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(GLOSSAIRE

Apteére : dépourvu d’ailes (Huilé et al., 2011).

Dicecique (ou hétéreecique) : se dit des especes nécessitant deux plantes hdtes pour accomplir
leur cycle, par opposition a moncecique (Hullé et al., 1998).

Eliciteur : molécule capable de déclencher les événements menant a I’expression d’une
résistance chez la plante (Benhamou, 2009).

Fondatrice : premicre femelle parthénogénétique issue de 1’éclosion de I’ceuf d hiver (Hullé et
al., 1998).

Fondatrigene : femelle parthénogénétique issue de la fondatrice (Hullé et al., 1998).

Hémimétabole : mode de développement postembryonnaire de I’insecte. Le développement
vers le stade adulte est progressif et il n’y a pas de stade pupal (Desparins, 2009).

Holocyle : se dit d’un cycle annuel complet des pucerons, comprenant une génération sexuée
et une ou plusieurs générations parthénogénétiques (Huilé et al., 2011).

Labium : levre inférieure constituant le rostre (piece buccale piqueur-suceur) (Hullé et al.,
1998).

Miellat : excrément liquide des pucerons, riche en sucres, qu’ils projettent sur les feuilles (Huilé
etal., 2011).

Ovipare : dont le femelle pond des ceufs (Desparins, 2009).

Parthénogénése : mode de reproduction sans fécondation (pas d’intervention du male). Celle
des pucerons est mitotique car tous les descendants sont génétiqguement identiques a leur mere
(reproduction clonale) (Huilé et al., 2011).

Piqueur-suceur : type d’appareil buccal d’un insecte caractérisé par 1’allongement des
mandibules et des maxilles transformées en stylets (Desparins, 2009).

Potentialisateur : molécule qui sensibilise la plante a répondre plus rapidement et efficacement
a une attaque subséquente de bioagresseurs (Benhamou, 2009).

Rostre : pieces buccales réunies pour pouvoir piquer, percer et aspirer (Desparins, 2009).

Stylet : partie des pieces buccales perceuses de certains insectes (Desparins, 2009).
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Les effets des stimulateurs de défense des plantes sur D. plantaginea

|- INTRODUCTION

Les produits phytosanitaires sont nécessaires pour garantir les productions agricoles
(Emden & Harrington, 2007). Cependant, leur utilisation présente des risques de transfert dans
I’environnement et vis-a-vis de la santé de ’utilisateur et du consommateur. Pour permettre de
limiter ces risques tout en conservant les performances de productions agricoles, il est
nécessaire de mettre en place des stratégies de protection des cultures efficaces permettant de
réduire ’utilisation de produits phytosanitaires (Benhamou, 2009). En France, des objectifs de
réduction de I’utilisation des produits phytosanitaires ont été définis a la suite du Grenelle de
I’Environnement de 2007 et de I’établissement du plan Ecophyto, revu en 2015. Ce plan
comporte plusieurs axes visant a établir et améliorer les connaissances actuelles sur les systemes
agricoles et a réduire 1’'usage de produits phytopharmaceutiques. Parmi ces axes, 1’un porte sur
la mise en place de mesures permettant de prévenir les attaques des bioagresseurs et ainsi limiter
I’utilisation des produits phytosanitaires et les effets non intentionnels liés a leur utilisation
(Ministere de 1’Agriculture et de la Péche, 2008; Le Foll, 2015). Des solutions pouvant se

substituer, tout du moins en partie, aux produits actuels sont donc recherchées.

Suite a I’amélioration des connaissances sur les défenses des plantes, la stimulation de

ces derniéres en agriculture est envisagée (Benhamou, 2009).

1.1- Défenses des plantes

Au cours du temps, les plantes et leurs bioagresseurs ont co-évolué. Ces derniers ont
mis en place des stratégies offensives et les plantes ont développé des mécanismes de défense
chimiques et/ou physiques, constitutives ou induites, locales ou systémiques (Giordanengo et
al., 2010).

1.1.1- Mécanismes de défense

Les défenses constitutives sont soit structurales soit chimiques. La cuticule et les poils
peuvent former un premier obstacle a la colonisation de la plante hdte par des bioagresseurs.
Les défenses chimiques regroupent, quant-a-elles, la synthése de molécules appelées
phytoanticipines. Elles sont produites méme en 1’absence de bioagresseur et regroupent

notamment des composés phénoliques, comme les tannins, mais également des lactones et des
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Figure 1 : Les différentes défenses possibles mises en place par une plante suite a I’attaque par un bioagresseur
(Benhamou, 2009).
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composes cyanogenes, qui forment, lors d’une attaque, des composés toxiques, des saponines,
formant des terpénes a action antimicrobienne et des huiles, ayant une activité antibactérienne

et antioxydante (Benhamou, 2009).

Les défenses induites peuvent étre spécifiques ou non de D’interaction plante-
bioagresseur (fig. 1). Lorsqu’elles sont spécifiques, elles résultent de I’interaction entre les
protéines issues de I’expression des génes de résistance de la plante (géne R) et d’avirulence du
bioagresseur (gene Avr) (Flor, 1971; Benhamou, 2009; Stuart, 2015). Les défenses
nonspécifiques sont efficaces contre plusieurs bioagresseurs (Sticher et al., 1997; Walters et al.,
2013) et sont soit locales, Résistances Locales Acquises (RLA), ou systémiques, Résistances
Systémiques Acquises (RSA). La reconnaissance d’éliciteurs généraux par la plante permet,
pour la RLA, de limiter la propagation du bioagresseur et, pour la RSA, de mettre la plante en
¢tat d’alerte par la transmission de signaux aux cellules adjacentes et a I’ensemble de la plante
(Benhamou, 2009; Walters et al., 2013).

1.1.2- Voies de signalisation

Les mécanismes de défenses des plantes sont initiés par la production de signaux issus
de I’environnement, de la plante et/ou du bioagresseur. La perception des signaux entraine une
succession d’événements tels que la phosphorylation des protéines, la dépolarisation de la
membrane, I’influx de calcium et la libération de formes actives de 1’oxygene (FAO) comme
par exemple le peroxyde d’hydrogéne (Garcia-Brugger et al., 2006). Ces évenements
conduisent a 1’activation de voies dépendantes de certaines phytohormones. Ainsi, les voies
dépendantes de 1’éthyléne ou du jasmonate peuvent étre activées par des agents pathogénes ou
des insectes phytophages alors que la voie de 1’acide salicylique est généralement déclenchée

par des agents pathogenes (Thomma et al., 2001; Maffei et al., 2007).

En fonction du type d’attaque et du type de dégats, différentes défenses sont mise en
place via les voies de signalisation. L’acide jasmonique, induit par des oligogalacturonates, des
chitosanes et par des B-glucanes, est un messager secondaire ayant un réle intermédiaire dans
la transduction du signal (Benhamou, 2009). Il permet 1’activation d’une résistance systémique
(Penninckx et al., 1998). En ce qui concerne 1’acide salicylique, son accumulation s’accentue
en réponse a une attaque. Cette augmentation est souvent associée a une réponse
d’hypersensibilité mais elle peut aussi €tre observée dans des zones ¢loignées de 1’attaque. Cette

voie permet donc I’activation de résistance locale et systémique (Benhamou, 2009).



Aphids Caterpillars ROS

Ca?*
channel

Ca?
channel

Transcription
factors

26S proteasome

Phloem Inter/intra-plant Mesophyll
communications

Figure 2 : Activation des voies de défenses différentes suivant le types de bioagresseurs notamment entre les
insectes piqueurs-suceurs et les insectes broyeurs (Arimura et al., 2011).

Figure 3 : Dégats sur feuilles et jeunes pousses causés par D. plantaginea (Source photo : M. Philibert).
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L’augmentation du niveau d’acide salicylique entraine une translocation dans le noyau de
protéines (NPR1) qui interagissent avec des facteurs de transcription et active par la suite des
génes codant pour des protéines de stress (Després et al., 2003). Enfin, I’éthyléne joue
¢galement un rdle dans 1’établissement des défenses de la plante. Il est impliqué dans les
réponses de la plante face, notamment, a un stress biotique (Bleecker & Kende, 2000).
L’¢thyleéne est pergu par des protéines membranaires réceptrices (Guo & Ecker, 2004) et est
souvent associé a une induction de la résistance (Benhamou, 2009). Il peut notamment
stimulerla synthése de phytoalexines et des glycoprotéines (HRGPs) (Showalter et al., 1985).
Ces différentes voies de signalisation hormonale peuvent interagir entre elles pour activer
I’expression de genes de défense. Ainsi, il apparait que 1’acide jasmonique peut interférer avec
d’autres métabolismes comme la voie de I’acide salicylique (Maleck et al., 2000). Inversement,
ce dernier semble étre un inhibiteur potentiel de 1’acide jasmonique (Kim et al., 2003).
L’association de 1’acide jasmonique et de 1’éthyléne influence plusieurs aspects physiologiques

de la plante lors, notamment, d’interaction avec un insecte phytophage (Benhamou, 2009).

Ces défenses sont mieux connues vis-a-vis des insectes broyeurs que vis-a-vis des
insectes piqueur-suceurs (Arimura et al., 2011). La nature des dégéats occasionneés sur la plante
par des insectes broyeurs est différente de ceux occasionnés par des insectes piqueurs.
Cependant ces derniers dégradent les parois de la cellule et peuvent également entrainer

I’induction des défenses (fig. 2).

1.2-  Pucerons

Parmi les insectes piqueurs-suceurs, les pucerons représentent le groupe le plus
important en nombre d’especes et en colits associés aux dégats occasionnés dans les cultures
(Hullé et al., 1998). Ce sont des insectes phytophages qui affectent, par leur action spoliatrice,
c’est-a-dire par le prélevement de la seve, les performances de la plante et déclenchent les
mécanismes de défense (Will & van Bel, 2006). lls peuvent détériorer les feuilles, les fruits et
les jeunes pousses (fig. 3) (Davidson & Lyon, 1979; Hullé et al., 1998) mais des dégats indirects
peuvent également étre observés tel que le développement de champignons saprophytes
responsables des fumagines sur le miellat secrété et pour certaines especes, la transmission de
virus vers la plante (Leclant, 1981; Huang et al., 1983). Les pertes a la récolte peuvent donc

étre importantes en cas de forte infestation.
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Figure 5 : Chemin des stylets au travers de la gaine sétale afin d’atteindre le phloéme ou le xyléme
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1.2.1- Piéces buccales

Les pucerons piquent grace a des stylets qui leur permettent de se nourrir du phloéme.
Les stylets sont au nombre de quatre et sont issus de la transformation des mandibules et des
maxilles. Ils sont collés les uns aux autres et coulissent entre eux, formant ainsi un faisceau
permettant la délimitation des canaux salivaires et alimentaires (fig. 4a) (Dedryver, 1981). Les
stylets coulissent dans le rostre qui est divisé en quatre articles correspondant a la lévre
inférieure, le labium (fig. 4b). Les stylets permettent d’atteindre les faisceaux cribo-vasculaire
de la plante (Hullé et al., 1998), notamment le phloéme, par des piqglres généralement
intercellulaires (Tjallingii & Esch, 1993), en évaluant la chimie interne des cellules (Tjallingii,
2006).

1.2.2- Emission de salive

La salive émise par les stylets des pucerons entraine des changements morphologiques,
altére I’allocation des ressources et induit des symptomes systémiques (Goggin, 2007). Les
pucerons sécrétent deux types de salive. L’une est dite salive gélive et permet, par son
durcissement, la formation d’une gaine sétale (fig. 5). Ceci permet aux oucerons d’orienter les
stylets entre les cellules du tissu végétal et de les oter rapidement en cas d’attaque par exemple
(Dedryver, 1981; Hullé et al., 1998; Will & Vilcinskas, 2015). Elle est principalement
constituee de protéines (enzymes), de phospholipides et de glucides. Cette composition est
similaire d’une espeéce de pucerons a I’autre. Le second type est la salive aqueuse qui est un
mélange de plusieurs molécules dont des enzymes. Par opposition a la salive gélive, ce mélange
différe entre les espéces de pucerons et, au sein d’'une méme espece, varie selon le régime
alimentaire (Cherqui & Tjallingii, 2000). Les enzymes contenues dans la salive aqueuse
pourraient permettre au puceron de dégrader la paroi végétale. Cependant il semble que les

stylets progressent plus vite que I’action des enzymes (Tjallingii & Esch, 1993).

1.3- Interaction plante-puceron

Suites aux piqdres réalisées par un puceron, différentes voies de signalisation sont
activées afin d’établir une résistance. Lors de la dégradation de la paroi, la plante peut percevoir,
comme des molécules étrangeres, des molécules modifiées par 1’insecte mais issues du tissu
végeétal (Dangl & Jones, 2001). C’est le cas de certains fragments appelés oligogalacturonides.
Ces derniers sont percus pas la plante et sont connus pour induire ces defenses (Zhao et al.,
2005; Will & van Bel, 2008).
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Lors de la progression des stylets dans les tissus, la plante met en place une obstruction
afin de prévenir la perte de seve (Tjallingii, 2006). Ce mécanisme est assuré par des protéines
du phloéme qui coagulent, et forment un dép6t de callose, ou se dispersent en réponse aux
signaux de dommages mécaniques (Knoblauch & van Bel, 1998). La coagulation des protéines
peut étre due a I’afflux soudain de calcium (Knoblauch & van Bel, 1998; Will & van Bel, 2006)
mais également a un changement d’état de la séve, dii a un phénoméne d’oxydo-réduction
(Leineweber et al., 2000). La dégradation de la paroi entraine également la production de
calcium libre qui, tout comme certaines formes actives de 1’oxygene (FAO), peut induire une
cascade de signalisation locale ou systémique (Hu et al., 2009) via des voies de défense. Ces
voies sont notamment celles de I’acide salicylique, de I’acide jasmonique et de I’éthyléne qui
contrblent de nombreuses réponses cellulaires et permettent de mettre en place des défenses

moins colteuses et moins spécifiques (Goggin, 2007).

Les pucerons semblent capables de moduler les défenses des plantes en influencant les
signaux percus par la plante, notamment ceux liés a un stress oxydatif ou a 1’afflux de calcium
(Giordanengo et al., 2010). La pénétration des stylets, par exemple, n’entraine pas de réduction
du flux de seve car le puceron sécrete, au cours de son alimentation, de la salive aqueuse qui
empéche ’obstruction des tubes criblés par la modification de la conformation des protéines
formant des calloses (Will & van Bel, 2006; Will et al., 2007). Les enzymes contenues dans la
salive aqueuse peuvent également jouer un réle dans la modulation des signaux percgus par la
plante. Des glucose-oxydases présentes dans cette salive permettraient, par 1’oxydation de
glucoses, la production du peroxyde d’hydrogéne qui induit I’accumulation d’acide salicylique
(Vandenabeele et al., 2003). Cette oxydase permet également aux pucerons de réduire
I’induction d’une réponse de la plante dépendante de 1’acide jasmonique (Zhu-Salzman et al.,
2004). Les pucerons induisent alors la production de phytohormones (Thompson & Goggin,
2006). De plus, les roles de I’acide salicylique, de 1’acide jasmonique et de I’éthyléne pourraient
étre différents selon 1’espéce végétale et I’espéce de puceron (Giordanengo et al., 2010). Des
composants de la salive, tels que les NADH déshydrogénases, entrainent une réduction de
I’expression des genes codant la production de FAO inhibant ainsi une réaction
d’hypersensibilité (HR — Hypersensitivity Response) (Yang et al., 2007). En ce qui concerne
I’afflux de calcium, certaines protéines salivaires du puceron peuvent fixer le calcium libre, ce

qui implique qu’il y a une concurrence entre les protéines de la plante et du puceron vis-a-vis
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de cette ressource (Will et al., 2007). Les pucerons interféerent également dans différents
processus physiologiques tels que la relation source-puit, notamment vis-a-vis du carbone et de
I’azote, le renforcement de la paroi cellulaire et I’activité photosynthétique. En effet, leur

présence induit un effet systémique sur I’expression des génes impliqués dans ces processus

(Divol et al., 2005).

Les pucerons peuvent donc manipuler la signalisation moléculaire de leur hote a leur
avantage en rendant les défenses moins efficaces. Il semble notamment que lorsque des
pucerons s’alimentent, les défenses vis-a-vis de ces derniers soient réduites (Prado & Tjallingii,
2007). Ceci a été observé par une étude du comportement de pucerons via un dispositif
¢lectropénétrographique (EPG) permettant d’enregistrer en continu les différentes phases du

comportement de piqlre et d’ingestion d’un insecte phloémophage tel que le puceron

(Tjallingii, 2006).

1.4-  Stimulateurs de Défense des Plantes (SDP)

Tous les végétaux sont capables de mettre en place des mécanismes de défense face a
une attaque. Cette mise en place n’a pas toujours lieu notamment lorsque la plante ne percgoit
pas un agresseur particulierement bien adapté a son héte comme un insecte phloémophage. Si
elle a lieu, la vitesse de synthése et d’accumulation des composés de défense de la plante face
a cette attaque est un parametre important pouvant étre décisif dans 1’établissement d’une
résistance ou, a I’inverse, dans la propagation du bioagresseur. L’application de stimulateurs de
défenses des plantes (SDP) pourrait étre une stratégie intéressante en protection des cultures :
elle vise en effet a activer le systéme immunitaire de la plante et a augmenter ainsi sa résistance
a une attaque subséquente (Benhamou, 2009). Les SDP sont des molécules pouvant étre
reconnues par la plante et cette perception déclenche les différents mécanismes moléculaires,
biochimiques et cytologiques menant a I’expression d’une résistance. Ceci se traduit, chez la
plante, par la mise en place de défenses physiques ou chimiques qui limitent le développement
du bioagresseur lors d’une future attaque. Ces molécules n’ont donc pas d’effet biocide, elles
n’agissent pas directement sur le bioagresseur mais sur la physiologie de la plante (Benhamou,
2009). Les SDP sont géneralement dissociés en deux types : les eliciteurs pouvant étre reconnus
comme le « non-soi » et les analogues d’hormones qui ont une action directe sur la physiologie

de la plante et sur les voies de défense. Les SDP peuvent également avoir une action directe sur
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les défenses de la plante et/ou avoir un effet de potentialisation. Les potentialisateurs sont des
molécules induisant une réponse plus rapide et plus efficace des défenses de la plante suite a la
perception de signaux et de molécules lors d’une attaque ultérieure (Benhamou, 1996; Beckers
& Conrath, 2007; Faessel et al., 2014).

L’acibenzolar-S-méthyl et 1’acide-B-aminobutyrique sont deux molécules SDP qui
agissent de facon différente sur la plante. L’acibenzolar-S-méthyl (ASM), dont le nom du
produit formulé par I’entreprise Syngenta est le Bion® 50 WG en Europe (Actigard aux Etats
Unis) a été développé dans les années 1980 (Benhamou, 2009; Walters et al., 2013) et est un
analogue d’une hormone de signalisation, I’acide salicylique (Benhamou, 2009; Faessel et al.,
2014). Le Bion® 50 WG est un stimulateur de défense a action préventive, appartenant a la
famille des benzothiadiazoles (Anses, 2014) pouvant s’appliquer par arrosage ou par
pulvérisation (Benhamou, 2009). Il peut induire une résistance chez beaucoup d’espéces
végétales et permet de lutter contre de nombreux bioagresseurs (Walters et al., 2013). L’ acide-
B-aminobutyrique, (BABA), est un acide aminé non protéique (Hodge et al., 2006; Benhamou,
2009; Justyna & Ewa, 2013). Ce SDP est un potentialisateur (Benhamou, 2009; Faessel et al.,
2014) permettant une activation ultérieure et plus rapide des défenses de la plante (Beckers &
Conrath, 2007). 1l se propage par le systéme vasculaire et stimule une cascade d’événements
moléculaires, tels que la production de FAO, 1’accumulation de protéines PR (Pathogenesis
Related), la peroxydation des lipides membranaires, la formation de callose et I’incrustation de
la lignine dans les parois, menant a 1’établissement de la résistance (Benhamou, 2009). Hodge
et ses collaborateurs ont été les premiers, en 2005, a montrer I’effet du BABA sur les insectes
phloémophages. Ils ont également réussi a déterminer que cette molécule ne possédait aucun

effet de toxicité directe sur les insectes, notamment sur les pucerons (Hodge et al., 2005).

Cependant, le mode d’action du BABA n’est pas encore connu (Hodge et al., 2006), il
pourrait impliquer 1’éthyléne, 1’acide jasmonique, I’acide salicylique et 1’acide abscissique

(Cohen, 2002).

Au sein de I’équipe Respom (INRA UMR IRHS), des travaux sont réalisés sur 1’effet
des SDP vis-a-vis de plusieurs bioagresseurs du pommier. Ces travaux portent sur des maladies
telles que la tavelure du pommier - due a Venturia inequalis -, le feu bactérien - dd a Erwinia
amylovora -, ainsi que sur des ravageurs comme le puceron cendré du pommier, Dysaphis

plantaginea (Passerini). Ce puceron est I’un des principaux ravageurs des vergers de pommiers
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(Davidson & Lyon, 1979). Il est considérée comme le plus nuisible par sa forte fécondité
permettant une rapide augmentation des populations (Davidson & Lyon, 1979; Hullé et al.,
1998).

Des travaux, menés antérieurement au sein de 1I’équipe, ont permis de mettre en évidence
(Sauge et al., 2002; Qubbaj et al., 2005). un effet protecteur du Bion® 50 WG et du BABA vis-
a-vis du puceron cendré du pommier. L’application de ces produits, avant infestation
artificielle, s’est traduite par une diminution de la taille des colonies de puceron cendré
engendrées aprés infestation. Cette diminution est sans doute due & un impact négatif des
molécules SDP sur la fécondité, la longévité et la mortalité du puceron cendré, comme cela a
été démontré par Hodge et ses collaborateurs (Hodge et al., 2006, 2011). Au sein de 1’équipe
ResPom, I’impact des SDP sur le développement du puceron cendré ont été réalisées, pour la
plupart, en utilisant des scions greffés de pommier. L’inconvénient de ce matériel végétal est
qu’il n’est pas disponible toute I’année. De plus, la méthodologie utilisée dans les tests de
criblage d’efficacité des produits est lourde et contraignante. Le test est réparti sur un mois,
avec plusieurs traitements successifs, appliqués par pulvérisation et un comptage final exhaustif
qui doit étre réalisé en une seule journée malgré une quantité importante de pucerons a

dénombrer.

1.5- Obijectifs du stage

Le premier objectif du stage est I’étude du développement de la population de pucerons
en présence de SDP afin de mettre au point une méthodologie de criblage de SDP qui soit
allégée et moins colteuse. En effet, I’attaque par des pucerons induit des changements dans
I’expression des genes de défense apres 24 a 48 heures Il est donc nécessaire de trouver des
SDP capables de réduire le temps d’induction des genes de défense et pour cela, un protocole
de criblage est nécessaire. Le BABA par exemple permet ’induction des génes de défense 24
heures aprés infestation (Zhong et al., 2014). Pour améliorer les tests de criblage, 1’utilisation
de semis constituerait un avantage car ils sont moins onéreux et contraignants a produire. lls
peuvent étre obtenus toute 1’année et prennent moins de place en serre que les plants greffés.
Sur ce matériel végétal, différents protocoles ont été testés afin de déterminer le mode
d’application de la solution de SDP, par arrosage ou par pulvérisation, le nombre d’applications
nécessaires pour obtenir une efficacité permettant un impact significatif sur le développement

du puceron cendré et enfin la fréquence d’application. Certains produits nécessitent plusieurs



Figure 6 : Dispositif d’¢électropénétrographie (EPG) permettant I’enregistrement du comportement alimentaire
d’un insecte phloémophage (Source photo : M. Philibert).
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applications plus ou moins distantes les unes des autres. L’objectif est de réduire la durée de
I’expérimentation ainsi que les contraintes matérielles. Afin de déterminer si les semis
représentent le matériel végétal le plus approprié pour tester 1’induction des défenses via
différents SDP, nous avons également fait des tests en faisant varier les conditions
environnementales (serre et en piece climatisée), et sur une technique d’isolement des femelles

sur le semis par enfermement dans un tulle.

Un impact négatif des SDP sur le développement du puceron cendré peut étre dd a une
modification de son comportement alimentaire suite a la mise en place par la plante de
mécanismes de défense. Le second volet de ce stage porte donc sur le comportement
d’alimentation du puceron cendré sur des plantes traitées avec un SDP a 1’aide d’un dispositif
d’¢lectropénétrographie (EPG) (fig. 6). Cette méthode devrait nous permettre de mieux
comprendre 1’effet de I’induction des défenses chez la plante par 1’observation des
modifications éventuelles dans le comportement du puceron cendré. Sur des cultivars résistants
et sensibles de pommier, Marchetti et al., (2009) ont fait une analyse EPG sur D.plantaginea.
D’apres leurs résultats, il n’y a pas de différence, entre les deux cultivars, dans la phase de
gustation des cellules épidermiques, les pigdres de gustation ne sont ni plus longues, ni plus
nombreuses sur le cultivar résistant. Cependant, il y a des différences dans les phases de
salivation et d’alimentation. En effet, D. plantaginea effectue moins de piqdres de salivation et
plus de piqtires d’alimentation sur cultivar sensible (Marchetti et al., 2009). Apres un traitement
avec une solution d’acide salicylique sur blé vis-a-vis de Sitobion avenae, Cao et ses
collaborateurs (2014) ont observé un impact de cette hormone sur les phases de salivation et
d’alimentation. La durée totale de cette derniere est réduite en présence d’acide salicylique
tandis que celle de la premicre est allongée. Lors d’un traitement avec un dérivé de I’acide
jasmonique (jasmonate de methyl), les auteurs observent un impact de cette molécule sur les
phases de gustation et de salivation (Cao et al., 2014a). Les SDP analysés au cours de mon
stage, notamment le Bion® 50WG qui est un analogue de 1’acide salicylique, devraient donc
impacter les phases de gustation, de salivation et d’alimentation. L’EPG nous permettra
également d’observer les différences de comportement alimentaire du puceron lorsque celui-ci
est sur une plante greffée ou sur un semis. Ceci permettra de verifier que ce matériel végétal

peut étre utilisé pour le criblage de SDP.



Figure 7 : Semis (a) et plante greffée (b) issus du verger sur le site de 'INRA d’ Angers
(Source photos : M. Philibert).
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Figure 8 : Cycle de vie de D. plantaginea (D’apres Dedryver, 1981).
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- MATERIELS ET METHODES

2.1- Matériel végétal

Lors des expérimentations, deux types de matériel végétal ont été utilisés, les semis pour
mettre en place un protocole de criblage et les plantes greffées pour étudier le comportement
alimentaire du puceron cendré. Lors des tests de criblage, une trentaine de semis a été utilisee
par modalité de traitement. En ce qui concerne 1’é¢tude du comportement alimentaire, le
dispositif EPG permet de faire huit enregistrements en simultané. Nous avons renouvelé les
manipulations jusqu’a obtenir une trentaine d’enregistrements par modalité (annexe 1). Les
semis (fig. 7a), de la variété Golden Delicious, étaient issus de pépins, obtenus en pollinisation
libre, dans le verger se trouvant sur le site INRA a Angers. Les pépins ont été stratifiés pendant
trois mois puis semés et rempotés, deux semaines apres, dans un terreau riche en matiere
organique. La production de ces semis s’est effectuée en serre, en conditions semi-contrdlées
(thermopériode : 17-20°C ; humidité relative (HR%) : 56%). Les semis ont été utilisés quatre
semaines aprés avoir été semés pour la mise au point d’un test de criblage de SDP et huit
semaines en moyenne pour 1’étude du comportement alimentaire du puceron. En ce qui
concerne les plantes greffées (fig. 7b), le porte greffe était issu de la variété MM106 et le greffon
de la variété Golden. Le greffage a été effectué en février de cette année, dans un terreau
contenant de la vermiculite, et mis au froid (4°C). Afin d’obtenir des pousses de minimum 10
cm, les greffes ont été sorties et introduites dans la méme serre que précédemment, un mois

avant I’expérimentation.

2.2-  Puceron cendré du pommier

Le cycle de Dysaphis plantaginea (fig. 8) est un holocyle dicecique (ou hétércecique).
Une fois 1’été présent, il doit quitter 1’espeéce végétale sur laquelle il s’est développé, c'est-a-
dire I’hote primaire, et doit migrer vers une espéce de famille botanique différente appelée hote
secondaire. Ces deux hotes sont, chez ce puceron cendré, le pommier et le plantain,
préférentiellement Plantago lanceolata (Blommers et al., 2004). Ce cycle est également
compos¢ de deux phases. L’une parthénogénétique, ou seules les femelles se reproduisent sans
fécondation, I’autre sexuée ou des individus males et femelles se reproduisent a 1’approche de
I’hiver (Hullé et al., 1998). La parthénogénese débute au printemps, sur le pommier, lorsque
les ceufs d’hivers éclosent pour former des femelles apteres appelées fondatrices. Ces femelles
donnent alors d’autres femelles, appelées fondatrigenes. En fonction des conditions des

températures et de la densité de population, des individus ailés vont apparaitre et migrer sur
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Figure 9 : Jeunes pommiers utilisés lors de I’élevage de D. plantaginea obtenu a partir d’une femelle fondatrice
(Source photo : M. Philibert).
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le plantain. La parthénogénése se poursuit jusqu’a la formation d’individus ailés puis sexués
qui, une fois la migration sur pommier effectuée a I’automne, se reproduiront de fagon sexuée
(Davidson & Lyon, 1979; Hullé et al., 1998). Les pucerons étant hémimétaboles, les différents
stades larvaires, présents dans la phase parthénogénétique, sontsimilaires a 1’adulte et font le
méme type de dégats que ce dernier. Le développement larvaire est composé de quatre stades
au cours desquels une différenciation peut se faire pour former des adultes apteres ou ailés
(Dedryver, 1981). Afin d’observer le développement des populations de pucerons et d’étudier
leur comportement alimentaire en présence de SDP, les pucerons utilisés ont été obtenus a partir
d’un élevage (fig. 9) issu d’une femelle fondatrice prélevée sur le site de I’'INRA d’Angers en
2013. La population de puceron a été maintenu sur quatre a cing semis de grande taille,
généralement agés de trois a quatre mois, et placés dans une piece régulée appelée rotoplan
(photopériode : 16h de jour, 8h de nuit en lumiére naturelle avec un apport de lumiere artificiel
la nuit ou si le seuil de I’intensit¢ lumineuse de 100 pmol.m2.g? n’est pas atteint ;
thermopériode : 22-18°C ; HR% : 80%). Le renouvellement de 1’élevage a été effectué toutes
les deux semaines, en déposant trois femelles fondatrigenes sur un nouveau semis. Les
expérimentations nécessitant de connaitre 1’dge des femelles utilisées, des élevages dits
synchrones ont été effectués en parallele. Des femelles fondatrigénes ont été déposées sur les
différents semis et 6tées 24 heures aprés. De ce fait, des clones ont été utilisés lors de nos
expériences. Ces €elevages ont été généralement utilisés, pour les expérimentations, entre 12 et

15 jours aprés avoir déposé les femelles (annexe 1).

2.3- Traitement et mode d’application des SDP

Deux produits ont été utilisés lors de 1’é¢tude du comportement alimentaire de D.
plantaginea : le Bion® 50 WG (acibenzolar-S-méthyl a 50%, Water Dispersible Granule,
Syngenta, Suisse) et le BABA (acide 3-aminobutyrique a 97%, Sigma-Aldrich Ltd, Royaume
Uni). En ce qui concerne 1’étude du développement de population de pucerons, seul le Bion®
50WG a été utilise comme molécule de référence. Le traitement au Bion® 50 WG s’est effectué
par arrosage ou par pulvérisation en trois applications espacees sur une ou deux semaines avant
I’infestation. Les deux modalités d’application, arrosage et pulvérisation, furent utilisées pour
déterminer si I'une est plus efficace que 1’autre. Quant aux fréquences, elles ont tout d’abord
été positionnées en suivant les résultats obtenus lors d’expériences antérieures puis disposées
sur un pas de temps plus court afin de déterminer si la durée de la manipulation pouvait étre
réduite. Une fois les granules diluées dans de 1’eau dé-ionisée, la concentration utilisée était de

0,4 g/L. En ce qui concerne le BABA sous forme de poudre, une seule application a 1 g/L fut

11



Figure 10 : Isolation des femelles et des semis par un sachet en tulle lors du test sur I’enfermement des femelles
(Source photo : M. Philibert).

Figure 11 : Détail du dispositif EPG : apres avoir collé sur le dos de la femelle un fil d’or gréce a la colle
d’argent (A), elle est déposée sur I’apex de la plante (B) et reliée au circuit par une « canne & péche ». La plante
est quant & elle reliée au dispositif par une sonde enfoncée dans le pot. Le circuit est également composé d’un
amplificateur qui revoie le signal EPG vers un ordinateur (Source photos : M. Philibert).
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nécessaire, trois a quatre jours avant I’infestation (annexe I). Le volume utilisé en arrosage
pour le traitement des greffes était de 100 mL par pot quel que soit le produit utilisé. Pour les
semis ce volume était de 30 mL. En ce qui concerne la pulvérisation, la solution du produit SDP
était pulverisée sur le feuillage jusqu’a ruissellement. L’estimation des concentrations utilisées,
des fréquences de traitement et des volumes utilisés a été déterminée sur la base des résultats

antérieurs (Robert, comm.per.).

2.4 Expérimentations sur le développement de la population de pucerons

Les plantes utilisées ont été disposées, selon un plan d’expérimentation, en serre
(thermopériode : 18-21°C ; HR% : 70%) et/ou en piéce climatisée (photopériode : 16h-8h,
thermopériode : 22-18°C, HR% : 70%) en fonction du test effectué (annexe I). Pour déterminer
I’impact de la fréquence et le mode d’application du Bion® 50WG sur le développement du
puceron cendré, sur les plantes ont été placé en serre, et agencées suivant un plan
d’expérimentation en split plot. Pour déterminer si des semis peuvent étre utilisés dans ce
protocole de criblage, I’impact des conditions environnementales a été testé en serre et en piece
climatisée, était disposée dans les deux lieux d’expérimentation. La seconde expérimentation
concernant I’enfermement des femelles, afin d’améliorer 1’isolation des semis entre eux, était
localisée en serre. Les infestations ont été réalisées en déposant une femelle par plante, au
niveau de 1’apex. Afin d’isoler les plantes entre elles et d’éviter que les femelles ne changent
de plante, les pots étaient disposées dans des bacs remplis d’cau et rehaussés individuellement.
Lors des tests d’enfermement des femelles, ces dernicres étaient également isolées en enfermant
les semis dans des sachets en tulle (21 x 17 cm) (fig. 10). Le dénombrement s’effectuait
quatorze jours apres infestation, en comptant le nombre d’individus par plante, tous stade
confondus, et en relevant les anomalies telles que 1’absence de femelles, la présence de nécrose
sur la plante ou I’arrét de croissance de cette derniere. Les données ont été analysées a ’aide
du logiciel R (R Core Team, 2014). Pour le dénombrement lui-méme, les conditions de
normalité et d’homogénéité de variance n’étant pas respectées, des tests non paramétriques de
Kruskal-Wallis ont été effectués. Pour ce qui est de la présence ou absence des femelles sur les

semis, nous avons appliqué un test d’indépendance du Chi? (annexe ).

2.5 Expérimentations sur le comportement alimentaire du puceron

Le dispositif EPG (fig. 11) est constitué de huit canaux permettant I’enregistrement du
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Figure 12 : Ondes correspondant aux différents items comportementaux enregistrés lors des analyses EPG. Dans
ces enregistrements les phases d’absence de piqtres (np), de gustation (C), de salivation (E1), d’alimentation

dans le phloéme (E2), de déraillement (F) et de prélévement du xyleme (G) sont distinguées

(Source images : M. Philibert).
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comportement de huit pucerons. Les plantes et les pucerons sont disposés dans une cage de
faraday afin de réduire les interférences. Le puceron et la plante font partie d’un circuit
électrophysiologique ou la plante est reliée au dispositif par une sonde enfoncée dans le terreau
et le puceron par un fil d’or collé sur I’abdomen (Tjallingii, 1985). Le collage du fil d’or sur le
dos du puceron s’effectue sous aspiration. Le puceron est alors maintenu sous une loupe
binoculaire. Avant de coller le fil d’or, il faut au préalable laver les cires sur le dos du puceron
avec un détergent (une solution de Triton diluée) puis le rincer a 1’eau claire. Une fois les cires
nettoyées, une pointe de colle est déposée sur le dos du puceron ainsi que le fil. Aprés une
courte attente, le puceron est 6t¢ du support d’aspiration et inséré dans le dispositif EPG par
I’intermédiaire d’une « canne & péche ». Cette derniére est constituée d’un clou et d’un fil de
cuivre. Les plantes sont ensuite disposées dans les cages de faraday, ou la sonde correspondant
au canal est enfoncée dans le pot. La feuille sur laquelle le puceron sera déposeé est également
retournée et maintenue par une attache. Ceci permet d’éviter les contacts entre le fil d’or et la
feuille car D. plantaginea est une espéce qui va préférentiellement sur le dessous des feuilles
de pommier. Une fois I’enregistrement lancé via le logiciel EPG Stylet+ daq sur I’ordinateur,
les pucerons sont mis en contact avec la feuille et lors de la premiére piqdre, les réglages sont
effectués en ajustant le voltage et I’amplitude. Pour chaque puceron, le réglage s’effectue au
niveau du point de mesure et permet d’obtenir des ondes caractéristiques et distinctes lors de

I’analyse de I’enregistrement.

Le comportement de chaque puceron a été enregistré pendant huit heures, dans une salle
climatisée a 25°C, et a été ensuite analyseé via le logiciel EPG Stylet+ ana. Lors de I’analyse de
nos enregistrements, nous avons pris en compte les différents items comportementaux décrits
par Tjallingii et Hogen Esch (1993) : I’absence de piqire (np), la gustation ou probing (C), la
salivation dans le phloeme (E1), I’alimentation dans le phloéme (E2), le déraillement des stylets
(F) et le preléevement dans le xyleme (G) (fig. 12) (Tjallingii & Esch, 1993). Pour chacun d’entre
eux nous avons mesuré le nombre de fois ou I’item apparait, la somme des durées de 1’item sur

la totalité¢ de I’enregistrement et la premiére apparition de 1’item.

Trois expérimentations ont été effectuées avec ce dispositif (annexe I1). Nous avons
tout d’abord comparé le comportement du puceron cendré du pommier sur des plantes greffées
traitées au BABA par rapport a des plantes greffées n’ayant pas recu de traitement, puis sur des
plantes greffées traitées au Bion® 50 WG par rapport a des plantes greffées témoins. Enfin,
nous avons comparé le comportement alimentaire de ce puceron sur des plantes greffées par

rapport a des semis en 1’absence de traitement.
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Les données ont été analysées a I’aide du logiciel R (R Core Team, 2014). Apres avoir
vérifié les conditions de normalité et d’homogénéité de variance, des tests non paramétriques
de Kruskal-Wallis ont été réalisés.

I1l- RESULTATS

3.1- Expérimentations sur le développement de la population de puceron

3.1.1- Impact de la fréquence et du mode d’application de deux SDP sur le
développement du puceron cendré

Un effet du Bion® 50WG vis-a-vis du puceron cendré avait été mis en évidence dans
1I’équipe avant mon arrivée en réalisant 3 pulvérisations successives de pommiers (semis de huit
semaines) sur une période de 15 jours avant infestation. Nous avons voulu tester s’il était
possible de réduire cette cinétique d’applications sur 3 jours avant infestation et déterminer si

un apport du produit par arrosage était plus efficace que par pulvérisation.

Afin d’optimiser les tests de criblage sur le puceron cendré, nous avons réalisé des
traitements avec le Bion® 50WG a deux fréquences d’application (annexe I). Les résultats
obtenus ne montrent pas de différence significative pour chacune des modalités. C’est le cas
entre les deux fréquences de traitements et les témoins (annexe I11), quel que soit le mode
d’application utilisé en raison d’une forte variabilité des résultats. Cependant nous observons
des tendances (fig. 13). Le nombre de pucerons présents sur les semis traités au Bion® 50WG
est en moyenne plus réduit que sur les plants témoins. De méme, il semble que 1’arrosage
permette une efficacité plus importante du traitement que la pulvérisation : 34 contre 67
individus respectivement pour les applications sur 15 jours, et 29 contre 51 individus
respectivement pour les applications réparties sur 3 jours. Sur les semis témoins, le nombre

d’individus moyen par semis est de 102.

Ces résultats révelent donc aussi une forte variabilité du nombre de pucerons par semis.
Lors du dénombrement (fig. 14), quatorze jours aprés 1’infestation, nous avons observé un fort
taux de départ des femelles déposées lors de 1’infestation. En effet, seulement 45% des femelles
étaient présentes lors du dénombrement. Des larves étant présentes méme en 1’absence de
femelle, le dénombrement a été fait sur la totalité des semis, sans exclure ceux ne possédant

plus de femelles de D. plantaginea.
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Figure 16 : Effet de I’enfermement des femelles dans un tulle sur le taux de départ des femelles en 1’absence de
traitement. Les données représentent le pourcentage de plantes sur lesquelles les femelles sont présentes suivant
le type d’isolement des semis : semis ensachés sous un tulle (n = 30) ou isolés par de I’eau (n = 30).
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Figure 17 : Effet de I’enfermement des femelles dans un tulle sur I’infestation de D. plantaginea
en I’absence de traitement. Les données représentent le nombre moyen d’individus tous stades
confondus (les barres d’erreurs sont les écarts-types) par semis suivant le type d’isolement des
semis : semis ensachés sous un tulle (n = 30) ou isolés par de I’eau (n = 30).
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3.1.2- Effet des conditions environnementales sur le départ des femelles

Suite au fort taux de départ des femelles observé dés le septieme jour dans
I’expérimentation précédente, nous nous sommes demandé si cela pouvait étre lié aux
conditions environnementales fluctuantes de la serre. Nous avons alors disposé une
cinguantaine de semis en serre et une cinquantaine de semis en piece climatique. Nous avons
déposé une femelle sur chacun d’entre eux, dans les deux lieux d’expérimentation, et avons

noté leur présence/absence, ainsi que le développement de larves sept jours aprées infestation.

Les résultats (fig. 15, annexe I11) montrent qu’il y a des femelles sur 56% des plantes,
en piece climatique, et sur 48% des plantes en serre. Il n’y a donc pas de différence significative
sur la présence ou non des femelles sur les semis en fonction de la localisation de
I’expérimentation. De méme, le nombre de plantes sur lesquelles sont présentes des larves n’est

pas différent. Elles sont présentes sur 10% des plantes en piece climatique et sur 16% en serre.

3.1.3- Effet de [’enfermement dans un sac en tulle sur [’infestation du puceron
cendré sur des semis

L’expérimentation précédente montrant que le taux de départ des femelles n’est pas
différent entre la serre et la piéce climatisée, et de ce fait n’est pas li¢ aux conditions
environnementales de la serre mais plus probablement aux semis, nous avons voulu tester
I’enfermement des femelles sur ces derniers afin de forcer I’infestation. Pour cela nous avons
disposé une soixantaine de semis en serre, dont la moitié était recouvert individuellement par
un sachet en tulle aprés infestation, 1’autre moitié étant individuellement isol¢ par de I’eau a la
base des pots. Les observations ont porté sur la présence de femelles sur chaque semis et sur le
nombre d’individus par plante. Les résultats (fig. 16, annexe 111) montrent que le nombre de
plantes colonisées par une femelle diminue méme en présence du sachet en tulle. Il reste 73%
des femelles déposés au début de I’expérimentation sur les semis ensachés et 56% sur les semis
isolés de fagon standard par de I’eau a la base des pots. Le nombre d’individus moyen (fig. 17)
est également similaire quel que soit le mode d’isolation des femelles sur les semis. Apres sept
jours, 35 individus en moyenne sont présents sur les semis ensachés et 26 individus sont

présents sur les autres semis.
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Figure 18 : Analyse électropénétrographique du comportement alimentaire des femelles D.
plantaginea sur des scions greffés traités au BABA : nombre moyens d’apparitions d’items
(les barres d’erreur sont les écarts-types) révélateurs du comportement alimentaire de D.
plantaginea enregistré par EPG pendant 8h suite a son infestation sur plantes greffées traitées
au BABA (n = 25) ou a I’eau (témoins, n = 26). Les items considérés sont 1’absence de piqire
(np), la gustation (C), la salivation (E1), I’alimentation (E2), le déraillement (F) et la piqlre
dans le xyleme (G).
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Figure 19 : Analyse électropénétrographique du comportement alimentaire des femelles D. plantaginea sur des

scions greffés traités au BABA : somme moyenne des durées totales (en secondes) d’items (les barres d’erreurs

sont les écarts-types) révélateurs du comportement alimentaire de D. plantaginea enregistrés par EPG pendant

8h suite a son infestation sur plantes greffées traitées au BABA (n = 25) ou a I’eau (témoins, n = 26). Les items

considérés sont I’absence de piqire (np), la gustation (C), la salivation (E1), ’alimentation (E2), le déraillement
(F) et la pigQre dans le xyleme (G).
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3.2-  Expérimentations sur le comportement alimentaire du puceron

3.2.1- Analyse EPG sur plantes traitées au BABA

Le comportement alimentaire du puceron a été analysé dans un premier temps sur des
plantes traittes au BABA, composé connu par 1’équipe pour affecter fortement le
développement larvaire de D. plantaginea. Des scions greffés de pommier ont ainsi été traités
au BABA 1 g/L par arrosage, quatre jours avant les enregistrements, puis infestés par des
femelles reliées a 1’enregistreur EPG et suivies pendant huit heures. Différents items
comportementaux ont été suivis : I’absence de piqure (np), la gustation (C), la salivation dans
le phloéeme (E1), I’alimentation dans le phloéme (E2), le déraillement (F) et la piqtire dans le
xyléme (G). Le nombre d’apparitions de chaque item ou le temps d’apparition (en particulier
pour C, El et E2), ainsi que la somme des durées de I’item ont été calculés. Les détails des

résultats et des analyses statistiques sont présents en annexes 1V et V.

En ce qui concerne le nombre d’apparitions (fig. 18) des items comportementaux, nous
pouvons constater qu’il n’y a pas de différence entre le comportement alimentaire des femelles
sur les plantes traitées au BABA et celui des femelles sur les plantes témoins. L’absence de
pigdre et les piqlres de gustation sont les items comportementaux les plus nombreux
(respectivement au nombre de 29 et 23 en moyenne par enregistrement sur les plantes traitées
et de 30 et 23 sur les témoins). Les phases de salivation et d’alimentation sont peu nombreuses,
que ce soit sur les ttmoins ou les plantes traitées (8 items de salivation et 3 items d’alimentation
en moyenne sur les plantes traitées et 9 et 4 pour les témoins). 1l y a peu de piqdres dans le
xyléeme (moyenne inférieure a 1 quel que soit le traitement) ainsi que de phénomeénes de
déraillement du stylet (un seul sur les témoins et une moyenne inférieure a 1 sur les plantes
traitées). L’analyse statistique effectuée via le test de Kruskal Wallis ne montre aucune

différence significative quel que soit I’item comportemental observé.

Les durées totales (fig. 19) ne révelent pas non plus de différence entre le comportement
des femelles sur les plantes traitées par rapport a celui des femelles sur les plantes témoins. En
huit heures, les femelles ne piquent pas pendant 6352s soit 1,8h sur 8 sur plantes traitées, 8671s
soit 2,5h sur témoins ou realisent en majorité a des piqdres de gustation pendant 12978s soit
3,2h sur 8h sur plantes traitées, 14070,7s soit 4h sur témoins. 1l semble que les femelles sur

plantes traitées effectuent des piqires d’alimentation plus longues que les piqires de salivation
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Figure 20 : Analyse électropénétrographique du comportement alimentaire des femelles D. plantaginea sur des
scions greffés traités au BABA : temps (en secondes) moyen de la premiére apparition de quelques items (Les
barres d’erreurs sont les écart-types) révélateurs du comportement alimentaire de D. plantaginea enregistrés par
EPG pendant 8h suite a son infestation sur plantes greffées traitées au BABA (n = 25) ou a ’eau (témoins, n =
26). Les items considérés sont la gustation (C), la salivation (E1) et I’alimentation (E2).
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Figure 21 : Analyse électropénétrographique du comportement alimentaire des femelles D. plantaginea sur des
scions greffés traités au Bion® 50WG : nombre moyens d’apparitions d’items (les barres d’erreur sont les écarts-
types) révélateurs du comportement alimentaire de D. plantaginea enregistré par EPG pendant 8h suite & son
infestation sur plantes greffées traitées au Bion® 50WG (n = 34) ou a I’eau (témoins, n = 29). Les items
considérés sont I’absence de piqure (np), la gustation (C), la salivation (E1), I’alimentation (E2), le déraillement
(F) et la pigre dans le xyléeme (G). Les astérisques représentent la significativité suivant le test de Kruskal
Wallis : pg; = 0,001 ; pgz = 5,732.107 ; ps = 0,003.
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(respectivement de 4620s soit 1,3h et de 1706s soit 29 min), mais ce n’est pas significatif. Cet
écart est moins visible sur les plantes témoins (E1=1173s soit 20 min et E2=1775s soit 31
min).La durée du déraillement est équivalente sur les plantes traitées ou sur les plantes témoins
(respectivement de 2173s soit 37 min et 1893s soit 33 min). La durée des piqdres dans le xyleme
est courte, de 115s sur les plantes traitées (soit 2 min) et de 584s sur les plantes témoins (soit
10 min). Nous pouvons observer une forte variabilité du comportement des femelles au sein
d’'une méme modalité. Ceci implique une absence de significativité entre les items

comportementaux des deux modalités.

Enfin, aprés avoir été déposés sur une feuille, les pucerons n’ont significativement pas
mis plus de temps a réaliser leur premiére piqlre correspondant a chaque item. En effet, la
premiére apparition (fig. 20) des piqires de gustation, de salivation et d’alimentation ne montre
pas de différence dans le comportement des femelles sur les plantes traitées par rapport a celui
des femelles sur les plantes témoins. Dans les deux modalités, la piqQre de gustation apparait
rapidement (a 511s soit a environ 9 min sur les plantes traitées et a 432s soit a 7 min sur les
plantes témoins). Plus tardivement, interviennent tout d’abord les piqtires de salivation (& 9927s
soit a 2,8h sur les plantes traitées et a 11410s soit a 3,4h sur les plantes témoins), puis les piqdres
d’alimentation a 16016s sur les plantes traitées (soit a environ 4,6h) et & 16221s sur les plantes
témoins (soit a environ 4,6h également). Les résultats statistiques ne montrent effectivement
aucune différence significative sur ces items comportementaux entre les femelles sur les plantes

traitées et celle sur les plantes témoins.

3.2.2- Analyse EPG sur plantes traitées au Bion® 50 WG

Le méme type d’analyse a été¢ mené sur des scions greffés traités cette fois-ci au Bion®
SOWG. L’application s’est effectuée par I’arrosage de 100 mL de Bion® 50WG a 0,4 g/L par
pot, a sept, cing et trois jours avant ’infestation. Les résultats et analyses statistiques sont en

annexes V et VII.

Les enregistrements EPG révelent des différences dans le comportement de D.
plantaginea sur les plantes traitées par rapport a celui des femelles sur plantes témoins. Tout
d’abord, les piqlres de salivation, d’alimentation et dans le xyléme sont plus nombreuses

lorsque les femelles sont sur des plantes non traitées (fig. 21). En effet, le nombre de piqdres de
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Figure 22 : Analyse électropénétrographique du comportement alimentaire des femelles D. plantaginea sur des
scions greffés traités au Bion® 50WG : somme moyenne des durées totales (en secondes) d’items (les barres
d’erreurs sont les écarts-types) révélateurs du comportement alimentaire de D. plantaginea enregistrés par EPG
pendant 8h suite a son infestation sur plantes greffées traitées au Bion® S50WG (n = 34) ou a I’eau (témoins, n =
29). Les items considérés sont I’absence de piqire (np), la gustation (C), la salivation (E1), I’alimentation (E2),
le déraillement (F) et la pigQre dans le xyléme (G). Les astérisques représentent la significativité suivant le test
de Kruskal Wallis : pe2 = 0,009 ; pc = 0,004.
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Figure 23 : Analyse électropénétrographique du comportement alimentaire des femelles D. plantaginea sur des
scions greffés traités au Bion® 50WG : temps (en secondes) moyen de la premiére apparition de quelques items
(Les barres d’erreurs sont les écart-types) révélateurs du comportement alimentaire de D. plantaginea enregistrées

par EPG pendant 8h suite a son infestation sur plantes greffées traitées au Bion® S0WG (n = 34) ou a I’eau
(témoins, n = 29). Les items considérés sont la gustation (C), la salivation (E1) et ’alimentation (E2). Les
astérisques représentent la significativité suivant le test de Kruskal Wallis : pg1 = 0,025.
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salivation sont de 5 en moyenne sur les plantes traitées et de 10 sur les plantes témoins (pe1 =
0,0011). Les piqtires d’alimentation sont au nombre de 6 sur les plantes témoins et seulement
d’1 piqgdre sur les plantes traitées (pe2 = 5,732.107). Enfin, une femelle sur deux en moyenne
préleve le xyléme des plantes témoins alors que cette méme moyenne est proche de zéro sur
plantes traitées (pc = 0,0034). Le nombre de piqires de gustation n’est pas significativement
différent, 20 sur plantes traitées et 24 sur les témoins. De méme, le nombre d’apparitions des
items ‘absence de piqlire’ et ‘déraillement du stylet’ ne sont pas significativement différents
d’une modalité a I’autre (elles sont respectivement au nombre de 15 que cela soit avec ou sans
traitement et inférieure a 1 en moyenne pour les deux modalités).Nous pouvons également
observer des différences lors des mesures de la durée globale des items (fig. 22). Ces différences
concernent les items de piqlire dans le xyléme et d’alimentation dans le phloéme ou nous
pouvons constater que les femelles D. plantaginea passent plus de temps a piquer le xyléeme et
a s’alimenter dans le phloéme lorsqu’elles sont sur des plantes témoins. En effet, les piqlres
dans le xyleme durent en moyennel212s sur les plantes témoins (soit environ 20min) alors que
sur plantes traitées les pigdres dans le xyleme sont de 130s soit environ 2 minutes (ps = 0,0035).
Cependant les autres items ne montrent pas de différence en fonction du traitement au Bion®
50 WG. L’absence de piqlre correspond a 8976s soit a 2h sur 8 d’enregistrement sur les plantes
traitées et a 5982s soit a 1,7h sur 8 d’enregistrement sur les plantes témoins. Le temps en
gustation est de 13047s soit environ 3,6h sur les plantes traitées et 12838s soit environ 3,6h
¢galement. Celui de salivation est de 2122s soit d’environ 30 min sur les plantes traitées et de
1310s soit de 20 min sur les plantes témoins. Les stylets des femelles déraillent pendant 2494s
soit pendant 40 min lorsqu’elles sont sur des plantes traitées et pendant 1944s soit un peu plus

de 30 min lorsqu’elles sont sur des plantes témoins.

En ce qui concerne les premieres apparitions des différents items comportementaux
(fig. 23), seule la salivation dans le phloeme commence plus tét lorsque les femelles sont sur
les témoins (pe1 = 0,0248). Les femelles font une piqlre de salivation a partir de 8320s (soit a
partir de 2,3h) sur les plantes témoins. Sur les plantes traitées la premiére piqare de salivation
apparait a 13236s (soit a partir de 3,6h). Les piqfires de gustation et d’alimentation apparaissent
respectivement a 698s soit a 11 min et a 24050s soit a 6,7h lorsque les femelles sont sur des
plantes traitées et a 722s soit a 12 min et a 12486s soit a 3,5h lorsque les femelles sont sur des
plantes témoins. L& encore, la forte variabilité observée ne permet d’avoir de différence

significative que dans ce dernier item.
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Figure 24 : Analyse électropénétrographique du comportement alimentaire des femelles D. plantaginea sur des
scions greffés ou sur des semis en 1’absence de traitement : nombre moyens d’apparitions d’items (les barres
d’erreur sont les écarts-types) révélateurs du comportement alimentaire de D. plantaginea enregistré par EPG
pendant 8h suite a son infestation sur plantes greffées (n = 25) ou sur des semis (n = 28). Les items considérés
sont I’absence de piqtire (np), la gustation (C), la salivation (E1), ’alimentation (E2), le déraillement (F) et la

piglre dans le xyleéme (G). Les astérisques représentent la significativité suivant le test de Kruskal Wallis : pe1 =
0,004 , P2 = 0,01.
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Figure 25 : Analyse électropénétrographique du comportement alimentaire des femelles D. plantaginea sur des
scions greffés ou sur des semis en ’absence de traitement : Somme moyenne des durées totales (en secondes)
d’items (les barres d’erreurs sont les écarts-types) révélateurs du comportement alimentaire de D. plantaginea
enregistrés par EPG pendant 8h suite a son infestation sur plantes greffées (n = 25) ou sur des semis (n = 28). Les
items considérés sont ’absence de piqilire (np), la gustation (C), la salivation (E1), I’alimentation (E2), le
déraillement (F) et la pigQre dans le xyleme (G).
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Figure 26: Analyse électropénétrographique du comportement alimentaire des femelles D. plantaginea sur des
scions greffés ou sur de semis en 1’absence de traitement : temps (en secondes) moyen de la premiére apparition
de quelques items (Les barres d’erreurs sont les écart-types) révélateurs du comportement alimentaire de D.
plantaginea enregistrés par EPG pendant 8h suite a son infestation sur plantes greffées (n = 25) ou sur des semis
(n=29). Les items considérés sont la gustation (C), la salivation (E1) et ’alimentation (E2).
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3.2.3- Analyse EPG sur plantes greffées et semis

L’objectif est de mettre en évidence une différence dans le comportement alimentaire
des femelles D. plantaginea lorsqu’elles sont déposées sur des plantes greffées ou sur des semis.
Pour cela nous avons fait huit jours d’enregistrements EPG de huit heures sur lesquels nous
avons relevé les mémes mesures sur les mémes items comportementaux que celles analysées
lors des deux expériences précédentes. Les résultats complets et les analyses statistiques sont

présentés en annexes VI et VII.

Des différences sont observées dans le nombre de piqtire de salivation et d’alimentation
(pez = 0,0042 et pe2 = 0,011) (fig. 24). En effet, les femelles sur plantes greffées font plus de
piqures de salivation et d’alimentation (respectivement 9 et 5) que les femelles sur semis (6 et
2). Cependant, nous n’observons pas de différence significative en ce qui concerne 1’absence
de piqdre (19 sur les plantes greffées et 17 sur les semis), le nombre de piqdres de gustation (27
sur les plantes greffées et 22 sur les semis), le nombre de déraillement et de piqlres dans le

xyléme (inférieur a une pigdre en moyenne).

En ce qui concerne la durée des items (fig. 25), nous n’observons pas non plus de
différence significative. Cependant, nous pouvons constater une forte variabilité ce qui peut
expliquer cette absence de significativité. Toutefois, la durée des items comportementaux sont
similaires entre les deux modalités, plantes greffées et semis. La durée d’absence de piqlire est
de 4986s soit 1,4h lorsque les femelles sont sur des plantes greffées et de 5573s soit 1,5h
lorsqu’elles sont sur des semis. Le temps de gustation est lui aussi similaire, les femelles sur
plantes greffées goltent pendant 15375s soit 4,3h et les femelles sur semis goltent pendant
14360s soit 4h. De méme les piqlres de salivation et d’alimentation durent respectivement
1768s soit environ 30 min et 4462s soit 1,2h sur les plantes greffées et 1305s soit 21 min et
3907s soit 1h sur les semis. C’est également le cas du déraillement qui dure en moyenne 1548s
soit 25 min sur les plantes greffées et 1713s soit 28 min sur les semis. Cependant, il y a une
tendance en ce qui concerne les pigdres dans le xyleme pour lesquelles on observe une durée
moyenne de pigdre nettement inférieure sur plantes greffées que sur semis (642s soit 11 min,
Vs 1922s soit 32 min) sur les semis. Mais cette différence n’est pas significative en raison de la

forte variabilité des mesures.

Enfin, les premiéres apparitions (fig. 26) des items de gustation, de salivation et

d’alimentation ne montrent pas non plus de différences significatives, cependant la variabilité
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est une fois encore importante. Les femelles font la premiére pigdre de gustation en moyenne a
436s soit 7 min sur les plantes greffées et a 684s soit 11 min sur les semis. Les pigdres de
salivation commencent a 7812s soit 2,2h lorsque les femelles sont sur des plantes greffées et a
12069s soit 3,4h lorsqu’elles sont sur des semis. Enfin, les piqares d’alimentation commencent

généralement a 13613s soit 3,8h sur les plantes greffées et a 17791s soit 4,9h sur les semis.

V- DISCUSSION

4.1- Efficacité du Bion® 50WG

Les tests de criblage et les observations par EPG semblent montrer que le Bion® 50WG
a un impact négatif sur 1’alimentation et le développement de Dysaphis plantaginea, par
opposition au BABA qui perturbe son développement sans modifier son comportement

alimentaire.

Les résultats portant sur les tests de mise en place d’un protocole de criblage de SDP
permettent d’observer I’impact du Bion® 50WG sur la population de D. plantaginea. En effet,
le nombre de pucerons est plus faible sur les plantes traitées avec ce SDP par rapport au témoin.
L’impact du Bion® 50WG sur ce puceron est également observable au travers de 1’analyse EPG
qui révele des différences dans le comportement alimentaire des femelles déposées sur des
plantes greffées traitées par rapport a celle déposées sur des plantes greffées témoins. Les
changements du comportement de D. plantaginea portent sur les phases de gustation, de
salivation et d’alimentation. Dans une étude sur le comportement de Myzus persicae, Civolani
et ses collaborateurs (2010) ont analysé par électropénétrographie les items comportementaux
de ce puceron sur des plants de tomates traités avec la matiére active du Bion® 50WG
(benzo(1,2,3)thiadiazole-7-carbothioic acid-S-méthyl ester - BTH). Leurs résultats montrent
unimpact sur la phase de gustation et sur la phase d’alimentation. Sur les plantes traitées la
durée de cette derniere phase est plus courte et les pigdres de gustation sont plus nombreuses
par opposition aux piqlres d’alimentation qui sont quant a elles en moindre nombre. Ceci
concorde avec nos résultats car le nombre de piqlres de gustation est également plus éleve sur
plantes traitées. De méme, la phase d’alimentation est affectée par le traitement, et le nombre
de piqdres et leur durée totale sont moindres. De plus, sur les plantes traitées au Bion® 50WG,
les pucerons mettent en moyenne plus de temps a piquer dans le phloéme. Cependant nos

analyses montrent également un impact sur la phase d’alimentation dans le xyleme, avec une
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diminution du nombre de pigdres des pucerons sur les plantes traitées par rapport aux plantes
témoins. Les piqtires dans le xyléme correspondent a une phase ou le puceron s’abreuve. Spiller
et al. (1990) ont mis en place une expérimentation visant a faire correspondre les ondes
observées lors des analyses EPG avec le comportement alimentaire d’Aphis fabea. 1ls ont ainsi
observé que 1’apparition de 1’onde G avait lieu lorsque le puceron était déshydraté (Spiller et
al., 1990). Ces constatations, rapportées a nos analyses, semblent donc indiquer que les
pucerons se réhydratent plus sur les pommiers témoins que sur les pommiers traitées. La
résistance induite par I’application de Bion® 50WG semble donc étre localisée a la fois dans

les tissus du mésophylle et dans les vaisseaux phloémiens et xylémiens.

4.2- Efficacité du BABA

Par opposition au Bion® 50WG, nos résultats montrent que le BABA n’impacte pas le
comportement alimentaire du puceron cendré du pommier. Cependant, de précédentes
expérimentations ont montré un impact négatif du BABA sur le développement de différentes
especes de pucerons. Hodge et al., (2005) ont notamment montré que ce SDP réduit les
performances du puceron du pécher, Acyrthosiphon pisum. Le BABA diminue la taille de la
population, la fécondité et le poids des individus (Hodge et al., 2005, 2006 ; Robert et al.,
comm.pers.). Ceci est en accord avec une étude portant sur 1’activation des défenses du soja
vis-a-vis d’Aphis glycine. Les auteurs ont pu constater que le BABA pouvait réduire la
population de pucerons jusqu’a vingt et un jours aprés I’infestation (Zhong et al., 2014).
Cependant, I’induction des défenses de la plante par le BABA n’impacte pas le comportement
alimentaire du puceron. Cao et al., (2014b) ont aussi pu constater ce fait lors d’expérimentations
sur blé contre Sitobion avenae ou les traitements avec une solution de BABA entrainaient
¢galement une réduction du poids des pucerons et du nombre d’individus. Cependant, les
analyses EPG effectuées sur ce puceron ne montrent aucune différence dans son comportement
alimentaire lorsqu’il est déposé sur une plante traitée par rapport a une plante témoin. De plus,
les phases de salivation étant similaires, il semble que S. avenae ne sécréte pas plus de salive
aqueuse pour compenser 1’occlusion du phloéme. Les auteurs en ont alors déduit qu’un
traitement avec une solution de BABA n’entraine ni la formation de barriére physique ni la
production de composés chimiques répulsifs et n’a pas d’effet anti-appétant sur le puceron. La
réduction de la population du puceron ou du poids des individus ne serait donc pas due a une

limitation ou a un mangue de nutriments (Cao et al., 2014b).
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Les analyses faites sur D. plantaginea révélent également que les phases du
comportement alimentaire sont similaires avec ou sans traitement au BABA. L’une des
hypotheses expliquant 1’action du BABA sur les pucerons serait que ce produit a une toxicité
directe sur I’insecte par ingestion. Ainsi, Cao et al. (2014b) ont mis en évidence ce type de
toxicité sur S. avenae en déposant I’insecte sur un milieu artificiel contenant une solution de
BABA. Cependant, avec des pratiques similaires, Hodge et al. (2005) ont montré que le BABA
n’a pas d’effet direct sur A. pisum. Nous pouvons donc nous demander si I’efficacité du BABA
sur pommier est uniquement due a un phénomene d’induction et de potentialisation des
défenses de la plante ou si la toxicité par ingestion du produit peut jouer un réle dans la
régulation des populations de pucerons. Cela expliquerait que ce SDP ait un impact sur la

population de D. plantaginea et non pas sur son alimentation.

4.3- Comparaison des deux SDP : Le Bion® 50WG et le BABA

Les différences observées dans le comportement alimentaire du puceron cendré du
pommier, entre des plantes traitées au Bion® 50WG et des plantes traitées au BABA, vis-a-vis
de leurs témoins respectifs, mettent en évidence que ces deux SDP ont des modes d’action
différents et n’activent pas les mémes défenses au sein de la plante. Lors d’une interaction
plante-puceron, le puceron perce 1’épiderme de la plante, qu’elle soit hote ou non, afin d’obtenir
des informations permettant le rejet ou 1’acceptation de la plante (Giordanengo et al., 2010).
Les signaux a la surface de la plante, tels que les composés volatiles, ne semblent pas intervenir
dans le choix de la plante par le puceron. Les pucerons sondent les cellules épidermiques, méme
en présence de signaux répulsifs, et évaluent la chimie interne des cellules (Tjallingii & Esch,
1993). lls percent la membrane cellulaire et prélévent une petite quantité de cytosol contenant
une vaste gamme de métabolites permettant de sélectionner 1’hote (Powell et al., 2006). Cela
pourrait impliquer que le BABA n’induit pas de réponse de défense au niveau des cellules

épidermiques par opposition au Bion.

Les mécanismes sous-jacents de ces SPD sont encore inconnus. Cependant des études
ont permis de déterminer les molécules impliquées dans I’induction de la résistance
auxravageurs par ces deux SDP. Les resultats montrent que suite a un traitement au Bion®
50WG ou au BABA, les protéines étudiées sont présentes en plus grande quantité dans la plante
quel que soit le traitement. Par exemple, sur le puceron du soja, Aphis glycines, Zhong et al.

(2014) ont analysé les molécules impliquées dans la résistance induite par le BABA. Ils ont pu
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notamment constater I’activation de polyphénol oxydase et de peroxydase, premiére enzyme de
la voie des phenylpropanoides permettant la synthése de composés phénoliques et indicatrices
également de la réponse a un stress environnemental (Zhong et al., 2014). De méme, une étude
sur I’impact du BTH (substance active du Bion® 50WG) sur différentes activités enzymatiques
du pécher en présence de I’agent pathogéne, Penicilium expansum, montre que ce SDP
augmente I’activité de la phénylalanine ammonialyases (Liu et al., 2005). Nos différentes
recherches ne nous permettent pas de situer les différences d’action entre le Bion® 50WG et le
BABA mais le Bion® 50WG est un analogue de I’acide salicylique. Cette hormone joue un role
de signal dans la résistance acquise est connu pour induire de nombreux génes de défense chez
le pommier, y compris des génes de peroxydases et de polyphénoloxidases (Dugé de
Bernonville et al., 2014). Lors d’expérimentations sur le puceron des céréales S. avenae, Cao
et ses collaborateurs (2014) ont quantifié la présence de polyphenol oxydases et de peroxydases
sur le blé traité, soit avec de I’acide salicylique, soit avec un dérivé de I’acide jasmonique. Leurs
résultats montrent que ces deux enzymes ont une activité plus importante en présencedu dérivé
de I’acide jasmonique que dans les plantes témoins ou les plantes traitées a I’acide salicylique
(Caoetal., 2014a). Le BABA semble notamment étre impliqué dans la voie de signalisation de
I’acide jasmonique (Benhamou, 2009) et ainsi entrainer une résistance systémique acquise. De
plus, Chaman et al. (2003) ont mis en place des expérimentations permettant d’observer la
présence d’acide salicylique dans des cultivars d’orge sensibles et résistants lors d’une
infestation avec Schizaphis graminum. Sur ces cultivars, les auteurs ont également étudie
I’activité de la phénylalanine ammonialyase et ont montré que cette activité augmente avec le
degré d’infestation de la plante (Chaman et al., 2003). Une autre étude montre 1’augmentation
de D’activité de cette enzyme et de la quantité de composés phénoliques induites par une
infestation de pucerons sur blé (Leszczynski, 1985). Les deux SDP testés semblent donc

augmenter I’activité de ces enzymes qui pourraient jouer un réle lors d’une attaque.

4.4-  Effet de I’utilisation des semis sur le développement de la population de
Dysaphis plantagiena

La plupart des études sur les SDP sont majoritairement réalisées sur des plantes cultivées
herbacées (soja, tomate, blé). Cependant, le stade phénologique ou de développement de la
plante est trés rarement un facteur pris en compte. Les expérimentations menées dans cette
étude et visant a cribler des SDP sur pommier pour leur effet vis-a-vis de D. plantagiean ont

également permis de remettre en question 1’utilisation de semis. En effet, plus de la moitié des
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femelles avaient quitté les semis durant ce test. Les expériences qui ont suivi ont permis de
déterminer que le départ des femelles semble lier aux semis eux méme. Le départ des femelles
n’est en effet pas d0 aux conditions environnementales, puisque le taux de départ est similaire
entre serre et piece climatique, ’enfermement des femelles sur les semis ne résout pas la
question sur la terre et ne semblent pas s’alimenter. Suite & ces observations, plusieurs
hypothéeses peuvent étre proposées. Tout d’abord, nous pouvons nous poser des questions sur
I’impact du stade phénologique vis-a-vis de I’acceptation de la plante par le puceron. Cela peut
étre lié a juvénilité des semis qui contraste avec les arbres prospectés par cette espece. En effet,
les défenses de la plante et la présence des insectes phytophages peuvent étre impactées par le
stade phénologique de la plante. Il a été démontré que la disponibilité des ressources et la
croissance peuvent étre des facteurs influengant la présence des insectes et 1’activation des
défenses (Stamp, 2003). Sur le peuplier, Populus angustifolia, Kearsley et Whitham (1989) ont
testé le développement du puceron de la betterave a sucre, Pemphigus betae, sur des peupliers
d’ages différents. Ils ont pu montrer que P. betae est 70 fois plus fréquent sur les arbres matures
que sur les jeunes arbres et que le taux de survie est 50% plus élevé sur les arbres matures.
Kearsley et Whitham ont supposé que 1’age de la plante hote joue un role dans le choix de ce
dernier. lls en concluent également que les changements dans la résistance et dans la sensibilité
de I’héte au cours de son développement peuvent déterminer la répartition des insectes et que
les traits de résistance peuvent rapidement changer avec 1’age de I’hote (Kearsley & Whitham,
1989). Nous avons pu observer cette distinction entre un pommier considéré comme jeune et
un autre considéré comme agé lors de 1’analyse du comportement alimentaire du puceron via
un dispositif EPG comparant plantes greffées et semis, en I’absence de traitement. Lors de cette
expérience, les pucerons déposés sur les semis font moins de piqlres de salivation et
d’alimentation que ceux déposés sur plantes greffées. Cela pourrait donc étre di a la

composition du phloéme qui differe suivant le stade étudie.

Cependant, un des critéres observables d’acceptation de la plante par les pucerons est le
dépot de larves sur les feuilles et/ou le comportement d’alimentation (Powell et al., 2006). Des
larves ont pu étre observées et dénombreées lors de nos expériences. De plus, malgré un faible
nombre de piqures d’alimentation, les pucerons se nourrissaient sur les semis lors des analyses

EPG. Le départ des femelles ne semble donc pas di a un rejet complet de la plante.

Une autre hypothése serait I’effet de la mémoire intergénérationnelle sur les semis. En

effet, les pépins utilisés lors de nos expériences ont pour origine un verger traité avec des SDP
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(notamment le Bion® 50WG). Une étude portant sur ce phénomene vis-a-vis d’un pathogéne
sur 1’orge, Rhynchosporium secalis, a montré que lorsque les parents ont recu un traitement au
Bion® 50WG, les descendants sont plus résistants a cet agent pathogene (Walters & Paterson,
2012). 1l serait alors possible que les semis soient plus résistants & une infestation de D.
plantaginea puisqu’ils représentent la seconde génération. Il serait alors intéressant de comparer
le développement de la population ainsi que le comportement alimentaire de D. plantaginea sur
des semis de méme variété mais issus pour les uns d’un verger traité au SDP et, pour les autres,

de vergers conventionnels et/ou biologiques, sans ajout de traitement.

Enfin, une derniére hypothese qui n’exclue pas les précédentes, serait qu’il y a parmi les
semis des individus résistants vis-a-vis du puceron. En effet, ces semis représentent une
population issue du croisement de Golden Delicious avec un parent inconnu (pollinisation
libre). De plus, le pommier est fortement hétérozygote. Auto-incompatibilité et hétérozygotie
entraine un brassage génétique trés important a chaque génération et une grande variabilité

d’inter-individus.

45-  Mise en place d’un protocole de criblage de SDP

La mise en place d’un protocole de criblage de stimulateurs de défense des plantes vis-
a-vis du puceron cendré nécessite plusieurs expérimentations afin de définir les différents
parametres du protocole. Lors de nos expérimentations, nous avons tout d’abord testé la
fréquence et le mode d’application du Bion® 50WG. En raison de la forte variabilité, les
résultats obtenus ne sont pas satisfaisants et nécessitent de renouveler I’expérience. Cependant
nous pouvons constater que le mode d’application du produit semble influencer la réduction de
la population de pucerons. Nous avons observé que le Bion® 50WG appliqué par arrosage
semble permettre une réduction plus importante du nombre de pucerons que lorsqu’il est
pulvérisé. Dans de nombreuses études le Bion® 50WG (ou de sa molécule active) est appliqué
par pulvérisation (Moran & Thompson, 2001; Hassan & Buchenauer, 2007; Civolani et al.,
2010; Sktodowska et al., 2010; Quaglia et al., 2011; von Mérey et al., 2012; Dugé de
Bernonville et al., 2014; Sobhy et al., 2015). Cependant, certains chercheurs appliquent ce SDP
par arrosage (Anfoka, 2000; Radhakrishnan et al., 2011; Lee et al., 2012; Romanazzi et al.,
2013). Une étude notamment menée par Hodge et Powell en 2011 met en évidence I’importance
du choix du mode d’application lors d’un traitement SDP. Cette étude porte sur les traitements

au BABA et montre que I’application de ce SDP par arrosage entraine une plus forte réduction
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de la taille de la population de pucerons (Hodge & Powell, 2011). Cao et ses collaborateurs
(2014b) ont également testé différents modes d’application du BABA, par arrosage des racines,
par pulvérisation des feuilles et par traitement des semences de blé. Ils n’observent pas d’effet
du BABA sur le poids du puceron S. avenae, lorsqu’il est appliqué par pulvérisation ou en
traitement des semences et émettent ’hypothése que 1’arrosage des racines permet d’obtenir
une concentration suffisante de BABA dans le phloéme, contrairement a la pulvérisation et au
traitement des semences qui conduisent a une concentration plus faible dans la seve élaborée.
Ceci expliquerait les différences observées sur les performances du puceron avec ces trois

modes d’application (Cao et al., 2014b).

V- CONCLUSION

Lors de la mise en place d’un protocole de criblage des SPD, le choix du SDP de
référence est important puisque qu’il peut agir différemment sur le puceron. En effet, le BABA
n’entraine pas de modification de comportement alimentaire particuliére alors que le Bion
diminue le nombre et la durée totale des piqlres de salivation, d’alimentation et dans le xyléme.
L’utilisation des deux SDP pour 1’é¢tude du développement de la population de pucerons
permettrait de prendre en compte ces différences lors de la mise en place du protocole de
criblage de SDP ou tout du moins de s’assurer que leurs effets sur le comportement alimentaire
n’entrainent pas de nouvelles différences dans le développement de la population. La toxicité
par ingestion de ces SDP doit également étre etudiée en mettant en place une expérimentation
visant a déterminer cette toxicité avec le BABA et le Bion® 50WG par rapport a des plantes
témoins. Les modulations des voies de défense, connues chez le pommier pour le Bion, devrait
étre complétées par des études avec le BABA. L’ensemble de ces études seraient nécessaires

pour établir un protocole de criblage a d’autres SDP.

Les résultats obtenus permettent de mettre en question le choix du semis de pommier
pour faire des tests de développement de population de pucerons. En effet, un fort taux de départ
des femelles a été observé et de plus amples études sont nécessaires afin de déterminer les
facteurs impactant 1’acceptation de I’hote par le puceron. Des expérimentations portant sur la
prospection des pucerons sur les semis par rapport a des pommiers plus agés permettraient de
déterminer si la taille ou I’age doit étre prise en considération. Si cela est le cas, 1l sera nécessaire
de maintenir I'utilisation des plantes greffées pour le de criblage des SDP ou utiliser

éventuellement des semis de plus grande taille. Il est également important de déterminer si la
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maturité physiologique du semis est un parameétre pouvant jouer un role dans 1’acceptation de
la plante. Pour cela, une lignification des semis peut étre mise en place (par un stress froid ou
un stress mécanique) afin de déterminer si cela permet un développement de la population plus
important que sur des semis non lignifiés. De méme que précédemment, si les semis non
lignifiés influencent négativement le développement de la population de pucerons, il sera
nécessaire d’utiliser des plantes greffées, des semis de plus grande taille et plus 4gés ou forcer
la lignification de semis plus jeunes. Enfin, une étude permettant de déterminer I’impact de la
mémoire générationnelle sur 1’activation des défenses des semis doit étre menée afin de
déterminer si la provenance des semis joue un réle sur la résistance constitutive du pommier
(départ des femelles). Si cela est effectivement le cas, il sera nécessaire de s’assurer que les
semis ne proviennent pas de vergers ayant subi un traitement SDP mais plut6t de vergers

conventionnels.

Afin de mettre en place le protocole de criblage de SDP, les modes d’applications
doivent étre approfondis afin de confirmer la meilleure efficacité d’un traitement par arrosage.
De plus, d’autres modalités doivent étre prises en compte comme le nombre d’applications
nécessaires et la fréquence ou le moment d’application. Le choix du matériel végétal doit étre
sérieusement envisagé en prenant en compte 1’acceptation de la plante par le puceron et la
simplicité d’exécution de I’expérimentation. En lien avec cette derniére, la méthodologie de
dénombrement doit étre améliorée. Une des pistes envisageables serait d’étudier la conservation
des pucerons par congélation ou dans 1’alcool par exemple. Cependant, pour faciliter le
dénombrement, il est nécessaire de s’assurer que les pucerons soient détachés des semis. En
effet, les stylets restent la plupart du temps enfoncés dans les tissus du végétal méme apres la
mort du puceron. Il pourrait étre alors envisagé de leur appliquer un stress chaud afin qu’ils

perdent leur coordination musculaire (Colinet & Renault, 2014).
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Annexe IV : Détail des résultats sur I’étude du comportement alimentaire de
Dysaphis plantaginea sur des plantes greffées traitées au BABA par rapport a des
plantes greffees témoins via un dispositif d’¢lectropénétrographie (EPG)

Modalités Données Moyennes | Ecart-types

Témoins Nombre de np 22.6 9.2
Nombre de C 29.6 10.3
Nombre de E1 8.9 6.7
Nombre de E2 3.9 3.4
Nombre de F 0.6 1.2
Nombre de G 0.1 0.3
Durée totale np (sec) 8670.9 5798.4
Durée totale C (sec) 14070.7 5573.6
Durée totale E1(sec) 1173.3 885.4
Durée totale E2 (sec) | 1775.9 3928.1
Durée totale F (sec) 1892.7 3663.9
Durée totale G (sec) 584.4 1950.1
Premier C (sec) 432.2 538.6
Premier E1 (sec) 11410.3 8897.8
Premier E2 (sec) 16221.8 10013.8

BABA Nombre de np 22.9 10.6
Nombre de C 29.5 11.2
Nombre de E1 8.2 4.8
Nombre de E2 3.3 3
Nombre de F 0.4 0.7
Nombre de G 0 0.2
Durée totale np (sec) 6352.3 3909.7
Durée totale C (sec) 12978 5890.8
Durée totale E1(sec) 1706.4 1816.4
Durée totale E2 (sec) 4621 7081.1
Durée totale F (sec) 2173.4 4452.2
Durée totale G (sec) 115.4 610.4
Premier C (sec) 511.8 665.4
Premier E1 (sec) 9926.9 7522.9
Premier E2 (sec) 16016.1 8367.1







Annexe V : Détail des résultats sur I’étude du comportement alimentaire de
Dysaphis plantaginea sur des plantes greffées traitées au Bion® 50WG par
rapport a des plantes greffées témoins via un dispositif d’électropénétrographie
(EPG)

Modalités Données Moyennes | Ecart-types

Témoins Nombre de np 14.6 7.9
Nombre de C 23.9 8.8
Nombre de E1 9.7 5.2
Nombre de E2 6.1 4.5
Nombre de F 0.6 0.7
Nombre de G 0.5 0.8
Durée totale np (sec) 5982.5 4723.9
Durée totale C (sec) 12838.8 3994
Durée totale E1(sec) 1310.1 1095
Durée totale E2 (sec) | 5493.7 5644.8
Durée totale F (sec) 1944.3 2784.5
Durée totale G (sec) 1212.4 19715
Premier C (sec) 722.3 1159
Premier E1 (sec) 8320.5 7072.7
Premier E2 (sec) 12486.3 8701.4

Bion® 50WG Nombre de np 15 6.8
Nombre de C 19.7 7.1
Nombre de E1 5.3 4
Nombre de E2 1.1 1.6
Nombre de F 0.9 1
Nombre de G 0.1 0.2
Durée totale np (sec) 8975.7 5746.5
Durée totale C (sec) 13046.7 4327.4
Durée totale E1(sec) 2121.7 2998.5
Durée totale E2 (sec) | 2013.6 3981.7
Durée totale F (sec) 2494 3056.4
Durée totale G (sec) 130.5 542.7
Premier C (sec) 697.8 1800.4
Premier E1 (sec) 13236.6 9433.3
Premier E2 (sec) 24050.7 7329.3







Annexe VI : Détail des résultats sur I’étude du comportement alimentaire de
Dysaphis plantaginea sur des plantes greffées traitées vis-a-vis de semis, non
traités, via un dispositif d’électropénétrographie (EPG)

Modalités Données Moyennes | Ecart-types

Plantes greffées Nombre de np 18.8 9.4
Nombre de C 26.9 10.9
Nombre de E1 9.4 4.6
Nombre de E2 5 4.3
Nombre de F 0.4 0.5
Nombre de G 0.3 0.7
Durée totale np (sec) 4986.2 2639.4
Durée totale C (sec) 15375.6 5107.3
Durée totale E1(sec) 1768.3 2437.2
Durée totale E2 (sec) 4462 5219.4
Durée totale F (sec) 1547.7 2423
Durée totale G (sec) 642.5 1859.4
Premier C (sec) 436.5 842.2
Premier E1 (Sec) 7811.8 6279.5
Premier E2 (sec) 13612.7 9194.8

Semis Nombre de np 17.1 8.7
Nombre de C 22.1 9.7
Nombre de E1 55 4.1
Nombre de E2 2.2 2.6
Nombre de F 0.5 0.8
Nombre de G 0.4 1.1
Durée totale np (sec) 5573.4 5333
Durée totale C (sec) 14360.2 5941.7
Durée totale E1(sec) 1305.6 1346.4
Durée totale E2 (sec) 3907.5 5933.5
Durée totale F (sec) 1713.1 2769.1
Durée totale G (sec) 1922.2 5371.8
Premier C (sec) 683.9 1687.7
Premier E1 (sec) 12069 9990.5
Premier E2 (sec) 17791 10378







Annexe VII : Détail des résultats statistiques associés aux résultats sur I’étude du
comportement alimentaire de Dysaphis plantaginea via un dispositif

d’¢électropénétrographie (EPG)

Expérience Modalités p-value de Kruskal-Wallis df
Nombre de np 0.8651 1

Nombre de C 0.9399 1

Nombre de E1 0.8205 1

Nombre de E2 0.3559 1

BABA par rapport aux Nombre de F 0.7998 1
témoins Nombre de G 0.3216 1
Durée totale np (sec) 0.2001 1

Durée totale C (sec) 0.3758 1

Durée totale E1(sec) 0.6783 1

Durée totale E2 (sec) 0.2329 1

Durée totale F (sec) 0.9004 1

Durée totale G (sec) 0.3123 1

Premier C (sec) 0.91 1

Premier E1 (sec) 0.3861 1

Premier E2 (sec) 0.8358 1

Nombre de np 0.5949 1

Nombre de C 0.05948 1

Nombre de E1 0.001057** 1

Nombre de E2 5.732e-07*** 1

Bion® 50WG par rapport | Nombre de F 0.4141 1
aux témoins Nombre de G 0.003449** 1
Durée totale np (sec) 0.02934* 1

Durée totale C (sec) 0.8903 1

Durée totale E1(sec) 0.4196 1

Durée totale E2 (sec) 1.429e-04*** 1

Durée totale F (sec) 0.5511 1

Durée totale G (sec) 0.003523** 1

Premier C (sec) 0.3344 1

Premier E1 (sec) 0.0342* 1

Premier E2 (sec) 1.894e-06*** 1

Nombre de np 0.5864 1

Nombre de C 0.1009 1

Nombre de E1 0.004268** 1

Nombre de E2 0.01121* 1

Plantes greffées par Nombre de F 0.8853 1
rapport aux semis Nombre de G 0.6194 1
Durée totale np (sec) 0.803 1

Durée totale C (sec) 0.5329 1

Durée totale E1(sec) 0.2769 1

Durée totale E2 (sec) 0.3074 1

Durée totale F (sec) 0.8401 1

Durée totale G (sec) 0.5483 1

Premier C (sec) 0.5807 1

Premier E1 (sec) 0.2223 1

Premier E2 (sec) 0.164 1
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