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Résume

Les nombreux effets nefastes de I’utilisation des pesticides chimiques de synthese sur
I’environnement ont poussé I’agriculture a se tourner vers des moyens de lutte plus
respectueux de 1’environnement. C’est dans ce contexte que le présent travail tente d’évaluer
I’impact de stimulateurs de défense des plantes (Bacillus amyloliquefaciens Fukomoto, peaT
1 et Hrip 1) et de sémiochimiques (nepetalactone et salicylate de méthyle) sur la population de
pucerons et par la méme occasion sur la transmission du virus barley yellow dwarf virus
(BYDV). Dans un premier temps, des tests de comportement de Sitobion avenae Fabricius,
sur Triticum aestivum L. (froment), face a différentes concentrations de nepetalactone (0.1%,
1% et 10%) et a Hrip 1 ont été réalises. Aucune différence significative n’a été observée.
Ensuite, une mesure du taux de transmission du virus BYDV-PAYV par S. avenae en fonction
de I’élicitation avec Hrip 1 a été effectuée mais aucune différence significative n’a été
constatée. Dans un second temps, une étude de 1’évolution des pucerons et une mesure du
taux de transmission de BYDV-PAV et GAV, dans un champ de froment d’hiver, en fonction
de six modalités (nepetalactone, salicylate de méthyle, peaT 1, peaT 1/salicylate de méthyle,
Bacillus amyloliquefaciens et contrdle) ont été réalisées. Pour les pucerons observés sur les
talles, une différence hautement significative entre la population de pucerons et plus
particulierement S. avenae et le traitement Bacillus a été observée. Lors de la mesure du taux
de transmission de BYDV-PAV et GAV, aucune différence n’a été constatée. Malgré cela,
aucune souche GAV n’a été retrouvée dans les parcelles avec un éliciteur (Bacillus

amyloliquefaciens, peaT 1 et peaT 1/ salicylate de méthyle).

Mots-clés : froment (Triticum aestivum L.), Sitobion avenae Fabricius, éliciteurs, Hrip
1, nepetalactone, sémiochimiques, Bacillus amyloliquefaciens Fukomoto, peaT 1, barley

yellow dwarf virus (BYDV), salicylate de méthyle



Abstract

The many adverse effects of the use of synthetic chemical pesticides on the environment
has driven agriculture to look to alternative ways more environmentally friendly. It is in this
context that the present study aimed at assessing the impact of plant defence elicitors
(Bacillus amyloliquefaciens Fukomoto, peaT 1 and Hrip 1) and semiochemicals
(nepetalactone and methyl salicylate) on the aphid population and at the same time on the
transmission of the virus barley yellow dwarf virus (BYDV). As a first step, behaviour tests of
Sitobion avenae Fabricius, on Triticum aestivum L. (wheat), in front of different
concentrations of nepetalactone (0.1%, 1% and 10%) and Hrip 1 were performed. No
significant difference was observed. Then, a measure of the transmission rate of BYDV-PAV
virus by S. avenae according to the elicitation with Hrip 1 was carried out but no significant
difference was observed. As a second step, a study of the aphid evolution and a measure of
the transmission rate of BYDV-PAV and GAV in a winter wheat field depending to six
modalities (nepetalactone, methyl salicylate, peaT 1, peaT 1 / methyle salicylate, Bacillus
amyloliquefaciens and control) were performed. For the aphids observed on the tillers, a
highly significant difference among aphid population and specially the S. avenae population
and the Bacillus treatment was observed. In its the measure the transmission rate of BYDV-
PAV and GAV, no difference was found. Despite this, no GAV strain was found in the plots

with an elicitor (Bacillus amyloliquefaciens, peaT 1 and peaT 1/ methyle salicylate).

Keywords : wheat (Triticum aestivum L.), Sitobion avenae Fabricius, elicitors, Hrip 1,
nepetalactone, semiochemicals, Bacillus amyloliquefaciens Fukomoto, peaT 1, barley yellow
dwarf virus (BYDV), methyl salicylate.
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. Introduction

La sensibilisation du public aux nombreux problémes environnementaux et de santé liés
a I’utilisation massive des produits chimiques de protection des plantes a poussé I’agriculture
d’aujourd’hui a se tourner vers une agriculture respectueuse de I’environnement en incluant la
lutte intégree. Dans ce contexte, la demande en biopesticides basés sur des micro-organismes
ou des produits naturels a augmenté de fagon constante dans le monde entier. Ceux-ci font

preuves de moins de toxicite, sont plus spécifiques et sont utilisés a moindre dose.

Le froment (Triticum aestivum L.) est une culture cultivée et récoltée toute I’année
partout dans le monde. D’ailleurs, cette céréale est une culture vivriere dans de nombreux
pays du globe. Le puceron fait partie des ravageurs les plus dommageables de par son activité
directe et indirecte sur la culture de froment. Un de ses effets indirect est la transmission de
phytovirus comme le barley yellow dwarf virus (BYDV) qui induit la jaunisse nanisante, une
des maladies les plus préoccupantes en froment. Aucun traitement curatif n’existe a ce jour
contre ce virus, ce qui encourage le développement de moyens de lutte pour combattre le

vecteur.

Dans ce but, le présent travail tente de limiter la transmission du virus BYDV par le
biais de plusieurs molécules sémochimiques (nepetalactone et salicylate de méthyle) et
élicitrices (Bacillus amyloliquefaciens Fukomoto, Hrip 1 et peaT 1). La premiere partie de ce
travail s’est déroulée en laboratoire ou des tests de comportement avec Sitobion avenae
Fabricius, sur Triticum aestivum L, et face a la nepetalactone et a Hrip 1 ont été effectués. De
plus, le taux de transmission du virus BYDV par S. avenae face a un plant de froment élicité
avec Hrip 1 a été mesuré. Ensuite, un essai en champs a été réalisé ou une étude de 1’évolution
des pucerons et une mesure du taux de transmission de BYDV-PAV et BYDV-GAV en
fonction de six traitements (nepetalactone, salicylate de méthyle, peaT 1, peaT 1/salicylate de

méthyle, Bacillus amyloliquefaciens et contrdle) ont été effectuées.



1. Bibliographie

1 Contexte agricole de la Chine

1.1 L’agriculture en Chine

Les campagnes traditionnelles chinoises étaient divisées en petites parcelles
caractérisées par une diversité et une agriculture intégrée. Mais la population grandissante,
comptant aujourd’hui 1.3 milliards d’habitants, a conduit la Chine a de grands changements
dans son agriculture, I’obligeant a se tourner vers des produits chimiques de protection des
plantes et des fertilisants pour augmenter la productivité. Ces changements ont été
accompagnés par une détérioration de I’environnement rural. Les plus importants effets
environnementaux sont I’érosion du sol, la destruction de la végétation des foréts et des
prairies, la diminution de la qualité de la terre et de la fertilité du sol, la pollution par les
déchets industriels et des produits chimiques agricoles et 1’épuisement des ressources en eau.
La diminution des revenus et les dépenses dans les technologies ont empiré les problémes
environnementaux (Ecology, 2016 ; Ye et al., 2002).

Le riz, le blé et le mais sont les trois principales cultures en Chine. La production totale
est dans 1’ordre 10.8%, 6.1% et 8.7%. L’ensemble des 3 cultures représente 44.2% des
surfaces agricoles cultivées chinoises. Malgré le faible total des surfaces agricoles cultivées
(4.8%), une seconde partie de cultures principales est constituée par la pomme de terre, la
canne a sucre et les cultures brassicoles comme le chou chinois. Leur production totale est de
0.8%, 5.8% et 6.1%. La pomme de terre est considérée comme une culture principale, malgré
sa faible production totale, car elle représente 6.9% de la valeur totale (Cock et al., 2016).

1.2 Le Froment en Chine

Le froment (Triticum aestivum L.) est une plante de la famille des Poaceae, cultivé des
I’antiquité (7000 av. J-C) et partout dans le monde car celui-ci s’est acclimaté a des conditions
de culture et des longueurs de végétation tres différentes. Ce sont des raisons qui expliquent
que du froment est récolté tous les mois quelque part sur Terre. Pour exemple, le froment est
récolté en juin en Chine, et en juillet-aout dans nos régions (Cours de 1%® Master de
phytotechnie tempérée donné par Mr. Bodson a Gbx Agro-Bio Tech en 2016).



La Chine est un des plus gros producteurs de blé au monde. Le froment est une culture
vivriére de base en Chine dont le rendement annuel moyen se trouve aux alentours de 105
millions de tonnes. Cette culture est la plus importante culture céréaliére du Nord de la Chine
et représente 2/3 de la production totale de blé en Chine. Les terres cultivant le blé se
concentrent sur plusieurs régions de Chine : Henan (21.9%), Shandong (14.8%), Hebei
(9.9%), Jiangsu (8.7%) and Anhui (9.8%). Ces 5 régions rassemblent 65.1% des terres
consacrées a la culture du blé en Chine et la production dans ses régions rassemblent 74.5%
de la production nationale de blé : Henan (26.6%), Shandong (17.9%), Hebei (10.8%),
Jiangsu (8.7%) and Anhui (10.4%). Pour répondre a 1’augmentation de la demande
alimentaire chinoise due a 1’augmentation croissante de la population et des changements
alimentaires, la production de froment dans le Nord de la Chine doit augmenter. Et parce
qu’une réduction des terres agricoles due a 1’urbanisation existe, la stratégie pour augmenter
la production de blé dans le Nord de la Chine devra étre une augmentation des rendements
(Chenetal., 2013 ; Lu & Fan, 2013 ; Cock et al., 2016).

Le froment est sujet a 182 ravageurs dont 106 ou il est I’hdte primaire. Les 5 principaux
bioagresseurs du blé sont la rouille jaune (Puccinia striiformis Westend.), 1’oidium des
céréales (Blumeria graminis Speer), la fusariose de 1’épi (Gibberella zeae Petch), la rouille
brune du blé (Puccinia triticina Erikss. & Henn.) et le puceron du blé (Sitobion avenae
Fabricius). Notons également la présence du puceron du grain (Rhopalosiphum padi
Linnaeus) en 7°™ position et du puceron vert du printemps (Schizaphis graminum Rondani)
en 8™ position. Trois espéces de pucerons sont donc retrouvées dans les 10 principaux
bioagresseurs du froment en Chine ce qui montre le besoin de rechercher des moyens de luttes

appropriés pour combattre ce ravageur (Cock et al., 2016).

2 Pucerons
2.1 Généralités

Le puceron appartient a I’ordre des Hemiptera, au sous-ordre des Sternorrhyncha et a la
superfamille des Aphidoidea. On distingue 3 familles : les Phylloxeridae, les Adelgidae et les
Aphididae (Figure 1). On compte aujourd’hui 4700 especes de pucerons dans le monde, dont
250 sont des ravageurs (Fraval, 2006 ; Chinery, 2012).



Les pucerons ravageurs n’induisent pas uniquement des dommages directs en se nourrissant
du phloéme mais aussi des dégats indirects en transmettant des phytovirus (Lin et al., 2016).
Les stratégies de contr6le du vecteur employant des pesticides produisent également des effets
sur les ennemis naturels, la résistance des pucerons et le mouvement du vecteur causant la
propagation de virus. Aujourd’hui, de nombreux travaux nous incitent a utiliser des agents de
contréle biologique pour lutter contre les pucerons et limiter la transmission de virus (Lin et
al., 2016).

Phyllloxeridae Adelgidae Aphididae

Figure 1 Différences entre les 3 familles de I'ordre des Hemiptera (Inra,2010).

2.2 Morphologie et stade de multiplication

Les pucerons sont des insectes de 2 a 4 mm a téguments mous avec un corps ovale et
aplati. La téte est composeée d’un rostre contenant 2 stylets mandibulaires protégeant 2 stylets
maxillaires. Sur la téte se trouve les antennes filiformes, de 3 a 6 articles, implantées
directement sur le front ou sur des protubérances appelées tubercules frontaux. Ces antennes
portent des rhinaries, organes sensoriels et le dernier article, généralement plus long, est
formé d’une partie basale et d’une partie terminale appelée fouet. Sur le thorax, nous
retrouvons les paires d’ailes membraneuses, qui se replient en toit au repos, et les trois paires
de pattes. La partie postérieure de 1’abdomen porte une paire de cornicules. Celles-Ci rejettent
des gouttelettes de cire et des phéromones d’alarme. L.’abdomen est composé de 10 segments.
Le dernier étant le cauda dont la fonction principale est d’éviter que le miellat ne glisse sur le
corps de I’insecte car celui-Cci se nourrit la téte en bas (Figure 2). Sous le cauda se trouve
I’anus qui excrete le miellat (Chinery, 2012 ; Fraval, 2006 ; Inra, 2010 ; Leclant, 1999).



Figure 2. Puceron se nourrissant téte en bas (Inra,2010).

Les pucerons sont des insectes hémimetaboles c’est-a-dire que les stades larvaires
présentent des caractéristiques physiques semblables a 1’adulte. En effet la métamorphose est
dite incompléte car il n’y a pas de stades immobiles. Le puceron passe par trois stades : ceuf,
larve et adulte. La larve et I’imago ont le méme mode de vie, se nourrissent de la méme facgon
et produisent donc les mémes dégats sur les plantes. Le développement complet d’un puceron
prend 8 a 10 jours selon les conditions climatiques. Les pucerons passent par 4 stades
larvaires, séparés par des mues, avant de devenir des adultes apteres ou ailés (Figure 3) (Inra,

2010 ; Bourassa, 1991 ; Bertrand, 1951).

Stades de développement d'un puceron

- 3%

Stades larvaires

Adulte

Figure 3. Stade de développement du puceron (Godin et al, 2002).

2.3 Alimentation

Le puceron est un insecte se nourrissant de séve phloémienne. Avant de se nourrir a
proprement dit, celui-ci va suivre un schéma trés précis. Tout d’abord, il va choisir le lieu de

piqdre sur le limbe, grace aux soies se trouvant sur son rostre, en fonction des propriétés
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physicochimiques du limbe en question. Ensuite, il va réaliser une série de piqures d’épreuve
pour tester le contenu des cellules épidermiques du mésophile et du parenchyme. Si tous les
paramétres chimiques sont positifs, alors le puceron incérera son stylet et se nourrira de la

seve phloémienne (Giordanengo et al., 2007 ; Harmel et al., 2008).

Le rostre du puceron est composé d’une paire de stylets mandibulaires protégeant une
paire de stylets maxillaires. Les stylets coulissent les uns par rapport aux autres et permettent
de percer la paroi de la plante pour ensuite prélever le phloéme dans les faisceaux criblo-
vasculaires. Le trajet des stylets est intercellulaire, voir intracellulaire. Lors de la pénétration
des stylets, le puceron libere une salive qui se desseche autour de ceux-ci, formant une gaine
(Inra, 2010).

La seve phloémienne est tres riche en sucre mais contient peu de protéines. Pour obtenir
une grande quantité de protéines et d’acides aminés, les pucerons doivent ingérer une grande
quantité¢ de seve et donc de sucre. Cet exceés de sucre est alors excrété par I’anus sous une
forme liquide : le miellat. Ce miellat est consommeé par différents insectes comme les abeilles
et les fourmis mais peut également permettre le développement d’un champignon : la
fumagine. Malgré cette grande quantité d’acides aminés assimilée, une carence en acides
aminés essentiels se produit. C’est 1a que les bactéries encapsulées dans les bactériocytes du
puceron interviennent. Ces bactériocytes se trouvent le long de I’intestin et s’agrégent pour
former un organe appelée mycetome. Ce sont ces bactéries symbiotiques qui produiront les
acides amines essentiels manquants. Pour les lipides, ils sont d’origine endogene car la séve

phloémienne contient tres peu de lipides (Chinery, 2012 ; Douglas & van Emden, 2007).

2.4 Cycle biologique

Le cycle biologique qui est rencontré chez de nombreux Aphididae est un cycle complet
(holocycle) a 2 hotes (dioécique) (Fraval, 2006). 1l existe deux grands types de cycle de vie
des pucerons basés sur la fagon dont ils utilisent leurs plantes hotes : alternance d’hdtes
(hétéroécique) et pas d’alternance d’hotes (monoécique) (Williams & Dixon, 2007).

Quand il y a reproduction sexuée, production d’ceufs et phase de parthénogéneése
(reproduction sans fécondation), le cycle est appelé holocyclique ou complet (Williams &
Dixon, 2007).



2.4.1 Hétéroécigue

Un cycle biologique avec alternance d’hotes est représenté sur la Figure 4. Un
accouplement se déroule en automne sur 1’hdte primaire, habituellement un feuillus. Les ceufs
sont pondus et restent sur la plante pendant 1’hiver. Au printemps, les ceufs éclosent et
donnent naissance a des formes aptéres, les fondatrices. Celles-ci donneront par
parthénogenese des femelles fondatrigénes qui coloniseront la plante hote. Ces dernieres
donneront des femelles ailées virginopares qui migreront vers 1’hdte secondaire,
habituellement une espece herbacée, et se reproduiront parthénogéniquement tout 1’été. Aprés
quelques générations parthénogéniques, des males ailés et des gynopares sont produits, et
retourneront sur I’héte primaire. Les gynopares produiront des femelles sexuées (ovipare) sur
la plante hote qui se reproduiront avec les males pour produire les ceufs d’hiver. Durant 1’été
sur le second hote, plusieurs genérations parthénogéniques se développent. C’est la phase du

cycle biologique qui cause le plus de dommages aux cultures (Williams & Dixon, 2007).

Primary
host

Gynoparas
{winged)

(wingless females)
.

Spring
migrants

Parthenogenetic generations
(winged/wingless females)

Secondary Summer | Spring _
s

Figure 4. Cycle biologique hétéroécique des pucerons (Williams & Dixon, 2007).

2.4.2 Monoécique

Beaucoup de pucerons possédant un cycle monoécique (Figure 5) vivent sur des arbres
et sont donc trés peu préoccupants pour les cultures. Mais d’autres comme Acyrthosiphon
pisum Harris (puceron du pois) et Sitobion avenae Fabricius (puceron des céréales) vivent
seulement sur des hétes herbacés ou graminés et peuvent donc devenir, une partie ou toute

I’année, des ravageurs des grandes cultures (Williams & Dixon, 2007).



Parthencgenatic generations
(primarily wingless. some
winged migranis)

Summer

Spring

Figure 5. Cycle biologique monoécique des pucerons (Williams & Dixon, 2007).

2.5 Dégats

Les pucerons se nourrissent de la séve élaborée des plantes. Les dégats provoqués
dépendent d’une part du temps passé sur la plante et du nombre de pucerons, d’autre part du

stade de développement et du degré de sensibilité de la plante (INRA, 2010a).
La répartition des dégats se fait en deux catégories :

- les dégats directs liés a la succion de la seve et a la toxicité de la salive ;
- les dégats indirects liés a la transmission des virus et a 1’action des pucerons a la

surface de la plante.

2.5.1 Dégats directs

Le dégat direct le plus important est sans nulle doute le prélevement de séve
phloémienne par le puceron. En effet ce prélévement affaibli la plante et peut conduire a la
mort en fonction de la durée de présence et du nombre de pucerons sur la plante. Nous
pouvons également citer 1’effet phytotoxique de la salive du puceron. Cette phytotoxicité a
des impacts différents selon la plante visée (enroulement, boursouflement, les feuilles
tombent, etc.) (Inra, 2010 ; Dedryver et al., 2010 ; Harmel et al., 2008). Sur blé, un grand
nombre de pucerons, au moment de 1’épiaison, provoquera une diminution du nombre de
grains par €pi mais une infestation plus tardive n’entrainera qu’un mauvais remplissage des
grains. La perte de rendement due a des dégats directs s’éléve a 10% en blé et peut monter

jusqu’a 85% avec les dégats indirects (Inra, 2010).



2.5.2 Dégats indirects

La production de miellat par les pucerons obstrue les stomates et mene a une
colonisation secondaire par des champignons qui réduisent 1’efficacité photosynthétique de la
plante. De plus, ces champignons peuvent rendre les parties consommables impropres a la
consommation (Inra, 2010 ; Dedryver et al., 2010 ; Harmel et al., 2008).

Comme parasites obligatoires, les virus des plantes ont besoin de bouger d’une plante
infectée a une plante saine pour survivre. Cela se fait soit par des moyens mécaniques soit,
dans le cas de la plupart des virus des plantes, par un vecteur biologique comme les insectes,
les nématodes ou les champignons. Les pucerons transmettent de nombreux virus : prés de
50% des virus transmis par les insectes (275 sur 600) sont transmis par les pucerons. Cela fait
des pucerons les vecteurs les plus importants de virus. Les pucerons vecteurs appartiennent a
la famille des Aphididae (Katis et al., 2007 ; Dedryver et al., 2010 ; Harmel et al., 2008). La
spécificité virus-puceron résulte de la reconnaissance entre les virions d’une souche
spécifique et les récepteurs viraux dans les glandes salivaires accessoires d’une espece
particuliere de puceron. De plus les pucerons non-viruliféres sont plus réceptifs aux plantes
infectées qu’aux plantes non-infectées. En effet, les virus modifient le profil volatil de la
plante infectée qui produit des grandes quantités de molécules volatiles, ce qui augmente les

interactions avec les vecteurs (Yu et al., 2013 ; Verheggen & Boullis, 2016).

Quatre périodes sont nécessaires pour boucler le cycle de transmission d’un virus
(Lepoivre, 2003 ; Sutic, 1995) :

- Temps d’acquisition : temps requis par le puceron pour acquérir les virions d’une
plante infectée.

- Période de latence : période entre le temps d’acquisition et le temps d’inoculation.

- Temps d’inoculation : temps nécessaire pour transmettre le virus a une plante
saine.

- Période de rétention: temps pendant lequel le puceron reste capable de

transmettre le virus.

Sur base de la période de rétention par le vecteur, la transmission du virus par les

pucerons a été divisée en trois catégories (Tableau 1)(Katis et al., 2007) :

- Transmission non-persistante : I’acquisition et I’inoculation ne nécessite qu’une

breve péneétration du stylet dans la plante. Il n’y a pas de temps de latence et
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I’entic¢reté du cycle de transmission peut étre complété en quelques minutes. Les
pucerons perdent rapidement la capacité d’inoculer le virus aprés 1’acquisition.
Ex : Potato virus Y.

- Transmission semi-persistante : I’acquisition et I’inoculation requiert une plus
longue période que les virus non-persistants, au moins 15 minutes. Il n’y a toujours
pas de temps de latence mais les pucerons gardent plus longtemps la capacité
d’inoculer une autre plante aprés acquisition (environ 2 jours). Ex : Citrus tristeza
virus.

- Transmission persistante : ’acquisition et 1’inoculation requiert une longue
période. Cette transmission nécessite un temps de latence mais une fois ce temps

écoule, le vecteur garde le virus a vie. Ex : Cereal yellow dwarf virus- RPV.

Il existe également une distinction dans le mode de transmission si les virions sont
circulants ou non-circulants dans le vecteur. Tous les virus transmis de fagon non-persistante
et semi-persistante sont non-circulants, c’est-a-dire se trouvant dans le stylet ou dans
I’cesophage. En comparaison, tous les virus persistants sont circulants, c’est-a-dire que le
virus passe de I’intestin a I’hemacoele et ensuite dans les glandes salivaires accessoires avant
d’étre a nouveau inoculé. Un récapitulatif de ce qui a été dit plus haut se trouve dans le
tableau 1 (Sutic, 1995 ; Katis et al., 2007).

Tableau 1. Phases de transmission d 'un virus (Marchoux, Gognalons, & Sélassié, 2008).

Yirus non-circulants Virus circulants

Non-persistants Semi-persistants Persistants

Acquisition et
inoculation

Eétention

Latence

Spécificité de
transmission

Multiplication du virns
dans I’insecte

Trés bréves

{de I"'ordre de la seconde,

pigires d essai)
Bréve (quelques heures)
Nulle (le puceron est

immeédiatement
infectieux)

Faible (plusieurs espéces
de pucerons transmettent
le virus)

Non

Généralement bréves
(de I'ordre de la minute)

Aszzez longue
(gquelques jours)

Nulle

Etroite (2 2 3 espéces)

Non

Longues (de 'ordre de
I'hevre, dans le phlogéme)

Longue (plus de 6 heures,
parfois toute la vie)
Longue (nécessité d'un

circuit dans le corps de
I'inzecte)

Trés étroite (1 espéce,
VOIT Bhe 1ace)

Oui (pour certains virns)
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3 Virus de la jaunisse nanisante de ’orge ou Barley Yellow Dwarf
Virus (BYDV)

En ce qui concerne le froment, le virus le plus préoccupant est le BYDV qui induit la
jaunisse nanisante, une des maladies des céréales les plus dommageables dans le monde. Ce
virus est classé dans le genre Luteovirus et appartient a la famille des Luteoviridae. 1l existe 4
isolats de BYDV en Chine (GPV, PAV, GAV and RMV). Chaque souche de BYDV est
transmise efficacement par seulement un nombre limité d’espéces de pucerons. Néanmoins,
une espece de puceron peut efficacement transmettre plus d’une souche de virus (Yu et al.,

2013 ; Dedryver et al., 2010).

BYDV est transmis par les pucerons d'une maniére persistante et circulante. Des périodes
d'acquisition et d’inoculation de 48 heures sont nécessaires pour maximiser le taux de
transmission mais une durée minimale d’acquisition du virus de 15 min a été enregistrée (Yu

etal., 2013 ; Katis et al., 2007).

A la fin de I’été, les pucerons des céréales, en particulier Rhopalosiphum padi L. et S.
avenae, acquiérent le virus sur des chaumes, du mais et des graminées fourragéres et le
transmettent aux céréales d’hiver qui ont levé avant la fin des vols des derniers pucerons, en
novembre dans les régions tempérées. BYDV est plus dévastateur quand les cultures sont
infectées des le semis. Les premiers symptémes en orge se manifesteront en février (mortalité
des plantules, jaunissement des feuilles, tallage aberrant) et s’aggraveront au printemps
(mauvaise montaison, faible épiaison et petits grains). Les symptdmes sont moins violents
chez le blé (plantes adultes plus petites et rougissement de la derniére feuille) mais dans les
deux cultures, les baisses de rendement sont les mémes. En France, les pertes de rendement
peuvent aller de 0 a 80% avec une moyenne de 20% dans les champs d’orge plantés tot en
automne. Il n’y a aucun traitement curatif contre le BYDV donc il est indispensable de
combattre le vecteur (Dewar, 2007 ; Poehling et al., 2007 ; Inra, 2010 ; Dedryver et al., 2010).

4 Meéthodes de lutte contre le puceron

Les 2 raisons pour lesquelles il faut controler les pucerons sont : prévenir les degats
directs causés par la succion de la séve et réduire la transmission des virus. La propagation du

virus peut se faire seulement avec quelques pucerons et donc il faut agir t6t pour prévenir la
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transmission. La lutte intégrée ou IPM pour Integrated pest management est d’application et
se définit comme la lutte contre toutes les classes de ravageurs (pathogénes, insectes,
nématodes et adventices) en intégrant les disciplines de protection des cultures (entomologie,
pathologie des plantes, nématologie, science des adventices, etc.) et en n’utilisant qu’en
dernier recours les produits phytosanitaires (Dewar, 2007 ; Helmut F. van Emden, 2007).

Dans la suite, différentes méthodes de lutte seront décrites.

Les pucerons sont 1’une des principales cibles dans le développement de nouveaux
insecticides. Les différentes classes d’insecticides utilisées contre le puceron sont dans 1’ordre
d’apparition : les organophosphorés, les carbamates, les pyréthrinoides et les néocotinoides.
Les traitements appliqués quand les plantes sont jeunes donnent un tres bon retour
économique. Cependant les pulvérisations appliquées sur la culture en croissance ne sont pas
tres persistantes, et donc plusieurs passages doivent étre nécessaires pour donner une
protection suffisante. Les traitements en automne ont besoin d’étre fait jusqu’a ce que les
migrations de pucerons cessent, habituellement en novembre (dans 1’hémisphére Nord).
L’enrobage des semences est également une solution. Cependant, les insecticides cités ont des
effets néfastes sur I’environnement et les organismes alentours. Des phénoménes de résistance
ont également été recensés. C’est pour ces raisons que leur utilisation doit étre gérée de facon
integrée (IPM) en ne les utilisant qu’en dernier recours. Un seuil économique pour le contréle
des pucerons est également utilisé pour guider I’utilisation de pesticides (Dewar, 2007 ;
Helmut F. van Emden, 2007 ; Dedryver et al., 2010 ; Foster et al., 2007 ; Poehling et al.,
2007 ; Inra, 2010).

La lutte culturale regroupe un ensemble de techniques qui diminue les dommages des
pucerons a travers une modification physique et biologique de I1’environnement, a
I’établissement ou durant la croissance de la culture. La Figure 29, dans ’annexe 1, résume

I’ensemble des techniques culturales existantes (Wratten et al., 2007 ; Dedryver et al., 2010).

L’utilisation de variétés de plantes résistantes aux pucerons fait également partie des
moyens de lutte. Trois types de plantes résistantes existent : 1’antixénose comme la couleur
ou le gott de la plante qui est une résistance a la colonisation par les pucerons, 1’antibiose
comme la production de toxines qui a un effet négatif sur la multiplication des pucerons et la
tolérance comme la croissance compensée qui permet la croissance malgré ’attaque des

pucerons mais qui retarde la récolte (Helmut F. van Emden, 2007a).
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Une derniére méthode de lutte contre le puceron est la lutte biologique. Son efficacité a
été prouvée avec certains insectes comme Coccinella septempunctata L. ou Chrysoperla
carnea Stephen et avec des champignons entomopathogeénes. L’emploi de cette lutte se limite
a des cultures a haute-valeur ajoutée comme les Iégumes car le colt économique est un frein a
son utilisation sur des cultures a basse-valeur ajoutée comme les grandes cultures.
Aujourd’hui, des nouvelles solutions commencent & étre proposés pour contrer ce frein et
étendre la lutte biologique a des cultures a basse-valeur ajoutée. De nombreuses études
développent I’utilisation de sémiochimiques et d’¢éliciteurs a grande échelle pour combattre le
puceron. Dans ce travail, je me concentrerai uniquement sur ces deux techniques de lutte (W.
Powell & Pell, 2007).

4.1 Sémiochimiques

411 Généralités

Un sémiochimique est une molécule organique émise par un organisme et porteuse
d’une information olfactive destinée a modifier le comportement ou la physiologie d’un autre
organisme. Les sémiochimiques reprennent les phéromones, les substances allélochimiques et
les huiles essentielles. Les phéromones sont de plusieurs types dont sexuel, d’agrégation,
d’oviposition, territorial ou d’alarme et sont utilisées entre des individus de méme espéce.
Elles représentent 18% des biopesticides commercialisés (Figure 6). Les substances
allelochimiques sont utilisees entre individus d’especes différentes et se divisent en 3
groupes : les allomones qui agissent comme répulsifs ou anti-appétants et qui sont produites
lors de compétition, les kairomones qui ont un effet bénéfique pour I’espéce qui regoit le
signal et les synonomes qui sont bénéfiques a la fois pour 1’émetteur et pour le receveur. Les
molécules volatiles sont interceptées par les sensilles, lieu de résidence des neurones olfactifs,
se trouvant sur les antennes des insectes. L’application des sémiochimiques se fait
principalement selon 2 types de piéges: le piege a grand volume et le piege collant. Le
premier est un récipient contenant un insecticide et ou les insectes s’accumulent dans le fond
du piége. Le deuxiéme est une surface collante généralement de couleur jaune (Cours de 2éme
Master de méthodes alternatives donné par Mr. Verheggen a Gbx Agro-Bio Tech en 2016 ;
Verheggen & Boullis, 2016 ; Arnaud et al., 2003 ; Durieux et al., 2010).
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Phéromones Eve’nemeonts OGM . _
(sémiochimiques) (7 %) Micro-organismes
(18 %) : (36 %)

Produits naturels (dont végétaux) Macro-organismes
{19 %) (20 %)

Figure 6. Répartition des ventes de biopesticides (Copping, 2001).

4.1.2 Les phéromones sexuelles

Les phéromones sexuelles ont pour finalité plus ou moins directe la copulation. Elles
sont libérées par les femelles sexuées (ovipares) qui excitent les méales et augmentent le
succes d’accouplement. Les phéromones sont produites dans les cellules épidermiques
glandulaires situées sous les plagues odorantes des tibias des pattes postérieures. Durant la
libération de la phéromone, la femelle engage un comportement typique d’appel, avec les
pattes postérieures relevées. Les récepteurs olfactifs sont des sensilles placoides se trouvant
dans les rhinaries secondaires sur les antennes des pucerons males. Les rhinaries secondaires
se trouvent principalement sur le troisieme, quatrieme et parfois cinquiéme segment et sont
hautement sensibles aux composants de la phéromone sexuelle (Pickett & Glinwood, 2007 ;
Verheggen & Boullis, 2016 ; Cours de 2éme Master de méthodes alternatives donné par Mr.
Verheggen a Gbx Agro-Bio Tech en 2016 ; Calatayud et al., 2013 ; Hardie et al., 1990).

La phéromone sexuelle des pucerons est composée de (4aS, 7S, 7aR) -nepetalactone (1)
et (1R, 4aS, 7S, 7aR) -nepetalactol (2) qui sont tous deux des monoterpénoides. lls possedent
également des diastéréoisomeres (3 et 4). La nepetalactone est aussi libérée par Nepeta
cataria L. (Lamiacae) et peut-étre réduite en nepetalactol (Pickett & Glinwood, 2007 ;
Verheggen & Boullis, 2016 ; Birkett et al., 2010 ; Pettersson et al., 1990).
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Figure 7. Structures chimiques des composants de la phéromone sexuelle du puceron : (4aS,7S,7aR)-nepetalactone (1),
(1R,4aS,7S,7aR)-nepetalactol (2), (1S,4aR,7S,7aS)-nepetalactol (3), (1R,4aR,7S,7aS)-nepetalactol (4) (Pickett & Glinwood,
2007).

L’espéce Phorodon humuli Schrank utilise uniquement les diastéréoisomeres 3 et 4,
tandis que les autres espéces produisent un mélange de 1 et 2 ou seulement les composés
individuels (Tableau 2). Certaines espéces utilisent seulement le composé 1 comme S. avenae
par exemple. L’addition de nepetalactole inhibe les réponses olfactométriques des males
Sitobion (Pickett & Glinwood, 2007 ; Verheggen & Boullis, 2016 ; Pettersson et al., 1990).

Méme si les composés de la phéromone sexuelle sont importants dans 1’attraction des
males, des études ont démontré que des gynopares (femelles ailées retournant sur la plante
primaire et donnant naissance aux femelles sexuées, les ovipares) étaient également attirées
par ces composés, spécialement quand les ratios spécifiques des especes sont considérés.
Dans ce cas, les gynopares n’ont aucun bénéfice a répondre aux phéromones sexuelles émises
par les ovipares, les 2 composés de la phéromone pourraient donc servir de stimuli
d’agrégation pour localiser les ovipares conspécifiques sur la plante hote (Boullis &
Verheggen, 2016 ; Han et al., 2014 ; Symmes et al., 2012 ; Dewhirst et al., 2008 ; Zhu et al.,
2006 ; Powell & Hardie, 2001 ; Lilley & Hardie, 1996). Fernandez-Grandon et al. (2013) ont
démontré que des concentrations de 1 mg.ml™ ou plus de nepetalactol et nepetalactone
suscitaient une réponse électrophysiologique significative a partir des antennes des
virginopares Myzus persicae Sulzer (les virginopares étant les femelles ailées migrant vers
I’hote secondaire au printemps et se reproduisant parthénogeniquement tout 1’été). Il a
également été démontré que les virginopares de M. persicae montraient un comportement

d’évitement de la nepetalactone & forte dose (10 mg.ml™).
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Pour finir, des études ont montré I’attraction de la nepetalactone sur les ennemis

naturels des pucerons : les coccinelles comme Harmonia axyridis Pallas et les chrysopes

comme Chrysopa, Peyerimhoffina ou Nineta. Citons également que les femelles parasitoides

peuvent utiliser la phéromone sexuelle comme une kairomone pour localiser I’hdte puceron

(Leroy et al., 2012 ; Koczor et al., 2015 ; Boo et al., 1998 ; Zhu et al., 2005).

En conclusion, les phéromones sexuelles ont un potentiel pour le monitoring et le

contréle des populations de pucerons. Dans les essais en champs, la nepetalactone seule sera

utilisée.

Tableau 2. Ratios lactone : lactol libérés par les femelles de quelques espéces de puceron (Boullis & Verheggen, 2016).

Common name

Species name

Eatio lactone : lactol

Reference

Graentug

Dramson bop aphid
Vetch aphid

Pea aphid
Black-bean aphid
Peach-potato aphid
Black-berry cerezl aphid
Chrrant aphid

Bird cherry-oat aphid
Grain aphid

Cabbagze aphid
Peach aphid

Spiraea aphid

Paotato aphid
Sovbean aphid
Lettuce aphid

Peach aphid

Applke grass aphid
F.osy apple aphid

Mealy plum aphid
Leaf-curl phm aphid

Tea aphid

SchEaphis grasmimum Fondani
Fhorodon hunmli

Megoura viciae

Acyrthesiphon piswm

Aphis fabae

Myzus persicae

Sitebion fragarige Waker
Crypiomyzus spp.

Rhopalasiphum padi

Sitobion avenae F.

Brevicoryne braszicae
Tuberocephalus momani Matswmra
Aphis spirascola

Muacrosiphum euphorbige Thomas
Aphic glicines

Nasonovia ribis-nigrd hMoseley
Charus mritus Walker
Rhopalasiphum scriwm
Dysaphic plantaginea

Hyvalopterus pruni Geofffey
Brachycaudus helichrysi Eakenbach

Toxaptera auranni Fonscolmmbe
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Dawson et al 1988
Camphel et al 1990
Hardie et al 1900
Dawson et al 1980
Dawson et al 1980
Dawson at al 1990
Hardis et al 1952
Guldemond et al 1993
Hardie et al 19043
Lilley et al 1994/93
Gabrys et al 1997
Boo et al 2000

Teom et al 2003
Goldansaz et al 2004
Zhm et al 2006
Dewhirst 2007
Dewhirst 2007
Dewhirst 2007
Stewart-Jones et al 2007
Dewhirst et al 2008
Symmes et al 2012
Synmnes et al 2012
Han et al 1014

= Diasteraizsomers 11T and IV of napetalactol, = Field-collacted oviparas, ¥ Lab-reared oviparas,

* Diffarences batwean strains, ¥Changes Imked with aphud ags

4.1.3 Synonome : Salicylate de méthyle

Quand des pucerons se nourrissent d’une plante, celle-ci produit 3 composes

hexenal, Beta-caryophyllene et salicylate de méthyle. Des études ont démontré

. (E)-2-

que le

salicylate de méthyle était produit notamment par Prunus padus L. comme réponse a

I’alimentation des pucerons (figure 9). La molécule agit comme un stimulus de décollage et

empéche la venue d’autres migrants. Elle joue donc le role d’agent de défense induite de la
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plante. Le salicylate de methyle augmente le mouvement des pucerons, ce qui augmente
I’exposition aux prédateurs. La mobilité réduit également le temps passé sur les sites de
reproduction, avec un effet négatif sur la reproduction et donc la croissance de la population.
Cela démontre que le méthyle joue un role dans 1’écologie comportementale de R. padi, et
démontre son potentiel pour le contréle des pucerons (Pettersson et al., 1994 ; Ninkovic et al.,
2003 ; Sunderland et al., 1986 ; Pickett & Glinwood, 2007).

Des études ont montré également que les prédateurs et les parasitoides localisaient leurs
hotes en utilisant les sémiochimiques émis par leurs hotes ou par les plantes infestées de leurs
hotes. La coccinelle Coccinella septempunctata L., est attirée par la libération de salicylate de
méthyle par la plante infestée de pucerons. D’autres prédateurs sont également attirés par la
molécule comme les punaises ou les syrphes. Le salicylate de méthyle est donc bien une
synonome, puisqu’elle est bénéfique a 1’émetteur (plante infestée de pucerons) et au receveur
(insectes auxiliaires) (Zhu & Park, 2005 ; James, 2003 ; De Moraes et al., 1998 ; Durieux et
al., 2010).

4.2 Eliciteurs

Un éliciteur est un composé, dérivé d’agents pathogenes, de parasites ou de micro-
organismes bénéfiques, qui est reconnu par la plante et qui stimule les défenses de celle-ci,
défenses qui peuvent étre systémiques ou locales. Les éliciteurs sont principalement d’origine
naturelle et sont donc appelés a croitre dans les années futures comme agents de lutte
biologique (Henry et al., 2012). Les éliciteurs peuvent étre classés en 2 catégories : les

éliciteurs spécifiques et les éliciteurs généraux.

4.2.1 Eliciteurs généraux

Les éliciteurs généraux (ou non spécifiques) sont impliqués dans I’immunité innée
primaire ou résistance générale car ce mécanisme de défense vise tous les agents pathogénes.
IIs incluent les produits chimiques, les Microbes-Associated Molecular Patterns (MAMPS) de
micro-organismes non pathogenes, les Damage-Associated Molecular Patterns (DAMPS)
provenant des surfaces de plante et résultant de I’action de 1’agent pathogéne et les Pathogen-
Associated Molecular Patterns (PAMPS) de micro-organismes pathogénes. La détection des
éliciteurs généraux conduit a I’activation de la résistance basale ou PTI ( PAMP-Triggered

Immunity) qui déclenche une série de réactions (figure 10A) (Henry et al., 2012).
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Les PAMPs représentent les structures qui sont essentielles pour la vie des micro-

organismes. Cela inclut les constituants de la surface de la cellule, les enzymes ou les
protéines localisées dans le cytoplasme. Ce sont donc des oligosaccharides, des glycopeptides
et des peptides. Les PAMPs sont reconnus par les cellules de la plante grace a des récepteurs a
haute affinité comme les récepteurs de type kinase « receptor-like kinases » ou des récepteurs
membranaires « receptor-like protein ». L’ensemble de tous les récepteurs porte le nom de
Pattern Recognition Receptors ou PRRs. (Henry et al., 2012 ; Benhamou & Picard, 1999 ;
Benhamou, 2012).
La plante peut également détecter la présence d’un pathogene par des composés endogenes
(DAMPs) comme des morceaux de barriéres structurales ou des macromolécules, digérées par
des enzymes produites par 1’agent. Les oligogalacturonides sont les éliciteurs endogénes les
plus efficaces (Henry et al., 2012 ; Benhamou & Picard, 1999).

4.2.2 Eliciteurs spécifiques

Les eliciteurs spécifiques (ou effecteurs) sont formés par des pathogenes spécialisés et
fonctionnent seulement avec les plantes portant le gene de résistance. Les pathogénes
spécialisés surmontent la résistance basale ou PTI en délivrant des protéines effectrices de
virulence ou de I’ADN dans les cellules de 1’héte qui inhibent les voies de signalisation et la
synthese de composés de défense. Il n’y a donc pas d’immunité innée primaire mais bien une
immunité innée secondaire ou ETI (Effector Triggered Immunity) qui se base sur des géenes
spéecifiques de résistance (R). L’effecteur reconnu est appelé protéine d’avirulence (Avr)
(Figure 8B). L’interaction entre les protéines d’avirulence du pathogéne et les protéines de
I’hote est appelée résistance « génes pour génes ». Cette interaction méne notamment a une
mort cellulaire programmée des tissus infectés pour limiter ’infection. Ce phénomeéne est
appelé réaction d’hypersensibilité (HR). Ensuite une résistance locale acquise se met en place
sur le site d’infection. Pour finir, des signaux seront envoyés dans toute la plante pour mettre
sur pied un ensemble de molécules de défense. (Henry et al., 2012 ; Jourdan et al., 2008 ;
Klarzynski & Fritig, 2001).
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Figure 8. Les différents éliciteurs généraux en A et les éliciteurs spécifiques en B (Henry et al., 2012).

4.2.3 Immunité systémique des plantes

Les éliciteurs généraux meénent a une défense qui peut étre localisée ou systémique.
Quand une résistance est établie dans les tissus entourant le site initial d’infection, on parle de
résistance acquise localisée (LAR) (Figure 9A). Cependant la perception d’un pathogéne peut
entrainer la libération de signaux se répandant dans la plante et induisant une résistance
systémique acquise (SAR) (Figure 9B). Le salicylate de méthyle, le jasmonate, 1’acide
azelaique et un diterpenoide sont des molécules impliquées dans ’activation de la SAR qui se
traduira par une accumulation d’acide salicylique et de protéines PR (Pathogenesis-Related).
SAR est associé a la perception d’¢liciteurs provenant de pathogénes avirulents, des DAMPs
ou des composés biologiques. Par contre, la perception d’éliciteurs provenant de micro-
organismes non pathogénes (MAMPS) entrainera une résistance systémique induite (ISR). Ces
microbes permettent un priming c’est a dire une mise en alerte de la plante qui lui permet de
réagir plus vite et plus efficacement a une agression (Figure 9B). Les meilleurs micro-
organismes provoquant cette résistance sont regroupés dans les PGPR (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria) comme Pseudomonas ou Bacillus ou des champignons antagonistes
comme Trichoderma ou Pythium. ISR et SAR ont tous les deux des effets sur les maladies
provoquées par les virus, les bactéries et les champignons (Henry et al., 2012 ; N. Benhamou
& Picard, 1999).
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Figure 9. Immunité innée primaire menant a une résistance localisée (A) et/ou une résistance systémique (B) (Henry etal.,
2012).

La mise en place des mécanismes de défense suit une séquence de 3 étapes: la
reconnaissance du pathogene, la transduction du signal et I’expression des mécanismes de
défense.

Reconnaissance

La perception de I’éliciteur (général ou spécifique) par les cellules de la plante se fait
grace a des interactions de surface. Ensuite, il y a émission d’un signal dans la plante (Henry
etal., 2012).

Transduction du signal

La deuxiéme phase est la transduction du signal qui propage la résistance a toute la
plante en provoquant I’expression des génes de résistance. Quelques secondes voire minutes
aprés la perception du pathogéne, une entrée massive de Ca®* se produit et conduit & une
dépolarisation de la membrane plasmique et a une alcalinisation du milieu extracellulaire.
Ceci provoque la production d’H,0O,, une activation des MAPs kinase, une activation des
protéines G et une modification des flux ioniques (Klarzynski & Fritig, 2001 ; Benhamou &
Picard, 1999 ; Benhamou, 2012 ; Henry et al., 2012).

Ensuite, les voies de signalisation régulées par trois hormones végétales se mettent en place :

- L’acide salicylique, dérivant de la phénylalanine, est une des voies principales de

la SAR. Une des fonctions possibles de cet acide est d’inhiber I’activité de la
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catalase, enzyme qui dégrade H,0,, qui conduit a I’augmentation de cette espéce
oxydante dans la cellule. Cette voie conduit également a la production de protéines
PR. L’acide salicylique a une synergie négative sur 1’acide jasmonique (Henry et
al., 2012 ; Benhamou, 2012 ; Durner et al., 1997 ; Blanchard & Limache, 2005).

- L’acide jasmonique et I’éthyléne codent tous les deux pour des protéines de stress

comme la défensine ou la thionine. L’ISR dépend de I’acide jasmonique et de
1’éthyléne (Benhamou, 2012).

L’acide jasmonique, synthétis€¢ a partir d’acide linoléique, conduit a une
accumulation de phytoalexines (Blanchard & Limache, 2005 ; Dixon et al., 1994).
L’¢thyléne, a une concentration élevée, peut inhiber la biosynthese de métabolites
secondaires, tandis qu’une faible concentration promeut la production de
métabolites comme les phytoalexines. Elle intervient également dans la production
de protéines PR (Mishra et al., 2012 ; Knoester et al., 1998).

- La production d’espéces oxydantes joue un role important dans la mise en place de

la résistance (Benhamou, 2012).

Expression des mécanismes de défense

L’expression des mécanismes de défense va limiter ou inhiber la pénétration du
pathogene dans les tissus de la plante grace a plusieurs mécanismes. Tout d’abord, la mise en
place de barriéres physiques pour ralentir la progression du pathogéne (épaississement des
parois, callose, protubérances appelées papilles au niveau du site d’infection, etc.). Ensuite la
production d’espéces oxydantes comme 1’anion superoxyde, le radical hydroperoxyl ou le
peroxyde d’hydrogene (H,O,) conduit & la synthése de phytoalexines, & un déepét de lignine, et
a une production d’enzyme hydrolytique. Ce mecanisme est & double tranchant car ces
molécules sont toxiques pour la cellule. Citons également la synthese de protéines PR qui ont
un effet antimicrobien direct (chitinase et glutanase) ou un effet indirect (osmotines et
permatines). La chitinase ou la glucanase ont par exemple des effets sur les parois des
champignons. Il y aussi les phytoalexines, composes antimicrobiens, lypophiles et de faible
poids moléculaire qui se concentrent au niveau du site de I’infection et qui ont également un
effet antimicrobien. Citons pour finir, les inhibiteurs de protéases qui inactivent les enzymes
protéolytiques (Henry et al., 2012 ; Benhamou & Picard, 1999 ; Benhamou, 2012 ; Jourdan et
al., 2008 ; Achuo et al., 2004 ; Dixon et al., 1994).
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424 SDN

Dans un contexte ou la protection de I’environnement devient de plus en plus
préoccupante, le développement de SDN ou stimulateurs de défense naturelle est une stratégie
qui se développe de plus en plus. Un SDN est un éliciteur capable de stimuler I’expression de
la résistance chez une plante. Les SDNs sont principalement d’origine naturelle (Tableau 5,
annexe 1) mais il existe aussi des SDN de synthese comme le Bion, 1’acibenzolar-S-methyl
(ASM), I’acide B-aminobutyrique (BABA) et la cis-jasmone (Aveline, 2009 ; Benhamou,
2012 ; mou, 2013 ; Wiesel et al., 2014).

4.2.4.1 Bacillus

Les espéces de Bacillus sont des bactéries gram-positives de la famille des Bacillaceae.
Ils sont omniprésents dans la nature et comprennent des especes biologiquement et
écologiquement diverses, allant de celles bénéfiques pour les plantes économigquement
importantes, aux especes pathogénes qui nuisent aux humains (Boottanun et al., 2017 ; Niazi
etal., 2014).

Les Bacillus sont des PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) car ils sont
bénéfiques pour les plantes et cela pour 3 raisons. La premiére est une grande efficacité a
coloniser les racines, ce qui est une condition préalable a une compétition efficace pour
I'espace et les nutriments (C, N, Fe) dans la rhizosphére. Le second est leur forte activité
antagoniste vis-a-vis de divers agents pathogenes végétaux, qui repose sur la sécrétion
d'antimicrobiens hautement actifs. Le troisieme est leur capacité a déclencher une réaction
immunitaire dans les tissus végétaux conduisant a un état de résistance qui rend I'néte moins
sensible a une infection subséquente (résistance systémique induite ou phénomeéne ISR)
(Cawoy et al., 2014).

Les Bacillus produisent 3 familles de lipopeptides non-ribosomiques : la surfactine,
I’iturine et la fengycine. Ces lipopeptides ont une activité antagoniste sur une serie de
phytopathogénes comme les bactéries, les champignons et les oomycétes mais également une
interaction bénéfique avec les plantes en stimulant les mécanismes de défense de 1’hote

(Cawoy et al., 2014 ; Ongena & Jacques, 2007).

Les surfactines sont de puissants biosurfactants formant des biofilms et empéchant le
développement d’agents pathogenes. L’iturine a une action antifongique contre une grande

variéte de champignons et levures. Pour terminer, la fengycine a une forte activité
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antifongique, surtout contre les champignons filamenteux. La fengycine et la surfactine
peuvent interagir avec les cellules de la plante et induire une résistance systémique induite
(ISR) (Ongena & Jacques, 2007 ; Ongena et al., 2007 ; Zhi et al., 2017).

Les especes de Bacillus sont plus faciles a cultiver que les autres bactéries de
biocontrole. Ils peuvent produire des spores qui leur permettent de résister a des conditions
environnementales négatives et qui permettent de les formuler et de les stocker facilement
dans des produits commerciaux. Les produits a base de Bacillus représentent la classe la plus
importante de produits a base de micro-organismes. Bacillus thuringensis subsp. israelensis
est de loin le bioinsecticide, a base de micro-organismes, le plus utilisé dans le contréle des
insectes ravageurs de culture (Reva et al., 2004 ; Pérez-Garcia et al., 2011 ; Choudhary &
Johri, 2009)..

Cette espece de Bacillus est mieux adaptée a la colonisation de la rhizosphere que les
autres especes de Bacillus. 8.5% de son génome est dédié a la synthése de métabolites comme
des lipopetides : surfactine, fengycine, bacillomycine D, polykétide et la bacilysine. La
présence de Bacillus amyloliquefaciens dans la rhizosphére a trois effets : il est antagoniste
des organismes nuisibles et des agents pathogenes, il promeut la nutrition et la croissance de
la plante en produisant de I’acide B indolacétique (IAA) et stimule les défenses de la plante
hote notamment a travers 1’activation de I’ISR. La protection résultant de I’ISR a été prouvée
contre des agents fongiques et bactériens, des virus systémiques, des nématodes ou des
maladies. lls ont un grand impact sur les champignons du sol, en serre ou de post-récolte en
inhibant leur croissance (Ruckert et al., 2011 ; Boottanun et al., 2017 ; Pérez-Garcia et al.,
2011 ; Calvo et al., 2016 ; Choudhary & Johri, 2009).

4242 Alternaria tenuissima Wiltshire

Les especes d’Alternaria sont des champignons saprophytes qui se retrouvent dans le
sol ou sur les tissus de plantes en déclin. Des chercheurs ont trouvé que ces champignons
étaient des agents pathogenes communs sur un certain nombre de plantes dans différentes
parties du monde. Ces pathogénes causent une série de maladies a importance économique. Ils
sont notamment des pathogenes du blé ou ils causent la rouille et ou ils peuvent infecter les
grains de céréales en produisant des toxines dangereuses pour les plantes, les animaux et la
santé humaine (Gannibal et al., 2007 ; Mao et al., 2010).
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Les espéces d’Alternaria ont 2 fonctionnalités : la production de mélanine, spécialement
dans les spores, et la production de toxines spécifiques a 1’hote dans le cas des espéces
pathogenes. La mélanine contribue non seulement a la virulence a travers le fonctionnement
de I'appressorium, mais agit également comme un piége des radicaux libres d'oxygeéne, qui
peuvent étre des composants de la défense de I'nGte contre I'entrée des agents pathogénes
(Mao et al., 2010). Les espéces d’Alternaria ont des modéles d'infection similaires. Dans des
conditions favorables, les spores dormantes produisent des germes. Par la suite, les tubes
germinatifs pénetrent par les stomates, la cuticule ou les plaies avec ou sans formation
d'appressorium. Les cutinases et les lipases contribuent a I'établissement d'une infection (Mao
et al., 2010).

La défense de la plante contre les champignons nécrotrophes passe par la production
d’espéces réactives d'oxygene, la production de métabolites antimicrobiens, tels que les
phytoalexines, la formation de papilles, I'induction de voies de signalisation régulées par les
phytohormones, principalement 1'acide jasmonique (JA) et la réaction d’hypersensibilité qui
provoque la mort cellulaire (Kulye et al., 2012).

Dans la suite, deux protéines élicitrices produites par A. tenuissima (Hrip 1 et peaT 1) seront
décrites.

Hrip 1 est une protéine élicitrice qui provoque la formation de lésions nécrotiques
imitant une réaction d’hypersensibilité. Hripl induit plusieurs mécanismes de défense aprés
infiltration dans les feuilles de tabac : flux de calcium, alcalinisation, activation de la protéine
kinase. Cette protéine déclenche également la production de H,O, et de NO. Les dommages
cellulaires a la zone de contact ne se produisent que quelques heures plus tard. Apres
plusieurs jours, une résistance systémique acquise (SAR) est mise en place. Les cellules des
plantes de tabac qui ont percu Hripl ont généré une cascade de signaux agissants et ont
provoque I'expression coordonnée de réponses de défenses spécifiques de maniére similaire a
I'nypersensibilité au virus de la mosaique du tabac. Seuls quelques nanogrammes suffisent a

induire une nécrose des tissus (Kulye et al., 2012).

Hrip 1 joue également un role dans les réponses aux stress abiotiques et biotiques.

Peng et al., 2015 suggeérent que I’expression de Hrip 1 dans Arabidopsis améliore la résistance
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aux maladies mais aussi améliore la tolérance au sel et a la sécheresse en améliorant la
hauteur de la plante, la longueur des siliques, le poids sec de la plante, la germination des
graines et la longueur des racines (Peng et al., 2015).

PeaT 1 est une protéine élicitrice identifié comme une protéine acide et stable a la
chaleur. Elle induit une résistance systémique acquise (SAR) au virus de la mosaique du tabac
(TMV) dans les plantes de tabac mais ne provoque pas de réponse hypersensible. Elle permet
une réduction significative du nombre et de la taille des Iésions TMV sur des feuilles de tabac.
De plus, une PCR a révélé que peaT 1 induit I’accumulation de protéines PR qui sont la
conséquence d’une SAR. Une accumulation d’acide salicylique a été également signalée, voie
de signalisation d’une SAR. De plus, Mao et al., 2010 ont constaté qu'il existe des sites
contraignants de nature protéinique pour peaT 1 sur la membrane plasmique du tabac. Il peut
y avoir des récepteurs de protéines sur la cytomembrane du tabac qui peuvent se lier avec
peaT 1 et traduire les signaux dans le cytoplasme pour induire la SAR (Mao et al., 2010 ;
Zhang et al., 2011).

5 Conclusion

Dans le contexte actuel, nous devons utiliser des moyens de lutte plus proche de
I’environnement. L’utilisation de sémiochimiques et de stimulateurs de défense naturelle en
sont un bon exemple. Dans ce présent travail, I’impact des sémiochimiques (Nepetalactone et
Salicylate de méthyle) et des éliciteurs (combinaison de Hrip 1/PeaT 1 et Bacillus
amyloliquefaciens) sur les populations de pucerons et sur la transmission du virus BYDV sera
étudié.
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I11. Objectifs du travall

L’objectif principal de ce travail était de limiter la transmission du barley yellow dwarf
virus (BYDV) par le biais de plusieurs molécules sémiochimiques (nepetalactone et salicylate
de méthyle) et élicitrices (Bacillus amyloliquefaciens Fukomoto, Hrip 1 et peaT 1). Pour ce
faire, cette étude a été reéalisée en deux phases : la premiére en laboratoire et la deuxiéme en

champs. La phase en laboratoire s’est elle-méme divisée en plusieurs manipulations :

- Etude de comportement de S. avenae face a plusieurs concentrations de
nepetalactone (0.1%, 1% et 10%).

- Etude de comportement de S. avenae face a 1’éliciteur Hrip 1.

- Mesure du taux de transmission du virus BYDV-PAV, par S. avenae en fonction

de I’élicitation d’un plant de froment avec Hrip 1.

Ce travail a été cléturé par un essai en champs de froment d’hiver dans la province du
Shandong (République populaire de Chine) ou une étude de I’évolution des pucerons et une
mesure du taux de transmission de BYDV-PAV et BYDV-GAV en fonction de six
traitements (nepetalactone, salicylate de méthyle, peaT 1, peaT 1/salicylate de méthyle,
Bacillus amyloliquefaciens et contréle) ont été réalisées.
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V. Partie expérimentale

1 Matériels et méthodes

1.1 Essais en laboratoire

1.1.1 Froment

La plante utilisée dans les différentes manipulations en laboratoire était le froment de la
variété Cellule. Triticum aestivum L. a été semé dans des pots en plastique de 8 x 7 cm de c6té
remplis de terreau (La plaine chassart, Wagnelée, Belgique). Ces pots ont ensuite été placés

dans des bacs dans une chambre climatisée (24 + 1°C ; 60 £ 5 % HR ; 16h de jour).

1.1.2 Puceron

Sitobion avenae Fabricius a été élevé sur froment dans une cage moustiquaire carrée de
45 cm de cOté, dans une chambre d’¢levage (20 + 2°C ; 60 £ 5 % HR ; 16h de jour). C’est une
souche sensible maintenue en laboratoire et provenant de 1’ Académie Chinoise des Sciences
Agricoles (CAAS).

1.1.3 BYDV-PAV

La souche de barley yellow dwarf virus (BYDV) utilisée était la souche BYDV-PAV.
Des plants de froment virosés ont été fournis par ’unité de Phytopathologie de Gembloux
Agro-Bio Tech. Les plants ont ensuite été maintenus a une température de 20 + 2°C (60 +5 %
HR ; 16h de jour). Un test DAS-ELISA a été effectué sur ces plants de froment virosés selon
le protocole de Agdia (Elkhart, Etats-Unis) pour vérifier leur virulence (annexe 2.1). Par
contre, la partie révélation a été modifié suivant le protocole de Merck (Darmstadt,

Allemagne) (annexe 2.2).

1.1.4 Nepetalactone

La nepetalactone a été synthétisée par I’'unité de Chimie Analytique de Gembloux Agro-
Bio Tech. La pureté de la nepetalactone était de 93%. Elle a par la suite été diluée dans de
I’huile de paraffine pour obtenir trois concentrations différentes : 0.1%, 1% et 10%.
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115 Hrip1l

L’éliciteur Hrip 1, de concentration 2 mg.ml™, a été fourni par I’ Académie Chinoise des
Sciences Agricoles (CAAS). Cet éliciteur a été purifié a partir du champignon Alternaria

tenuissima Wiltshire.

1.1.6 Etude de comportement de S. avenae face a différentes concentrations de
nepetalactone

Cette étude de comportement a été réalisée a 1’aide d’un tube en Y en verre (diametre :
1cm, longueur de la tige : 12 cm et longueur des bras : 10cm) dont chaque branche était reliée
a une cuve en verre de 4 L (Figure 11 & 12). Un flux de 190 ml.min'1, provenant d’une
pompe et passant dans un filtre a charbon, était insufflé dans chacune des cuves. Dans une
cuve, se trouvait la plante témoin (c’est-a-dire sans nepetalactone) et dans 1’autre cuve se
trouvait la plante avec la nepetalactone (Figure 10 et 11). Les plants étaient au stade 3 feuilles
et les pots étaient recouverts d’aluminium pour éviter toute contamination de 1’air avec des

odeurs de terre et/ou de plastique.

Un nettoyage du tube en Y et une inversion des cuves ont été réalisés tous les 5

pucerons a I’aide d’hexane. Par contre, le sémiochimique a été changé tous les 10 pucerons.

Cette expérience a été réalisée avec 30 pucerons pour chacune des concentrations en

nepetalactone précitées. Le sémiochimique était diffusé a 1’aide d’un dispenseur de 100 pl.

L’expérience a été réalisée avec 1 puceron a la fois et des observations ont été réalisées
sur une durée de 5 minutes, a partir du moment ou il rentrait dans la zone neutre. Pendant

cette période de temps, 3 parametres ont été analysés :

- Quelle est la premiére zone choisie ?
- Quelle est la derniere zone choisie ?

- Quelle est la zone ou le puceron a passé le plus de temps ?

Pour ce faire, le tube en Y a été divisé en 3 zones (Figure 12). La premiere zone était la
zone neutre (N) ; la deuxieme (A) et la troisieme (B) zone correspondaient a la zone contrdle

ou nepetalactone car dépendant de la modalité présente dans la cuve reliée a la branche.
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Figure 11. Dispositif du test de comportement Figure 10. Zoom sur la cuve contenant les plants
de froment et le diffuseur a nepetalactone

Figure 12. Tube en Y avec les 3 zones (N, A et B)

1.1.7 Etude de comportement de S. avenae face a I’éliciteur Hrip 1

Les graines de froment de la variété Cellule ont été plongées dans I’éliciteur Hrip 1
pendant 24h et 4 température ambiante. La concentration de 1’éliciteur était de 60 pg.ml™. En
ce qui concerne le témoin, les graines étaient uniquement plongées dans de 1’eau distillée.
Aprés 24h, les graines élicitées et témoins ont été plantées en nombre de 3 graines dans des

pots en plastique de 8 x 7 cm remplis de terreau (La plaine chassart, Wagnelée, Belgique). Les
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pots ont ensuite été placés dans une chambre climatisée (24 + 1°C; 60 £ 5 % HR ; 16h de

jour). Les plantes ont été arrosées abondamment.

Au stade 3 feuilles (~14 jours), les plants ont été pulvérisés avec une solution Hrip 1 (60
pg/ml de Hrip 1 ; eau distillée ; Tween 20). La pulvérisation de 1’éliciteur a été réalisée, a

I’aide d’un pulvérisateur en verre, jusqu’a atteindre le point de ruissellement.

Les plants ont été utilisés pour les tests de comportement 2 jours apres la pulveérisation.
Le reste du protocole était identique a celui du test de comportement avec la nepetalactone. Le

déroulement de 1’expérience et la prise d’observations étaient identiques.

1.1.8 Analyses statistiques

Un test de conformité d’une proportion a été effectué pour les trois parameétres observes
la premiére zone choisie, la derniere zone choisie et la zone ou le puceron a passé le plus de
temps). Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide de Minitab® 17 (State College,
Pennsylvania, USA).

1.1.9 Mesure du taux de transmission du virus BYDV-PAV face a ’élicitation par Hrip 1

Les graines et les plants de froment ont subi le méme procédé que le test de
comportement face a 1’élicitation par Hrip 1 (cf. 1.1.7). Les seules modifications étaient

I’ajustement a 1 plant par pot et I’utilisation des plants élicités 1 jour aprés la pulvérisation.

Une centaine de pucerons apteres S. avenae ont été placés sur la plante virosée par
BYDV-PAV, pendant 5 jours, pour laisser les pucerons acquérir le virus et compléter leur

phase de latence (Lepoivre, 2003).

Apreés 5 jours, 1 puceron aptere a été placé sur chacun des plants témoins et élicités.
Ensuite un sac en plastique a été disposé autour de chaque plant pour éviter des déplacements
de pucerons entre les plants (Figure 13). Cette expérience a été réalisée sur 32 plants témoins
et 32 plants élicités séparées dans des cages moustiquaires différentes. Les pucerons ont
également été laissés 5 jours pour laisser le temps nécessaire aux pucerons de transmettre le
virus. L’ensemble a été placé dans une chambre climatisée a 20 £ 2°C (60 £ 5 % HR ; 16h de

jour).
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Figure 13. Plant de froment élicité avec Hrip 1 + 1 puceron infecté par BYDV-PAV
Aprés 5 jours passes sur les plants, les pucerons ont été tués a 1’aide de I’insecticide
‘Karate Garden Spray’ (0.015 g/l lambda-cyhalothrine). Ensuite, les plants ont été incubés
dans une chambre climatisée (20 + 2°C ; 60 + 5 % HR ; 16h de jour) et arrosés abondamment

pendant trois semaines. Apres ce délai, un test DAS-ELISA a été réalisé.

1.1.9.1 Analyses statistiques

Les échantillons positifs et négatifs ont été dénombrés sur les plaques ELISA. Ensuite
un test chi-carré a éteé effectué. Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide de Minitab®
17 (State College, Pennsylvania, USA).

1.2 Essais en champs

1.2.1 Froment

Le froment de la variété Tai Mai 198, a été semé a une densité de 9 kg/mou (1 mou=666
m?) au mois d’octobre et a été récolté dans la semaine du 5 au 10 juin 2017. Le précédent
cultural était le mais. Aucun pesticide n’a été utilisé sur le champ pendant toute la durée de la
culture. Par contre le fermier a fertilisé son champ a 2 reprises : une premiere fois en octobre
avec 50 kg de NPK (Azote, Phosphore et Potassium) avec une proportion de 14 :15 :16 et une

deuxiéme fois avec 20 kg d’urée.
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122 PeaTl

Le produit commercial utilisé était une poudre mouillable contenant 3% de protéines
élicitrices (peaT 1) et 3% d’aminooligosaccharides. Le sachet d’une contenance de 15 g est
utilisable pour 100 m?. Le produit a été fourni par Iinstitut de Protection des Plantes de la

CAAS (Académie Chinoise des Sciences Agricoles) a Pékin.

1.2.3 Bacillus amyloliguefaciens Fukomoto

La bactérie, Bacillus amyloliquefaciens, fournie par I'unit¢é de Bio-Industries de
Gembloux Agro-Bio Tech a été mise en culture sur un milieu approprié (30 g/l bactopeptone ;
20 g/l saccharose ; 1.9 g/l extrait de levure ; 1.9 g/l KH,PO,; 0.001 mg/l CuSO, ; 0.005 mg/I
FeCl3.6H,0 ; 0.004 mg/l NaMoOy ; 0.002 mg/l K1 ; 3.6 mg/l MnSQO4.H,0 ; 0.45 g/l MgSQOy ;
0.014 mg/l ZnSO,4.7H,0 ; 0.01 mg/l H3BO3; 10 mg/l Acide citrique). Le pH a ensuite été

ajusté a 6.8.

Les cultures ont été réalisées avec 5 ml d’une pré-culture effectuée dans le méme milieu

pendant la nuit.
La bactérie a ensuite été inoculée sous agitation sur un agitateur rotatif pendant 48h a

28°C.

A la fin du temps d’inoculation, la densité bactérienne a été surveillée en mesurant la
turbidité (OD) a 600 nm et convertie en concentration cellulaire sachant qu’une unité a été

calculée en utilisant la relation OD 600 nm correspond & 1,5.10® UFC/ml.

Les cultures ont été centrifugées (15 min, 13000 g) et le culot cellulaire remis en
suspension dans un volume d’eau de peptone stérile (0.5 g/l bactopeptone, 5 g/l NaCl et tween
80) pour obtenir 10" cellules/ml.

1.2.4 Nepetalactone

La solution nepetalactone/huile de paraffine qui a été dispensée dans les parcelles
contenait 1% de nepetalactone a pureté 93%. Celle-ci a été synthétisée par 1’unité de Chimie

Analytique de Gembloux Agro-Bio Tech.
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1.2.5 Salicylate de méthyle

Le salicylate de méthyle a été fourni, sous forme de granulés, par I’unité de Protection
des Plantes de la Shandong Agricultural University. Ceux-ci étaient composés de salicylate de
méthyle (32%), d’alginate de sodium (1%), d’huile de tournesol (12%) et d’eau (55%).

1.2.6 Mise en place de Pessai

Le terrain ou s’est déroulé les essais se situait dans la ville de Tai’an, dans la province
du Shandong, en République populaire de Chine. Les cordonnées exactes du terrain étaient
35°54°Nord, 16°08’Est.

Les dimensions du champ étaient de 65 m de largeur pour 100 m de longueur. Un demi
meétre a été soustrait au Nord et au Sud, 7 m a I’Ouest et 10.5 m a I’Est pour créer des zones
tampons et pour des raisons de facilite de disposition des différentes modalités. Cette
soustraction faite. Ce champ a été divisé en 18 parcelles de 10 x 10 m (Figure 14). Une
distance de 9 m horizontalement et de 8 m verticalement entres les modalités a été respectée.
Chaque traitement (nepetalactone, peaT 1, salicylate de méthyle, Bacillus amyloliquefaciens,
peaT 1 + salicylate de méthyle et contrdle) a été répété sur trois parcelles distinctes. Le
dispositif expérimental qui a été sélectionné est un bloc aléatoire complet comprenant trois

blocs verticaux. Chaque bloc comprenant les 6 modalités.

Le champ était accolé au Nord et a I’Est par des champs de froment, a une route et a un
champ de choux puis de mais a 1’Ouest, et d’un muret séparant le champ de blé d’un champ
d’ail au Sud.
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Figure 14. Représentation du champ de froment et du dispositif expérimental
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1.2.7 Traitements et échantillonnages

Des pieges jaunes modulables selon la hauteur du froment ont été disposés au centre de
chaque parcelle a raison d’un piége par parcelle. Ce piege a été rempli d’eau et de détergent.
Un diffuseur a été disposé au centre du piége et protégé par une bouteille en plastique (Figure
15).

Figure 15. Piege jaune contenant la nepetalactone au sommet et protégé par une bouteille en plastique

Cent microlitres de nepetalactone ont été placeés chaque semaine dans un diffuseur au
sommet du piége jaune. Pour le salicylate de méthyle, 10 g était placé toutes les 2 semaines
dans un filet sous le piége jaune. Les éliciteurs (peaT 1 et Bacillus) ont été pulvérisés a trois
reprises a I’aide d’un pulvérisateur a dos dans un carré de 3 x 3 m (Figure 16), les
pulvérisations étant séparées de deux semaines. Pour les parcelles avec Bacillus, une
concentration de 0.4 % de jus de la bactérie a été préparée dans 0.5 g/l de bactopeptone, 5 g/l
de NaCl et du Tween 80. Pour les parcelles avec peaT 1, une concentration de 1 g/l a été

utilisée.

Figure 16. Parcelle de 9 m? contenant un éliciteur et un piége jaune au centre
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Les semiochimiques (nepetalactone et salicylate de méthyle) et le contrdle ont été
implantés le 14 avril 2017. Un retard dans la préparation de Bacillus a postposé I’'implantation
des trois modalités avec éliciteur (peaT 1, Bacillus, combinaison peaT 1 + salicylate de
méthyle) au 21 avril 2017.

Du 14 avril 2017 au 2 juin 2017, un relevé par semaine des pieges jaunes a été effectué.
Les insectes récoltés, a 1’aide d’un tamis, ont été récupérés dans des tubes de 50 ml et remplis
d’éthanol 72%. Les insectes ont ensuite été dénombrés et identifiés jusqu’a 1’espece, au
laboratoire, a 1’aide de la clé de détermination disponible sur le site internet de I’INRA et d’un
binoculaire. Dans la zone d’observation (Figure 14), un dénombrement et une identification
des pucerons sur les talles a été effectué 1 fois par semaine. Pour cela, 5 spots de 10 talles ont

été choisis aléatoirement dans la zone.

1.2.8 Statistigues

Une transformation logo (n+1) a été utilisé pour transformer les données.

Les données, ainsi transformées, d’observation et de collecte des pucerons ont été
analysées avec une GLM (General Linear Model). Tout d’abord, une GLM durant toute la
saison avec les facteurs date, bloc et traitement. Ensuite une GLM pour chaque date avec les
facteurs bloc et traitement.

Des GLM pour chaque espece de pucerons durant toute la saison et pour chaque date

ont également été réalisées.

Si une différence significative était observée, alors une structuration des moyennes avec

la méthode de Tukey a été réalisée.

Les analyses statistiques ont été réalisées a I’aide de Minitab® 17 (State College,

Pennsylvania, USA).

1.2.9 Mesure du taux de transmission de BYDV-PAV et GAV en fonction du
traitement

Le 2 juin 2017, des feuilles de froment ont été récoltées dans chaque parcelle selon un
échantillonnage en croix (figure 17). Un total de 28 feuilles, 7 du piege jaune au coin, ont éeté
récoltées dans les parcelles sans éliciteur (nepetalactone, salicylate de méthyle et contréle) et

16 feuilles, 4 du piége jaune au coin, dans les parcelles avec un éliciteur. Cette différence en
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nombre de feuilles est di au fait que les parcelles contenant un éliciteur ont été rétrécies a 9

me.

Ensuite, des tests DAS-ELISA ont éte effectués pour détecter la présence de la souche
PAV et GAV selon le protocole de Agdia (Elkhart, Etats-Unis) pour verifier leur virulence
(annexe 2.1). Par contre, la partie révélation a été modifié suivant le protocole de Merck
(Darmstadt, Allemagne) (annexe 2.2). De plus, les anticorps qui ont été utilisés pour détecter
la souche GAV etaient ceux prévus pour déceler la présence de la souche MAV. Cependant,

la souche GAV est sérologiquement proche de la souche MAV (Du et al., 2007).

Légende :

O Piége jaune +Point de récolte
d’une feuille

Figure 17. Echantillonnage en croix

1.2.9.1 Statistiques

Le taux de transmission de BYDV-PAV et BYDV-GAYV par les pucerons a été mesuré
en divisant le nombre de plants positifs avec ELISA sur le nombre de plants testés. Ce taux de
transmission a été calculé pour chaque parcelle. Ensuite celui-ci, en pourcentage, a été
transformé par la méthode angulaire (arsinVx) afin d’étre analysé en réalisant une GLM
(traitement et bloc) suivie par une comparaison des moyennes selon la méthode de Tukey a
I’aide du logiciel Minitab® 17.
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2 Résultats

2.1 Essais en laboratoire

2.1.1 Test de comportement de S. avenae face a la nepetalactone (0.1%0, 1% et 10%) et
aHripl

Les résultats du test de comportement avec la nepetalactone 0.1% n’ont pas pu étre

analysés statistiquement car trop de refus ont été observés.

Les traitements (nepetalactone 1%, nepetalactone 10% et Hrip 1) n’ont pas eu d’effet
significatif sur le choix de la branche par Sitobion avenae lors des differents tests de
comportement (Figure 18, Figure 19 et Figure 20) selon les trois parametres observés (la
premiére zone choisie, la derniére zone choisie et la zone ou le puceron a passe le plus de
temps). Cependant, le test avec la tendance la plus forte, comparativement avec les autres
tests, a été celui avec la nepetalactone 10% pour la derniére zone choisie et pour la zone ou le

puceron a passe le plus de temps (Figure 19).

Le plus de temps passé NS 16 14
Derniére zone choisie NS [ [ 14
Premiére zone choisie NS 15 15

20 15 10 5 5 10 15 20
Nombre de pucerons

u Nepetalactone 1% © Témoin

Figure 18. Test de comportement de S. avenae face a la nepetalactone 1%. Trois parametres ont été observés : la premiere
zone choisie (p=1), la derniére zone choisie (p=0.856) et la zone ou le puceron a passeé le plus de temps (p=0.856). NS = non

significatif.
Le plus de temps passé NS 13 17
Derniére zone choisie NS 12 18
Premiére zone choisie NS 14 16
20 15 10 5 5 10 15 20

Nombre de pucerons
= Nepetalactone 10% Témoin
Figure 19. Test de comportement de S. avenae face a la nepetalactone 10%. Trois parametres ont été observés : la premiere

zone choisie (p=0.856), la derniére zone choisie (p=0.362) et la zone ou le puceron a passé le plus de temps (p=0.585). NS =
non significatif.
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Le plus de temps passé NS 15 15
Derniére zone choisie NS 15 15
Premiére zone choisie NS 15 15

20 15 10 5 5 10 15 20
Nombre de pucerons

mHripl Témoin

Figure 20. Test de comportement de S. avenae face a Hrip 1. Trois paramétres ont été observés : la premiére zone choisie
(p=1), la derniére zone choisie (p=1) et la zone ou le puceron a passé le plus de temps (p=1). NS = non significatif.

2.1.2 Mesure du taux de transmission du virus BYDV-PAYV face a I’élicitation par Hrip 1

L’¢élicitation des plants de froment avec Hrip 1 n’a pas eu d’effet significatif sur le taux
de transmission de BYDV-PAV par S. avenae. Cependant, le taux de transmission du virus

sur les plants témoins était Iégérement supérieur a celui des plants avec 1’éliciteur (Figure 21).

60
50
NS
40 315
31[25
30
20

10

Taux de transmission de BYDV-PAV (%)

Hrip 1 Témoin
Traitement

Figure 21. Taux de transmission de BYDV-PAV par Sitobion avenae en fonction de [’élicitation par Hrip 1. NS = non
significatif. Les barres d’erreurs représentent les erreurs standards de la moyenne.
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2.2 Essais en Champs

2.2.1 Pucerons observés sur les talles

Un total de 20 662 pucerons a éte observé durant toute la saison (Tableau 3). Le nombre
total le plus élevé de pucerons sur les talles a été observé dans le traitement salicylate de
méthyle (5278 pucerons). Le nombre total le plus faible a été observé dans le traitement
Bacillus amyloliquefaciens (1213 pucerons). La plus grande proportion des pucerons était des
Sitobion avenae (73.7%).

Tableau 3. Diversité et abondance (nombre total) des pucerons observés sur les talles du froment dans les différents
traitements pendant toute la saison.

Traitements

Espeéces N MeSA C Ba PeaTl PeaT1+MeSA %°
Observations Pucerons (Aphididae)

Sitobion avenae (Fabricius) 3277 4200 3090 877 2388 1406 73.7

Rhopalosiphum padi (Linné) 1405 1078 1286 336 556 763 26.2

Proportion du nombre total des especes de pucerons (%) 22.6 255 21.2 59 142 105

N - nepetalactone, MeSA - salicylate de méthyle, C - contrdle, Ba - Bacillus amyloliquefaciens.
® Proportion de chaque espéce.

Le nombre de pucerons a augmenté rapidement au cours de la premiéere semaine pour le
contréle, le nepetalactone et le salicylate de méthyle (Figure 22). Chaque traitement a ensuite
atteint un pic de pucerons entre le 28 avril et le 12 mai 2017. Au cours de la quatrieme
semaine, le nombre d’Aphididae a diminué nettement pour atteindre un seuil trés faible voire
nulle a partir du 19 mai 2017. Le pic du nombre moyen de pucerons tous traitements

confondus a été atteint le 12 mai 2017 avec plus de 400 pucerons/parcelle.
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Figure 22. Nombre moyen par semaine des pucerons observeés sur les talles (*p<0.05 ; **p<0.01). C - contrdle, MeSA -
salicylate de méthyle, N - nepetalactone, Ba - Bacillus amyloliquefaciens et la courbe noire représente le nombre moyen de
pucerons par parcelle tous traitements confondus. Les barres d’erreurs représentent les erreurs standards de la moyenne.

Au cours de la saison, une différence hautement significative (p=0.001) entre les
traitements et tres hautement significative (p<=0.001) entre les dates a été observée. Des
groupements de traitements ont été effectués a 1’aide de la méthode de Tukey (Figure 23).
Seule le traitement Bacillus est significativement différent du traitement contrdle. Le champ
était homogeéne car aucune différence significative (p=0.121) n’a été observée entre les blocs.
Pour la semaine du 12 mai, une différence hautement significative (p=0.002) entre les

traitements et seulement significative (p=0.032) pour la semaine du 19 mai a été constatée.
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Figure 23. Nombre moyen par semaine et par parcelle des pucerons observés sur les talles. C — contrdle, MeSA — salicylate
de méthyle, N — nepetalactone, Ba — Bacillus amyloliquefaciens. Les différentes lettres montrent les différences significatives
avec un test de Tukey. Les barres d’erreurs représentent les erreurs standards de la moyenne.

S. avenae a été I’espéce dominante du 21 avril au 19 mai 2017 mais ensuite la
proportion de R. padi est devenue supérieure (Figure 30, annexe 3.1). Le pic de S. avenae par
parcelle a été atteint le 28 avril et celui de R. padi le 12 mai. Au cours de la saison, une
différence hautement significative (p=0.001) entre les traitements et la population de S.
avenae a été constatée. Spécialement lors de la semaine du 12 et du 19 mai 2017 (Figure 24).
De plus, une différence tres hautement significative (p<=0.001) entre les dates et la
population de S. avenae a été observée.
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Figure 24. Nombre moyen par semaine des S. avenae observés sur les talles (**p<0.01). C — contrdle, MeSA — salicylate de
méthyle, N — nepetalactone, Ba — Bacillus amyloliquefaciens et la courbe noire représente le nombre moyen de Sitobion
avenae par parcelle tous traitements confondus. Les barres d’erreurs représentent les erreurs standards de la moyenne.

La comparaison des moyennes de Tukey a mis en évidence que Bacillus était

significativement différent du traitement contrdle (Figure 25).
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Figure 25. Nombre moyen par semaine et par parcelle des Sitobion avenae observés sur les talles. Les différentes lettres
montrent les différences significatives avec un test de Tukey. C — contréle, MeSA — salicylate de méthyle, N — nepetalactone,
Ba — Bacillus amyloliquefaciens. Les barres d’erreurs représentent les erreurs standards de la moyenne.
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Aucune différence significative n’a été constatée entre les traitements et la population
de R. padi malgré le faible nombre de ce puceron dans la modalité Bacillus par rapport & tous

les autres traitements.

2.2.2 Pucerons collectés dans les piéges

Un total de 1206 pucerons, collectés dans les piéges jaunes, a été identifié au laboratoire
(Tableau 4). L’espéce dominante a été Rhopalosiphum padi (56.38%), suivi de Sitobion
avenae (36.32%) et Myzus persicae (2.82%). Les deux premiéres seulement étant inféodées a
la culture de froment. La plus faible proportion de pucerons toutes especes confondues a été

observée dans le traitement peaT 1.

Tableau 4. Diversité et abondance (nombre total) des pucerons identifiés dans les piéges jaunes dans les différents
traitements pendant toute la saison.

Traitements

Espeéces N MeSA C Ba PeaTlPeaT1+MeSA %°*

Identifications

Pucerons (Aphididae)

Sitobion avenae (Fabricius) 108 47 101 82 36 64 36.32
Rhopalosiphum padi (Linné) 95 90 164 138 79 114 56.38
Aphis fabae (Scopoli) 0 5 6 4 2 7 1.99
Sitobion fragariae (Walker) 5 5 0 13 0 2 2.07
Myzus persicae (Sulzer) 6 2 11 1 8 6 2.82
Rhopalosiphum insertum (Walker) 0 0 0 2 0 0 0.16
Metopolophium festucae (Theobald) 0 0 0 1 0 0 0.08
Metopolophium dirhodum (Walker) 1 0 0 0 1 0 0.16

Proportion du nombre total des espéeces de pucerons (%) 17.83 12.35 23.38 19.98 10.45 16

N - nepetalactone, MeSA - salicylate de méthyle, C - contréle, Ba - Bacillus amyloliquefaciens
® Proportion de chaque espéce

Le nombre moyen de pucerons par piége a subitement augmenté lors de la deuxieme
semaine, ensuite chaque traitement a atteint son pic de pucerons durant les deux semaines
suivantes pour enfin retomber lors de la quatrieme semaine (Figure 26). Le pic de pucerons
moyen par piege tous traitements confondus a été atteint le 5 mai 2017 avec environ 26
Aphididae. Ce pic est arrivé une semaine avant celui du nombre moyen de pucerons observeés

sur les talles et qui pour rappel avait eté atteint le 12 mai.
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Aucun effet significatif entre le nombre de pucerons dans les pieges jaunes et les
traitements n’a pu étre observé durant toute la saison. Cependant, on constate que le nombre
de pucerons obtenu dans le traitement Bacillus est comparable a celui obtenu dans le contrdle.
A Dinverse, le traitement peaT 1 a obtenu le nombre le plus faible. Cela est décrit dans la
Figure 26 ou sa courbe dessine le moins de sinuosités et ou son pic est largement en deca de

tous les autres pour le 5 mai.
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Figure 26. Nombre moyen par semaine des pucerons identifiés dans les piéges jaunes. C - contrdle, MeSA - salicylate de
méthyle, N - nepetalactone, Ba - Bacillus amyloliquefaciens et la courbe noire représente le nombre moyen de pucerons tous
traitements confondus. NS = non significatif. Les barres d’erreurs représentent les erreurs standards de la moyenne.

Sur les huit especes identifiées dans les piéges, S. avenae et R. padi représentaient plus
de 90% (1118) des 1206 pucerons identifiés. Durant toute la saison, la proportion de R. padi a
toujours était supérieure a celle de S. avenae (Figure 31, annexe 3.2). Enfin, le pic de chaque
espéce a été atteint la semaine du 5 mai. Une différence significative (p=0.039) entre le
nombre de Sitobion fragariae et les traitements a été observée. Le traitement contrdle et peaT
1 est significativement différent du traitement Bacillus. Mais seul Bacillus a un effet
significativement différent du traitement contréle (Figure 27). En effet, le nombre total est de
13 pour la modalité Bacillus et de O pour le contrdle.
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Figure 27. Nombre total de Sitobion fragariae identifiés dans les piéges jaunes. C — controle, MeSA — salicylate de méthyle,
N — nepetalactone, Ba — Bacillus amyloliquefaciens. Les différentes lettres montrent les différences significatives avec un test
de Tukey.

2.2.3 Taux de transmission de BYDV-PAV et GAV

La GLM n’a révélé aucune différence significative entre les traitements et le taux de
transmission de BYDV-PAYV et de BYDV-GAYV par les pucerons (Figure 28). Sur le champ,
la souche PAV était plus présente que la souche GAV. On peut constater dans la figure ci-
dessous, que le taux de transmission de BYDV-GAV est nulle dans les parcelles avec un
éliciteur (Bacillus, peaT 1 et peaT 1 + salicylate de méthyle). De plus, le taux de transmission
des deux souches du virus est le plus grand dans le traitement nepetalactone, avec 8.33% pour
PAV et 3.57% pour GAV. Enfin, la combinaison peaT 1/salicylate de méthyle possede un
taux de transmission de PAV inférieur de moitié aux taux de transmission de ces traitements

pris indépendamment.
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Figure 28. Taux de transmission de BYDV-PAV et de BYDV-GAV en fonction du traitement. C — contr6le, Ba — Bacillus
amyloliquefaciens, MeSA — salicylate de méthyle, N — nepetalactone. NS = non significatif. Les barres d’erreurs représentent
les erreurs standards de la moyenne.

3 Discussion

Aucune différence significative n’a été observée dans les différents tests de
comportement (nepetalactone 1%, nepetalactone 10% et Hrip 1). Plusieurs hypothéses
peuvent étre avancées.

Premiérement, tous les tests ont été effectués sans test préliminaire du matériel. Ce test
consisterait a effectuer un test de comportement, avec la méme méthodologie que les autres
tests, mais a placer des plants de froment témoin (sans Hrip 1 ou nepetalactone) dans les deux
cuves. Une différence significative indiquerait une irrégularité du matériel et donc un biais de
I’expérience.

Deuxiémement, les parameétres d’élevage de S. avenae a Gembloux s’apparentent aux
conditions d’un mois de printemps avec notamment une température optimale de 22°C. Ces
pucerons sont donc issus de virginopares (femelles ailées migrant vers 1’hte secondaire au
printemps et se reproduisant parthénogeniquement tout 1’été). Fernandez-Grandon et al.
(2013) ont prouvé, dans des tests de comportement, qu'une dose de 1 mg.ml™ de
nepetalactone n’avait pas d’effet significatif sur Myzus persicae. Cependant, ils ont démontré
un effet répulsif, des virginopares de M. persicae, a une forte dose de phéromone sexuelle (10

mg.ml™). Sachant que le dernier test de comportement avec la nepetalactone (10% ou 0.1
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mg.ml™) a induit une 1égére répulsion mais pas de différence significative, une continuité a
I’expérience serait d’augmenter la concentration en nepetalactone.

Troisiemement, le test de comportement avec Hrip 1 montre une indifférence des pucerons a
la plante élicitée (15/15). Thiry (2017) a montré une tendance dans 1’attraction des coccinelles
a la plante élicitée (Figure 34, annexe 4.3). Donc, des composés organiques volatiles (COV)
pourraient étre produits par la plante élicitée mais ceux-ci n’auraient pas d’impact sur les
pucerons. Cette hypothése pourrait étre appuyée en effectuant une électroantennographie sur

S. avenae avec les COV recueillis d’une plante élicitée.

Lors de I’expérience mesurant le taux de transmission de BYDV-PAYV face a une plante
élicitée par Hrip 1, aucune différence significative n’a été constatée. Hrip 1 est un éliciteur qui
met en place une résistance systémique acquise, ce qui enclenche une panoplie de
mécanismes de défense (Kulye et al., 2012). Cela s’est vérifié car un taux de transmission
Iégérement inférieur a été observé dans les plantes avec éliciteur. Cette faible tendance
pourrait étre due a une durée trop courte (24h) entre la pulvérisation de 1’éliciteur et
I’installation des pucerons. En effet, quelques jours sont nécessaires a la mise en place d’une

résistance systémique acquise (Kulye et al., 2012).

Lors de I’essai en champ et pour les pucerons observés sur les talles, la population de
pucerons et plus particulierement S. avenae ont obtenu une différence hautement significative
avec les traitements. Cette différence a mis en évidence une différence significative entre le
traitement Bacillus et le traitement controle. En effet le nombre le plus faible de pucerons a
été observé dans le traitement Bacillus. Gadhave et al., (2015) ont mis en évidence que
Bacillus supprime efficacement Brevicoryne brassicae L. (Aphididae) des champs de
brocolis. De plus, ce faible nombre de pucerons n’est pas di aux predateurs et aux
parasitoides car ils étaient parmi les plus faibles dans ces parcelles (Figure 35, 36 et 37,
annexe 4.3). Bacillus a donc un impact sur les pucerons mais la raison reste encore
inexplorée.

Les autres molécules (sémiochimiques et éliciteurs) n’ont pas obtenu de différence
significative mais des tendances peuvent en étre retirées.

Le salicylate de méthyle n’a pas eu 1’effet escompté et cela pour plusieurs raisons. Tout
d’abord, ce sémiochimique retarde 1’établissement des pucerons dans les parcelles (Ninkovic
et al., 2003), or le pic de pucerons a été atteint 1 semaine a I’avance que dans les parcelles
contrbles. Ensuite, Wang et al. (2011) ont démontré que le nombre de pucerons eétait
significativement plus faible dans les parcelles avec MeSA. Ils ont démontre également
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’attraction d’ennemis naturels. Or le plus grand nombre de pucerons a été observé sur les
parcelles avec le salicylate de méthyle (~300 pucerons en moyenne par parcelle) et le nombre
de coccinelles n’était pas significativement différent des parcelles contrdles (Figure 38,
annexe 4.3). Des résultats significatifs sur la diminution de la population de pucerons ont été
obtenus avec des concentrations de 5g (Mallinger et al., 2011) et 6g (Ninkovic et al., 2003) de
salicylate de méthyle. Or la concentration utilisée en champ était de 3g. Une augmentation de
celle-ci pourrait donc avoir I’impact escompté sur la population de pucerons.

L’impact de peaT 1 sur S. avenae a déja été vérifié auparavant, d’une part en produisant une
fuite des pucerons (Stouvenakers, 2015) et d’autre part sur le temps de développement de S.
avenae (Nuyts, 2016). Cela s’est vérifié dans les parcelles ou le nombre de pucerons observé
sur les talles et collectés dans les pieges était plus faible que dans les parcelles contréles.

La combinaison peaT 1/salicylate de méthyle a obtenu un nombre de pucerons plus faible que
les deux traitements pris indépendamment. Cet éliciteur et ce sémiochimique provoque tous
deux un comportement de fuite chez le puceron (cf. plus haut). L’association des deux sur une
parcelle a amélioré cette capacité et a impacté beaucoup plus le nombre de pucerons.

Pour finir, un nombre élevé de pucerons a été observé dans les parcelles avec la
nepetalactone. Nakashima et al. (2016) ont démontré que les phéromones sexuelles
diminuaient significativement 1’abondance en pucerons et attiraient les parasitoides et
prédateurs. Pour obtenir ces résultats, ils ont utilisé une concentration en phéromone sexuelle
de 0.7 mg.ml™* (Nakashima et al., 2016). La concentration en nepetalactone était de 0.01
mg.ml™ dans notre situation. Une proposition serait d’augmenter la dose en nepetalactone.
Ensuite, comme la cinétique de libération de la phéromone dans 1’huile de paraffine n’est pas
recensée, une amélioration de la méthodologie serait de choisir un diffuseur a libération lente
et constante comme un polymeére en plastique (Nakashima et al., 2016), une matrice sol-gel

(Zada et al., 2009) ou une formulation alginate (Heuskin et al., 2012).

Des mesures du taux de transmission de BYDV sur les souches PAV et GAV ont été
réalisées car sur les 4 isolats de BYDV en Chine, ce sont les deux prévalents dans le Nord —
Nord-Ouest de la Chine (Choudhury et al., 2017 ; Du et al., 2007). La souche PAV est
transmise efficacement par S. avenae et plus rarement par S. graminum et la souche GAV est
transmise par S. avenae et R. padi mais plus efficacement par ce dernier (Yu et al., 2013 ;
Sadeghi et al., 1995). La transmission est influencée par la durée sur les cultures, la
disponibilité du virus dans la plante et la température (Smyrnioudis et al., 2001 ; Choudhury

et al., 2017). En effet le taux d’alimentation du puceron diminue avec la diminution de la
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température et s’arréte a partir de 12°C (Smyrnioudis et al., 2001). A des températures
élevées, une altération entre le virus et le vecteur, due a une difficulté du virus a exposer ses
domaines de transmission sur la particule virale, se produit (Smyrnioudis et al., 2001). Les
differents tests ELISA ont mis en évidence le niveau peu élevé de la présence de BYDV-PAV
et GAV dans le champ. Tout d’abord les températures négatives hivernales (Figure 33, annexe
4.1) ont eu un effet sur la transmission car la température a également un effet sur la survie
des pucerons qui possede une température minimale de développement de 4°C (INRA,
2010a). Sitobion avenae possede une temperature létale de -8°C (Walters & Dewar, 1986).
Ensuite les températures élevées du printemps (Figure 32, annexe 4.1) et le nombre élevé de
prédateurs et parasitoides (Figure 39, annexe 4.3) ont joué sur le nombre de pucerons au
printemps et donc sur la transmission du virus. Pour finir, 1’utilisation d’anticorps prévus
initialement pour la détection de la souche MAV a pu avoir un lien avec le faible nombre
d’échantillons positifs a la souche GAV lors des tests ELISA.

Plusieurs relations entre le nombre de pucerons, le traitement et la présence de BYDV
peuvent étre avancees.
Tout d’abord, le faible nombre de pucerons dans les parcelles avec éliciteurs (Bacillus, peaT 1
et peaT 1 + salicylate de méthyle) s’est traduit par aucune souche de GAV recensée dans ces
parcelles.
Ensuite, un nombre élevé de S. avenae et R. padi a été recensé dans les parcelles avec les
sémiochimiques (nepetalactone et salicylate de méthyle). Cela s’est traduit par un taux plus
élevé de transmission de la souche PAV. En effet, un nombre élevé de pucerons signifie un
nombre élevé d’aptéres, responsable de la propagation de BYDV (Vacher, 1990). De plus, un
grand nombre de R. padi, qui transmet le plus efficacement la souche PAV, a été constaté sur
ces parcelles et Medina-ortega et al. (2009) ont démontré que R. padi non viruliféere était attiré
par des composés organiques volatiles émis par BYDV.
Pour finir, malgré un faible nombre de pucerons dans les parcelles Bacillus, un taux de
transmission de 1’ordre de 4% a été observé. Lors des analyses statistiques des pucerons
collectés dans les pieges jaunes, seule une différence significative entre la population de
Sitobion fragariae et le traitement Bacillus a été constatée. En effet, un nombre total de 13
pucerons a été comptabilisé et aucun dans le traitement contrdle. Cependant méme si S.
fragariae n’a pas de fortes incidences agronomiques, cette espece est vecteur du BYDV
(INRA, 2010b) et notamment en Algérie ou Belkahla & Doumandji (2004) ont démontré une

efficacité de transmission de BYDV par S. fragariae.
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Pour conclure cette discussion, une analyse des résultats, dans un schéma de lutte
intégrée, montre qu’une intervention chimique pour toutes les parcelles sauf Bacillus était
nécessaire lors de 1’épiaison (fin avril-début mai 2017, Tableau 6 dans 1’annexe 4.2). En effet,
selon Arvalis (2017) , une intervention chimique est requise lorsque 1 épi sur 2 est infesté par

au moins un puceron ou en moyenne & moins de 5 pucerons par épi.

4 Conclusions

L’¢éliciteur Hrip 1 n’a pas montré d’impact significatif sur les pucerons lors du test de
comportement ou lors de la mesure du taux de transmission de la plante élicitée. Malgré
I’indifférence des pucerons lors du test de comportement, Hrip 1, par I’intermédiaire de
composés organiques volatiles, pourrait avoir un effet sur les ennemis naturels. Des tests
supplémentaires devraient étre mis en place pour analyser ces COV. De plus, le taux de
transmission était Iégerement inférieur au contréle, ce qui prouve 1I’impact de cet éliciteur. Un
changement dans la méthodologie en laissant plus de temps a la plante de mettre en place ses

mécanismes de défenses devrait étre réalisé.

L’essai en champ a permis de mettre en évidence 1’efficacité des éliciteurs (Bacillus,
peaT 1) et de la combinaison peaT 1/ salicylate de méthyle sur la population de pucerons.
Tout d’abord, Bacillus s’est différencié significativement du contrdle dans le nombre de
pucerons. Trés peu de données scientifiques existent au jour d’aujourd’hui sur cet impact sur
les pucerons, ce qui encourage a des recherches approfondies sur cet éliciteur. De plus, dans
un contexte de lutte intégrée, seul cet éliciteur a permis a la parcelle de se trouver sous le seuil
d’intervention d’un traitement chimique.

Ensuite, 1’éliciteur peaT 1 a eu un impact considérable sur les pucerons, méme si aucune
différence significative n’a été observée.

Pour finir, la combinaison de 1’éliciteur peaT 1 et du sémiochimique salicylate de méthyle a
montré de bons résultats sur la diminution de la population de pucerons.

Ces trois modalités ont eu également un impact sur la transmission du BYDV-GAV. Cela est
encourageant dans la lutte contre ce virus qui provoque une maladie économiguement

importante sur les céréales du monde entier.

Cependant quelques points noirs restent a éclaircir. Dans ce travail, un manque de

preuves significatives sur ’impact de la nepetalactone en champ et en laboratoire a été
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constaté. Ce manque de preuves est probablement di a des concentrations trop peu élevees.
Une optimisation du diffuseur mérite également d’étre mise en place car trop peu de données
scientifiques existent sur l’utilisation de I’huile de paraffine. Des pistes d’amélioration
existent comme 1’utilisation de matrices sol-gel, des alginates ou des polymeéres en

plastique. Le méme probléme a été constaté avec le MeSA et des solutions similaires existent.

En conclusion, ce travail a mis en évidence 1’impact des éliciteurs et des semiochimques
sur la population de pucerons et sur la transmission des souches du BYDV. De nombreux
éléments doivent encore étre approfondis mais il ne fait aucun doute que ces molécules ont
encore un avenir dans un futur ou la protection de I’environnement devient de plus en plus

préoccupante.

52



V. Références bibliographiques

Achuo, E. A., Audenaert, K., Meziane, H., & Hofte, M. (2004). The salicylic acid-dependent
defence pathway is effective against different pathogens in tomato and tobacco, 65-72.
https://doi.org/10.1046/j.1365-3059.2003.00947.x

Arnaud, L., Detrain, C., Gaspar, C., & Haubruge, E. (2003, June). Insectes et communication.

Le Journal Des Ingénieurs, 25-28.

Arvalis. (2017). Puceron de I’épi Sitobion avenae. Retrieved August 8, 2017, from
http://www.fiches.arvalis-
infos.fr/fiche_accident/fiches_accidents.php?mode=fa&type cul=1&type acc=3&id_acc
=37

Aveline, N. (2009). Réduction des intrants : quelles alternatives ? Produits alternatifs et SDN

pour protéger la vigne. Les Entretiens Viti-Vinicoles Rhone Méditerranée, 3-8.

Belkahla, H., & Doumandji, S.-E. (2004). Efficacy of transmission of the virus associated

with the yellow dwarf of barley by Sitobion fragariae (Homoptere: Aphididae) in
Algeria. Canadian Journal of Plant Pathology, 26(4), 584-590.

Benhamou, N. (2012). Stimulateurs des défenses naturelles des plantes: une nouvelle
stratégie phytosanitaire dans un contexte d * écoproduction durable . I . Principes de la
résistance induite. Phytoprotection, 92(1), 1-23. https://doi.org/10.7202/1012399ar

Benhamou, N., & Picard, K. (1999). La résistance induite : une nouvelle stratégie de défense
des plantes contre les agents pathogenes. Phytoprotection, 80(3), 137-168.
https://doi.org/10.7202/706189ar

Bertrand, H. (1951). Les insectes aquatiques. Bulletin Francais de La Péche et de La
Pisciculture, (160), 89-104.

Birkett, M. a., Bruce, T. J. a, & Pickett, J. a. (2010). Repellent activity of Nepeta grandiflora
and Nepeta clarkei (Lamiaceae) against the cereal aphid, Sitobion avenae (Homoptera:
Aphididae). Phytochemistry Letters, 3(3), 139-142.
https://doi.org/10.1016/j.phytol.2010.05.001

53



Blanchard, A., & Limache, F. (2005). Les stimulateurs des défenses naturelles des plantes (
SDN ). Mémoire: AgroParisTech (France).

Boo, K. S., Chung, I. B., Han, K. S., Pickett, J. a, & Wadhams, L. J. (1998). Response of the
lacewing chrysopa cognata to pheromones of its aphid prey. Journal of Chemical
Ecology, 24(4), 631-643. https://doi.org/Doi 10.1023/A:1022386001722

Boottanun, P., Potisap, C., Hurdle, J. G., & Sermswan, R. W. (2017). Secondary metabolites
from Bacillus amyloliquefaciens isolated from soil can kill Burkholderia pseudomallei.
AMB Express, 7(11), 11. https://doi.org/10.1186/s13568-016-0302-0

Boullis, A., & Verheggen, F. J. (2016). Chemical Ecology of Aphids (Hemiptera: Aphididae).
In Biology and Ecology of Aphids (p. 171). https://doi.org/10.1139/b95-389

Bourassa, J.-P. (1991). La métamorphose, clé du succes évolutif des insectes. Bulletin de
L ’entomofaune, (9), 3-6.

Calatayud, P.-A., Marion-Poll, F., & Thiéry, D. (2013). La réception sensorielle chez les
insectes. In N. Sauvion, P.-A. Calatayud, D. Thiéry, & F. Marion-Poll (Eds.),
Interactions insectes-plantes (IRD, Quae, pp. 137-150).

Calvo, H., Marco, P., Blanco, D., Oria, R., & Venturini, M. E. (2016). Potential of a new
strain of Bacillus amyloliquefaciens BUZ-14 as a biocontrol agent of postharvest fruit
diseases. Food Microbiology. Elsevier B.V. https://doi.org/10.1016/j.fm.2016.11.004

Cawoy, H., Debois, D., Franzil, L., Pauw, E. De, Thonart, P., & Ongena, M. (2014).
Lipopeptides as main ingredients for inhibition of fungal phytopathogens by Bacillus
subtilis / amyloliquefaciens. Microbial Biotechnology, 12. https://doi.org/10.1111/1751-
7915.12238

Chen, S., Oxley, L., Xu, Z., Wang, Y., & Ma, H. (2013). The dynamic adjustment of factor
inputs and its policy implications for major wheat producing areas in China. Economic
Modelling, 33, 450-457. https://doi.org/10.1016/j.econmod.2013.04.040

Chinery, M. (2012). Insectes de France et d’Europe occidentale (Flammarion).

Choudhary, D. K., & Johri, B. N. (2009). Interactions of Bacillus spp. and plants - With
special reference to induced systemic resistance (ISR). Microbiological Research, 164,
493-513. https://doi.org/10.1016/j.micres.2008.08.007

54



Choudhury, S., Hu, H., Meinke, H., Shabala, S., Westmore, G., Larkin, P., & Zhou, M.
(2017). Barley yellow dwarf viruses: infection mechanisms and breeding strategies.

Euphytica. https://doi.org/10.1007/s10681-017-1955-8

Cock, M. J. W., Tang, R., Liu, Z., Wan, H., McGillivray, L. A., Thomas, S. E., ... Zhang, F.
(2016). The main agricultural insect and disease pests of China and implications for the
use of remote sensing for their management. CAB Reviews, 11, 1-23.
https://doi.org/10.1079/pavsnnr201611014

Copping, L. G. (2001). Introduction: New chemistries for crop protection. Pest Management
Science, 57(2), 114.

De Moraes, C. M., Lewis, W. J., Paré, P. W., Alborn, H. T., Tumlonson, J. H., & Pare, P. W.
(1998). Herbivore-infested plants selectively attract parasitoids. Nature, 393(June), 570—
573. https://doi.org/10.1038/31219

Dedryver, C. A., Le Ralec, A., & Fabre, F. (2010). The conflicting relationships between
aphids and men: A review of aphid damage and control strategies. Comptes Rendus -
BiologiesBiologies, 333, 539-553. https://doi.org/10.1016/j.crvi.2010.03.009

Dewar, A. M. (2007). Chemical Control. In H. F. van Emden & R. Harrington (Eds.), Aphids
as Crop Pests (CABI, pp. 391-422).

Dewhirst, S. Y., Birkett, M. A., Fitzgerald, J. D., Stewart-jones, A., Wadhams, L. J.,
Woodcock, C. M., ... Pickett, J. A. (2008). Dolichodial : A New Aphid Sex Pheromone
Component ? Chemoecology, 34, 1575-1583. https://doi.org/10.1007/s10886-008-9561-
9

Dixon, R. A., Harrison, M. J., & Lamb, C. J. (1994). Early Events In The Activation Of Plant
Defense Responses. Phytopathologie, 32, 479-501.

Douglas, A. E., & van Emden, H. F. (2007). Nutrition and Symbiosis. In H. F. van Emden &
R. Harrington (Eds.), Aphids as Crop Pests (CABI, pp. 115-134).

Du, Z. Q., Li, L., Liu, L., Wang, X. F., & Zhou, G. (2007). Evaluation of aphid transmission
abilities and vector transmission phenotypes of barley yellow dwarf viruses in China.
Journal of Plant Pathology, 89(2), 251-259.

Durieux, D., Verheggen, F. J., Vandereycken, A., Joie, E., & Haubruge, E. (2010). Synthése
bibliographique: L’écologie chimique des coccinelles. Biotechnology, Agronomy and

55



Society and Environment, 14(2), 351-367.

Durner, J., Shah, J., & Klessig, D. F. (1997). Salicylic acid and disease resistance in plants.
Trends in Plant Science, 2(1996), 266-274. https://doi.org/10.1016/S1360-
1385(97)86349-2

Ecology, A. (2016). Recent Changes in the Rural Environment in China Author ( s ): Han
Chunru  Published  by: British Ecological Society Stable @ URL:
http://www.jstor.org/stable/2403692 Accessed : 10-03-2016 03 : 11 UTC Your use of the
JSTOR archive indicates your acceptance, 26(3), 803-812.

Fernandez-Grandon, G. M., Woodcock, C. M., & Poppy, G. M. (2013). Do asexual morphs of
the peach-potato aphid, Myzus persicae, utilise the aphid sex pheromone? Behavioural
and electrophysiological responses of M. persicae virginoparae to (4aS,7S,7aR)-
nepetalactone and its effect on aphid performance. Bulletin of Entomological Research,
103(4), 466-72. https://doi.org/10.1017/S0007485313000126

Foster, S. P., Gregor, D., & Devonshire, A. L. (2007). Insecticide Resistance. In H. van
Emden & R. Harrington (Eds.), Aphids as Crop Pests (CABI, pp. 261-285).

Fraval, A. (2006). Les pucerons. Insectes, 142(2), 3-32.

Gadhave, K. R., Finch, P., Gibson, T. M., & Gange, A. C. (2015). Plant growth-promoting
Bacillus suppress Brevicoryne brassicae field infestation and trigger density-dependent
and density- independent natural enemy responses. Journal of Pest Science.
https://doi.org/10.1007/s10340-015-0721-8

Gannibal, P. B., Klemsdal, S. S., & Levitin, M. M. (2007). AFLP analysis of Russian
Alternaria tenuissima populations from wheat kernels and other hosts. European Journal
of Plant Pathology, 119, 175-182. https://doi.org/10.1007/s10658-007-9159-z

Giordanengo, P., Febvay, G., & Yvan, R. (2007). Comment les pucerons manupiles les
plantes. Biofuture 279, 35-38.

Han, B.-Y., Wang, M.-X., Zheng, Y.-C., Niu, Y.-Q., Pan, C., Cui, L., ... Zhang, Q.-H. (2014).
Sex pheromone of the tea aphid , Toxoptera aurantii ( Boyer de Fonscolombe ) (
Hemiptera : Aphididae ). Chemoecology, 24, 179-187. https://doi.org/10.1007/s00049-
014-0161-6

Hardie, J., Holyoak, M., Nicholas, J., Nottingham, S. F., Pickett, J. A., Wadhams, L. J., &

56



Woodcock, C. M. (1990). Aphid sex pheromone components: Age-dependent release by
females and species-specific male response. Chemoecology, 1(2), 63-68.
https://doi.org/10.1007/BF01325230

Harmel, N., Francis, F., Haubruge, E., & Giordanengo, P. (2008). Physiologie des interactions
entre pomme de terre et pucerons: vers une nouvelle stratégie de lutte basée sur les
systtmes de défense de la plante. Cahiers Agriculture, 17, 395-400.
https://doi.org/10.1684/agr.2008.0209

Henry, G., Thonart, P., & Ongena, M. (2012). PAMPs, MAMPs, DAMPs and others: an
update on the diversity of plant immunity elicitors. Biotechnologie, Agronomie, Société
et Environnement, 16(2), 257-268. Retrieved from
http://lwww.doaj.org/doaj?func=fulltext&ald=1044522

Heuskin, S., Lorge, S., Godin, B., Leroy, P., Fréere, 1., Verheggen, F. J., ... Lognay, G. (2012).
Optimisation of a semiochemical slow-release alginate formulation attractive towards
Aphidius ervi Haliday parasitoids. Pest Management Science, 68, 127-136.
https://doi.org/10.1002/ps.2234

INRA. (2010a). Qu’est-ce qu’un puceron? Retrieved March 29, 2017, from

https://wwwé.inra.fr/encyclopedie-pucerons/Qu-est-ce-qu-un-puceron

INRA. (2010b). Sitobion fragariae (Walker, 1848) Puceron vert de I’avoine. Retrieved August
8, 2017, from https://wwweé.inra.fr/encyclopedie-

pucerons/Especes/Pucerons/Sitobion/S.-fragariae

James, D. G. (2003). Synthetic Herbivore-Induced Plant Volatiles as Field Attractants for
Beneficial Insects. Environmental Entomology, 32(5), 977-982.
https://doi.org/10.1603/0046-225X-32.5.977

Jourdan, E., Ongena, M., & Thonart, P. (2008). Caractéristiques moléculaires de 1 > immunité

des plantes induite par les rhizobactéries non pathogénes, 12(4), 437-449.

Katis, N. I., Tsitsipis, J. A., Stevens, M., & Powell, G. (2007). Transmission of Plant Viruses.
In H. F. van Emden & R. Harrington (Eds.), Aphids as Crop Pests (CABI, pp. 353-390).

Klarzynski, O., & Fritig, B. (2001). Stimulation des defenses naturelles des plantes. Life
Sciences, 324, 953-963. https://doi.org/10.1016/S0764-4469(01)01371-3

Knoester, M., Van Loon, L. C., Van Den Heuvel, J., Hennig, J., Bol, J. F., & Linthorst, H. J.

57



M. (1998). Ethylene-insensitive tobacco lacks nonhost resistance against soil-borne
fungi. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95, 1933-1937.

Koczor, S., Szentkiralyi, F., Pickett, J. A., Birkett, M. A., & Toth, M. (2015). Aphid Sex
Pheromone Compounds Interfere with Attraction of Common Green Lacewings to Floral
Bait. Journal of Chemical Ecology, 41(6), 550-556. https://doi.org/10.1007/s10886-015-
0585-7

Kulye, M., Liu, H., Zhang, Y., Zeng, H., Yang, X., & Qiu, D. (2012). Hrip1, a novel protein
elicitor from necrotrophic fungus, Alternaria tenuissima, elicits cell death, expression of
defence-related genes and systemic acquired resistance in tobacco. Plant, Cell and
Environment, 35(12), 2104-2120. https://doi.org/10.1111/j.1365-3040.2012.02539.x

Lancashire, P. D., Bleiholder, H., Boom, T. Van Den, Langeltiddeke, P., Stauss, R., Weber,
E., & Witzenberger, A. (1991). A uniform decimal code for growth stages of crops and
weeds. Annals of Applied Biology, 119(3), 561-601. https://doi.org/10.1111/j.1744-
7348.1991.th04895.x

Leclant, F. (1999). Les pucerons des plantes cultivées : clefs d’identification. II - Cultures

maraicheres (Acta-Inra). Paris.
Lepoivre, P. (2003). Phytopathologie (De Boeck). Paris.

Leroy, P. D., Schillings, T., Farmakidis, J., Heuskin, S., Lognay, G., Verheggen, F. J., ...
Francis, F. (2012). Testing semiochemicals from aphid, plant and conspecific: Attraction
of Harmonia axyridis. Insect Science, 19(3), 372-382. https://doi.org/10.1111/j.1744-
7917.2011.01449.x

Lilley, R., & Hardie, J. (1996). Cereal aphid responses to sex pheromones and host-plant
odours in  the laboratory. Physiologica  Entomology, 21, 304-308.
https://doi.org/10.1111/j.1365-3032.1996.th00869.x

Lin, F. J., Bosquée, E., Liu, Y. J.,, Chen, J. L., Yong, L., & Francis, F. (2016). Impact of aphid
alarm pheromone release on virus transmission efficiency: When pest control strategy
could induce higher virus dispersion. Journal of Virological Methods, 235, 34-40.
https://doi.org/10.1016/j.jviromet.2016.05.009

Lu, C., & Fan, L. (2013). Winter wheat yield potentials and yield gaps in the North China
Plain. Field Crops Research, 143, 98-105. https://doi.org/10.1016/j.fcr.2012.09.015

58



Mallinger, R. E., Hogg, D. B., & Gratton, C. (2011). Methyl salicylate attracts natural
enemies and reduces populations of soybean aphids (Hemiptera: Aphididae) in soybean
agroecosystems.  Journal of  Economic  Entomology, 104(1), 115-124.
https://doi.org/10.1603/EC10253

Mao, J., Liu, Q., Yang, X., Long, C., Zhao, M., Zeng, H., ... Qiu, D. (2010). Purification and
expression of a protein elicitor from Alternaria tenuissima and elicitor-mediated defence
responses in  tobacco. Annals of Applied Biology, 156, 411-420.
https://doi.org/10.1111/j.1744-7348.2010.00398.x

Marchoux, G., Gognalons, P., & Sélassié, K. G. (2008). Virus des Solanacées. Du génome

viral a la protection des cultures (Quae). Paris.

Medina-ortega, K. J., Bosque-Pérez, N. A., Ngumbi, E., Eigenbrode, S. D., & Jiménez-
Martinez, E. S. (2009). Rhopalosiphum padi ( Hemiptera: Aphididac ) Responses to
Volatile Cues from Barley Yellow Dwarf Virus-Infected Wheat. Environmental
Entomology, 38(3), 836-845.

Mishra, A. K., Sharma, K., & Misra, R. S. (2012). Elicitor recognition , signal transduction

and induced resistance in plants. Journal of Plant Interactions, 7(2), 95-120.

Nakashima, Y., Ida, T. Y., Powell, W., Pickett, J. A., Birkett, M. A., Taki, H., & Takabayashi,
J. (2016). Field evaluation of synthetic aphid sex pheromone in enhancing suppression of
aphid abundance by their natural enemies. BioControl. https://doi.org/10.1007/s10526-
016-9734-3

Niazi, A., Manzoor, S., Bejai, S., Meijer, J., & Bongcam-rudloff, E. (2014). Complete
genome sequence of a plant associated bacterium Bacillus amyloliquefaciens subsp.
plantarum UCMB5033. Standards in  Genomic  Sciences, 9, 718-725.
https://doi.org/10.4056/sig

Ninkovic, V., Ahmed, E., Glinwood, R., & Pettersson, J. (2003). Effects of two types of
semiochemical on population development of the bird cherry oat aphid Rhopalosiphum
padi in a barley crop. Agricultural and Forest Entomology, 5(1), 27-33.
https://doi.org/10.1046/j.1461-9563.2003.00159.x

Nuyts, P. Effect of a plant defence elicitor on winter wheat pests control, a laboratory and

field study in Shandong province (People’s Republic of China) (2016).

59



Ongena, M., & Jacques, P. (2007). Bacillus lipopeptides : versatile weapons for plant disease
biocontrol. Trends in Microbiology, 16(3), 115-125.
https://doi.org/10.1016/j.tim.2007.12.009

Ongena, M., Jourdan, E., Adam, A., Paquot, M., Brans, A., Joris, B., ... Thonart, P. (2007).
Surfactin and fengycin lipopeptides of Bacillus subtilis as elicitors of induced systemic
resistance in  plants.  Environmental  Microbiology, 9(4),  1084-1090.
https://doi.org/10.1111/j.1462-2920.2006.01202.x

Peng, X. C., Qiu, D. W., Zeng, H. M., Guo, L. H., Yang, X. F., & Liu, Z. (2015). Inducible
and constitutive expression of an elicitor gene Hripl from Alternaria tenuissima
enhances stress tolerance in Arabidopsis. Transgenic Research, 24(1), 135-145.
https://doi.org/10.1007/s11248-014-9824-x

Pérez-Garcia, A., Romero, D., & de Vicente, A. (2011). Plant protection and growth
stimulation by microorganisms : biotechnological applications of Bacilli in agriculture.
Current Opinion in Biotechnology, 22, 187-193.
https://doi.org/10.1016/j.copbio.2010.12.003

Pettersson, J., Mailing, E., & Station, R. E. (1990). SEX ATTRACTANT PHEROMONE OF
DAMSON-HOP APHID Phorodon humuli (HOMOPTERA , APHIDIDAE ), 16(12).

Pettersson, J., Pickett, J. A., Pye, B. J., Quiroz, A., Smart, L. E., Wadhams, L. J.,, &
Woodcock, C. M. (1994). Winter host component reduces colonization by bird-cherry-
oat aphid, Rhopalosiphum padi (L.) (homoptera, aphididae), and other aphids in cereal
fields. Journal of Chemical Ecology, 20(10), 2565-2574.
https://doi.org/10.1007/BF02036192

Pickett, J. A., & Glinwood, R. T. (2007). Chemical Ecology. In H. F. van Emden & R.
Harrington (Eds.), Aphids as Crop Pests (CABI, pp. 235-260).

Poehling, H.-M., Freier, B., & Kliken, A. M. (2007). IPM Case Studies: Grain. In H. F. van
Emden & R. Harrington (Eds.), Aphids as Crop Pests (CABI, pp. 597-611).

Powell, G., & Hardie, J. (2001). The chemical ecology of aphid host alternation : How do
return migrants find the primary host plant ?, 36(3), 259-267.

Powell, W., & Pell, J. K. (2007). Biological Control. In H. F. van Emden & R. Harrington
(Eds.), Aphids as Crop Pests (CABI, pp. 469-514).

60



Reva, O. N., Dixelius, C., Meijer, J., & Priest, F. G. (2004). Taxonomic characterization and
plant colonizing abilities of some bacteria related to Bacillus amyloliquefaciens and
Bacillus subtilis. FEMS Microbiology Ecology, 48, 249-259.
https://doi.org/10.1016/j.femsec.2004.02.003

Rickert, C., Blom, J., Chen, X., Reva, O., & Borriss, R. (2011). Genome sequence of B.
amyloliquefaciens type strain DSM7T reveals differences to plant-associated B.
amyloliquefaciens FZB42. Journal of Biotechnology, 155, 78-85.
https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2011.01.006

Sadeghi, E., Dedryver, C., Tanguy, S., Riault, G., Sadeghi, E., Dedryver, C., ... Intraspecific,
G. R. (1995). Intraspecific variations for transmission of BYDV-PAV and -MAV
isolates by the aphids Sitobion avenae and Rhopalosiphum padi. Agronomie, EDP
Sciences, 15(7-8), 504-505.

Smyrnioudis, I. N., Harrington, R., Hall, M., Katis, N., & Clark, S. J. (2001). The effect of
temperature on variation in transmission of a BYDV PAV-like isolate by clones of
Rhopalosiphum padi and Sitobion avenae. European Journal of Plant Pathology, 107,
167-173.

Stouvenakers, G. Etude des substances sémiochimiques et éliciteurs de défense dans la lutte

contre les pucerons en culture de froment d’hiver (2015).

Sunderland, A. K. D., Fraser, a M., & Dixon, aF. G. (1986). Field and Laboratory Studies
on Money Spiders (Linyphiidae) As Predators of Cereal Aphids. Journal of Applied
Ecology, 23(2), 433-447. https://doi.org/10.1111/j.1365-2672.2004.02447 .x

Sutic, D. (1995, December). Virus-insectes : brouiller la transmission. BIOFUTUR, 14-17.

Symmes, E. J., Dewhirst, S. Y., Birkett, M. A., Campbell, C. A. M., Chamberlain, K., Pickett,
J. A, & Zalom, F. G. (2012). The Sex Pheromones of Mealy Plum ( Hyalopterus pruni )
and Leaf-Curl Plum ( Brachycaudus helichrysi ) Aphids: Identification and Field
Trapping of Male and Gynoparous Aphids in Prune Orchards. Chemoecology, 38, 576—
583. https://doi.org/10.1007/s10886-012-0121-y

Thiry, N. Evaluation de Defficacité d’une stratégie de lutte alternative sur les ravageurs et
auxiliaires de la culture de bl¢ dans I’Est de la Chine (2017).

Vacher, C. (1990). No Title. Perspectives Agricoles, 147.

61



van Emden, H. F. (2007a). Host-plant Resistance. In H. F. van Emden & R. Harrington (Eds.),
Aphids as Crop Pests (CABI, pp. 447-468).

van Emden, H. F. (2007b). Integrated Pest Management and Introduction to IPM Case
Studies. In H. F. van Emden & R. Harrington (Eds.), Aphids as Crop Pests (CABI, pp.
537-548).

Walters, K. F. A., & Dewar, A. M. (1986). Overwintering strategy and the timing of the
spring migration of cereal aphids Sitobion avenae and Sitobion fragariae. Journal of
Applied Ecology, 23(3), 905-915.

Wang, G., Cui, L.-L., Dong, J., Francis, F., Liu, Y., & Tooker, J. (2011). Combining
intercropping with semiochemical releases: Optimization of alternative control of
Sitobion avenae in wheat crops in china. Entomologia Experimentalis et Applicata, 140,
189-195. https://doi.org/10.1111/j.1570-7458.2011.01150.x

Wiesel, L., Newton, A. C., Elliott, I., Booty, D., Gilroy, E. M., Birch, P. R. J., & Hein, I.
(2014). Molecular effects of resistance elicitors from biological origin and their potential
for crop protection. Plant Science Center, 5, 1-14.
https://doi.org/10.3389/fpls.2014.00655

Williams, 1. S., & Dixon, A. F. G. (2007). Life cycles and polymorphism. In H. F. van Emden
& R. Harrington (Eds.), Aphids as Crop Pests (CABI, pp. 69-86).
https://doi.org/10.1079/9780851998190.0069

Wratten, S. D., Gurr, G. M., Tylianakis, J. M., & Robinson, kattherine A. (2007). Cultural
Control. In H. F. van Emden & R. Harrington (Eds.), Aphids as Crop Pests (CABI, pp.
423-446).

Ye, X.J.,, Wang, Z. Q., & Li, Q. S. (2002). The ecological agriculture movement in modern
China.  Agriculture,  Ecosystems and  Environment, 92(2-3), 261-281.
https://doi.org/10.1016/S0167-8809(01)00294-8

Yu, W., Xu, Z., Francis, F., Liu, Y., Cheng, D., Bragard, C., & Chen, J. (2013). Variation in
the transmission of barley yellow dwarf virus-PAV by different Sitobion avenae clones
in China. Journal of Virological Methods, 194, 1-6.
https://doi.org/10.1016/j.jviromet.2013.07.038

Zada, A., Falach, L., & Byers, J. A. (2009). Development of sol — gel formulations for slow

62



release of pheromones. Chemo, 19, 37-45. https://doi.org/10.1007/s00049-009-0007-9

Zhang, W., Yang, X., Qiu, D., Guo, L., Zeng, H., Mao, J., & Gao, Q. (2011). PeaT1-induced
systemic acquired resistance in tobacco follows salicylic acid-dependent pathway.
Molecular Biology Reports, 38, 2549-2556. https://doi.org/10.1007/s11033-010-0393-7

Zhi, Y., Wu, Q., & Xu, Y. (2017). Production of surfactin from waste distillers ae™ grains by
co-culture fermentation of two Bacillus amyloliquefaciens strains. Bioresource
Technology. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2017.03.090

Zhu, J., Obrycki, J. J., Ochieng, S. A., Baker, T. C., Pickett, J. A., & Smiley, D. (2005).
Attraction of two lacewing species to volatiles produced by host plants and aphid prey.
Naturwissenschaften, 92(6), 277—281. https://doi.org/10.1007/s00114-005-0624-2

Zhu, J., & Park, K. C. (2005). Methyl salicylate, a soybean aphid-induced plant volatile
attractive to the predator Coccinella septempunctata. Journal of Chemical Ecology,
31(8), 1733-1746. https://doi.org/10.1007/s10886-005-5923-8

Zhu, J., Zhang, A., Park, K., Baker, T., Lang, B., Jurenka, R., ... Smiley, D. (2006). Sex
Pheromone of the Soybean Aphid , Aphis glycines Matsumura , and Its Potential Use in
Semiochemical-Based Control Sex Pheromone of the Soybean Aphid , Aphis glycines
Matsumura , and Its Potential Use in Semiochemical-Based Control. Environmental
Entomology, 35, 249-257.

63



V1. Annexes

1 Bibliographie
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Aspect of aphid Factor Techniques to manipulate crop

Cost of aphid

Figure 29. Techniques culturales de gestion des pucerons (Wratten et al., 2007)
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Tableau 5. Liste d’éliciteurs, de leur origine, de I'agent pathogene ciblé et sur quelle plante celui-ci est efficace (Wiesel et al.,

2014).
Origin Elicitor compound Effective toward Plants effects shown in
Flant Ohgegalacturonides Hotrytis cineres, Blumens Several
QIS
Milsana lgiant Boirytis cineraa, | eveilula Cucumber, tomato
kmotwead) taurica
Burdock Calletotrichum lagenanum, Cucumber, tobaceo, tomato
fructocligosacchande Botrytis cineraa, TV
Elicitor poptide 1 {Pepl)  Cochliobalis hotarostrophus. Maire
Calletotrichum grarminicod
Carragesenans Sclerotimg schorotiorum, TMYV A thaliana, tobacco
Fucans Thy lobacco
Uhans Several Soveral
Larninein Erwinia carafovor, Beans, grapevine, tobacco
Plasmopara viticola, Botrytis
Bacteria Harpin Xanthomonas oryzae Rice
Lipopeplides Boirytes cieres lomalo
Dimethylsulfide Cachiobokis heferosirophs,  Maize, tobacoo
Botrytis cineraa
Psaudobactin Botrytis cinerea, Erainia Several
carotovors
Oomycetes  CREL Fhvtaphthora parasitica A thaliana, tobacoo
Cryptogein Phylophthora parasitica, Tobacco
Eicosapentaenoic acid Fhytophthora infestans Potato
Pep13 Fhylophthora spp. Parshoy, polato
INF1 Phytaphthors imfastans Tohaceo
Fungi p-glucans Several Sevearal
Chatosan Several Several
Chitin Several Several
Ergosterc Botrytis cingraa Grapeving, tobacco
Trichoderma spocies: Psaudomonas symingaa, A thaliana, cotton, maize
xylanases, peptaibol, Botrytis cineraa,
cerato-platanin family Colletotnchum gramimcola
Cerabrosides Fusarnum spp. Several
HE-inducing proten Magnaporthe oryzae Rice
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Origin Elicitor compound Effective toward Plants effects shown in

PeaT TV Tobacco

PabC1 Botrytis cinorea Tomato

Peni Thi Tobacco

Pamiz1 Pralndomonas synmgas, A thaliana, rice
Xanthomonas oryzae

2 Matériels et méthodes

2.1 Protocole Agdia (Elkhart, Etats-Unis)

Barley yellow dwarf virus Reagent set
Compound ELISA, Alkaline phosphatase label
Catalog number : SRA 26500 (BYDV-MAYV), SRA 27500 (BYDV-PAV)

Coat testwells of ELISA plate

1. Prepare humid box

Prepare a humid box by lining an airtight container with a wet paper towel. Keeping testwells in a
humid box during incubation will help prevent samples from evaporating.

2. Prepare capture antibody
Note : All antibodies and enzyme conjugates should be prepared in a container made of a
material such as polyethylene or glass that does not readily bind antibodies. Do not use

polystyrene, polypropylene or polycarbonate.

The capture antibody is provided as a concentrated solution and must be diluted with carbonate
coating buffer before use. The recommended antibody to buffer ratio is given on the label.

Prepare the volume of carbonate coating buffer needed for the test. You will need 100 ul of carbonate
coating buffer for each test well you are using. A full plate will require about 10 ml. Then, add the
appropriate volume of concentrated capture antibody to the carbonate coating buffer at the dilution on
the label.

3. Coat plate
Pipette 100 ul of the prepared capture antibody solution into each well.

4. Incubate plate
Incubate the plate in a humid box for 4 hours at room temperature or overnight in the refrigerator
(4°C). Do not store coated plates longer than 24 hours. If long term storage is desired, contact Agdia

about postcoat buffers.

5. Wash plate
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Empty the wells into a sink or waste container. Fill the wells completely with 1X PBST, and then
quickly empty them again. Repeat 2 times.

Hold the plate upside down and tap firmly on a folded paper towel remove excess liquid.
Note : Use freshly coated plates immediately.
Grind and dilute samples

When possible, select tissue showing symptoms for the test. Use Agdia’s general extract buffer (GEB)
to grind and dilute samples.

When you have extracted plant sap, dilute the sap into sample extraction buffer at a ratio of 1 :10 (sap
volume : buffer volume). Alternatively, grind plant tissue in extraction buffer at a 1 :10 ratio (tissue
weight: buffer volume).
You will need 100 pl of diluted sample extract per test well, plus an additional amount to assure easy
dispensing. A convenient way to prepare this diluted sample is to measure 100 pl of undiluted sap into
a small test tube, and then add 1 ml of extraction buffer.
Test Procedure

1. Dispense samples
Following your loading diagram, dispense 100 ul of prepared sample into sample wells. Dispense 100
ul of positive control into positive control wells, and dispense 100 ul of extraction buffer into buffer
wells.

2. Incubate plate
Set the plate inside the humid box and incubate overnight in the refrigerator (4°C).

3. Prepare enzyme conjugate
Note : Always prepare enzyme conjugate within 10 minutes before use.
Both bottles of alkaline phosphatase enzyme conjugate and detection antibody (bottles A and B) are
supplied as a concentrate and must be diluted with ECI buffer before use. The recommended conjugate
to buffer ratio is given on each label. Dispense the appropriate volume of prepared ECI buffer into a
dedicated container. You will need 100 pl of buffer for each testwell you are using. Then, add the

alkaline phosphatase enzyme conjugate according to the dilution given on the labels.

After adding the reagents from bottles A and B, it is important to mix the enzyme conjugate solution
well

4. Wash plate

When the sample incubation is complete, wash the plate. Use a quick flipping motion to dump the
wells into a sink or waste container without mixing the contents.
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Fill all the wells completely with 1X PBST, and then quickly empty them again. Repeat 7 times.

After washing, hold the frame upside down and tap firmly on a folded paper towel to remove all
droplets of wash buffer.

Inspect the testwells. All wells should be free of plant tissue. If tissue is present repeat the wash step
and tap firmly on a paper towel.

5. Add enzyme conjugate

Dispense 100 pl of prepared enzyme conjugate per well.
6. Incubate plate

Incubate the plate in the humid box for 2 hours at room temperature.
7. Prepare PNP solution

Each PNP tablet (ACC 00404) will make 5 ml of PNP solution, at a concentration of 1 mg/ml, about
enough for five 8-well strips.

About 15 minutes before the end of the above incubation step, measure 5 ml of room temperature 1X
PNP buffer for each tablet you will be using. Then, without touching the tablets, add the PNP tablets
to the buffer.

Note: Do not touch the PNP tablets or expose the PNP solution to strong light. Light or
contamination could cause background color in negative wells.

8. Wash plate
As before, wash the plate 8 times with 1X PBST.
Inspect the wells looking for the presence of air bubbles. Tap firmly on the paper towel to remove
remaining wash buffer and any air bubbles. If air bubbles are still present they may be broken with a
clean pipette tip.

9. Add PNP solution
Dispense 100 pl of PNP solution per well.

10. Incubate plate

Incubate the plate for 60 minutes in a humid box. Plates should be protected from direct or intense
light.

11. Evaluate results
Examine the wells by eye, or measure on a plate reader at 405 nm. Air bubbles which are present at

the time of reading can alter results, if in the light path. Agdia recommends that bubbles be eliminated
prior to reading.
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Wells in which color develops indicate positive results. Wells in which there is no significant color
development indicate negative result. Test results are valid only if positive control wells give a
positive result and buffer wells remain colorless.

Results may be interpreted after more than 60 minutes of incubation as long as negative wells remain
virtually clear.

Buffer formulations

Carbonate Coating Buffer (1X) Dissolve in distilled water to 2000 ml:
Sodium carbonate (anhydrous) 159¢
Sodium bicarbonate 293¢
Sodium azide 0.2g

Adjust pH to 9.6. Store at 4° C.

PBST Buffer (Wash Buffer) (1X) Dissolve in distilled water to 1000 ml :

Sodium chloride 80g¢
Sodium phosphate, dibasic (anhydrous) 1.15¢
Potassium phosphate, monobasic (anhydrous) 0.2g
Potassium chloride 0.2g
Tween-20 059
AdjustpHto 7.4
ECI Buffer (1X) Add to 1000 ml 1X PBST:

Bovine serum albumin (BSA) 20¢g
Polyvinylpyrrolidone (PVP) MW 24-40,000 20.0¢
Sodium azide 0.2g

Adjust pH to 7.4. Store at 4° C.

PNP Buffer (1X) Dissolve in 800 ml distilled water:
Magnesium chloride hexahydrate 01g
Sodium azide 0.2g
Diethanolamine 97.0 ml

Adjust pH to 9.8 with hydrochloric acid. Adjust final volume to 1000
ml with distilled water. Store at 4° C.

General Extract Buffer (GEB 1X) Dissolve in 1000 ml 1X PBST:

Sodium sulfite (anhydrous) 1.3¢g
Polyvinylpyrrolidone (PVP) MW 24-40,000 20.0¢
Sodium azide 0.2g
Powdered egg (chicken) albumin, Grade 1l 20¢g
Tween-20 20.0¢g

69



Adjust pH to 7.4. Store at 4 C.

2.2 Protocole Merck (Darmstadt, Allemagne)

p-Nitrophenyl Phosphate Substrate Buffer
Cat. No. 487664

Revision

Application

Description

Form

Comments

Storage

20-November-2009 JSW

ELISA (see comments)

Alkaline phosphatase substrate buffer supplied as ready-to-use. A diluent for Cat.
No. 487663.

Clear to light yellow liquid.

Product tested for stability at 4°C, 18-26°C, and 37°C. Product performance is tested on
the final product by ELISA.

Suggested procedure for use of p-NPP in alkaline phosphatase-based ELISAs:

1. To 39 parts distilled water add 1 part 50X p-NPP Concentrate (Cat. No. 487663) and 10
parts p-NPP Substrate Buffer. Mix well and store protected from light. This diluted
reagent is suitable for up to 10 h after preparation.

2. Complete all required incubations with antibodies and alkaline phosphatase-labeled
probes.

3. Wash plate wells at least 4 times with Tris-buffered saline (TBS) containing 0.1%
Tween®-20 detergent. DO NOT USE PHOSPHATE BUFFERS; inorganic phosphate is a
potent inhibitor of alkaline phosphatase.

4. After the final wash, shake and blot all residual buffer from the wells.

5. Add 100 pl of 1X p-NPP Substrate Solution to each well and incubate for 15-60 min.
(If a kinetic study is desired, readings at 405 nm may be taken at intermediate intervals).
[Note: Optimal incubation times may vary depending on the amount of enzyme present. If
color develops too quickly, dilution of the probe, antibody, or alkaline phophatase-labeled
reagent may be required.]

6. Stop the reaction by adding 100 pl of 1 N NaOH.

7. Read absorbance at 405 nm.

Note: Variations in time, reagent volumes, and temperature may require further
standardization by the user.

+2°C to +8°C
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http://www.merckmillipore.com/BE/fr/product/p-Nitrophenyl-Phosphate,EMD_BIO-487663

Do Not
Freeze

Toxicity

Protect from light

Ok to freeze

Standard Handling

3 Reésultats

3.1 Proportion de chague espéce de pucerons par parcelle durant la saison
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Figure 30. Proportion de chaque espéce de pucerons par parcelle pour chaque date d’observation durant la saison
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3.2 Proportion de chague espéce de pucerons par piege durant la saison

100%
S 90%
S
D
= 80%
g
o 70%
o
§ 60%
o
3 50%
(]
(&)
D
& 40%
3
= 30%
[+
=
o
o 20%
c
o
S 10%
o
s
5 0%
A
N\
&
X
\\Q
v

. 2
34
m Metopolophium dishodum
= Metopolophium festucae
m Rhopalosiphum insertum
= Myzus persicae
Sitobion fragariae
= Aphis fabae
= Rhopalosiphum padi
m Sitobion avenae

A A
\S N
Q Q
Vv v v
S

N N

Date de récolte

Figure 31. Proportion de chaque espéce de pucerons par piege pour chaque date de récolte durant la saison
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4 Discussion

4.1 Données météorologiques
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Figure 32. Températures moyennes maximales, Température moyennes minimales et Précipitations du 14 avril au 9 juin
2017 dans la ville de Tai ‘an (Chine). Les données météorologiques proviennent de http://www.tiangi.eastday.com et de
http://www.accuweather.com .
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Figure 33. Températures maximales, minimales et moyennes durant I’hiver 2016-2017 & Tai’an (Chine). Les données
météorologiques proviennent de http://www.accuweather.com .
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4.2 Stade du froment et code de I’échelle BBCH lors de chaque visite en champ

Tableau 6. Stade du froment et code de [’échelle BBCH lors de chaque visite en champ (Lancashire et al., 1991).

Date Code de I’échelle BBCH Stade du froment
21/04/17 Sortie de I’inflorescence ou
50 - 59 o
28/04/17 épiaison
05/05/17 60 - 69 Floraison, anthése
12/05/17 ) )
70-77 Développement des graines
19/05/17
26/05/17 ) )
80 -89 Maturation des graines
02/06/17

4.3 Figures issues du mémoire de Thiry, N. Evaluation de efficacité d’une stratégie

de lutte alternative sur les ravageurs et auxiliaires de la culture de blé dans I’Est
de la Chine (2017).

Les figures ci-dessous sont tirées du mémoire de Thiry, N. Evaluation de ’efficacité d’une

stratégie de lutte alternative sur les ravageurs et auxiliaires de la culture de blé dans I’Est de la

Chine (2017).
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Figure 34. Réponse comportementale des coccinelles face a ’élicitation de plants de froment avec Hrip 1. NS = non
significatif
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Figure 35. Nombre moyen de prédateurs par parcelle en fonction de la date et du traitement. Les barres représentent les
erreurs standards de la moyenne. NS : non significatif.
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Figure 36. Nombre moyen de prédateurs par piége en fonction de la date et du traitement. Les barres représentent les
erreurs standards de la moyenne. NS : non significatif, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figure 37. Nombre moyen de parasitoides par piége en fonction de la date et du traitement. Les barres représentent les
erreurs standards de la moyenne. NS : non significatif, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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