e LI.EGEuniversité e
b Library .

https://lib.uliege.be https://matheo.uliege.be

Mémoire

Auteur : Gustin, Lucas

Promoteur(s) : Francis, Frédéric; Noél, Grégoire

Faculté : Faculté des Sciences

Dipléme : Master en biologie des organismes et écologie, a finalité approfondie
Année académique : 2024-2025

URI/URL : http://hdl.handle.net/2268.2/23843

Avertissement a l'attention des usagers :

Tous les documents placés en acces ouvert sur le site le site MatheO sont protégés par le droit d'auteur. Conformément
aux principes énoncés par la "Budapest Open Access Initiative"(BOAI, 2002), I'utilisateur du site peut lire, télécharger,
copier, transmettre, imprimer, chercher ou faire un lien vers le texte intégral de ces documents, les disséquer pour les
indexer, s'en servir de données pour un logiciel, ou s'en servir a toute autre fin Iégale (ou prévue par la réglementation
relative au droit d'auteur). Toute utilisation du document a des fins commerciales est strictement interdite.

Par ailleurs, I'utilisateur s'engage a respecter les droits moraux de I'auteur, principalement le droit a I'intégrité de l'oeuvre
et le droit de paternité et ce dans toute utilisation que l'utilisateur entreprend. Ainsi, a titre d'exemple, lorsqu'il reproduira
un document par extrait ou dans son intégralité, I'utilisateur citera de maniére compléte les sources telles que
mentionnées ci-dessus. Toute utilisation non explicitement autorisée ci-avant (telle que par exemple, la modification du
document ou son résumé) nécessite l'autorisation préalable et expresse des auteurs ou de leurs ayants droit.




¥ LIEGE

université

Université de Liege, Faculté des Sciences

Département Biologie, Ecologie, Evolution

Evaluation du potentiel des champignons
entomopathogenes Beauveria
bassiana et Metarhizium brunneum pour le
biocontrole de Halyomorpha halys

Lucas Gustin

TRAVAIL DE FIN D’AETUDES PRESENTE EN VUE DE
L’OBTENTION DU DIPLOME DE MASTER EN BIOLOGIE DES
ORGANISMES ET ECOLOGIE, A FINALITE APPROFONDIE

Aot 2025
Promoteur : Pr. Frédéric Francis

Encadrant : Grégoire Noél



Remerciements

A la cloture de cette ultime étape de mon parcours académique, je tiens a remercier celles
et ceux qui m’ont accompagné tout au long de ce périple et sans qui rien de tout cela n’aurait

¢été possible.

Pour commencer, je souhaite remercier le professeur Frédéric Francis de m’avoir donné la
chance de réaliser mon mémoire au sein du laboratoire d’entomologie fonctionnelle et
évolutive. Cette opportunité m’a permis d’explorer et d’en apprendre davantage sur des sujets

qui me tiennent particuliérement a coeur.

Ensuite, je tiens a remercier Grégoire Noé€l pour son soutien en toutes circonstances. Qu’il
s’agisse de conseils inspirants, de statistiques ou d’anecdotes, nos discussions ont toujours été
enrichissantes. Ces échanges m’ont permis d’aller de I’avant et de remettre un travail a la

hauteur de mes attentes.

Je voudrais aussi remercier I’ensemble du personnel du laboratoire pour I’ambiance chaleureuse
qui a régné durant mon passage dans 1’équipe. Merci a Emilie Bera et Jeannine Bortel pour leur
apport en matériel biologique ainsi que pour leur aide précieuse tout au long de mon travail.
Mereci a Ibtissem Ben Fekih et Laurane Guillaume pour leurs conseils et la formation éclair qui
m’ont permis d’étre plus a 1’aise des les premicres semaines de laboratoire. Merci a Arnaud
Segers, Lallie Glacet et Rodrigue Lugendo pour leur expertise et le temps qu’ils m’ont accordé

dans 1’¢laboration de mon expérience de piégeage.

La réalisation de ce mémoire m’a aussi offert la chance de croiser la route de compagnons de
galére, embarqués dans la méme aventure que moi. Je parle bien évidemment de cette équipe
iconique de patients zéro avec qui j’ai partagé des échanges aussi absurdes que mémorables.
Merci d’avoir égayé ces quelques mois de dur labeur qui sont finalement passés trés vite a vos

cOtés !

Jen profite pour remercier toutes les personnes fantastiques que j’ai eu la chance de rencontrer
tout au long de ma vie estudiantine. Je pense tout particulierement aux copains de la Team
Paimpont (Klara, Salomé, Thomas et Yannick) ainsi qu’aux MoniloBoys (Cyril, Daniela et
Manon). Un immense merci pour tous les défis relevés, les barres de rire monumentales et les

souvenirs inoubliables qu’on a vécus ensemble.

Pour terminer en beauté, j’adresse mes plus sinceres remerciements a ma famille. Merci a tous

mes proches qui ont toujours su trouver les mots pour m’encourager tout au long de mes cinq



années d’études et me soutenir dans les moments difficiles. Je tiens surtout a exprimer ma
gratitude a mes chers parents, grace a qui j’ai pu vivre pleinement cette expérience universitaire.

Je leur dédie ce mémoire de fin d’études.



Résumé

L'invasion de Halyomorpha halys représente une véritable menace pour l'agriculture en
Europe. L'utilisation des champignons entomopathogenes représente une alternative durable
aux pesticides. Cette étude a évalué le potentiel des champignons Beauveria bassiana (GHA)

et Metarhizium brunneum (ARSEF4556) dans la lutte biologique contre la punaise diabolique.

Des essais biologiques portant sur la virulence des champignons ont d'abord été menés via trois
méthodes d'application (endophytisme, pulvérisation et trempage) dans le but d'identifier la
manicre la plus efficace d'utiliser le pathogéne. Un test d'endophytisme a aussi été réalisé en
amont pour confirmer la présence endophyte des souches dans les tissus de Vicia faba. Ensuite,
les mécanismes moléculaires de l'infection ont été¢ étudiés lors d'une analyse des chitinases
fongiques par spectrométrie de masse. Une piste d'application des champignons a finalement
¢té testée en laboratoire sous la forme d'un test comportemental en présence d'un piege de type

attract-&-infect.

L'ensemble des tissus de V. faba a été colonisé par les deux souches, avec une préférence
significative pour les racines et les tiges par rapport aux feuilles. Les applications directes ont
induit une mortalité des nymphes L3 entre 56 et 96 %, tandis que I'endophytisme ne dépassait
pas les 20 %. L'analyse protéique a identifi¢ des contraintes méthodologiques lors de
l'extraction des chitinases fongiques. Les concentrations de phéromones testées n'ont pas

augment¢ le taux de contact des punaises adultes avec la poudre fongique du picge.

Ce travail prouve le potentiel élevé de mycoinsecticide des deux souches contre H. halys lors
d'application directe, ouvrant ainsi une piste prometteuse pour une lutte biologique. Les
stratégies d'endophytisme et le piége d'autodissémination nécessitent des optimisations

supplémentaires pour révéler leur véritable performance.

Mots-clés : Halyomorpha halys, Beauveria bassiana, Metarhizium brunneum, champignon

entomopathogeéne, lutte biologique, virulence, endophytisme.
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Introduction

Au cours des deux derniers siccles, le taux d’introduction d’espéces exotiques a connu une
forte augmentation dans le monde entier. Les insectes sont 1’'un des principaux taxons d’especes
invasives, avec plus de 7 000 espeéces naturalisées en dehors de leur aire de répartition naturelle
(Seebens et al., 2017). Tout comme l'ensemble des especes exotiques, ces organismes sont
principalement introduits dans d'autres régions en raison de l'augmentation des échanges
internationaux a I'échelle mondiale (Hulme, 2021). Plus spécifiquement, 'augmentation du taux
d'insectes non indigénes est liée a l'expansion du commerce de plantes d'intérét ornemental
(Eschen et al., 2015). Malgré les efforts mis en ceuvre pour limiter I’introduction d’especes
exotiques, Seebens et al. (2021) ont démontré que le nombre d'invasions devrait continuer de

croitre dans le futur.

La prolifération rapide et efficace des insectes sur de nouveaux territoires est favorisée par
l'absence de prédateurs naturels, associée a une tolérance écologique ¢levée, une forte capacité
reproductive et une large gamme d'hétes (Wan & Yang, 2016). Ces organismes ont le pouvoir
de devenir invasifs et de provoquer des impacts environnementaux et socioéconomiques
importants. Effectivement, bien que largement sous-estimés, les cofits liés aux invasions
d’insectes en Europe sont évalués a plus de 3.6 milliards d’euros par an (Bradshaw et al., 2016).
Un grand nombre de ces insectes invasifs représente un véritable probleéme pour ’agriculture
et la foresterie. La destruction des végétaux a grande échelle qu'ils induisent compromet la
sécurité alimentaire de 'humanité et met en péril des écosystémes entiers (Clarke & McGeoch,
2023). La punaise diabolique, également connue sous le nom scientifique Halyomorpha halys

(Stal, 1855), est I'un des principaux insectes ravageurs en Europe.

La recherche se tourne actuellement vers le développement de nouvelles stratégies de lutte
contre ce ravageur, telles que les champignons entomopathogénes (CEP). Leur emploi
représente une alternative bien plus durable que les insecticides chimiques (Vega, 2018). Les
CEP Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill., 1912 et Metarhizium brunneum Petch, 1935 ayant
déja fait leurs preuves contre de nombreux insectes ravageurs (Lacey & Shapiro-Ilan, 2008),
leur virulence et I'optimisation de leur application doivent encore étre précisées contre H. halys.
Ce travail vise donc a évaluer le potentiel de souches de ces deux CEP pour le biocontrdle de

la punaise diabolique.



Partie bibliographique

1. Halyomorpha halys

1.1.Taxonomie

Halyomorpha halys est un insecte de la famille des Pentatomidae appartenant a 1’ordre des
Hémipteres. Cette famille constitue le quatriéme taxon d’Hétéropteres le plus diversifi¢ en
nombre d’especes (Grazia et al., 2015), avec prés de 5 000 espéces réparties en 940 genres.
Bien que I’ensemble de ces espéces présente d’importantes variations morphologiques, le
caractére monophylétique du taxon est bien supporté par les données moléculaires (Forero,
2008 ; Rider et al., 2018). Les Pentatomidae possédent des pi¢ces buccales de type piqueur-
suceur typique des Hémiptéres, un scutellum ! imposant et subtriangulaire ainsi que des
antennes a généralement cinq segments. Ils sont majoritairement phytophages et se nourrissent
de la séve des différentes parties de leurs hotes (Rider et al., 2018). Cette famille comprend
d’ailleurs les principaux ravageurs de cultures les plus importants a I’échelle mondiale

(Schaefer & Panizzi, 2000).
1.2. Origine et distribution

1.2.1. A I’échelle mondiale

La punaise marbrée est native de I’ Asie de I’Est, plus spécifiquement de la Chine, la Corée
du Sud, le Japon et Taiwan (Lee, Short, et al., 2013). Cependant, les activités humaines ainsi
que son comportement lui ont permis de se propager efficacement au-dela des océans. En effet,
les objets stockés a I’extérieur ou proches des plantes hotes peuvent constituer des sites
d’hivernage pour H. halys durant la fin de I’automne (Duthie et al., 2012). De plus, les adultes
évitent la lumiere du soleil en journée et restent souvent immobiles dans des endroits ombragés
lors de la saison de la reproduction (Toyama et al., 2011). En conséquence, cela conduit a la
présence d’un grand nombre d'individus dans les cargaisons, les véhicules et les bagages
personnels (Duthie et al., 2012). L'espece est a présent recensée dans la majorité des régions du
monde (Figure 1), avec une prédominance en Amérique du Nord et en Europe (Leskey &

Nielsen, 2018).

! Plaque de I’exosquelette située sur la face dorsale du thorax des insectes, entre les bases des ailes.



Historiquement, les premiéres observations certifiées du ravageur en dehors de son aire de
distribution naturelle datent de 1996 et viennent d’Amérique du Nord en Pennsylvanie
(Hoebeke & Carter, 2003). L'analyse génétique des populations ont déterminé que les individus
a I’origine de son introduction aux Etats-Unis proviendraient de Beijing, en Chine (Xu et al.,
2014). En 2021, l'espéce était présente dans presque I’entiéreté des Etats-Unis, engendrant
d'importants problémes agricoles dans dix états et des nuisances dans 21 autres (StopBMSB,
2021). De surcroit, la présence de la punaise marbrée au Canada découle du déplacement des
populations nord américaines bien établies (Gariepy et al., 2014). Dans le cas de I’Europe, la
premiére population établie de H. halys est originaire de Suisse et date de 2007 (Wermelinger
et al., 2008). Cependant, ses premicres mentions proviennent du Liechtenstein (Arnold, 2009)
et de la Suisse en 2004 (Haye, Wyniger, et al., 2014). De nouveaux événements d’invasion ont
eu lieu par la suite, ce qui a favorisé une expansion continue de I’espece a travers les pays

européens (Gariepy et al., 2015).

Figure 1. Distribution actuelle de H. halys a [’échelle mondiale (CABI, 2024).

Les modé¢les bioclimatiques indiquent que la punaise marbrée dispose encore d’un large
potentiel d’expansion a 1’échelle mondiale et sur I’ensemble des continents. Les régions de
I’hémispheére sud ayant un climat méditerranéen tropical humide, subtropical ou tempéré chaud
sont considérées comme des zones particulierement vulnérables (Kriticos et al., 2017).
L'expansion du ravageur est conditionnée par sa capacité a s'adapter aux conditions hivernales
défavorables et pourrait continuer a s'étendre vers 1'Europe de l'est (Afonin & Musolin, 2024).
En Amérique du Nord, il occupe une plus grande portion de sa niche écologique potentielle

qu'en Europe, mais il bénéficie encore de conditions favorables a une expansion supplémentaire



vers les états centraux et méridionaux des Etats-Unis (KTriticos et al., 2017 ; Afonin & Musolin,

2024).

1.2.2. En Belgique

Le tout premier individu de Belgique est découvert en 2011 dans une collection
entomologique réalisée par une étudiante de I’Université de Mons qui I’a récolté dans le Hainaut
(Claerebout et al., 2018). L’ensemble des données d’occurrences en provenance de différentes
recherches ont prouvé 1’établissement de la punaise diabolique en Belgique (Berteloot et al.,
2024 ; Noél et al., 2024). De plus, I’étude haplotypique de génes mitochondriaux a permis de
mettre en lumicre la diversité génétique élevée de la population de H. halys en Belgique. Son
invasion du territoire belge résulterait ainsi de multiples introductions successives, a la fois

depuis sa région d'origine et depuis d'autres pays européens déja colonisés (Berteloot et al.,

2024).

L’analyse des collections entomologiques d’étudiants, réalisée dans le cadre de ce travail, a
permis de confirmer la présence de la punaise marbrée en Région wallonne et en Région de
Bruxelles-Capitale (Tableau 1). En effet, les différents individus capturés lors de recherches
non ciblées par les étudiants appuient I’hypotheése selon laquelle 1’espece est désormais

commune en Belgique.

Nom scientifique Province Commune Date Stade Determinateur
Brabant wallon Jodoigne 01-12-2023  Ad.  Claerebout S., det. 2024
Rixensart 06-04-2024  Ad.  Claerebout S., det. 2024
Bruxelles Bruxelles-ville  09-04-2023  Ad.  Claercbhout S., det. 2023
Bruxelles-ville  12-05-2024  Ad.  Claerchout S., det. 2024
Uccle 20-07-2018  Ad.  Claerebout S., det. 2019
Uccle 20-07-2018  Ad.  Claerebout S., det. 2019
Halyomorpha halys Uccle 29-04-2024  Ad.  Claerebout S., det. 2024
Hainaut Courcelles 30-04-2023  Ad.  Claerebout S., det. 2023
Licge Chaudfontaine 01-05-2024  Ad.  Claerebout S., det. 2024
Licge 15-10-2022 Ad.  Claerebout S., det. 2023
Liege 11-05-2024  Ad.  Claerebout S., det. 2024
Seraing 13-05-2023  Ad.  Claerebout S., det. 2023
Seraing 11-08-2024 L. Claerebout S., det. 2024

Tableau 1. Occurrences de H. halys recensées au sein des collections entomologiques des

étudiants de Gembloux, entre 2018 et 2024.

1.3. Biologie de ’espéce

La punaise diabolique est une espéce de piqueur-suceur phytophage ayant un haut niveau
de polyphagie (Lee, Short, et al., 2013). Avant d'atteindre le stade adulte, les individus doivent

passer par cinq stades nymphaux afin de compléter leur cycle de développement (Figure 2).
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Figure 2. Stades de développement de H. halys (loannidis et al., 2014). Illustration du cycle
de vie de H. halys (Khan, 2022).

1.3.1. Morphologie

La description morphologique des différents stades de développement de 1'espece qui est

présentée ci-dessous se base principalement sur le travail de Hoebeke & Carter (2003).

Les ceufs de H. halys sont pondus en amas, ou ooplaques, de 20 a 32 et ne mesurent environ
que 1.3 mm de diametre et 1.6 mm de longueur. IIs présentent une surface lisse et un opercule
noiratre en forme de triangle, tandis que leur couleur évolue progressivement du bleu clair au
blanc au cours de leur développement. Apres leur éclosion, les nymphes du premier stade L1
ont un corps plutdt sphérique, une téte triangulaire et ne font que 2.4 mm de long. Elles
présentent une téte noire, des yeux sombres rougeatres ainsi qu’un abdomen aux teintes rouges

orangées, orné de marques noires (Hoebeke & Carter, 2003 ; Rice et al., 2014).

Dés la premicre mue, les nymphes s'allongent, adoptant une forme corporelle ovoide et aplatie
dorso-ventralement. Les nymphes L2 mesurent désormais approximativement 3,7 mm et leurs
membres commencent & montrer des motifs plus clairs. Elles perdent leur coloration rouge-
orang¢, adoptant des tons plus sombres sur la face dorsale et plus clairs sur la face ventrale. En
outre, des structures ressemblant a des épines apparaissent sur leur téte rectangulaire et le long
de leur pronotum. Les stades nymphaux L3 et L4 s’en distinguent par une morphologie en forme
de poire, avec des individus mesurant respectivement entre 5.5 mm et 8.5 mm. Juste avant de
devenir adulte, les L5 mesureront environ 12 mm et ressembleront davantage aux imagos, bien

qu’elles ne posseédent pas encore d’ailes fonctionnelles (Hoebeke & Carter, 2003).



En ce qui concerne les adultes, ceux-ci font entre 12 et 17 mm de long et de 7 a 10 mm de large.
Leur corps est caractérisé par une dense ponctuation, avec une teinte brun marbré sur la face
dorsale, tandis que la face ventrale présente une nuance plutot jaunatre. De plus, les épines qui
caractérisaient le corps des nymphes se sont résorbées et les couleurs du connexivum alternent
entre le blanc et le noir (Hoebeke & Carter, 2003). Les males se différencient des femelles par
la présence d’un clasper situé sur le segment terminal de leur abdomen, une structure impliquée
dans 1’accouplement (Rice et al., 2014). De plus, les males sont généralement plus petits et

possédent une teinte rouge marquée au niveau du sternum (Paja¢ Zivkovié et al., 2022).

En Europe, Halyomorpha halys est fréquemment confondue avec Rhaphigaster nebulosa
(Poda, 1761), une autre espéce de Pentatomidae, en raison de leur morphologie similaire et de
leur tendance commune a se regrouper dans les habitations durant I'hiver (Claerebout et al.,
2018). Certains caracteres distinctifs, mis en évidence par Claerebout et al. (2018), permettent
cependant de les différencier aisément (Figure 3). La punaise marbrée s'en distingue notamment
par l'absence d'une épine médiane ventrale. De plus, les taches sur les membranes de ses
hémélytres sont plus allongées, tandis que celles du connexivum ? adoptent une forme
triangulaire. Enfin, ses tarses postérieurs sont entierement blancs et ses antennes ne semblent

comporter que deux anneaux blancs (Claerebout et al., 2018).

Savoir reconnaitre la punaise diabolique

Punaise diabolique Punaise nébuleuse ou grise
Halyomorpha halys Raphigaster nebulosa
(ASH ATIQUE) N (EL NNE) 7

\ /

3 p Trois anneaux blancs

*
Deux anneaux* blancs sur les antennes

sur les antennes

Taches triangulaires
sombres et claires
sur le connexivum

Taches plus carrées
et le clair plus large

Taches allongées
sur la membrane

Points noirs
sur la membrane

Présence de
I'épine abdominale

Absence
d'épine abdominale

BIOPLANET

4
* Le 2éme et 3éme anneau sont si proches que cela crée lillusion de deux anneaux insectes utiles

Figure 3. Principaux caracteres morphologiques permettant de différencier H. halys de R.

nebulosa (Bioplanet, s.d.).

2 Bordure aplatie de I'abdomen des punaises, dépassant latéralement sous leurs hémélytres.



1.3.2. Cycle biologique

Le développement et le voltinisme de la punaise marbrée varient selon les conditions
environnementales telles que la photopériode et la température (Lee, Short, et al., 2013). Dans
les zones en climat semi-tropical, les populations effectuent généralement plusieurs générations
par an. En effet, il est fréquent d’observer jusqu’a six générations annuelles au Sud de la Chine
(Hoffman, 1933). En paralléle, la punaise diabolique présente plutdt un cycle de vie univoltin
ou bivoltin en Europe et en Amérique du Nord (Leskey & Nielsen, 2018). La suite de cette
section détaille les spécificités du cycle univoltin des populations de H. halys en Suisse, d’apres

Nielsen et al. (2008).

Les adultes terminent leur diapause et sortent de leur abri durant le mois d’avril, lorsque la
photopériode est suffisamment élevée. A leur émergence, les individus ne sont pas capables de
se reproduire et nécessitent plusieurs semaines avant d’atteindre la maturité sexuelle (Nielsen
et al., 2008). Tout au long de leur vie, les femelles synovigéniques® vont étre capables de se
reproduire avec plusieurs partenaires et vont pondre en moyenne 79 ceufs. La période
d’oviposition se déroule entre mi-juin et septembre, avec un pic de ponte observé au début du
mois de juillet (Haye, Abdallah, et al., 2014). Les ceufs pondus seront principalement déposés
sur la face inférieure des feuilles des hotes, sous forme d'ooplaques comprenant un nombre

médian de 28 ceufs (Nielsen et al., 2008).

Les nymphes se développent a l'intérieur des ceufs pendant une période de 3 a 6 jours avant
d'émerger et restent ensuite agrégées a proximité de 1’ooplaque pour se nourrir des coquilles
(Medal et al., 2013 ; Rice et al., 2014). Ce comportement constitue une étape importante de leur
développement car il permet d’acquérir leur endosymbionte bactérien (Pantoea carbekii) que
les femelles ont transféré a la surface des ceufs (Bansal et al., 2014 ; Taylor et al., 2014). En
'absence de ces symbiotes intestinaux, Taylor et al. (2014) ont démontré que la fitness des
individus était significativement réduite par rapport a leurs congénéres. Il faut compter 3 a 5
jours de plus avant que les néonates ne muent en second stade nymphal. A partir de ce stade,
les individus deviennent mobiles et s’alimentent des plantes hotes a 1’aide de leur rostre. Le
troisieme stade nymphal apparait 12 ou 13 jours apres I'éclosion des ceufs, tandis que la mue
des nymphes en L4 et L5 se produit respectivement entre 19 et 20 jours et entre 26 et 27 jours
apres 1'éclosion (Rice et al., 2014). L’émergence de la nouvelle génération annuelle d’adultes

ne se produit pas avant mi-aoft, lorsque la photopériode est déja inférieure a 15 heures (Haye,

3 Mode de reproduction chez les insectes caractérisé par une production continue d’ovocytes chez les femelles tout
au long de leur vie.



Abdallah, et al., 2014). Or, Yanagi & Hagihara (1980) avaient estimé que ce seuil représentait
la durée critique du jour nécessaire a I’induction de la diapause chez H. halys. Par conséquent,
ces nouveaux adultes n’entrent pas en phase de reproduction avant I’année suivante (Haye,

Abdallah, et al., 2014).

Au total, pour un seuil de température de 12.2 °C, le mod¢le de Haye, Abdallah, et al. (2014) a
estimé que le cycle complet de la punaise marbrée nécessitait 588 degrés-jour. Sous une
température optimale de 30°C, les populations suisses ont besoin d’approximativement 33.2
jours pour passer de I’ceuf a I’imago (Haye, Abdallah, et al., 2014). Le développement complet
de H. halys n'est d’ailleurs possible que dans une plage de températures comprises entre 17 et

33 °C (Nielsen et al., 2008).

1.3.3. Gamme de plantes hotes

H. halys est une espece hautement polyphage et ce caractere généraliste est a la base de son
importante capacité a coloniser de nouveaux territoires (D. H. Lee, Short, et al., 2013). Sa large
gamme d'hdtes englobe a la fois des espéces sauvages et des plantes cultivées, notamment des
arbres fruitiers et des plantes ornementales (Rice et al., 2014 ; Bakken et al., 2015). On y
retrouve un grand nombre d’especes a haute valeur économique telles que le poirier, le soja ou
encore le blé (Rice et al., 2014). Dans son aire de répartition naturelle, Lee, Short, et al. (2013)
ont identifié la présence de 106 especes végétales réparties en 45 familles dans son régime
alimentaire, tandis qu’en Europe, on y retrouve 51 hotes dans 42 familles (Haye, Abdallah, et
al., 2014). Le développement normal des individus nécessite qu’ils se nourrissent de différentes
plantes (Acebes-Doria et al., 2016). De plus, les nymphes et les adultes ont tendance a se nourrir
sur les fruits et les graines en développement plutdt que sur les autres parties végétales. Ces
comportements alimentaires sont donc en partie responsables des immenses dégats commis par

l'espece (Martinson et al., 2015).

1.4. Dégats et nuisances

Les dégats infligés aux plantes hotes résultent de l'activité des adultes et des nymphes qui
piquent les tissus végétaux, injectent des enzymes digestives et absorbent les fluides de la plante
(Rice et al., 2014). Les dommages causés par son alimentation se présentent sous forme de
modifications morphologiques, dont la nature varie selon les plantes hotes et leur stade de
développement (Figure 4). On observe par exemple la présence de parties décolorées,

spongieuses ou liégeuses sur les fruits et légumes préts a étre récoltés (Lee, Short, et al., 2013).



Plus tot dans la saison, les piqures vont induire 1’avortement des fleurs et des fruits en
développement (Nielsen & Hamilton, 2009). Dans le cas des cultures agricoles, des
phénomeénes de « stay green » sont fréquemment observés en raison des dispersions agrégatives
du ravageur. En effet, il arrive d’observer des champs dont la périphérie présente une
sénescence retardée a cause de la présence de I’espece (Rice et al., 2014). La punaise diabolique
influence également les cultures en transmettant les pathogenes contenus dans la salive qu’elle
injecte dans les tissus végétaux lors des piqures. Elle est identifiée comme un vecteur de la
maladie phytoplasmique du balai de sorciere, affectant Paulownia tomentosa (Thunb.) Steud.,
1841 en Asie (Hoebeke & Carter, 2003), et pourrait également étre impliquée dans la

transmission d'autres phytoplasmes (Jones & Lambdin, 2009).

Figure 4. Dégats causés par les piqiires de H. halys sur des poires (Bariselli et al., 2016) et

des pommes (Bergh, s.d.).

A ce jour, H. halys figure parmi les ravageurs les plus menacants pour de nombreuses cultures
agricoles. Sa grande mobilité lui permet de se répandre efficacement sur ses plantes hotes.
Plusieurs études ont notamment démontré que les adultes pouvaient effectuer des déplacements
largement supérieurs a 5 km par jour (Lee & Leskey, 2015 ; Wiman et al., 2015). De plus, elle
a tendance a provoquer des dommages majeurs sur les structures reproductrices de ses hotes,
ce qui compromet leur développement ainsi que leur rendement (Lee, 2015). Les récoltes qui
présentent des dégats infligés par la punaise diabolique ne sont généralement pas
commercialisables (Costi et al., 2017). Son impact sur la qualit¢ du vin avec l'apport en

tridécane et (E)-2-décénal a aussi été mis en évidence (Mohekar et al., 2017).

En plus de son statut de ravageur et de vecteur de maladies, H. halys constitue une véritable
nuisance domestique lors de sa période de diapause. Les individus profitent des infrastructures
humaines pour s’y agréger et ainsi survivre aux conditions climatiques défavorables de I’hiver.

De nombreux témoignages évoquent la présence de 1’espéce en masse dans des vétements, des
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matelas ou encore des placards (Lee, Short, et al., 2013). Méme si la punaise n’est pas agressive
envers ’Homme et qu’aucune maladie ne peut étre transmise, plusieurs cas de réaction
allergique a certains composés qu’elle produit ont déja été notifiés (Amin & Nahin, 2024). De
plus, les phéromones qu’elle émet en cas de stress peuvent étre assez désagréables pour les

propriétaires des habitations envahies (Weber et al., 2017).

1.5. Ecologie chimique

Chez les espéces de Pentatomidae, les individus libérent une grande diversité d’aldéhydes,
d’hydrocarbures, d’oxo-aldéhydes et d’autres composés organiques volatils en quantité
importante. Ces différentes substances sont émises par les glandes abdominales dorsales chez

les nymphes et par les glandes métathoraciques chez les adultes (Weber et al., 2017).

Les males de la famille des Pentatomidae émettent des phéromones pouvant soit attirer
uniquement les femelles, soit les individus des deux sexes ainsi que les nymphes. La phéromone
d’agrégation de la punaise diabolique (PHER) est constituée des stéréoisoméres
(3S,6S,7R,10S)-10,11-¢époxy-1-bisabolen-3-ol et (3R,6S,7R,10S)-10,11-époxy-1-bisabolen-3-
ol, désignés respectivement par SSRS et RSRS (Khrimian et al., 2014). Les males adultes
commencent a émettre le mélange de ces deux stéréoisoméres a un 4ge moyen de 13 jours, avec
un ratio de 3.5:1. L’émission de phéromones est principalement observée chez les individus
isolés, avec un pic de production au cours de la journée (Harris et al., 2015). Les phéromones
d’agrégation des Pentatomidae peuvent aussi présenter des phénomenes d’attraction
interspécifiques entre les espéces du taxon (Tillman et al., 2010). La punaise diabolique est
significativement attirée par le methyl (2E,4E,67)-2.,4,6-decatrienoate (MDT), la phéromone
d’agrégation de la punaise Plautia stali Scott, 1874 (Sugie et al., 1996 ; Aldrich et al., 2007).
L’hypothese la plus probable derriére cette attraction interspécifique serait que H. halys
exploiterait les signaux chimiques émis par P. stali pour repérer ses propres plantes hotes
(Funayama, 2008). En cas de danger, les deux sexes ainsi que les nymphes de troisieme stade
vont émettre un liquide jaunatre nauséabond compos¢ de (E)-2-décénal. Ce composé est
considéré comme une phéromone d’alarme pour I’espéce et une allomone visant a dissuader les
prédateurs généralistes (Harris et al., 2015). Outre son rdle dans la communication
sémiochimique, il présente aussi des propriétés antifongiques et antibactériennes (Sagun et al.,

2016).

En matiere de recherche alimentaire, I'impact des stimuli olfactifs émis par les plantes hotes

demeure encore peu exploré. Il est évident que la punaise marbrée se sert de 1’olfaction pour
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localiser ses plantes hdtes puisque certains composés végétaux se sont avérés attractifs ou
répulsifs. Cependant, des études antérieures ont suggéré que d'autres stimuli, notamment visuels
et gustatifs, seraient impliqués dans la localisation des plantes hotes (Morrison et al., 2018). Un
individu qui consomme ou pond sur une plante hdéte va modifier qualitativement et
quantitativement les composés qu'elle émet (Peterson et al., 2022). Zhou et al. (2016) ont
effectivement observé que les fruits ayant déja été en partie consommeés étaient moins attractifs
que les fruits intacts, en raison de la modification du profil d’émission induite par les

congeéneres.

Les composés déposés dans 1’environnement par la punaise diabolique peuvent servir de
kairomones en étant exploités par ses parasitoides et ses prédateurs (Weber et al., 2017). En
Asie, les principales especes parasitoides de H. halys font partie des Tachinidae ou du genre
Trissolcus (Leskey, Hamilton, et al., 2012). Ce dernier se compose de guépes parasitoides des
ceufs capables de les localiser a partir des empreintes laissées par les femelles sur leur site de
ponte (Weber et al., 2017). Effectivement, 1’étude de Jones et al. (2014) a démontré que les
ceufs pondus naturellement sont plus fortement parasités que les masses d'ceufs sentinelles
artificiellement placées et issues de laboratoire. Des parasitoides d'ceufs ont également été
capables de tirer parti des herbivore-induced plant volatiles produits par les plantes attaquées

afin de localiser les ceufs du ravageur (Rondoni et al., 2017).
1.6. Méthodes de gestion du ravageur

1.6.1. Outils de surveillance

Etant donné l'impact significatif des dégats causés par H. halys, il est essentiel de
développer des méthodes efficaces permettant de localiser et d'estimer avec précision la densité

de ses populations au cours du temps.

Pour le suivi des populations lors de leur période d’activité, la surveillance se base
principalement sur l'utilisation de pieges équipés de stimuli attractifs a I'espece (Lee, Short, et
al., 2013). L'utilisation de pieéges a lumiére noire repose sur des signaux visuels et reste efficace
de la fin de la diapause jusqu’en septembre. Puisque cette technique attire I’ensemble des
insectes volants nocturnes, elle était donc surtout privilégiée en l'absence de stratégies de
surveillance plus spécifiques (Nielsen et al., 2013). La mise en évidence de ’attraction de la
punaise diabolique pour le MDT a conduit a la conception des premiers pi¢ges sémiochimiques

et spécifiques a I’espece (Aldrich et al., 2007). Cependant, cette approche ne permet pas
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d'assurer une capture efficace des imagos tout au long de la saison, que ce soit dans leur aire
native ou dans leur zone d’invasion (Leskey, Wright, et al., 2012 ; Morrison et al., 2017). La
découverte de la PHER a deux composantes (SSRS et RSRS) de I’espéce a permis de remédier
a cette limitation en associant les deux composés (Khrimian et al., 2014). Le piege pyramidal
noir (Figure 5), associ¢ a des composantes attractives et 1étales, constitue actuellement le
standard pour la surveillance de la punaise marbrée (Leskey, Wright, et al., 2012). Les picges a
phéromones sont déployés en bordure des vergers car les dégats sont généralement plus

importants dans leur rayon d’action (Carnio et al., 2024).

Figure 5. Piege pyramidal noir utilisé comme standard pour la surveillance de H. halys

(Leskey, Short, et al., 2012).

L'estimation de la densité des populations en diapause repose sur l'utilisation de pieges passifs
reproduisant les structures potentielles d'hivernation. Ces piéges vont étre stratégiquement
installés en périphérie de sites connus pour abriter les adultes pendant I'hiver (Lee, Short, et al.,

2013).

Outre le piégeage, d'autres méthodes de surveillance telles que le fauchage, I'échantillonnage
par battage et les occurrences visuelles sont également utilisées pour suivre les populations de
H. halys (Lee, Short, et al., 2013). De plus, la participation citoyenne dans le cadre d'appels a
observation est fréquemment sollicitée afin de détecter la présence de l'espéce de manicre

précoce ou de compléter les données d'occurrence (Claerebout et al., 2018).
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1.6.2. Stratégies de lutte

Insecticides

L’utilisation de produits chimiques est I’'une des méthodes de lutte contre H. halys les plus
répandues. De nombreux tests en laboratoires et sur le terrain ont été menés afin d'évaluer
I’efficacité de plusieurs insecticides contre cette espece (Leskey, Lee, et al., 2012 ; Kuhar &
Kamminga, 2017). Néanmoins, ces produits présentent rarement une efficacité concluante et
possedent de nombreux inconvénients. Par exemple, les composés efficaces face a la punaise
marbrée incluent des insecticides a large spectre d’action, dont 1’utilisation peut perturber les
pollinisateurs ainsi que les ennemis naturels (Lee, Wright, et al., 2013 ; Leskey, Lee, et al.,
2012). De plus, la faible persistance de ces insecticides sur les feuilles et les fruits impose une
fréquence d’application accrue. En résulte une diminution de I’efficacité des stratégies de lutte
intégrées et une augmentation des populations de ravageurs secondaires (Lee, Wright, et al.,

2013).

Dans le cadre d’une gestion du ravageur plus durable, des stratégies combinant une utilisation
raisonnée des insecticides et du comportement naturel de 1’insecte ont émergés (Rice et al.,
2014). L’une de ces tactiques exploite les fréquentes dispersions de 1’espeéce en pulvérisant
uniquement des insecticides sur le bord des cultures (Blaauw et al., 2015). Le comportement de
fuite par chute de H. halys est également exploité en traitant le sol apres avoir battu les arbres
hoétes, permettant ainsi de neutraliser les individus dérangés (Lee, Wright, et al., 2013). Enfin,
Morrison et al. (2019) ont prouvé 1’efficacité des méthodes d’attract-&-kill pour la lutte intégrée
contre la punaise marbrée. Ces stratégies consistent a attirer les individus a I'aide de la PHER

et du MDT synergique vers des zones traitées avec des pesticides (Morrison et al., 2019).

Certaines solutions a base de composés d’origine naturelle sont aussi utilisées en agriculture
biologique en dernier recours, bien qu’elles soient moins développées que les insecticides
conventionnels (Kuhar & Kamminga, 2017). Les biopesticides qui ont déja été¢ évalués
présentent une large diversité de natures : composés bactériens, extraits végétaux et substances
minérales (Lee et al., 2014 ; Chierici et al., 2025). Plusieurs d'entre eux ont montré une mortalité
significative lors d'essais en laboratoire et doivent encore étre expérimentés sur le terrain

(Morehead & Kuhar, 2017 ; Chierici et al., 2025).
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Biologique

Les programmes de lutte biologique se basent sur la régulation des populations de H. halys
par l'action de micro et macroorganismes jouant le role d'ennemis naturels. Les différentes
¢tudes suggerent que le taux de prédation et de parasitisme en Europe et en Amérique du Nord
demeure globalement faible (Abram et al., 2017). Etant donné que les zones envahies ne
comptent pas d’antagonistes spécifiques a la punaise diabolique, des études sont réguliérement
menées pour évaluer le potentiel d’antagonistes généralistes (Bulgarini, Badra, et al., 2021).
Des tests en laboratoire ont notamment révélé que la fourmi commune Lasius niger (Linnaeus,
1758) était prédatrice des nymphes de stade L2 et L3 (Bulgarini, Castracani, et al., 2021). Stahl
et al. (2019) ont également étudié Anastatus bifasciatus (Geoffroy, 1785), une espéce
européenne capable de parasiter les ceufs de H. halys, mais dont la large gamme d’hotes

constitue un frein a son utilisation.

En Asie, il existe plus d’une dizaine d’ennemis naturels de la punaise marbrée répertoriés par
Lee, Short, et al. (2013). Parmi elles, la guépe parasitoide des ceufs Trissolcus japonicus
(Ashmead, 1904) (Figure 6) est considérée comme le principal antagoniste spécifique dans la
lutte biologique contre la punaise marbrée (Zhang et al., 2017), avec un taux de parasitisme
moyen de 50 % en Chine (Yang et al., 2009). Des mode¢les climatiques prévoient que 7.
Jjaponicus pourrait s’établir dans I’ensemble des régions ou la punaise diabolique est présente,
renforgant ainsi son potentiel en tant que candidat pour la lutte biologique (Avila & Charles,
2018). Diverses études ont donc été menées afin d'évaluer le risque biologique associé¢ a la
présence et au lacher de la guépe 7. japonicus dans le cadre de la lutte contre H. halys (Haye et

al., 2020 ; Sabbatini-Peverieri et al., 2021).

'

Figure 6. T. japonicus sur le point de parasiter les ceufs de H. halys (Wong, 2024).
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A une échelle microscopique, des nématodes hébergeant des bactéries entomopathogénes ont
¢été capable d'infecter H. halys (Burjanadze et al., 2020). Les premicres utilisations de CEP face
a I'espéce ont aussi obtenu des résultats probants (Parker et al., 2015). Les protéases que ces
champignons sécretent dégradent la cuticule des insectes, favorisant leur invasion et conduisant

a la mort des hotes parasités (St. Leger et al., 1992).

2. Champignons entomopathogénes

2.1. Généralités

Les champignons entomopathogénes sont un groupe non monophylétique de
microorganismes qui infectent et tuent les arthropodes en perforant leur cuticule pour se
développer a l'intérieur de leur corps (Aratjo & Hughes, 2016 ; Litwin et al., 2020). Ces
organismes participent a la régulation des populations de ravageurs dans les écosystémes du
monde entier (Lovett & St. Leger, 2017). Les CEP sont pour la plupart des saprophytes
facultatifs (Figure 7), ils peuvent aussi survivre dans le sol et sur la matiére en décomposition
(Skinner et al., 2014). De plus, nombre d'entre eux sont aptes a coloniser les tissus des végétaux
de maniére endophyte, sans pour autant étre nuisibles a leur hote (Ownley et al., 2010). Les
CEP endophytes sont susceptibles d'apporter d'importants bénéfices a la plante hote tels qu'une
croissance accrue et de meilleures défenses contre les pathogenes (Lopez & Sword, 2015 ; Rios-

Moreno et al., 2016).

Plant associations

nutrient
source
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hyphal bodies insect hemocytes

Parasitic cycle

Figure 7. Modes de vie d'un champignon entomopathogene : saprophyte, endophyte et
parasite (Ortiz-Urquiza et al., 2015).
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Le cycle infectieux des CEP se compose de six étapes clés : I'adhésion, la germination, la
formation de l'appressorium, la pénétration, la colonisation de I'hémolymphe et 1'émergence
(Aw & Hue, 2017). Le processus débute lorsqu’une spore entre en contact avec la cuticule d’un
insecte hote qu'elle s'y accroche grace a un mécanisme de reconnaissance cellulaire (Ortiz-
Urquiza & Keyhani, 2013). Lorsque les conditions environnementales sont favorables, la
conidie germe et forme un appressorium. Ce dernier va permettre la pénétration des hyphes
dans le tégument de I'hote en produisant I’ensemble des enzymes hydrolytiques nécessaires
(Ortiz-Urquiza et al., 2015). Au niveau de I’hémolymphe, les hyphes vont se différencier en
blastopores unicellulaires pour exploiter efficacement le liquide riche en nutriments et s’y
développer. La colonisation des tissus internes est accompagnée par la production de différents
métabolites toxiques servant a supprimer les défenses immunitaires de 1’hote (Ortiz-Urquiza &
Keyhani, 2013). Une fois les ressources épuisées, le champignon perce la cuticule de I’intérieur
afin de faire émerger ses conidiophores et de relarguer les nouvelles spores a la surface (Ortiz-
Urquiza et al., 2015). Les infections suivantes se produisent par contact direct avec le cadavre

ou par dispersion des conidies par le vent et la pluie (Wang et al., 2021).

2.2. Beauveria bassiana

Beauveria bassiana (Hypocreales : Cordycipitaceae) est une espeéce de champignon
cosmopolite et ubiquitaire (Mascarin & Jaronski, 2016). Il est 1'agent pathogene responsable de
la muscardine blanche, une maladie fongique entrainant la mort de l'insecte (Figure 8). Les
victimes adoptent un aspect momifié et sont recouvertes d’une couche blanche de conidies
(James & Li, 2012). Ce champignon possede une large gamme d'hotes, affectant plus de 700
especes d'insectes réparties au sein de tous les principaux ordres (Ortiz-Urquiza & Keyhani,

2016).

Figure 8. Développement de B. bassiana sur H. halys apres 2, 3 et 5 jours d’incubation (de

gauche a droite).
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D'un point de vue taxonomique, B. bassiana constitue la forme asexuée du champignon, tandis
que la forme sexuée correspond a Cordyceps bassiana (Li et al., 2001). Cependant, le
téléomorphe est rarement observé en milieu naturel et reste difficile a cultiver en laboratoire
(Zheng et al., 2013). Son mycélium est a méme de produire des structures résistantes, nommées
microsclérotes, qui permettent de survivre lors de conditions environnementales défavorables

(Hai, 2011).

2.3. Metarhizium spp.

Le genre Metarhizium (Hypocreales : Clavicipitaceae) est un clade de CEP capables de
coloniser la rhizosphére et les racines de maniére endophyte (St. Leger & Wang, 2020). Lors
de leur croissance, ces especes forment d'abord un mycélium blanc avant d'arborer une couleur
verdatre caractéristique de leurs conidies (Bischoff et al., 2009). Les champignons de ce taxon
possédent chacun un certain degré de spécificité pour leur spectre d'hotes, M. brunneum étant

l'une des espéces les plus généralistes (Hu et al., 2014).

Des analyses génétiques ont mis a jour la taxonomie du genre et ont permis de reconnaitre
plusieurs espéces, dont M. brunneum, qui étaient morphologiquement similaires (Driver et al.,
2000 ; Bischoff et al., 2009). Les téléomorphes reliés aux especes du genre Metarhizium sont

des champignons appartenant au genre Metacordyceps (Sung et al., 2007).

2.4. Utilisation des CEP en lutte biologique

Les biopesticides sont actuellement au centre de l'attention du monde scientifique avec la
demande croissante pour une agriculture plus durable (Daraban et al., 2023). Les CEP sont
d'excellents candidats pour la lutte intégrée car leur action reste généralement spécifique aux
arthropodes ravageurs et leur impact sur les écosystemes est minimal. De plus, leur capacité

d'infection par simple contact facilite grandement leur application (Skinner et al., 2014).

Les mycoinsecticides actuellement commercialisés sont produits principalement a partir de
CEP des genres Beauveria, Metarhizium, Isaria et Lecanicillum (De Faria & Wraight, 2007).
L'intérét de ces taxons est qu'ils regroupent des espeéces avec un large spectre d'infection qui
sont saprophytes facultatives, ce qui permet leur production sur des milieux artificiels (Skinner
et al,, 2014). La production en masse de conidies commence par la fermentation des
champignons sur un substrat solide ou dans un milieu de culture liquide (Jaronski, 2013). Les
conidies récoltées sont ensuite soumises a des processus de formulation servant a faciliter leur

application et a améliorer leur efficacité. Ces procédés offrent aussi une protection contre les
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stress abiotiques, renforcant ainsi la performance et la persistance des mycoinsecticides

(Mascarin & Jaronski, 2016).

Les poudres et les granules commercialisés étaient initialement appliqués en grande quantité
sur I’insecte cible et son habitat naturel. Cependant, des stratégies ont vu le jour afin d’optimiser
leur application en utilisant de plus petites quantités de produit tout en maximisant leur
efficacité (Mascarin & Jaronski, 2016). Par exemple, les dispositifs de type attract-&-infect
exploitent des signaux chimiques pour attirer les nuisibles et les contaminer par exposition a
des spores (Lopes et al., 2014). Une autre stratégie testée consiste a inoculer les CEP
endophytes dans les tissus des plantes hotes afin de leur conférer une protection accrue contre

les pathogénes et les ravageurs (Ownley et al., 2008 ; Lopez & Sword, 2015).
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Objectifs

Ce travail s’inscrit dans le cadre du développement de nouvelles stratégies de lutte intégrée
contre Halyomorpha halys. L’objectif principal est d'évaluer le potentiel de deux souches de
champignons entomopathogenes, Beauveria bassiana (souche GHA) et Metarhizium brunneum
(souche ARSEF4556), pour le contrdle biologique de la punaise diabolique. La recherche se

divise en quatre sous-objectifs plus spécifiques :

1. Evaluer la capacité endophytique des souches de B. bassiana et M. brunneum a
coloniser les différents tissus (racines, tiges, feuilles) de Vicia faba L., 1753.

2. Comparer la virulence des souches ARSEF4556 et GHA contre H. halys via trois
méthodes d’application (endophytisme, pulvérisation, trempage).

3. Analyser I’expression et les séquences des chitinases issues de souches de B. bassiana
et M. brunneum en action lors du processus d’infection de H. halys.

4. Explorer une piste applicative en évaluant l'attractivité d'un prototype de piege de type

"attract-and-infect" en conditions controlées.

Les hypothéses de ce mémoire sont que (I) les souches de B. bassiana et M. brunneum testées
colonisent I'ensemble des tissus de V. faba ; (II) les traitements a base de CEP causent une
diminution de la survie et une augmentation de la mortalité chez H. halys ; (III) les méthodes
d'application directe (pulvérisation et trempage) induisent une virulence plus élevée des CEP
contre H. halys que l'endophytisme ; (IV) les différentes concentrations de phéromones

influencent la probabilité de contact avec le picge et le temps de réponse de H. halys.
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Matériel et méthodes

1. Matériel biologique

1.1. Elevage de Halyomorpha halys

L’¢levage des punaises utilisé lors de ce mémoire provient du laboratoire d’entomologie
fonctionnelle et évolutive de la faculté Agro-Bio Tech de Gembloux (cf. figure 19 en annexe).
Sa maintenance a ¢été assurée personnellement entre les mois de février et aolt 2025.
L’environnement dans lequel est maintenu 1’¢élevage se caractérise par une température
d’environ 25 °C, d’une humidité proche de 60 % et d’ une photopériode de 16 h de lumicre. Les
cages d’¢élevage en nylon BugDorm® de 45 x 45 x 45 cm, produites par MegaView Science
Co., Ltd. (Taichung, Taiwan), contiennent chacune deux bacs de V. faba et trois coupelles de

graines de tournesol pour subvenir a I’alimentation des punaises.

Les plantes sont arrosées quotidiennement et remplacées toutes les deux semaines, tandis que
les graines sont renouvelées chaque semaine. Lorsque 1’élevage nécessite une augmentation de
son effectif, les ceufs sont prélevés et déposés sur du papier humide a I’intérieur de boites en
plastique. Ces boites sont maintenues dans les mémes conditions environnementales que le reste
de I’¢levage. Les jeunes larves sont ensuite réintroduites dans les cages des leur émergence,

accompagnées de leur coquille d’ceuf.

1.2. Gestion des semis de Vicia faba

Les semis de V. faba utilisés dans le cadre des essais biologiques en laboratoire proviennent
de graines issues de 1’agriculture biologique (variété : FANFARE). De nouvelles graines sont
semées chaque semaine dans des pots remplis avec du terreau universel en provenance de La
plaine Chassart. Les semis en croissance sont entreposés dans des cages en nylon a 1’abri des

ravageurs et sont arrosés tous les jours.
1.3. Souches fongiques

Beauveria bassiana GHA

La souche GHA correspond a D’ingrédient actif du mycoinsecticide commercial
BotaniGard® 22WP, produit par Certis (Columbia, MD, USA). L’isolat a été obtenu a partir

d’une souche de laboratoire conservée dans une solution de glycérol a 10 %, stockée a —80 °C
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dans des cryotubes. La culture fongique a été réactivée sur un milieu Sabouraud Dextrose Agar
(SDA), puis incubée a une température constante de 23 °C pendant 14 jours, jusqu’a sporulation

complete.

Metarhizium brunneum ARSEF4556

La souche ARSEF4556 a été fournie par le Département de biosciences de la Faculté des
sciences et de 1’ingénierie de 1’Universit¢ de Swansea, au Royaume-Uni. La souche a été

cultivée sur du milieu SDA-peptone et était stockée dans un incubateur a 23 °C.

2. Essais biologiques de virulence des CEP

Dans le but d’évaluer la virulence des souches ARSEF4556 et GHA contre H. halys,

plusieurs méthodes d'applications ont été testées sur des nymphes de stade L3.

2.1. Préparation des solutions sporales

La préparation des solutions sporales a été réalisée sous une hotte a flux laminaire. La
premicére étape consiste en la solubilisation des spores hydrophobes des champignons par ajout
d'une solution de Tween 80 (0.03 %). Le volume de Tween 80 ajouté était adapté a la solubilité
des deux souches : 8 mL pour ARSEF4556 et 10 mL pour GHA. Les spores ont ensuite été
raclées a I’aide d’un rateau en plastique, de sorte a homogénéiser I’ensemble. Une fois les spores
solubilisées, la solution obtenue a été filtrée dans un entonnoir muni d’un filtre d’un maillage

adapté a I’élimination des conglomérats et des structures fongiques.

Afin de connaitre la concentration en spores du filtrat fongique, celui-ci a été passé au vortex
et 100 pL lui ont été prélevés. Ce volume a ensuite été dilué cent fois avec la méme solution de
Tween 80 afin de simplifier I’étape de comptage des spores. A I’aide d’une chambre de
comptage de Biirker (cf. Figure 20 en annexe), les spores ont €té comptées au binoculaire dans
dix carrés afin de déterminer la moyenne du nombre de spores par carré (cf. Figure 21 en
annexe). Une fois cette moyenne déterminée, la formule suivante a permis de calculer la

concentration en spore/ml.
C=Xx2.5x10° x 100

Avec « X » le nombre moyen de spores par carré, « 2.5x10° » le facteur lié¢ aux dimensions de

la plaque du Biirker et « 100 » le facteur de dilution.
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Apres avoir pris connaissance de la concentration du filtrat fongique, une dilution appropriée a
finalement été déterminée a la solution meére afin d’obtenir une solution sporale a une

concentration finale de 1x10® spores/mL.

Afin de contrdler la qualité des solutions sporales, un volume de 100 pL de la solution finale a
été prélevé et dilué mille fois pour atteindre une concentration de 1x10° spores/mL. Cette
nouvelle solution a ensuite ét¢ déposée sur une boite de culture contenant du SDA, puis incubée
pendant 24 h. Trois carrés de gel de 1 cm de co6té ont été découpés afin de déterminer le nombre
de conidies germées et non germées (cf. Figure 22 en annexe). Seules les solutions sporales qui
avaient un pourcentage de germination supérieur ou égal a 95 % ont été utilisées pour les essais

biologiques.

2.2. Préparation des cups expérimentales

Lors des essais biologiques en laboratoire, I’ensemble des punaises a été placé dans des

cups en plastique tout au long de leur suivi (Figure 9).

Figure 9. Cups en plastique préparées au suivi des punaises lors des essais biologiques.

Une solution d’agar 1.5 % a initialement été préparée avec de I’eau distillée. Cette solution a
ensuite été passée a I’autoclave pour bien solubiliser I’agar et la stériliser. A Iintérieur de
chaque cup, une couche d’environ un centiméetre d’agar fondu a été coulée, puis laissée a figer
avant d’y planter une feuille de semis de V. faba. Ainsi, les feuilles, et par conséquent les
insectes qui s’en nourrissent, étaient maintenus dans un environnement hydraté. De plus, trois
graines de tournesol ont aussi €té ajoutées a I’intérieur des cups pour subvenir a leur régime

alimentaire et éviter une potentielle source de stress impactant les résultats.
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2.3. Application des traitements

2.3.1. Méthode indirecte par endophytisme

Cette premiére méthode se basait sur le caractére endophyte de B. bassiana et M. brunneum
et avait pour cible les feuilles de féve plantées a I’intérieur des cups. Les insectes n’ont donc

pas €té en contact direct avec des solutions sporales.

L’intégration des champignons au sein de V. faba a débuté par la pulvérisation de 2 mL de
solution sur chacun des douze pots de semis choisis par condition. Les plantes et la terre ont été
pulvérisées de fagon homogene pour une inoculation générale des tissus. Une fois traités, les
pots ont été munis de tuteurs puis emballés dans des sacs en plastique destinés a maintenir un
taux d’humidité favorable au développement des champignons (cf- Figure 23 en annexe). Apres
deux jours, les sacs ont été retirés et les feuilles des semis ont été prélevées apres dix jours
supplémentaires, le temps que les champignons puissent coloniser les différentes parties de leur

plante. Dix répétitions par traitement ont été effectuées a partir des feuilles présentant les CEP.

Afin de vérifier la présence des champignons dans l'ensemble des tissus de V. faba durant I'essai
biologique, un test d’endophytisme (Figure 10) a été réalisé suivant la méthodologie adaptée

de Dessauvages et al. (2024).

Figure 10. Mise en place du test d’endophytisme pour V. faba.

Pour chacun des deux traitements fongiques, cinq plantes ont été choisies aléatoirement parmi
les douze traitées. Trois fragments de feuilles (3 x 3 cm), de racines (2 cm) et de tiges (2 cm)
leur ont été prélevés a 1’aide de ciseaux stériles. L ensemble des tissus a été stérilisé en surface

par immersion pendant 3 minutes dans de I’éthanol & 70 % puis du NaClO a 2 %. Les tissus
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végétaux collectés ont ensuite été rincés a I’eau distillée stérile avant d’étre séchés sur du papier
filtre. Chaque fragment stérilisé en surface a été taillé (feuilles : 0.5 cm ; racines : 1 cm ; tiges
: 0.5 cm) avec un scalpel stérile avant d’étre partiellement planté dans un milieu SDA. Afin
d’empécher d’autres organismes de s’y développer, ce milieu de culture a été enrichi de
plusieurs antibiotiques : streptomycine (400 mL de milieu a 0.6 mg/mL), tétracycline (400 mL
de milieu a 0.05 mg/mL) et cycloheximide (400 mL de milieu & 0.1 mg/mL). Finalement, les
cing boites de Pétri ont été incubées a 25 °C dans 1’obscurité durant 15 jours (cf. Figure 24 en
annexe). Les morceaux de tissus végétaux présentant du mycélium ont été recensés

quotidiennement.
2.3.2. Méthodes directes

Traitement par pulvérisation

Dans ce cas-ci, les différentes solutions sporales ont été pulvérisées directement sur les
punaises. Le traitement controle correspondait a des pulvérisations de solution de Tween 80 a

0.03 %.

Pour chaque traitement, les insectes ont été placés sur un support en verre par groupe de cinq
punaises. Tous les groupes ont recu 1 ml de solution pulvérisée a I’aide d’un pulvérisateur placé
a une distance de 20 cm. Les individus ont finalement été transférés sur du papier filtre avant
d’étre placés dans leur cup respective. Au total, dix cups ont ét€ mises en place pour chacun des

trois traitements.

Traitement par trempage

Pour cette derniére méthode, les individus ont soit été trempés dans une solution sporale,
soit dans une solution de Tween 80 a 0.03 %. Ce dernier constituait le traitement contrdle et

avait pour but de faire également subir le stress du trempage comme les deux autres traitements.

Apres avoir ét¢ immergés durant cing secondes, les insectes ont été déposés sur du papier filtre
afin de leur enlever 1’excédent de solution. Les punaises ont €té placées par groupe de cinq dans

chaque cup avant d’étre incubées. L’expérience a été répliquée 19 fois pour chaque traitement.

2.3.3. Conditions d'incubation et suivi

En fonction de la méthode et du traitement subis, les punaises ont €té groupées par cinq
dans chaque cup. Les cups ont ensuite été rassemblées par condition dans des bacs dont le fond

a été recouvert d’un papier absorbant Tork® (Essity AB, Stockholm, Suéde). Le dessus des
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bacs a aussi été recouvert d’un second papier. Le tout a été stocké dans un incubateur a 23 °C
avec une photopériode de 16 heures. Les punaises ont été suivies durant les 10 jours (12 jours
pour le trempage) suite a leur mise en cup. Chaque jour, a la méme heure, les insectes morts

ont été enregistrés puis retirés.

Afin de maintenir un milieu propice a la croissance des espéces fongiques pendant toute la
durée des essais biologiques, les papiers Tork® placés au fond des bacs contenant les cups ont
¢té¢ humidifiés chaque jour. Toutes les feuilles des cups ont été changées tous les trois jours. De
plus, les graines de tournesol des punaises ont été remplacées par de nouvelles tous les deux

jours.

3. Analyse des protéines fongiques par spectrométrie de masse

Dans I’objectif de caractériser davantage les mécanismes liés a l'infection de H. halys par
les CEP, une extraction et une analyse des protéines a la surface de punaises traitées avec

ARSEF4556 et GHA ont été réalisées.

Le traitement des nymphes de stade L3 a suivi le protocole de trempage et d'incubation décrit
précédemment. La durée d’incubation des punaises a ensuite été ajustée en fonction de la LT25*
propre a chaque souche fongique, déterminée a partir des résultats du premier essai de trempage.
Les individus ont ensuite été instantanément congelés a 1’aide d’azote liquide afin de préserver
I’intégrité des protéines fongiques sur leur cuticule lorsque ces derniéres étaient exprimées de

maniere optimale.

Deux méthodes d’extraction ont été évaluées lors de cette expérience. La premiere méthode a
débuté par une sonication (40 kHz) des tubes Eppendorf contenant chacun 15 cadavres en
suspension dans 300 mL de bicarbonate d’ammonium a 50 mM (TD50) pendant 7.5 minutes
pour détacher les protéines de leur surface. Les échantillons ont ensuite été centrifugés (12 000
g a4 °C) pendant 10 minutes, puis les cadavres ont été retirés avant la digestion. Pour la seconde
méthode, la digestion des protéines a directement €été réalisée sur les cadavres. La solution
contenant les protéines digérées a ensuite été pipetée pour retirer les cadavres. Dans les deux
cas, un mélange constitué de 300 mL de TD50 et de 2 pL de trypsine (100 ng/uL) a été ajouté
au surnageant afin de digérer les protéines. Aprés une incubation de trois heures sur plaque
d'agitation a 37 °C, les échantillons des deux méthodes ont été centrifugés (12 000 g a 4 °C)

pendant 10 minutes pour éliminer les spores et autres particules indésirables dans le culot.

4 Le temps nécessaire pour provoquer la mort de 25 % d’une population d’organismes exposés a un agent donné
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L’ajout de 2 pL d'acide trifluoroacétique (TFA) 1 % a permis de dénaturer la trypsine et
d’interrompre son activité enzymatique. Les échantillons digérés ont finalement été conservés
a 4 °C durant la nuit. Au total, trois échantillons ont été digérés pour chaque combinaison

traitement — méthode d'extraction.

La filtration et la purification des échantillons peptidiques ont été effectuées a I’aide de ZipTip®
de 10 uL (Merck KGaA, Darmstadt, Allemagne). Ces dispositifs sont constitués d'une colonne
C18 permettant la rétention des peptides. Le conditionnement et I’humidification de la colonne
ont été réalisés par le passage successif de 20 pL de tampon B (TFA 91 %), puis de 20 puL de
tampon A composé de TFA 0.1 % et d'acétonitrile (AcN) 80 %. Les échantillons ont ensuite été
passés une dizaine de fois dans le tip afin de concentrer les peptides dans la matrice interne. La
colonne a été lavée avec 10 uL. de tampon A, puis les peptides ont finalement été élués dans un
tube Eppendorf a l'aide de 10 pL de tampon B. L'ensemble des échantillons a été passé au
SpeedVac™ a 45 °C pour évaporer le solvant et ne garder que les peptides concentrés. La
préparation des échantillons pour I'analyse en spectroscopie de masse s'est terminée par 1'ajout

de 10 pL d'un mélange d'acide formique 0.1 % et d'AcN 2 % aux peptides.

4. Evaluation de I'attractivité d'un piége attract-&-infect en conditions

controlées

Un prototype de piege de type attract-&-infect a été congu suite aux résultats concluants de
'application directe des CEP sur H. halys. L'expérience avait pour but d'observer la capacité du
dispositif a provoquer un contact entre les punaises adultes et la source de conidies en présence

d'un leurre phéromonal.

4.1. Conception et caractéristiques du prototype

Le prototype a été basé sur le piege pyramidal noir de Leskey, Short, et al. (2012). Les
modifications ont été réalisées au niveau de 1’entonnoir collecteur a I’apex du piege (Figure
11). Des ouvertures ont été intégrées au sommet du pourtour en plastique transparent afin de
limiter la rétention des individus infectés. Deux plateformes en polypropyléne alvéolaire ont
aussi été ajoutées a I’intérieur de la partie de stockage. La premieére (R =7.4 cm ; r= 1.8 cm)
est située au niveau de I’extrémité interne de I’entonnoir collecteur et sert de support a la poudre
fongique destinée a contaminer les punaises lorsqu’elles le franchissent. La seconde, plus petite
(R = 5.5 cm), est suspendue au plafond du piege a I’aide d’un tube en polychlorure de vinyle

de 3 cm et permet le libre passage vers les ouvertures latérales ajoutées. L’ajout de cette derniére
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avait pour but d’augmenter le temps de passage des insectes dans la zone contenant la poudre

fongique.

Figure 11. Prototype de piege de type attract-&-infect contre H. halys.

La composante attractive du piege d’autodissémination est constituée d’un leurre
PHEROCON® BMSB Dual de la marque Trécé© (Adair, OK, USA), diffusant du MDT ainsi
que les stéréoisomeres RSRS et SSRS de la PHER (Figure 12). Le leurre solide a été stocké
sous la plateforme supérieure du pi¢ge dans un tube Eppendorf criblé de trous. Une quantité de
10 mg de poudre du produit BotaniGard® 22 WP (4.4 x 10" conidies/kg) a été disposée sur la

plateforme inférieure du picge.

_!_.m

Figure 12. Leurre PHEROCON® BMSB Dual (Trécé©) a deux composantes. La composante
située a gauche diffuse le MDT, tandis que celle de droite diffuse la PHER.
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4.2. Test comportemental

Le comportement des adultes de H. halys face au piege attract-&-infect a été analysé afin
d’en évaluer Dattractivité. Un prototype combinant la composante attractive et la poudre
fongique a été placé a I'une des extrémités d’une cage de 120 x 50 x 50 cm (cf. Figure 25 en
annexe). Le piege a été placé sur une pyramide en polypropyléne (22 cm de haut et 20 cm a sa
base) afin de reproduire le stimulus visuel du piege pyramidal utilisé en extérieur. Des adultes
non sexés ont été¢ déposés sur l'autre extrémité de la cage et ont été suivis pendant 10 min. Le
temps nécessaire aux punaises pour atteindre le dispositif et pour y entrer a été enregistré. Les

adultes ayant ét¢ en contact direct avec la poudre fongique ont aussi été recensés.

Dans le but de maximiser l'attractivité du prototype, plusieurs quantités de phéromones ont été
testées (Tableau 2). Le rapport PHER:MDT de 1:10, tel que présenté dans le leurre commercial,
a été conservé pour chaque dose. Chaque concentration a été testée avec une population de 30
adultes. Les cages ont été nettoyées avec du RBS T105 (20 mL/L) aprés chaque individu pour

¢liminer les hydrocarbures laissés par leur passage.

Phéromones Contréle Dose faible Dose moyvenne Dose forte

PHER 0 1 mg 5 mg 10 mg
MDT 0 10 mg 50 mg 100 mg

Tableau 2. Quantités testées de la phéromone d’agrégation de H. halys (PHER) et de son

synergiste (MDT), sous forme solide, présente dans chaque dose.

5. Analyses statistiques

L’ensemble des analyses statistiques a été effectué a partir du logiciel RStudio 4.3.0.

Pour le test d’endophytisme, le package "lme4" a servi a produire un mode¢le lin€aire généralisé
mixte (GLMM) a distribution binomiale pour l'analyse des données d’occurrence de la présence
de CEP (Bates et al., 2015). Les souches fongiques et les parties de plante étaient considérées

comme des effets fixes, tandis que le numéro des plantes était inclus comme effet aléatoire.

Dans le cadre des essais biologiques, 1’effet des traitements sur la survie des individus a été
évalué a I’aide d’un modele de Cox stratifié et du package "survival" (Therneau, 2001). Les
temps de survie et les occurrences de mortalité ont été combinés grace a la fonction "surv". Un
test de log-rang et la LT50 de chaque traitement ont été calculés avec la fonction "ggsurvplot"

du package "survminer" (Kassambara et al., 2016). Les Hazard ratio (HR) des traitements ont
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¢été estimés a I’aide de la fonction "coxph", en tenant compte du numéro des cups comme facteur
de stratification. La fonction "emmeans" du package éponyme (Lenth, 2017) a permis la
comparaison multiple entre chaque paire de HR. En parall¢le, la fonction "survfit" a été utilisée
pour ajuster le modéle de Kaplan—Meier qui estime les courbes de survie selon les différents

traitements.

Les différences de mortalité entre les traitements ont ét¢ déterminées a I’aide d’une analyse de
médiane pour chaque méthode d'application avec un test de Kruskal-Wallis. En cas de
significativité, un test post-hoc de Dunn était ensuite réalisé pour les comparaisons multiples

avec la fonction "dunn.test" du package du méme nom (Dinno, 2014).

Pour les tests comportementaux, l'attractivité du piége en fonction de la concentration en
phéromones a été analysée de la méme manicre que pour la survie lors des essais biologiques :
le temps de survie et les occurrences de mortalité ont été remplacés par le temps et le nombre
de contacts avec le piege. Les analyses ont inclus un test du log-rank, la production des courbes

de Kaplan-Meier et la comparaison par paires des HR.

Le nombre d’insectes ayant été en contact avec le piege a été comparé entre les différentes

concentrations de phéromones a I’aide d’un test du Khi carré d’indépendance.
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Résultats

1. Préférences de colonisation des tissus végétaux par les CEP

Lors du test d'endophytisme de V. faba, les 10 plantes ont été colonisées par les CEP suite
au traitement par pulvérisation. L'analyse GLMM a indiqué que la souche ARSEF4556 avait
tendance a coloniser davantage que GHA (7ableau 3), bien que l'effet soit marginalement
significatif (LRT : > =3.28 ; ddl =1 ; p = 0.07). L'absence d'interaction significative entre la
souche et la partie de la plante (LRT : > = 0.47 ; ddl = 2 ; p = 0.79) a montré que les deux
souches ont présenté un schéma de colonisation similaire dans les tissus végétaux. L'analyse
par partie a révélé une colonisation significativement plus faible des feuilles par rapport aux
tiges (p = 0.005) et aux racines (p = 0.02), tandis qu'aucune différence significative n'a été

observée entre les tiges et les racines (p = 0.823).

Traitements Racines Tiges Feuilles
GHA 50.6% (25-75.9) abe 59.4% (31.9- 82) be 15.8% (5-40.2) a
ARSEF4556 79.4% (52.7-93) be 84.6% (60.1-95.2) ¢ 41.4% (18.1-69.2) ab

Tableau 3. Pourcentage (+1C a 95 %) de fragments de tissus de V. faba colonisés 15 jours
apres pulvérisation des CEP. Les lettres indiquent les groupes statistiquement différents
déterminés par le test post-hoc des moyennes marginales estimées (emmeans). N = 5 plantes

par traitement.
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2. Effet des méthodes de traitement et des CEP sur la survie et la

mortalité

D’apres le test de log-rank et les courbes de Kaplan-Meier (Figure 13), la survie des 50
punaises ayant subi la méthode par endophytisme semble avoir différé significativement entre
le groupe témoin et les traitements fongiques. La comparaison par paires des HR entre les deux
traitements fongiques n'a effectivement pas présenté de variation significative (HR = 1.56 ; IC
95 % : 0.45 — 5.37 ; p = 0.681). Cependant, I’absence de mortalité dans la population témoin
n’a pas permis de calculer des HR exploitables avec les traitements fongiques. Aucun des trois

traitements n'a atteint sa LT50 sur les dix jours de suivi.

Traitements =+ Contrile GHA == ARSEF4556

100' I 1 ‘i’

——

Probabilité de survie (%)

=

]

23]
1
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Figure 13. Courbes de Kaplan-Meier (+ IC a 95%) de H. halys apres traitement par

endophytisme. La p-valeur provient du test de log-rank. N = 50 punaises par traitement.
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Pour la méthode par pulvérisation, les trois courbes de survie des 50 punaises testées ont différé
de manicre significative (Figure 14). Le risque de mortalité des punaises exposées a la souche
ARSEF4556 a augmenté¢ significativement de 19 fois par rapport au traitement controle (IC 95
% :6.75—-53.96 ; p <0.001) et de 2.7 fois comparé au traitement GHA (IC 95 % : 1.49 —4.95
; p <0.001). La souche GHA avait aussi 7 fois plus de risque de mortalité que le traitement
contrdle (IC 95 % : 2.40 — 20.63 ; p < 0,001). La moitié des individus traités avec ARSEF4556

sont morts apres 5.5 jours, tandis que la LT50 de GHA n’a été atteinte qu’au dixiéme jour.

Traitements =+ Contrile GHA === ARSEF4556

1.00 1

[
=
on

Probabilité de survie (%)
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p <0.0001 ;
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0 : 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Figure 14. Courbes de Kaplan-Meier (+ IC a 95 %) de H. halys apres traitement par
pulvérisation. Les lignes verticales en pointillés indiquent la LT50 de chaque traitement et la

p-valeur provient du test de log-rank. N = 50 punaises par traitement.
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Les traitements fongiques par trempage ont aussi eu un effet significativement négatif sur la
survie des 95 punaises testées (Figure 15). L’analyse des HR a révélé que les souches
ARSEF4556 et GHA augmentaient respectivement le risque de mortalité d'un facteur 12.2 (IC
95 % : 5.83 —25.65 ; p <0.001) et 7.1 (IC 95 % : 3.36 — 15.13 ; p < 0.001) par rapport au
témoin. La souche ARSEF4556 a aussi montré un effet significativement plus élevé que GHA
sur la survie (HR = 1.72 ; IC 95 % : 1.12 — 2.64 ; p = 0.009). La LT50 de GHA a ét¢é atteinte
apres 9 jours, tandis que celle de ARSEF4556 a été atteinte apres 6 jours.

Traitements =+ Contrile GHA === ARSEF4556

1.00 1
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Figure 15. Courbes de Kaplan-Meier (+ IC a 95 %) de H. halys apres traitement par
trempage. Les lignes verticales en pointillés indiquent la LT50 de chaque traitement et la p-

valeur provient du test de log-rank. N = 95 punaises par traitement.
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Les tests de Kruskal-Wallis effectués pour chaque méthode ont mis en évidence des différences

entre les taux de mortalité¢ des traitements (7Tableau 4). Dans le cadre de la méthode par

endophytisme, les trois traitements fongiques n'ont induit qu'une mortalité maximale de 18 %

+ 6 % (Figure 16). Les CEP endophytes ont augmenté significativement la mortalité des

punaises d'un taux minimum de 12 £ 4 % (p = 0.015). Aucune différence significative de

virulence n'a été observée entre les traitements GHA et ARSEF4556 par endophytisme

(différence : 6 + 10 % ; p = 0.276).

Méthodes Chi-carré p-valeur
Endophytisme 8.403 0.015
Pulvérisation 18.146 < 0.001

Trempage 36.172 < 0.001

Tableau 4. Résultat du test de Kruskal-Wallis comparant les taux de mortalité des traitements

entre les différentes méthodes d'application. Le tableau reprend les valeurs de Khi-carré, les

degrés de liberté et les p-valeurs associées.

Endophytisme Pulvérisation

Trempage

100
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: 1]
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Moyenne de mortalité (%)
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‘ Traitements [l Controle [ | cHA ] ARSEF4s556

Figure 16. Pourcentage moyen de mortalité (+ ES) de H. halys apres exposition a différents

traitements et méthodes d'application. Pour chaque méthode séparément, les lettres indiquent

les groupes statistiquement différents entre les traitements. N = 50 punaises (95 pour le

trempage) par traitement.
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Les traitements fongiques par pulvérisation et trempage ont induit des taux de mortalité compris
entre 56 =4 % et 96 + 3 %. L'application directe des CEP a augment¢ significativement le taux
de mortalité des punaises, avec un effet minimal de 44 + 18 % pour la pulvérisation (p = 0.007)
et de 47 = 11 % pour le trempage (p < 0.001). La souche ARSEF4556 a induit une mortalité
significativement plus élevée que la souche GHA lors des méthodes directes, avec une
augmentation de 40 & 16 % pour la pulvérisation (p = 0.036) et de 25 £ 11 % pour le trempage
(p=0.021).

Les détails des tests statistiques (p-valeurs, valeur de HR) associés aux comparaisons par paires

des risques de mortalité sont présentés dans les Figures 27 - 30 en annexe.

3. Analyse des chitinases impliquées dans le mécanisme d’infection

Lors de l'extraction des échantillons pour la digestion, la sonication appliquée dans la
seconde méthode d’extraction a provoqué la rupture des cadavres de nymphes. En conséquence,
les 9 échantillons ont été contaminés par le contenu interne des insectes et se sont révélés
impropres a I’analyse par spectrométrie de masse (Figure 17). Les 9 échantillons non soniqués
ont été correctement analysés, mais seule une faible dose d'albumine a été identifiée dans les

¢échantillons.

Figure 17. Comparaison de la pureté des échantillons protéiques avec (a gauche) et sans

sonication (a droite).
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4. Effet des concentrations de phéromones sur 'attractivité du piége

La concentration faible (5 mg PHER + 50 mg MDT) et I'intermédiaire (I mg PHER + 10
mg MDT) ont montré une augmentation plus rapide de la probabilité de contact dans les deux
premieres minutes par rapport au contrdle et au traitement 10 mg PHER + 100 mg MDT (Figure
18). Cependant, le test de log-rank n’a pas mis en évidence de différence significative entre les

concentrations au niveau du temps nécessaire aux 120 punaises testées pour atteindre le picge.

. A 1mg PHER 5mg PHER 10mg PHER

[Phéromones] =~ Contréle 10mg MDT 50mg MDT 100mg MDT
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Figure 18. Courbes de Kaplan-Meier de la probabilité de contact avec le piege en fonction
du temps pour les différentes concentrations de la phéromone d’agrégation de H. halys

(PHER) et de son synergiste (MDT). N = 30 punaises par concentration.
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Le résultat du test du Khi carré d'indépendance a démontré que l'attractivité ne différe pas
significativement en fonction de la quantité de phéromones a l'intérieur du piege (%> = 2.727 ;
ddl = 3 ; p = 0.436). Aucune des concentrations de phéromones testées n'a induit un taux de
contact avec le piege supérieur a 40 % (Figure 19). Sur un total de 120 punaises testées, seuls
deux individus ont été en contact avec la poudre fongique a l'intérieur du picge : un avec la
concentration faible de phéromones (1 mg PHER + 10 mg MDT) et I'autre avec la concentration

intermédiaire (5 mg PHER + 50 mg MDT).
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Figure 19. Pourcentage de contact de H. halys avec le piege en fonction de la concentration
de phéromone d’agrégation de l'espece (PHER) et de son synergiste (MDT). Les lettres
indiquent les groupes statistiquement différents entre les traitements pour chaque méthode. N

= 30 punaises par concentration.
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Discussion

Les souches ARSEF4556 et GHA ont montré leur potentiel a coloniser I'enti¢reté des tissus
de V. faba, ce qui confirme les propos de Jaber & Enkerli (2016) sur d'autres souches. Bien
qu’une pulvérisation uniforme ait été appliquée sur tous les tissus végétaux, la colonisation des
deux souches a ¢té plus importante dans les tiges et les racines que dans les feuilles. Ces
résultats vont en faveur d'une affinité naturelle des CEP endophytes vis-a-vis de certains tissus
végétaux. Ils doivent néanmoins étre interprétés avec prudence compte tenu du faible nombre
de répétitions réalisées. Conformément a son adaptation a la rhizosphére (Hu & St. Leger, 2002
; St. Leger, 2008), la souche ARSEF4556 a montré un haut taux de colonisation des racines.
Cependant, la présence élevée de la souche ARSEF4556 au sein des tiges va a I'encontre de ce
qui est décrit dans la littérature. En effet, les expériences en conditions contrdlées ou naturelles
ont surtout observé une localisation restreinte du genre Metarhizium au sein des racines (Behie
et al., 2015 ; Clifton et al., 2018). La pulvérisation globale appliquée sur les plantes de V. faba
pourrait étre responsable d'une colonisation transitoire de l'intégralité de ses tissus végétaux
(Resquin-Romero et al., 2016). B. bassiana a déja démontré sa capacité a coloniser l'ensemble
des tissus végétaux grace a la colonisation du liquide apoplasmique des plantes hotes, mais de
maniere hétérogene et variable selon les hotes (Akutse et al., 2013 ; Biswas et al., 2012). Les
résultats du test d'endophytisme de ceux de Jaber & Enkerli (2016) concordent en effet pour
une préférence de B. bassiana pour les tiges de V. faba. Le test d'endophytisme a donc permis
de confirmer la présence des deux souches dans la plante hote lors des essais biologiques, tout
en mettant en évidence leur affinité tissulaire et en soulignant I'influence du mode d'inoculation

sur le schéma de colonisation.

Lors des essais biologiques, la survie des punaises dépendait a la fois de la méthode
d'application et du traitement associé. Par exemple, les méthodes d’application directes
(pulvérisation et trempage) ont entrainé une mortalité nettement plus élevée que
I’endophytisme. La contribution de facteurs de stress expérimentaux aux taux de mortalité ne
peut pas étre exclue a cause de l'absence de quantification de la sporulation sur les cadavres
(Lugendo et al., 2025). En parall¢le, les résultats ont également confirmé I’hypothése d’un effet
négatif des souches fongiques sur la survie de H. halys. Leur impact est resté limité lorsqu'ils
¢taient présents dans les tissus végétaux. Le mode d'action des CEP endophytes ne semble pas
passer par l'infection directe des ravageurs, comme en témoigne l'absence de momies dans la

littérature apres ingestion de tissus colonisés (Jaber & Ownley, 2018). Leur effet proviendrait
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plutot de I'induction des défenses de la plante ou de la production de métabolites fongiques
(Lopez & Sword, 2015 ; Rios-Moreno et al., 2016). Le protocole utilisé n'a cependant pas
permis d'évaluer d'autres paramétres biologiques affectés par les CEP endophytes chez d’autres
ravageurs dans des travaux antérieurs (Panwar & Szczepaniec, 2024). Par exemple, la présence
endophytique de B. bassiana et M. brunneum a induit une diminution de la fécondité chez
Myzus persicae (Sulzer, 1776) (Jaber & Araj, 2018). Les effets des CEP endophytes varient
donc entre chaque interaction tri-trophique plante-insecte-endophyte (Panwar & Szczepaniec,
2024). Les méthodes d'application par pulvérisation et par trempage n'ont pas montré de
différence d'efficacité pour les différents traitements fongiques. Cette observation est
surprenante car l'immersion totale des insectes lors du trempage devait théoriquement garantir
un contact plus important avec la cuticule que pour la pulvérisation. L'action rapide et la 1étalité
de ARSEF4556 en font la souche la plus virulente lorsqu'elle est appliquée directement sur
l'insecte. Les taux de mortalité obtenus sont cohérents avec ceux rapportés par Resquin-Romero
et al. (2020) sur les nymphes d’Euschistus heros (Fabricius, 1798), une autre espéce de
Pentatomidae. Cela semble confirmer la pertinence de l'utilisation de la souche ARSEF4556
contre les punaises ravageuses. Les résultats obtenus avec B. bassiana restent aussi prometteurs
et confirment la vulnérabilité de I'espece face a la souche GHA. Ces propos sont appuyés par
le travail de Parker et al. (2015) qui ont observé une mortalit¢ des nymphes de la punaise
marbrée de 100 % en 12 jours avec cette méme poudre. L'ensemble de ces données justifie le
choix d'intégrer le BotaniGard® 22WP comme composante létale dans le piege de type attract-

and-infect.

L'analyse des protéines extraites lors de l'infection de H. halys n'a pas permis d'identifier
l'expression et la séquence de chitinases chez B. bassiana et M. brunneum. Malgré la mise en
place de deux méthodes distinctes d'extraction, aucune identification n'a pu étre obtenue. Les
limites du protocole observées reflétent le caractére pionnier de cette analyse des chitinases de
CEP chez H. halys. Cependant, I’approche sans sonication a semblé étre la plus adaptée car les
¢chantillons obtenus présentaient une qualité nettement supérieure. Plusieurs hypotheses ont
été¢ émises pour expliquer l'absence de résultats. Pour commencer, le nombre d'insectes par
échantillon pourrait ne pas étre suffisant pour détecter efficacement les protéines fongiques lors
de I'analyse. Swaney et al. (2010) ont aussi démontré que la digestion par la trypsine pouvait
générer des peptides de taille insuffisante pour une détection optimale par spectrométrie de
masse. Enfin, le pouvoir solubilisant du TD50 pourrait ne pas avoir été suffisant pour rompre

efficacement les interactions entre la surface de la cuticule et les chitinases fongiques. Ce
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constat s'appuie sur les propriétés d'adhésion démontrées chez d'autres protéines nécessaires
durant l'infection. Par exemple, les hydrophobines de B. bassiana et Metarhizium spp. forment
des liaisons hydrophobes stables avec la couche lipidique externe de la cuticule des hotes

(Pedrini et al., 2007).

L’¢évaluation de l'attractivité du piege attract-and-infect n'a mis en évidence qu'une réponse
limitée de H. halys aux différentes concentrations de phéromones testées. Les doses faibles et
intermédiaires (1 mg PHER + 10 mg MDT et 5 mg PHER + 50 mg MDT) ont semblé accélérer
légérement la probabilit¢ de contact au cours des premicéres minutes d’observation. En
revanche, aucun effet significatif n’a été observé sur le nombre total de punaises ayant atteint
le dispositif ou la poudre fongique en son sein. Ces résultats n'ont donc pas permis de valider
I'hypothése de l'influence des concentrations de PHER et MDT sur Dattractivité du piége.
Plusieurs études menées sur le terrain ont pourtant montré que 1’augmentation de la dose de
phéromones est généralement corrélée a un nombre plus élevé de punaises diaboliques piégées
(Acebes-Doria et al., 2018 ; Weber et al., 2020). La différence au niveau des résultats pourrait
provenir de l'utilisation de ce leurre solide en milieu contr6lé. L’efficacit¢ du leurre
PHEROCON® BMSB Dual pour la capture de H. halys a ét¢ démontrée a de nombreuses
reprises sur le terrain (Acebes-Doria et al., 2020 ; Bosco et al., 2020). Cependant, comme la
répartition des phéromones dans ce leurre n’est pas connue, le fait de le découper en morceaux
afin de moduler les concentrations a probablement entrainé une libération inégale ou
imprévisible des substances attractives. Les différentes quantités de leurre testées ont
potentiellement pu étre excessives, au point d'en saturer l'espace et de désorienter les punaises.
Le manque d'information sur la véritable concentration des phéromones expliquerait alors
I'homogeénéité des résultats. La position du leurre a I’intérieur du piege, placé dans un tube
Eppendorf perforé, a aussi pu limiter la diffusion des phéromones et ainsi réduire la probabilité
de contact entre les insectes et la poudre fongique. Cette hypothése est étayée par les travaux
de Rice et al. (2018) qui ont prouvé que le positionnement externe du leurre sur les pieges
pyramidaux augmentait significativement les captures en vergers. L'éventualité d'un effet
répulsif de la poudre fongique sur H. halys ne peut étre exclue. Les résultats négatifs obtenus
lors de cette expérience semblent donc davantage liés & des limites techniques qu'a une

inefficacité des attractifs.
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Conclusion et perspectives

Les expériences menées dans ce travail permettent de conclure que B. bassiana et M.
brunneum possédent chacun un potentiel élevé en tant que mycoinsecticides contre H. halys,
bien que leur virulence soit étroitement liée a la méthode d'application. Les applications directes
de ces deux CEP sont a privilégier sur l'endophytisme qui a démontré ses limites chez V. faba.
Puisque la souche ARSEF4556 s'est imposée comme la plus prometteuse, son développement
en tant que mycoinsecticide pourrait constituer un tournant dans la lutte contre la punaise

diabolique.

Etant donné que la colonisation endophytique de V. faba par les souches ARSEF4556 et GHA
s'est avérée possible dans I'ensemble des tissus, il serait intéressant d'approfondir les recherches
sur cette interaction tri-trophique pour identifier les effets potentiels des CEP endophytes sur la

punaise diabolique et la plante hote.

L’analyse pionniére non concluante des chitinases a mis en évidence des défis méthodologiques
majeurs, comme lors de 1'extraction des protéines fongiques. La révision du protocole, par
exemple avec l'ajout de SDS pour une solubilisation accrue des protéines, pourrait amener a

une meilleure compréhension des mécanismes infectieux de la punaise diabolique par ces CEP.

Le piege d'autodissémination constitue une application des CEP théoriquement prometteuse au
vu de leur virulence sur H. halys, mais son attractivité n'a pas été démontrée dans le cadre de
cette étude. Avant toute expérimentation en conditions naturelles, les futures recherches sont
invitées a réévaluer le principe du piege de type attract-&-infect en laboratoire en revoyant la
composante "attract" pour améliorer sa performance. Il serait ensuite intéressant de tester la

virulence de la composante "infect" par contact direct et transmission horizontale.

Ainsi, ce mémoire apporte des preuves de I'existence d'agents de biocontrdle performants contre
H. halys. De plus, il contribue plus largement a une meilleure compréhension des modalités

d'action des CEP en posant les bases nécessaires a leur déploiement optimisé en milieu agricole.
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Annexes

Figure 20. Cage d'élevage de H. halys
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]

Figure 22. Conidies de B. bassiana (a gauche) et de M. brunneum (a droite) observées sur

une chambre de comptage de Biirker.
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Figure 23. Conidies germées de B. bassiana (a gauche) et de M. brunneum (a droite), apres 1

Jjour sur milieu SDA.

Figure 25. Développement de la souche ARSEF4556 a 5, 10 et 15 jours pour le test

d’endophytisme.
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Figure 26. Cage et piege attract-&-infect utilisés lors des essais comportementaux.

Comparaison par paires des Hazard Ratio - Endophytisme

Comparaison Hazard Ratio (99% IC)  p-valeur Interprétation

ARSEF4556 vs GHA 156 (0.45-537) 0681 Pas de différence significative
ARSEF4556 vs Contréle 1283905096.55 (0.00-Inf)y  1.000 Pas de différence significative
GHA vs Contréle 825561939.72 (0.00-Inf)y 1000 Pas de différence significative
Note:

<0001, p<001 *p<0.05

Figure 27. Comparaison par paires des risques de mortalité des punaises pour la méthode
par endophytisme. La figure reprend les valeurs de HR avec intervalle de confiance a 95 %,

la p-valeur associée et |’interprétation statistique.

Comparaison par paires des Hazard Ratio - Pulvérisation

Comparaison Hazard Ratio (99% IC) p-valeur Interprétation

ARSEF4556 vs Contréle 1909 (6 75-5396)  <0.001™ Risque plus faible que la référence
GHAvs Controle 703(240-2063) <0.001™ Risque plus faible que la référence
ARSEF4556 vs GHA 271(143-495)  <0001™ Risque plus faible que la référence
Note:

5 <0001, p<001,"p<005

Figure 28. Comparaison par paires des risques de mortalité des punaises pour la méthode
par pulverisation. La figure reprend les valeurs de HR avec intervalle de confiance a 95 %, la

p-valeur associée et ’interprétation statistique.
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Comparaison par paires des Hazard Ratio - Trempage

Comparaisan Hazard Ratio (95% IC) p-valeur Interprétation

ARSEF4556 vs Contrdle  12.23 (0.83-2565)  <0.001™ Risque plus faible que la référence
GHAvs Contréle 7113 (3.36-1513)  <0.001™ Risque plus faible que la référence
ARSEF4556 vs GHA 172 (112-264) 0009  Risque plus faible que la référence
Note:

**p<0.001, *p<001,*p<0.05

Figure 29. Comparaison par paires des risques de mortalité des punaises pour la méthode
par trempage. La figure reprend les valeurs de HR avec intervalle de confiance a 95 %, la p-

valeur associée et l’interprétation statistique.

Comparaison par paires des Hazard Ratio - [Phéromones]

Comparaison Hazard Ratio (95% IC) p-valeur Interprétation
Contréle vs 1mg PHER 050(0.13-1.90
Contrdle vs bmg PHER 051(013-1.91

) 0.548 Pas de différence significative
( ) (0.553 Pas de différence significative

1mg PHER vs 10mg PHER ~ 1.83(0.48-6.89) 0.648 Pas de différence significative

bmg PHER vs 10mg PHER ~ 1.82 (0.48-6.86) 0.653 Pas de différence significative

Controle vs 10mg PHER 092 (0.21-4.07) 0999 Pas de différence significative

1mg PHER vs 5mg PHER 1.00(0.32-3.17)

Note:

"*p<0001,"p<001,"p<005

1000 Pas de différence significative

Figure 30. Comparaison par paires des risques de contact avec le piege pour les différentes
concentration de phéromone d’agrégation de l'espece (PHER) et de son synergiste (MDT). La
figure reprend les valeurs de HR avec intervalle de confiance a 95 %, la p-valeur associée et

[’interprétation statistique.
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