-
cule. Comme attendu, l'acétoine constitue la fraction majoritaire de chaque prélévement. Le
2-méthyl-1-butanol représente également une fraction importante de chaque prélévement mais
I’écart-type associé a cette fraction étant grand, la variabilité entre les prélévements doit étre
trés importante. Le 3-méthylbutanal, le (E)-2-octénal et le dodécane sont les composés consti-
tuant, en moyenne, la fraction plus faible des molécules émises.

La figure 16 représente la médiane, les valeurs minimales et maximales et les premier et troi-
sieme quartiles des quantités émises pour chaque molécule durant le prélévement. Cette figure
permet d’appréhender la variabilité des taux d’émission au sein des différents échantillons. Le
taux d’émission du 2-méthyl-1-butanol est relativement variable, la quantité maximale émise
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pour cette molécule est largement supérieure a la médiane. Le 3-méthyl-1-butanol et le 2,3-
butanediol possédent, eux, des valeurs équitablement réparties autour de la médiane. Il est
utile de remarquer que ’échelle des valeurs de I'acétoine est différente de celle des autres molé-
cules. La fourchette des quantités émises pour cette molécule varie de 12,96 & 23,37 ng.g~! de
billes par heure de prélévement.

La présence du 2-pentylfuran et du 2-undecanone dans les billes formulées avec ces compo-
sés a été vérifiée et confirmée lors des prélévements (annexe 21). En moyenne, le 2-pentylfuran
posséde un taux d’émission 18 fois plus important que le 2-undecanone dans les billes d’alginate.

TABLE 3 — Quantités émises de composés organiques volatiles identifiés lors du préléevement de
billes d’alginate contenant du jus de pomme de terre.

i Quantité relative moyenne Quantité moyenne
Molécule Formule + écart-type (%) + écart-type (ng.g '.h71!)
3-Méthylbutanal C5HH100 1,69 + 1,85 0,01 £ 0,03
(E)-2-Octénal C8H140 1,63 £+ 2,61 0,07 £ 0,03
Nonanal C9H180 2,81 £ 2,77 0,18 £ 0,06
Hexanal C6H120 / /
3-Méthyl-1-butanol ~C5H120 4,77 + 0,70 0,87 + 0,05
2-Méthyl-1-butanol C5H120 17,99 £ 29,29 0,74 £ 0,37
2,3-Butanediol C4H1002 1,74 4+ 0,52 0,34 + 0,15
Dodécane C12H26 1,67 + 1,83 0,07 £ 0,01
Acétoine C4H802 88,22 + 3,14 16,74 £+ 4,14
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FIGURE 16 — Résultat du prélévement d’odeurs des billes de pomme de terre. Les quantités
émises sont exprimées en ng.g~! de billes.h™! de prélévement.

Les pré-tests réalisés avec 1 gramme de billes et sans bain-marie n’ont pas permis d’obtenir
des pics analysables. L’absence de ces pics montre que les COVs du jus de pomme de terre sont
fortement retenus par la matrice d’alginate, pourtant poreuse [126], puisqu’il a fallu chauffer
et doubler le poids des billes pour obtenir des pics analysables. Au vu de ces observations, il
est remarquable que les taupins soient capables de s’orienter vers 1 gramme de billes, émettant
pendant seulement 1 heure, non chauffées et noyées dans un substrat odorant (la vermiculite).
Cela semble signifier que le seuil de sensibilité des larves soit largement inférieur a celui de
la GC-MS. Cependant, le dispositif utilisé dans nos essais comportementaux ne permet pas
de conclure que les COVs émis par le jus de pomme de terre soient, seuls, responsables de
lattraction des larves d’Agriotes spp.. Il se peut que les billes émettent du COy (non détecté
en GC-Ms) via la fermentation du jus de pomme de terre ou l'installation de champignons.
Il serait intéressant de réaliser des enregistrements électrophysiologiques afin de comprendre
quels composés (et en quelle quantité) induisent une transmission neuronale mesurable chez les
larves de taupins [127]. Analyser le taux d’émission de CO; des billes permettrait également de
vérifier si ce dernier rentre en compte dans l'attractivité de celles-ci et permettrait d’orienter
la recherche d’un attractant de maniére plus efficace.
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Les prélévements réalisés dans ce travail révelent la présence de 9 molécules : le 3-méthylbutanal,

le (E)-2-octénal, le nonanal, I'hexanal, le 3-méthyl-1-butanol, le 2-méthyl-1-butanol, le 2,3-
butanediol, le dodécane et le 3-hydroxy-2-butanone (acétoine). Parmi ces différentes molécules
le (E)-2-octénal, I’hexanal et le 2-méthyl-1-butanol ont été identifiés dans des extraits de pomme
de terre crues (variété Bintje) [128]. Le (E)-2-octénal, le nonanal, le 3-méthyl-1-butanol et le
2-méthyl-1-butanol ont aussi été identifiés dans des émissions d’odeurs de pommes de terre (va-
riété Russet Burbank) [129, 130]. Des prélévements réalisés dans le laboratoire d’accueil sur des
pommes de terre de la variété Monalisa révelent également la présence du 3-méthylbutanal et
du nonanal (données non publiées). Certaines molécules ont été identifiées & plusieurs reprises
dans les différents articles ayant étudié le profil odorant des pommes de terre mais n’ont pas été
retrouvées dans les billes analysées dans ce travail. C’est notamment le cas du 1-octen-3-ol, du
2-pentylfuran, du phénylacétaldéhyde, du benzaldéhyde et de I’heptanal. A I'inverse, plusieurs
molécules ont été identifiées dans ce travail sans toutefois étre présentes dans d’autres préléve-
ments d’odeurs de pommes de terre. C’est le cas des molécules de 2,3-butanediol, dodécane et
3-hydroxy-2-butanone, la molécule la plus présente dans les prélévements de billes.

Le 3-méthylbutanal est un métabolite présent chez les plantes et chez S. cerevisiae [131].
Il est également produit par des bactéries lors de la dégradation de la leucine [132] et est utilisé
comme agent aromatisant dans le commerce [133]. Le (E)-2-octénal est un composé retrouvé
dans diverses espéces végétales, dont le mais [97]. Il posséde un effet antifongique : il inhibe la
croissance et la reproduction des champignons [131]. Un effet attractant a également été identifié
pour cette molécule chez Lygus lucorum Meyer-Diir (Heteroptera : Miridae) [134]. Le nonanal
est un métabolite trés répandu chez les plantes et divers microorganismes [134, 135]. Selon une
étude récente, ce composé serait particulierement attractif pour les abeilles melliféres [135].
L’hexanal est également commun chez les plantes et a été identifié comme étant attractif pour
divers insectes (Delia radicum L. (Diptera : Anthomyiidae) [136] et Halyomorpha halys Stal.
(Heteroptera : Pentatomidae) [137]). Le 3-méthyl-1-butanol et le 2-méthyl-1-butanol sont
tous deux des COVs présents chez de nombreuses plantes et sont des métabolites observés chez
S. cerevisiae [131]. Le 3-méthyl-1-butanol est également un antifongique [131]. Le dodécane est
une molécule produite par le métabolisme des plantes. Finalement, le 3-hydroxy-2-butanone,
I’acétoine, est le composé le plus présent dans ce relevé. Ce COV est produit chez de nombreux
organismes, tels que les plantes, les micro organismes ou certains animaux [138]. Il a été identi-
fié, avec le 2,3-butanediol, comme étant un éliciteur de croissance des feuilles ou racines des
plantes [139, 140] et peut également servir de source d’énergie lorsqu’il est transformé a par-
tir du 2,3-butanediol par fermentation microbienne [139]. La présence du 2,3-butanediol,
semble donc coincider avec celle de 'acétoine car les deux composés co-existent au sein de
cascades enzymatiques et peuvent étre obtenus l'un & partir de autre [141]. L’acétoine et le
2,3-butanediol sont également utilisés par de nombreux insectes et autres animaux comme un
signal de fermentation et de présence de source de nourriture riche en sucre [138]. L’acétoine
joue donc probablement un role important dans 'attractivité des billes de jus de pomme de
terre pour les larves de taupins. A ce stade, il est difficile d’émettre des conclusions quant au
role des autres molécules dans l'attractivité des billes. Un essai comportemental basé sur le
mélange de COVs identifiés dans ce travail et en faisant varier les quantités de chaque élément
pourrait apporter des informations sur leur réle respectif.
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La méthode de prélévement utilisée dans ce travail n’est probablement pas parvenue a identi-
fier tous les composés volatils émis par les billes. Le nombre de molécules identifiées apparentées
a 'odeur de la pomme de terre, a savoir 6 molécules, est relativement faible en comparaison de
son spectre total des volatils [128, 129, 130, 142|. De plus, il est possible que le fait de chauffer
les billes durant 24 heures, méme a des températures faibles, ait modifié le profil d’odeur en
produisant de nouveaux volatils par dégradation de leurs précurseurs 128, 129, 142]. Afin d’ob-
tenir un profil complet, il est probablement nécessaire de réaliser de nouveaux tests. Utiliser
un dispositif de prélévement plus grand permettrait de prélever un plus grand nombre de billes
afin d’augmenter la quantité de COVs émis par ces billes mais également d’homogénéiser les
prélévements afin de diminuer la grande variabilité observée dans les résultats.

4.3 Evaluation de la virulence de souches de nématodes entomopa-
thogénes et sélection de souches prometteuses

Onze souches de nématodes entomopathogénes ont été évaluées dans ce travail afin de sé-
lectionner les plus virulentes sur les taupins du genre Agriotes spp.. Deux répétitions ont été
réalisées sur 'ensemble de 'expérience et un impact significatif de la répétition sur les proba-
bilités de survie des larves a été observé (x? = 41,06, p < 0,001), le second screening étant le
plus impactant (64 taupins sont morts contre seulement 16 lors du premier screening). La figure
17a montre les probabilités de survie pour le premier screening et la figure 17b montre les pro-
babilités associées au second screening. Aucune larve controle n’est morte durant la durée des
essais. Dans le cas du premier screening, la souche SC1 a été la plus efficace, 27 % des taupins
ayant été tués. HB e-nema a été la souche la plus virulente pour le second screening. Elle a tué
87 % des larves mais aucune dans le cas du premier screening. Cependant, la souche GBX. W
est celle ayant tué le plus rapidement, avec 27 % des insectes morts au bout d’une semaine.
Dans le cas du premier screening, aucune souche ne s’est distinguée en termes de virulence (x?
= 15,51, p = 0,16). Les résultats du second screening ont cependant permis d’identifier quatre
souches particuliérement efficaces : HB1 (z = -1,80, p = 0,07), HB2 (z = - 1,81, p = 0,07)
et SI (z = -1,75, p = 0,08) présentent des niveaux d’efficacité comparables & HB e-nema. La
probabilité de survie des taupins étant, apres 6 semaines, de 0,47 et 0,5 pour HB1 et HB2 et
SI respectivement (annexe 6).
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(a) Courbes de survies réalisées sur les données issues du premier screening uniquement.
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FIGURE 17 — Evolution de la probabilité de survie des taupins du genre Agriotes spp. en
fonction du temps aprés infection par des nématodes entomopathogénes. Controle = pas de
nématodes, SF insectosphére, SC e-nema et HB e-nema = souches commerciales, SF =
Steinernema feltiae Filipjev, SC = Steinernema carpocapsae Weiser, HB = Heterorhabditis
bacteriophora Poinar, SI = Steinernema sp., GBX.W = souche locale en cours d’identification.
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Le second screening a offert des niveaux d’efficacité sensiblement plus élevés que le premier.
Lors du premier screening, les NEPs sont passés par un état de quiescence avant leur utilisation
ce qui a possiblement affecté leur capacité a pénétrer et infecter les larves. De plus, au moment
de ’ajout de la solution de NEPs dans les pots en plastique, le sable s’est compacté nous forgant
a le remuer pour permettre aux taupins de se mouvoir facilement dans le milieu. Il est possible
que cette opération ait affecté leur état physiologique ainsi que leur survie. Lors du second
screening, les NEPs ont été utilisés immédiatement aprés leur émergence et le sable n’a été
remué que légérement. Ces changements pourraient expliquer les différences observées. Il est
nécessaire de réaliser un troisiéme screening afin de valider les résultats du second en suivant
ces deux recommandations :

e Il est utile de connaitre la durée du cycle de reproduction des NEPs (annexe 4) afin
de décaler dans le temps l'infection des G. mellonella et ainsi récolter les JIs au méme
moment. Cela permet d’infecter les insectes dés leur émergence et éviter de les conserver
au frigo.

e Lors de l'application de la solution de NEPs, il faut éviter au maximum de remuer le
sable afin d’éviter de les écraser.

La différence entre les niveaux d’efficacité de HB e-nema et SI entre le premier et le second
screening peut interpeller. Ces deux souches n’ont en effet tué aucun taupin lors du premier
screening mais ont été les plus virulentes lors du second. Il est possible que ces deux souches
soient plus fragiles que les autres et qu’elles aient été fortement affectées par le passage au frigo
et le fait que le sable ait été remué. Malgré une efficacité plus faible, les souches SC e-nema et
SC1 ont toutefois préservé un niveau d’efficacité constant entre les deux screenings (entre 20 et
27 % de mortalité, annexes 5 et 6). Ces éléments sont également & prendre en compte pour le
choix des souches de NEPs les plus prometteuses. Si Hb e-nema et SI sont plus fragiles que les
autres souches, il est possible que leur efficacité, une fois appliqués sur le terrain, soit fortement
réduite. De ce fait, il serait intéressant d’évaluer les capacités de survie des différentes souches
de NEPs testées une fois encapsulés au sein de billes d’alginate afin de sélectionner les souches
a la fois les plus virulentes mais également les plus résistantes.

Les taupins possédent des barriéres naturelles trés efficaces contre les NEPs ce qui explique
des taux de mortalité généralement faibles dans ce genre d’essais [26]. Une étude ayant com-
paré 10 souches de NEPs (H. bacteriophora et Steinernema spp.) a démontré que le taux de
pénétration de JIs dans des larves de L. californicus ne dépassait pas 33 % [143|. La souche
commerciale HB e-nema a cependant été capable de tuer 87 % des insectes dans nos tests.
Trois autres souches seulement ont été capables de tuer plus de 50 % des larves : HB1, HB2
et SI. Pour le reste, les taux de mortalité varient entre 13 % pour la souche la moins efficace
(SF2) et 40 % pour la souche GBX.W. Ces résultats contrastent avec une étude récente ol
une population de S. feltiae (SF AM25) et une population SC e-nema avaient été plus efficaces
qu’une population de HB e-nema, causant respectivement 50 %, 28 % et 10 % de mortalité
aprés 8 semaines, en conditions de laboratoire [26]. Dans nos essais, aucune souche de S. feltiae
n’a réussi a provoquer plus de 27 % de mortalité. Sandhi et al. [143] ont comparé la virulence
de plusieurs souches de NEPs sur L. californicus et montré que Steinernema spp. étaient sys-
tématiquement plus efficaces que H. bacteriophora : 60-70 % de mortalité en 4 semaines pour
les premiers (25-200 JIs.cm™?) contre 50-60 % de mortalité pour les seconds a 200 JIs.cm™2.
Toutefois, Campos-Herrera et Gutiérrez [105] ont observé qu’une souche de S. feltiae n’avait pas
tué plus de 10 % d’une population de A. sordidus en douze jours, confirmant des observations
antérieures [144]. Finalement, une étude a trouvé des taux de mortalité similaires aux notres
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pour une souche de H. bacteriophora (UWS1), soit 67 % de mortalité chez A. lineatus trois
semaines aprés U'infection [145].

Tous ces résultats évoquent une grande variabilité dans les chiffres proposés par ces études.
En plus de différentes méthodologies, concentrations de JIs et temps d’observation utilisés dans
ces travaux, il est utile de souligner I'impact que 1’espéce ou la population des taupins peut
avoir sur les résultats de screenings. Si la souche HB e-nema s’est montrée la plus virulente dans
notre cas, cette conclusion pourrait ne pas étre généralisable et ne s’appliquer qu’aux espéces
de taupins testées. De ce fait, il serait intéressant d’étudier la virulence des différentes souches
utilisées dans ce travail pour d’autres espéces de taupins. En définitive, les tests réalisés ici
représentent une étape vers I’élaboration d’'une méthode de type "attract-and-kill" et devraient
étre utilisés pour la sélection d'une souche potentiellement efficace dans ce cadre. L’objectif
final étant d’optimiser la virulence des souches sélectionnées et leur durée de vie [26, 113].
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4.4 Efficacité de deux insecticides naturels

L’efficacité de produits phytosanitaires naturels a été évaluée sur des larves d’ Agriotes spp..
Aucun des traitements fournis par la société Xavagri n’a impacté significativement la probabilité
de survie des taupins (x? = 4,67, p = 0,70). Le témoin positif a tué 13 % des taupins en 3
semaines, H2, P2, The et Tpy en ont tués 10 %. Le traitement P1 a provoqué la mort de 5 %
des taupins et seuls le controle et H1 n’ont tué aucun taupin en 3 semaines.
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FIGURE 18 — Evolution de la probabilité de survie des larves d’Agriotes spp. en fonction du
nombre de jours aprés 'application de la formulation. P1 = Pyréthre naturel (8 g.Kg™! de
granulés), P2 = Pyréthre naturel (16 g.Kg=! de granulés), H1 = Huile essentielle (8 g.Kg™! de
granulés), H2 = Huile essentielle (16 g.Kg™! de granulés), T- = Témoin négatif, T+ =
Cyperméthrine (10 g.17!), The = Mise en contact direct avec les granulés (16 g.Kg™1), Tpy =
mise en contact direct avec les granulé (16 g.Kg™!).

Les niveaux de mortalité observés pour 'huile essentielle et le pyréthre naturel dans cette
étude sont relativement faibles et aucune différence significative entre le controle et les for-
mulations n’a pu étre observée. Dans une étude réalisée par Waliwitiya et al., du thymol, du
citronellal et de I’eugénol ont réussi a tuer, en 24 heures, 50 % des A. obscurus testés pour des
doses de 196, 405 et 517 ug.larve™! respectivement [101]. Pour tuer 50 % des larves de D. ver-
gifera vergifera en 48 heures, par contre, il n’a fallu que 20 pg.larve™! de thymol, 87 ug.larve™*
d’eugénol et 146 pglarve™ de citronellal [103]|. Selon Waliwitiya et al. [101], cette différence
entre les résultats obtenus pour A. obscurus et D. vergifera vergifera pourrait s’expliquer par
I’épaisse cuticule des taupins, limitant I’absorption des molécules et par la capacité des larves a
métaboliser et excréter les composés. Il pourrait étre intéressant de ré-évaluer les formulations
testées dans ce mémoire & différentes doses, la quantité de produit utilisé étant corrélée aux
taux de mortalités observés [101]. Le faible taux d’efficacité de 'insecticide commercial utilisé
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en tant que témoin positif pourrait s’expliquer par le fait que les larves de taupins ne sont pas
les cibles initialement visées pour ce produit.

Les formulations les plus efficaces ont tué¢ 10 % des insectes au bout de trois semaines. En

comparaison, la souche la plus virulente de NEPs en a tué 67 % et la souche la moins efficace
en a tué 13 % pour la méme période de temps.
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5 Conclusion et perspectives

Ce travail avait pour objectif de développer une méthode de lutte de type "attract-and-kill"
contre les taupins du genre Agriotes spp.. Dans ce cadre, deux objectifs ont été étudiés a 1’aide
de différentes expérimentations :

L’identification d’un attractant efficace et prometteur pour cette méthode a été réalisée
via I’évaluation de plusieurs formulations encapsulées dans des billes d’alginate. Les essais réali-
sés ont permis d’identifier que le jus de pomme de terre était attractif pour les larves de taupins.
Le fait qu’il soit facile & obtenir et naturel en fait un candidat sérieux pour cette partie de la
méthode. La tentative d’améliorer I'attractivité d’une formulation d’alginate contenant du jus
de pomme de terre grace a ’ajout de composés synthétiques s’est toutefois révélée infructueuse.
Ni I’association du 2-pentylfuran, du 2-undecanone ou du mélange des deux molécules avec le
jus de pomme de terre ne se sont montrées plus attractives que le jus de pomme de terre seul.
Les résultats obtenus dans ce mémoire ont permis d’identifier plusieurs pistes de travaux futurs,
celles-ci comprenaient :

e [’évaluation de 'attractivité de jus de différentes variétés de pommes de terre.

e L’évaluation du taux d’émission de CO? par les billes d’alginate et éventuellement I’évalua-
tion de I'attractivité des billes d’alginate contenant une source de CO? (ex. : S. cerevisiae).

La caractérisation des odeurs des billes contenant du jus de pomme de terre a permis
d’identifier différents composés organiques volatils généralement présents dans des pommes de
terres et d’obtenir une vision plus claire sur les éléments volatils responsables de I'attractivité
des billes. Cependant, seule une petite fraction des COVs des tubercules a pu étre identifiée,
indiquant le faible taux d’émission de la matrice d’alginate des billes. Les prélévements réalisés
n’ont donc probablement pas été capables de caractériser entiérement le profil d’odeur des billes.
Cette partie du travail a également permis d’identifier plusieurs possibilités pour la suite du
développement de la méthode "attract-and-kill" :

e La réalisation de nouveaux prélévements en multipliant la quantité de billes prélevées.

e La réalisation d'un mélange de VOCs issu des odeurs prélevées sur les billes d’alginate et
I’évaluation de son attractivité.

L’identification de souches de NEPs prometteuses contre Agriotes spp. a également été
réalisée et a permis d’identifier 4 souches efficaces : H. bacteriophora e-nema, HB1 et HB2 et
Steinernema sp. (SI). Cependant, des différences importantes entre les niveaux d’efficacité des
différentes souches entre le premier et le second screening ont été observées, et ce, particulié-
rement pour HB e-nema et SI. Sur base des ces observations, des pistes de travaux futurs ont
également été évoquées dans le cadre de ce travail, elles comprenaient notamment :

e La réalisation d’un nouveau test de virulence destiné a confirmer les observations faites
lors du second essai, selon les mémes modalités.

e [’évaluation des capacités de survie des souches de NEPs au sein de billes d’alginate.

e [’évaluation de la virulence des souches de NEPs sur d’autres espéces dommageables de
taupins.
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L’impact de produits phytosanitaires naturels sur la survie des larves de taupins a
également été évaluée au sein de ce travail. Les résultats ont montré un faible taux d’efficacité
de ces produits, phénomeéne probablement lié a la capacité des taupins & métaboliser et excréter
les molécules insecticides de ces formulations. La possibilité de réaliser de nouveaux essais selon
des doses plus importantes a été proposée.

En conclusion de ce travail, il est important de rappeler que les méthodes abordées dans ces
lignes ne sont pas étudiées pour remplacer toutes les techniques de lutte actuellement existantes
mais bien pour s’intégrer dans cet écosystéme déja bien en place. Toutes ces méthodes sont donc
complémentaires, la diversité et la richesse représentant les fondations solides d’un écosystéme
de gestion des ravageurs stable et durable.
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7 Annexes

TESTS COMPORTEMENTAUX
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FIGURE 19 — Modéle vierge d’encodage des résultats des tests comportementaux en
olfactomeétres a deux voies.
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FIGURE 20 — Résultat des prélévements d’odeurs de billes d’alginate pré-tests (1 gramme, 24
heures de prélévement, 21 °C).
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FIGURE 21 — Partie de chromatogramme obtenu au cours des prélévements de billes
d’alginate contenant du jus de pomme de terre, du 2-pentylfuran et du 2-undecanone (1
grammes de billes, 2 heures de prélévement, 21 °C).



TABLE 4 — Table des cycles de reproduction des souches de nématodes entomopathogénes
utilisées dans ce travail.

Souche Infection  Mort Emergence Durée du cycle
HB e-nema 10/05/2022 12/05/2022 23/05/2022 13 jours
HB1 10/05/2022 12/05/2022 20/05/2022 10 jours
HB2 10/05/2022 12/05/2022 23/05/2022 13 jours
SF insectosphére 10/05/2022 12/05/2022 23/05/2022 13 jours
SF1 10/05/2022 12/05/2022 20/05/2022 10 jours
SE2 10/05/2022 12/05/2022 22/05/2022 12 jours
SE3 10/05/2022 12/05/2022 19/05/2022 9 jours
SC e-nema 10/05/2022 12/05/2022 23/05/2022 13 jours
SC1 10/05/2022 12/05/2022 23/05/2022 13 jours
SI 10/05/2022 12/05/2022 16/05/2022 6 jours
GBX.W 22/05/2022 24/05/2022 03/06/2022 12 jours
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