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Résumé

En culture de fraisiers sous abri, les pucerons constituent un probléme majeur,
demandant souvent plusieurs applications d’insecticides par saison. Dans I'objectif de
réduire ['utilisation des produits phytosanitaires, les producteurs de fraises sont
demandeurs de solutions de lutte biologique contre ces ravageurs. Des essais de lutte
biologique avec des parasitoides sont menés en serres de fraisiers depuis plusieurs années
sans résultats convaincants. L'objectif de cette étude est d’identifier les facteurs
responsables de cet échec en vérifiant 'adéquation entre les parasitoides utilisés dans le
cadre de la lutte biologique inondative et les pucerons colonisant les serres de fraisiers.
Nous nous sommes concentrés sur deux especes de pucerons des fraisiers Acyrthosiphon
malvae ssp. rogersii et Macrosiphum euphorbiae et deux especes de parasitoides
commercialisées dans le but de les contrdler: Aphidius ervi et Praon volucre. Deux
hypothéses pouvant expliquer I'échec de la lutte biologique ont été testées : la présence de
bactéries symbiotiques de pucerons ayant un role protecteur vis-a-vis des parasitoides et
un défaut d’adéquation parasitaire lié a une spécialisation chez les parasitoides introduits.
Nous avons montré qu’en conditions controélées, la réussite parasitaire était partielle pour
les especes testées, une partie de cet échec du parasitisme pouvant étre liée a une
association de bactéries symbiotiques. Nous avons aussi montré qu’il existait une
structuration génétique au sein des populations d’A. ervi étudiées, suggérant une
spécialisation parasitaire liée a I'espece de puceron hote.

Mots clés : lutte biologique inondative, symbiose protectrice, barcoding moléculaire,
efficacité parasitaire, spécialisation liée a I'h6te

Abstract

In greenhouse strawberry crops aphids represent a major issue, often resulting in
several insecticide applications per season. In order to reduce pesticide use, strawberry
producers are eager to find biological control solutions against these pests. Trials of
biological control with parasitoids have been conducted for several years without
convincing results. The aim of this study is to identify the factors responsible for this failure.
We examined the compatibility between commercial parasitoids and strawberry aphids
found in greenhouses. We focused on two strawberry aphid species: Acyrthosiphon malvae
ssp. rogersii and Macrosiphum euphorbiae and two parasitoid species which are sold in
order to control them: Aphidius ervi and Praon volucre. To explain the failure of biological
control, two hypotheses were tested: the presence of symbiotic bacteria with a protecting
effect against parasitoids and the existence of a substructure related to the aphid host
within parasitoid populations. In controlled conditions, we showed that parasitism success
was incomplete for the tested species, part of the parasitism failure could be related to a
combination of symbiotic bacteria. We also revealed a genetic substructure within A. ervi
populations, suggesting a specialization related to the aphid host species.

Key words: inondative biological control, protective symbiosis, DNA barcoding, parasitism
success, host specialization
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INTRODUCTION

Les parasitoides, insectes parasites dont le développement aboutit a la mort de leur
hote, sont une composante importante des agroécosystemes, dans lesquels ils jouent un réle
de régulation des ravageurs (Godfray, 1994). Les trois quarts des insectes parasitoides sont
des Hyménopteres (Eggleton & Belshaw, 1992). Au sein de cet ordre, la sous-famille des
Aphidiinae est composée intégralement de parasitoides de pucerons. La capacité des
pucerons a exploiter rapidement les paysages agricoles en fait des ravageurs importants de
nombreuses cultures (Dedryver et al, 2010). Les parasitoides constituent un outil naturel
majeur permettant de réguler les populations de pucerons dans les cultures. En fournissant
des sources de nourriture comme du nectar et des insectes hoétes alternatifs dans des habitats
semi-naturels, la lutte biologique par conservation permet de favoriser les parasitoides dans
les paysages agricoles (Landis et al, 2000). Des parasitoides sont utilisés en lutte biologique
classique pour lutter contre des ravageurs non indigénes. Par exemple, plusieurs especes
d’Aphidiinae ont été introduites au Chili entre 1976 et 1981 pour lutter contre plusieurs
espéces de pucerons des céréales (Zuniga et al, 1986). Les parasitoides peuvent également
étre utilisés en lutte biologique inondative, notamment sous serre. Par exemple, des
parasitoides des genres Encarsia et Eretmocerus sont couramment utilisés pour controler
I'aleurode Trialeurodes vaporariorum en cultures sous serre (Gerling et al, 2001).

La lutte biologique inondative implique une production de parasitoides en masse. Or,
la production d’insectes en masse souleve des questions au niveau de la variabilité génétique
des populations des auxiliaires élevés et par extension, de la durabilité de la méthode de lutte.
Mackauer (1976) a recensé les risques liés a la détérioration génétique des élevages
d’auxiliaires des cultures. Afin de produire des auxiliaires bien adaptés aux ravageurs ciblés, il
est nécessaire de porter une attention particuliere a la population initiale de I'élevage en
masse et au maintien de I'élevage. Ainsi, la taille de la population initiale doit étre
suffisamment importante pour contenir suffisamment de variabilité génétique. Il est
notamment important de faire attention a l'existence de biotypes, c’est-a-dire d’une
spécialisation intraspécifique sur différents hotes dans les populations naturelles d’auxiliaires
(lvanovic et al, 2009). Une fois un élevage établi, il est nécessaire de veiller au maintien de la
diversité génétique de la population. Au cours de I'élevage, des fluctuations dans la taille de
la population peuvent conduire a des goulots d’étranglements, et par conséquent a de la
dérive génétique c’est-a-dire a une fluctuation aléatoire de la fréquence d’un alléle au sein
d’une population. Ce processus peut conduire a terme a la fixation ou a la perte de certains
alleles dans la population et donc a I'érosion de la variabilité génétique. Le maintien des
élevages dans des conditions particuliéres (température optimale, absence de prédation,...),
différentes des conditions réelles de culture peut conduire a une sélection d’individus bien
adaptés aux conditions d’élevage mais dont la fitness sera réduite dans les conditions du
lacher. Dans le cas de |'élevage de parasitoides de pucerons, si ceux-ci sont élevés sur une
espéce hote différente de I'espece de puceron cible, il y a un risque de sélection d’individus
bien adaptés sur leur hote d’élevage mais peu efficaces sur les pucerons visés.






L’efficacité des parasitoides dépend de |'adéquation parasitaire entre lindividu
parasitoide et I'individu hote sélectionné par la femelle adulte. En effet, les parasitoides ont
des relations physiologiques treés étroites avec leur hoéte, I'adéquation entre les deux
partenaires conditionne la réussite du développement parasitaire. Au cours de leur
développement, les parasitoides détournent les ressources de leur puceron hote pour leur
propre bénéfice. Ainsi, le venin injecté par la femelle parasitoide au moment de la piglre et
des cellules appelées tératocytes issues du développement embryonnaire, contribuent a la
castration de leur hbéte et a la redirection des ressources du puceron vers la larve du
parasitoide en développement (Le Ralec et al, 2010). Dans le cas d’une mauvaise adéquation,
des mécanismes de défense des pucerons peuvent empécher le parasitoide immature de se
développer. Les défenses des pucerons contre les parasitoides peuvent étre
comportementales ou physiologiques (Desneux et al, 2009a). Parmi les défenses vis-a-vis des
parasitoides, des associations avec des bactéries symbiotiques sont connues pour conférer
une résistance, partielle ou totale, contre ces ennemis (Oliver et al, 2003). Ainsi, certaines
bactéries symbiotiques telles que Hamiltonella defensa peuvent entrainer l'arrét du
développement de I'ceuf ou de la jeune larve de parasitoide dans le puceron.

Les pucerons constituent un probléme majeur en culture de fraisiers sous abri. En
effet, les fraisiers sont hotes de nombreuses espéces de pucerons (Acyrthosiphon malvae
rogersii, Macrosiphum euphorbiae, Rhodobium porosum, Aphis gossypii, Aulacorthum solani,
Chaetosiphon fragaefolii, Myzus persicae, ...). Afin de contrdler les populations de pucerons,
les producteurs ont recours a des insecticides dont l'utilisation peut étre contraignante. En
effet, le choix des modes d’action est limité puisque actuellement seules quatre matieres
actives sont homologuées en France sur pucerons en culture de fraisier (lambda-cyhalothrine,
thiaclopride, deltaméthrine, pyrimicarbe). L'utilisation d’insecticides est d’autant plus délicate
gue toutes les matieres actives ne sont pas efficaces sur toutes les especes de pucerons. De
plus, l'utilisation de ces aphicides impose des délais avant récolte de 3 a 7 jours et des délais
de ré-entrée des salariés dans les serres de 8 a 48 heures, ce qui est trés contraignant pendant
la période de récolte qui dure plusieurs semaines.

Toutes ces contraintes autour de l'utilisation de la lutte chimique conduisent les
professionnels du secteur a se tourner vers des solutions de lutte biologique. En culture de
fraises, la lutte biologique est encore a un stade expérimental plus ou moins avancé selon les
régions. Des stratégies couplées utilisant des hyménoptéres parasitoides et des prédateurs
(chrysopes, syrphes, cécidomyies) sont testées depuis plusieurs années au sein de la
coopérative maraichére bretonne Savéol mais avec des résultats peu convaincants,
notamment pour les parasitoides. Parmi les facteurs pouvant expliquer les échecs de la lutte
biologique, le climat pourrait étre un facteur limitant, notamment en Bretagne ou les
températures faibles peuvent constituer un frein a l'installation des auxiliaires. Cependant, le
facteur climatique ne semble pas étre la seule explication a la mauvaise efficacité des
auxiliaires. En effet, méme lorsque les températures sont favorables a I’activité des auxiliaires,
I’efficacité est trés aléatoire et dans la plupart des cas trés peu de pucerons parasités sont
observés.

La lutte biologique contre les pucerons en culture de fraisiers sous abri semble
actuellement étre dans une impasse technique. Afin de développer une stratégie de lutte






biologique efficace, il est donc nécessaire de comprendre les facteurs responsables de I’échec
du contréle des pucerons par les parasitoides commercialisés. L'objectif de cette étude est de
vérifier 'adéquation entre les espéeces de parasitoides utilisées et les pucerons colonisant les
serres de fraises. Quatre questions sont alors posées :

e Est-il possible de maintenir les pucerons A. malvae et M. euphorbiae, deux
espéces fréquentes et problématiques, en élevage ?

e Les pucerons sont-ils résistants aux parasitoides introduits ? Si oui, cette
résistance est-elle liée a la présence de bactéries symbiotiques protectrices
dans les populations de pucerons ?

e Peut-on identifier des signes d’'une mauvaise adéquation entre les pucerons
des fraisiers et les parasitoides ?

e Existe-t-il une structuration au sein des populations de parasitoides ? Les
parasitoides commercialisés sont-ils adaptés aux pucerons présents sous
serre ?

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Contexte

Fruit incontournable des beaux jours, la fraise est le fruit préféré des Francais
(LSA/Toluna, 2015). Les variétés cultivées de fraises appartiennent a I'espéce hybride Fragaria
x ananassa Duchesne ex Rozier. Cette espece est issue d’un croisement qui s’est fait
spontanément au XVllle siecle entre I'espéce américaine Fragaria virginiana et I'espéece
chilienne Fragaria chiloensis (Lim, 2012). Avec 57 000 tonnes de fraises produites par an, sur
une surface de 3630 ha, dont environ la moitié sous serre, la France se place au 6° rang
européen pour cette production (Agreste 2016). Cette culture est principalement localisée en
Aquitaine (35% de la production nationale) et dans le Sud-Est (23% de la production) (Agreste,
2016). Bien que représentant une faible part de la production frangaise (moins de 5000
tonnes), la Bretagne est connue pour sa fraise de Plougastel et les volumes produits dans cette
région ont quadruplé entre 2010 et 2013. La production bretonne tire un avantage de
I'utilisation de serres chauffées qui permettent une production plus précoce que dans le sud
(Agreste, 2015). Au sein de la coopérative maraichére Savéol, 35 producteurs cultivent 39 ha
de fraisiers hors-sol, trés majoritairement sous serre verre. La variété principalement cultivée
est la gariguette, une variété précoce dont la production s’étale de fin février a juin,
Iutilisation de serres chauffées ou non permettant d’étaler la production.

DEPHY est un réseau national de Démonstration, Expérimentation et Production de
références sur les systemes économes en produits pHYtosanitaires. Le réseau DEPHY Expé
fraise est composé de cing sites d’expérimentation dont un en Provence (APREL dans le
Vaucluse), deux en Aquitaine (INVENIO dans le Lot-et Garonne et en Dordogne), un dans le
Centre (LCA dans le Loir-et-Cher) et un en Bretagne (SAVEOL Nature dans le Finistere).
L'ambition de ce réseau est de combiner des moyens de lutte alternatifs contre les
bioagresseurs des fraisiers afin de diminuer au maximum les interventions chimiques.
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Figure 1 : Espéces de pucerons étudiées (A : Acyrthosiphon malvae ; B : Macrosiphum euphorbiae)



Les essais de lutte biologique contre les pucerons avec des parasitoides réalisés au sein
de DEPHY Expé fraise et en particulier de Savéol Nature sont pour le moment peu fructueux,
nous cherchons a en comprendre les raisons.

2. La lutte biologique inondative

La lutte biologique est l'utilisation d’organismes vivants (parasitoides, prédateurs,
pathogénes, antagonistes ou compétiteurs) pour réduire la densité de population ou I'impact
d’un bioagresseur spécifique, le rendant moins abondant ou moins nuisible qu’il ne I'aurait
été autrement. La lutte biologique inondative est |'utilisation d’organismes vivants pour
controler des bioagresseurs lorsque le contrdle est assuré exclusivement par les organismes
lachés eux-mémes (Eilenberg et al, 2001). Ainsi, les auxiliaires sont élevés en masse et lachés
en grand nombre pour obtenir un contréle immédiat du bioagresseur. La lutte biologique
inondative avec des parasitoides et des prédateurs est notamment beaucoup utilisée en
cultures sous serre depuis les années 1960 (van Lenteren, 2000). En 2010, 230 espéces
d’invertébrés étaient utilisées en lutte biologique inondative. Ces espéces appartiennent
principalement aux Arthropodes (95 %) ; a I'intérieur de ce groupe, quatre taxons fournissent
la majorité des ennemis naturels: les Hyménoptéres (52 %), les Acariens (13 %), les
Coléopteres (12 %) et les Hétéroptéres (8 %) (van Lenteren, 2012). Le nombre d’hyménopteres
parasitoides est important comparé au nombre de prédateurs, ceci s’explique par le fait que
les parasitoides ont une gamme d’ho6tes beaucoup plus réduite que les prédateurs donc pour
contrbler des especes de ravageurs différentes, différentes espéces de parasitoides sont
nécessaires. La production d’organismes de lutte biologique est assurée par environ 30 gros
producteurs (plus de 10 employés) dans le monde.

3. Insectes étudiés

Dans le cadre de cette étude, nous nous sommes concentrés sur deux especes de
pucerons particulierement problématiques en culture de fraisiers sous abris : Acyrthosiphon
malvae ssp. rogersii (Theobald, 1913) et Macrosiphum euphorbiae (Thomas, 1878) (Hemiptera
: Aphidoidea). Deux especes de parasitoides, parmi les plus utilisées dans des programmes de
lutte biologique pour contréler A. malvae ssp. rogersii et M. euphorbiae, ont été étudiées :
Aphidius ervi Haliday, 1834 et Praon volucre (Haliday, 1833) (Hymenoptera : Braconidae :
Aphidiinae).

3.1-  Pucerons (Figure 1)

En se nourrissant de seve élaborée dans les vaisseaux du phloéme, les pucerons
affaiblissent la plante. L'impact d’un petit nombre d’individus sur les fraisiers est négligeable,
mais lorsque la population de pucerons devient importante la spoliation de séve, associée a
la crispation des organes sous l'effet de I'injection de salive, peut aboutir a la mort des plants
et donc a une perte de rendement. De plus, la production massive de miellat peut entrainer
le développement d’une maladie cryptogamique, la fumagine. Celle-ci altére la photosynthese
et souille les fruits, ce qui peut conduire a une dégradation de la qualité du produit (Trottin et
al, 2014). Deux espéces de pucerons ont été retenues dans le cadre de cette étude, celles-ci
sont parmi les plus présentes a |'échelle nationale et leur controle biologique par des
parasitoides montre des résultats insuffisants et tres aléatoires.
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Figure 2 : Espéces de parasitoides étudiées (A : Praon volucre ; B : Aphidius ervi)



Acyrthosiphon malvae rogersii

Acyrthosiphon malvae se trouve sur de nombreuses plantes, particulierement sur des
Rosaceae. Dans ce taxon, plusieurs formes, associées a des genres de plantes hotes, sont
reconnues comme étant des sous-espéces (Blackman, 2010). A. malvae ssp. rogersii (appelé
A. malvae par la suite) est un puceron de 1,5 a 2,7 mm, vert ou jaune-vert, souvent brillant
qui forme des colonies sur les plantes du genre Fragaria en Europe du nord et de I'ouest. Les
sous-especes d’A. malvae semblent vivre toute I'année sur leur plante hote et sont
anholocycliques (ils se reproduisent par parthénogeneése toute I'lannée) en climat doux et sous
serre (Blackman, 2010). Des hybridations occasionnelles peuvent avoir lieu entre les sous-
especes, ce qui rend la classification taxonomique confuse (Prior & Stroyan, 1964). Sur les
fraisiers, on retrouve cette espéce principalement sur les hampes florales et dans le cceur des
plantes mais en cas d’infestation forte, elle peut étre présente sur toutes les parties aériennes
des fraisiers (Trottin et al, 2014).

Macrosiphum euphorbiae — Le puceron vert et rose de la pomme de terre

Macrosiphum euphorbiae est un puceron de grande taille (1,7-3,6 mm) vert ou rose
souvent reconnaissable a la présence d’une ligne sombre longitudinale sur la face dorsale de
son abdomen. Les larves sont plus pales et recouvertes d’une pruinosité. M. euphorbiae est
un puceron tres polyphage, on peut le trouver sur plus de 200 especes de plantes hotes
appartenant a 20 familles. En Europe, il est principalement anholocyclique mais il peut étre
holocyclique dicecique (effectuant un cycle annuel complet sur un héte primaire et un hote
secondaire) avec le rosier (Rosa sp.) comme hoéte primaire (Blackman 2010). En culture de
fraisiers, ce puceron est présent sur les feuilles (principalement sur la face inférieure), les tiges
et les hampes florales (Trottin et al, 2014).

3.2- Parasitoides (Figure 2)

Aphidius ervi et Praon volucre appartiennent a la sous-famille des Aphidiinae
(Hymenoptera : Braconidae), qui ne comprend que des espéces ayant exclusivement des
pucerons comme hoétes (Encyclop’Aphid). Comme les autres Aphidiinae, A. ervi et P. volucre
sont des endoparasitoides, c’est-a-dire qu’ils effectuent leur développement a I'intérieur de
leur hote. La femelle parasitoide dépose un ceuf a I'intérieur du puceron au cours d’une piqdre
avec son ovipositeur. Le développement larvaire (3 stades) s’effectue entierement a I'intérieur
du puceron. Les Aphidiinae sont koinobiontes, ce qui signifie que I'hbte reste en vie pendant
le développement du parasitoide immature. Le puceron ne meure qu’a la fin du
développement du parasitoide, lorsque la larve de dernier stade consomme les organes
internes du puceron. Il se forme alors une momie, constituée uniqguement de la cuticule du
puceron, a l'intérieur de laquelle le parasitoide effectue sa mue nymphale. Seul un individu
peut mener a terme son développement dans un puceron, ce sont donc des parasitoides
solitaires (Encyclop’Aphid). Chez le genre Praon, contrairement aux autres Aphidiinae, le
cocon de nymphose est tissé sous la cuticule du puceron, formant ce qu'on appelle parfois
une momie sur socle (Kavallieratos et al, 2005).

A. ervi et P. volucre sont tous les deux considérés comme des parasitoides généralistes,
ayant chacun été rapporté sur plus d’'une trentaine d’espéces aphidiennes, notamment des






genres Acyrthosiphon et Macrosiphum (Stary, 1974 ; Kavallieratos et al, 2005). Ces deux
espéces de parasitoides ont été choisies car elles sont présentées par les producteurs
d’auxiliaires comme pouvant parasiter un grand nombre de pucerons des fraisiers (Annexe 1).
Elles sont en particulier censées avoir une haute voire une tres haute efficacité pour controler
A. malvae et M. euphorbiae sur le terrain (de Menten, 2011) mais que les résultats escomptés
ne sont pas observés sur les pucerons ciblés.

4. Role des bactéries endosymbiotiques de pucerons dans la
protection contre les ennemis naturels

Les organismes multicellulaires abritent une large gamme de microorganismes. Les
microorganismes pathogénes de plantes ou d’animaux ont beaucoup été étudiés mais peu
d’attention a été accordée a I'’étude de microorganismes symbiotiques, appelés symbiotes. Au
cours des dernieres décennies, |'étude des symbioses bactériennes, c’est-a-dire des
interactions bénéfiques réciproques entre un hote et une bactérie, s’est beaucoup
développée (Moran 2006). Les associations symbiotiques peuvent étre soit obligatoires soit
facultatives. Un symbiote est dit primaire ou obligatoire si ’hdte ne peut pas survivre en
I'absence de celui-ci. A I'inverse, un symbiote est dit secondaire ou facultatif si sa perte
n’entraine pas la mort de I’hote. Les pucerons sont connus pour abriter ces deux types de
symbiotes. D’une part, Buchnera aphidicola est une bactérie symbiotique obligatoire qui
fournit aux pucerons des acides aminés essentiels absents de la seve élaborée dont ils se
nourrissent (Douglas, 1998). D’autre part, en plus de ce symbiote obligatoire, certains
pucerons abritent aussi un ou plusieurs symbiotes secondaires, qui peuvent leur fournir des
avantages en termes de fitness (Oliver et al, 2014). Chez les pucerons, ces symbiotes
secondaires peuvent notamment constituer une protection contre des champignons
pathogénes (Ferrari et al, 2004) ou des hyménopteres parasitoides (Oliver et al, 2003 ; Ferrari
et al, 2004). Concernant la protection contre les parasitoides, le modele le plus étudié est la
protection du puceron du pois Acyrthosiphon pisum contre le parasitoide Aphidius ervi grace
a la bactérie symbiotique Hamiltonella defensa. Les parasitoides attaquent autant les
pucerons infectés que les pucerons ne portant pas la bactérie mais le développement du
parasitoide a l'intérieur de son hoéte est alors altéré, ce qui se traduit soit en une absence de
développement du parasitoide (Oliver et al, 2003) soit en des effets sub-létaux (émergence
retardée, taille réduite) (Schmid et al, 2012). La protection conférée par H. defensa serait due
a la production de toxines par des phages (virus de bactéries) nommés APSE (A. pisum
secondary endo-symbiont) (Degnan & Moran, 2008). En effet, ces phages infectent H. defensa
et leur variabilité génétique est reliée a des niveaux de protection différents (Degnan &
Moran, 2008). De plus, en conditions expérimentales, lorsque la bactérie ne porte aucun
phage, la protection des pucerons contre A. ervi est perdue (Oliver et al, 2009). Cependant, le
role protecteur d’H. defensa contre les parasitoides ne peut pas étre extrapolé a tous les
couples hote-parasitoide. En effet, chez Sitobion avenae, aucune réduction de sensibilité a ses
parasitoides A. ervi et Ephedrus plagiator n’a été observée en présence de H. defensa (Lukasik
et al, 2013). Un roéle protecteur a également été démontré pour d’autres symbiotes
bactériens. Ainsi, bien que moins protectrice que H. defensa, la bactérie Serratia symbiotica
confere une résistance chez A. pisum vis-a-vis d’ A. ervi (Oliver et al, 2003). La bactérie Regiella
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insecticola peut conférer une protection aux pucerons mais cette protection symbiotique
serait tres limitée : il a été montré qu’une seule souche de cette bactérie, parmi celles testées,
conférait au puceron Myzus persicae une forte protection contre le parasitoide Aphidius
colemani (Vorbuger et al, 2009). Contrairement a H. defensa, |la fonction protectrice ne serait
pas liée a une association avec un bactériophage mais plutét a la présence de toxines
bactériennes (Hansen et al, 2012). Un puceron peut porter plusieurs bactéries symbiotiques.
Ainsi, les co-infections par H. defensa et S. symbiotica d’une part et H. defensa et PAXS d’autre
part apportent au puceron du pois une protection plus efficace qu’en situation de mono-
infection (Oliver et al, 2006). Ce phénotype pourrait étre di a la densité plus importante de
symbiotes secondaires ou a une action complémentaire de deux mécanismes de défense
différents des deux especes bactériennes. Cependant, dans la nature, la prévalence des co-
infections est plutoét faible, cela pourrait étre di a une perte de fitness des individus portant
les deux bactéries (fécondité et longévité diminuées, générations plus longues) (Oliver et al,
2006 ; Simon et al, 2011).

Les symbiotes secondaires sont transmis verticalement par la mére mais peuvent aussi
étre plus rarement transmis horizontalement (entre individus non apparentés) (Russel et al,
2005), par exemple via la piglre d’un parasitoide (Gehrer & Vorburger, 2012). Comme les
bactéries symbiotiques sont héritables, la sélection naturelle peut favoriser les individus
porteurs de bactéries protectrices lorsqu’ils sont soumis a la pression de leurs ennemis
naturels (Oliver et al, 2014). Au cours d’essais en laboratoire, dans des populations soumises
a la pression d’A. ervi, la fréquence de pucerons du pois portant H. defensa a augmenté pour
atteindre quasiment 100 %. A I'inverse, dans des populations non soumises a la pression du
parasitoide, la fréquence des individus porteurs de H. defensa a baissé de facon significative
(Oliver et al, 2008). Ceci pourrait étre d( a un colt de I'infection pour le puceron et pourrait
expliquer pourquoi, dans les populations naturelles de puceron du pois, H. defensa est
présente a des fréquences intermédiaires. Les bactéries symbiotiques protectrices constituent
aussi une pression de sélection pour les parasitoides. En effet, lorsque A. ervi est confronté
pendant plusieurs générations a une population de pucerons porteurs de H. defensa, sa
virulence augmente avec le temps, jusqu’a atteindre le méme niveau de parasitisme que les
individus mis en présence de pucerons sans H. defensa. Cependant, cette adaptation est
associée a une réduction de la fitness des parasitoides puisqu’une réduction de la taille des
individus a été observée au cours des générations (Dion et al, 2011).

Les communautés bactériennes abritées par les deux espéces de pucerons que nous
étudions, A. malvae et M. euphorbiae, ont été peu étudiées. Elles sont inconnues chez A.
malvae et partiellement connues chez M. euphorbiae puisque R. insecticola a été trouvée dans
certaines lignées de M. euphorbiae, sans qu’un lien avec une résistance au parasitisme n’ait
été recherché (Russel et al, 2003).

5. Le caractere généraliste de certains parasitoides de
pucerons remis en question
Les parasitoides de pucerons ont généralement une spécificité d’hotes plus étroite que

les prédateurs (Godfray 1994). Mais certains parasitoides sont considérés comme ayant une
gamme d’hotes assez large (Raymond et al, 2015). Cependant, la gamme d’h6tes peut ne pas
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étre uniforme a l'intérieur d’'une espéce, des races d’hotes peuvent étre spécifiques de
certaines espéeces d’hotes (Antolin et al, 2006 ; Stireman et al, 2006). De plus, a I'intérieur
d’'une gamme d’hoétes de parasitoides, certains hotes sont préférés et sont plus avantageux
pour le développement des parasitoides (Storeck et al, 2000 ; Ode et al, 2005). Des différences
dans la préférence d’hotes peuvent s’accompagner d’un arrét du flux de genes entre les
populations. Des différences génétiques peuvent provenir de 'utilisation d’hotes différents et
de I'adaptation des parasitoides a ces hoétes. Cette différenciation génétique peut conduire a
la formation de races d’hotes voire d’espeéces distinctes (Raymond et al, 2015).

Lorsque, en se basant sur des critéres morphologiques, deux populations sont connues
comme appartenant a la méme espece mais qu’elles sont par la suite reconnues comme des
especes différentes, on les appelle « espéces cryptiques » (Bickford et al, 2007). Les espéeces
cryptiques sont morphologiquement trés similaires ou identiques mais sont génétiquement
différentes et leur comportement et physiologie peuvent différer. La connaissance des
especes cryptiques est importante pour la compréhension des interactions écologiques, telles
que la spécialisation parasitaire. Les insectes parasitoides représenteraient de 8 a 25 % de
toutes les especes d’insectes (Godfray, 1994), mais ce chiffre pourrait étre grandement sous-
estimé si certains groupes actuellement considérés comme des espéeces généralistes étaient
en réalité des complexes d’espéces spécialistes (Smith et al 2006). Les techniques d’analyses
moléculaires associées a des tests de comportement et de parasitisme en laboratoire, ainsi
gu’a des expériences de croisements entre populations d’'une espéce permettent de révéler
des complexes d’especes cryptiques au sein d’ensembles plus grands (Desneux et al, 2009b ;
Heraty et al, 2007 ; Kankare et al, 2005 ; Kos et al, 2011 ; Smith et al, 2006,2007, Navasse et
al, en prep.).

La technique du barcoding moléculaire consiste a utiliser une séquence d’ADN
commune a tous les animaux comme un code barre afin de pouvoir identifier toute espéce a
partir de son ADN (Hebert, 2003). Le fragment de géne mitochondrial de I'enzyme cytochrome
c oxydase | (COI) (645 pb) est le plus communément utilisé pour identifier des especes
animales. L'analyse des séquences du gene COIl peut notamment étre utilisée pour identifier
des especes cryptiques. Par exemple, grace au barcoding moléculaire, Smith et al (2007) ont
montré que 16 espéces de mouches Tachinidae considérées comme tres généralistes
pouvaient en réalité étre subdivisées en 73 lignées, potentiellement toutes des sous-especes.
Ainsi, parmi les 73 lignées analysées, seules 9 étaient généralistes. Cependant, pour certaines
familles d’insectes, la variabilité du gene COl ne permet pas toujours de différencier les
espéces entre elles. Ainsi, au sein de la sous-famille des Aphidiinae, les séquences COIl peuvent
étre quasiment identiques entre certaines espéces tres proches, il est donc nécessaire d’avoir
recours a I'étude d’autres genes afin de pouvoir séparer les espéces entre elles et détecter
des structurations au sein de ces especes (Desneux et al, 2009b ; Derocles et al, 2012, 2016).
Une analyse de sept fragments de génes (dont COIl) chez sept especes de parasitoides
Aphidiinae a révélé une structuration génétique liée a I’'hGte chez des especes considérées
jusque-la comme généralistes (Derocles et al, 2016). Ainsi, I'espéce Praon volucre semble étre
structurée en fonction du puceron hote et ne forme pas un groupe monophylétique puisque
I’espece Praon bicolor apparait incluse dans le groupe formé par les spécimens de P. volucre.
Aphidius ervi est la seule espece pour laquelle aucune variation de séquence liée a I’'hGte n’a
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Tableau 1 : Liste des pépiniéristes dont proviennent les plants sur lesquels ont été échantillonnés les pucerons

Pépiniériste \ Pays / région \
Anjou Plants | Pays de la Loire

Emeraude Plants Bretagne

Guilloteau Centre
Mazzoni Italie
Salvi Italie
Genson BV Pays-Bas
West Plant Pays-Bas

Dubreuil Centre




été observée jusque-la (Zepeda et al, 2016). Ainsi, il serait possible qu’A. ervi soit le seul « vrai
généraliste » parmi les parasitoides testés dans cette précédente étude. La connaissance de
la structuration des populations de parasitoides en fonction de leur puceron hoéte est
déterminante pour la mise en place de solutions de lutte biologique (Takada et al, 2000 ;
Desneux et al, 2009b ; Derocles et al, 2014). Dans les populations de parasitoides élevés en
masse pour la lutte biologique contre les pucerons, la variabilité génétique peut étre faible
(Van Lenteren, 2000). De plus, ces parasitoides ne sont pas nécessairement issus des espéces
de pucerons que I'on souhaite contréler au champ. Ceci pourrait remettre en cause I'efficacité
des parasitoides dans des stratégies de lutte biologique.

La premiére étape de ce travail a été d’élever des pucerons des fraisiers. Les espéces
nous intéressant n’ayant jamais été élevées sur fraisier en conditions contrélées a notre
connaissance, différentes techniques d’élevage ont donc été testées. Afin de déterminer si
des bactéries symbiotiques protegent les pucerons des fraisiers contre les parasitoides utilisés
dans le cadre de la lutte biologique inondative, des échantillonnages de pucerons ont été
réalisés en serres de fraisiers. Des tests de parasitisme ont été réalisés sur des lignées de
pucerons dont le statut symbiotique avait été déterminé. Enfin, des analyses génétiques de
parasitoides commercialisés et de parasitoides naturellement présents dans les serres de
fraisiers ont permis d’étudier leur structuration génétique.

MATERIEL ET METHODES

1. Mise au point des élevages des pucerons et constitution des
lignées
La diversité et les prévalences de bactéries symbiotiques dans les populations de
pucerons des fraisiers étant inconnues, un large échantillonnage d’A. malvae et de M.
euphorbiae a été réalisé. Les échantillonnages ont eu lieu dans 15 serres chez 12 producteurs
de fraisiers hors-sol localisés principalement dans le Finistere Nord entre mars et avril 2016.
Au sein d’'une méme serre, les producteurs de fraise cultivent généralement des plants
provenant de pépiniéristes différents (Tableau 1). Comme il est possible que les plants soient
déja porteurs de pucerons au moment de leur installation, I'origine des plants sur lesquels les
pucerons étaient prélevés, a aussi été recensée. A chaque fois qu’un foyer d’A. malvae ou de
M. euphorbiae a été identifié, des feuilles ou des hampes florales portant des pucerons ont
été récoltées. Par la suite, des colonies issues de chaque foyer ont été initiées. Chaque colonie
a été établie a partir d’'un puceron unique, les bactéries symbiotiques étant transmises
verticalement lors de la reproduction parthénogénétique des pucerons, il est possible de
constituer des lignées dont tous les pucerons ont le méme statut symbiotique. Une lignée est
alors définie comme un génotype de puceron donné abritant une communauté symbiotique
donnée. Les deux especes de pucerons auxquelles nous nous intéressons n’ayant a priori
jamais été élevées sur fraisier, deux méthodes d’initiation de colonies ont donc été
expérimentées : un dispositif « feuille » et un dispositif « hampe florale ». Afin de maximiser
les chances de réussite de développement de la colonie, pour un foyer donné, deux a quatre
pucerons par dispositif ont été utilisés individuellement pour initier une colonie. Une seule
colonie par foyer, celle s’étant le mieux développée, a été conservée par la suite.



Figure 3 : Dispositif "hampe florale" (photos personnelles)

Figure 4 : Dispositif "feuille" (photo personnelle) Figure 5 : Conservation des lignées sur des plants de
fraisiers (photo personnelle)



Le dispositif « hampe florale » était constitué d’un tube en plastique (10 cm de haut, 2 cm de
diametre) rempli de gélose (Agar 1%), le tout recouvert d’un sachet en gélatine (18*9 cm) et
fermé par un élastique. Un puceron unique a été déposé sur une hampe florale piquée dans
la gélose (Figure 3). Pour le dispositif « feuille », une feuille de fraisier (variété Gariguette) a
été disposée dans une boite de Petri de 5 cm de diametre au fond de laquelle avait été placé
un coton humidifié pour éviter le dessechement trop rapide de la feuille (Figure 4). Ces deux
dispositifs ont été placés dans une chambre climatique (22°C, 70% HR, photopériode 16h : 8h)
pendant le développement des lignées. Les pucerons étaient déplacés vers une nouvelle
feuille ou hampe florale a I'aide d’un pinceau lorsque le matériel végétal commencait a se
dessécher (environ une fois par semaine pour les feuilles et une fois toutes les deux semaines
pour les hampes florales). Afin d’estimer la qualité des deux dispositifs, la mortalité des
pucerons installés a été relevée au bout de cing jours et le nombre de pucerons par feuille ou
hampe florale a été relevé au bout de dix jours. Lorsque cela a été possible, quand les colonies
étaient suffisamment développées (une dizaine de pucerons adultes), les pucerons ont été
placés sur des plants de fraisier (Gariguette) en pots de 2 litres recouverts d’un filet insect-
proof (48*71 cm) afin de les conserver durablement (Figure 5). Les fraisiers ont été placés
dans une serre avec une ferti-irrigation automatique par goutte a goutte. A partir des
échantillonnages réalisés, 30 lignées d’A. malvae et 24 lignées de M. euphorbiae ont été
constituées (Annexe 2)

2. Détection de bactéries symbiotiques secondaires
2.1- Extraction d’ADN

L’ADN de pucerons a été extrait individuellement par la méthode « Salting out » (Miller
et al, 1988). Chaque puceron a été placé dans un puits d’'une plaque semi-Deepwell 96 puits
de 0,85 mL contenant 3-4 billes de verre, 6 uL de protéinase K (5mg/mL) et 300 uL de TNES
(pour 100 mL : 5 mL de Tris 1M ; 8 mL de NaCl 5M ; 4 mL d’EDTA 0,5M ; 2,5 mL de SDS 20% ;
80,5 mL d’eau ultra pure). Les plaques ont ensuite été placées 3 minutes dans un mélangeur
a peinture afin de broyer les pucerons, puis elles ont été placées une nuit a 37°C le temps que
la protéase digere les protéines. Ensuite, les protéines ont été précipitées avec 85 plL de NaCl
5M et les plaques ont été centrifugées (4°C; 4000 rpm ; 30 min). 290 uL de surnageant ont
été prélevés et placés dans des nouveaux puits contenant 280 uL d’éthanol 100% (-20°C), le
tout a été placé 15 min a -80°C afin de faire précipiter I’ADN. Les plaques ont été centrifugées
(4°C; 4000 rpm ; 30 min) et le surnageant éliminé. Le culot a été rincé avec 200 pL d’éthanol
a 70%, les plaques ont été centrifugées (4°C ; 4000 rpm ; 30 min). L’éthanol a été éliminé et
les culots ont été séchés au SpeedVac® pendant 25 min. Enfin, I’ADN a été re-suspendu dans
50uL d’eau ultra pure. La réussite de l|'extraction a été vérifiée en effectuant une
électrophorese, 2 uL d’ADN et 8 pL de tampon de charge ont été déposés sur un gel d’agarose
coloré au SYBR Safe avec un tampon TBE (tris borate EDTA)). L’ADN a été visualisé a la lumiere
uv.

2.2- PCR diagnostic

Afin d’avoir un premier apercu de la diversité symbiotique des pucerons
échantillonnés, deux pools de pucerons par espéce (originaires de différents sites) ont été
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Tableau 2 : Amorces utilisées pour la détection de bactéries symbiotiques (Peccoud et al, 2014)

Nom de Séquence de I'amorce (5’-3') Spécificité Taille de

I’'amorce I"amplicon (pb)
16SA1 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Universelle M1, M2
Spi1500R ATCATCAACCCTGCCTTTGG Spiroplasma sp. | 1500 M1
accdrF CAYATGSGCATCTCTGCC R. insecticola 650 M1
accdrR AATTCACTACTTTGAAAACCCGG M1
PABS480R GGTATTCGCATTTATCGCTTC H. defensa 480 M1
P136Ric-470R | TGGGTACCGTCACAGTAATCGA | Rickettsiella sp. | 300 M1
P136F GGGCCTTGCGCTCTAGGT M1
PAXS F AGTTTGATCATGGCTCAGATTG | PAXS 500 M2
PAXS R GCAACACTCTTTGCATTGCT M2
Buch270R TGCCTTGGTAGGCTATTACTC Buchnera 270 M2
PASS1140R TTTGAGTTCCCGACTTTATCG S. symbiotica 1140 M2
Ric600R TTTGAAAGCAATTCCGAGGT Rickettsia sp. 600 M2
W-Specf CATACCTATTCGAAGGGATAG Wolbachia sp. 415 W
W-Specr ACGTTCGAGTGAAACCAATTC W

Tableau 3 : Description des lignées de pucerons utilisés pour les tests de parasitisme (CATE : Station expérimentale - Saint-

Pol de Léon)

Statut

Espéce
P symbiotique

Lignée

Parasitoides testés

Producteur

Origine

Amrl A. malvae H+R A. ervi CATE Pays-Bas (Genson)
Amr3 A. malvae H+R A. ervi CATE Pays-Bas (West Plant)
Amr27 A. malvae H+R A. ervi Jean-Yves Murier Espagne (Planasa)
Amr9 A. malvae H A. ervi Fanch Corre Italie (Salvi)
Amr20 A. malvae H A. ervi Jean-Jacques Morvan (Serre 2) Anjou
Amr26 A. malvae H A. ervi + P. volucre Jean-Yves Murier Bretagne (Emeraude)
Amr28 A. malvae H A. ervi + P. volucre Loic Pérennes Anjou
Amr30 A. malvae H A. ervi + P. volucre Ronan Saliou (Serre 2) Pays-Bas (West Plant)
Amrl5 A. malvae A. ervi + P. volucre Jean-Jacques Morvan (Serre 1) Anjou
Amr23 A. malvae A. ervi Jean-Jacques Morvan (Serre 3) Anjou
Me5 M. euphorbiae H+R A. ervi+ P. volucre Fanch Corre Anjou
Mel M. euphorbiae H A. ervi Bernard Carof Pays-Bas (Genson)
Me2 M. euphorbiae H A. ervi+ P. volucre Emile Jacques Anjou
Mel9 M. euphorbiae H A. ervi + P. volucre Jean-Yves Murier Anjou
Me23 M. euphorbiae H A. ervi Roland Quemeneur Pays-Bas (Genson)
Mel7 M. euphorbiae R A. ervi Fanch Corre Italie (Salvi)
Mel8 M. euphorbiae R A. ervi Jean-Matthieu Le Gall Pays-Bas (Genson)

Me21

M. euphorbiae

. ervi + P. volucre

Jo Vergos

Italie (Mazzoni)




analysés (Amr1 : 10 pucerons, Amr2 : 8 pucerons, Mel : 10 pucerons, Me2 : 8 pucerons). Pour
ces pools, la présence de 9 bactéries symbiotiques (Buchnera aphidicola, Hamiltonella
defensa, Regiella insecticola, Spiroplasma sp., Rickettsiella sp., PAXS, Serratia symbiotica,
Rickettsia sp., Wolbachia sp.) a été testée par PCR diagnostic. La détection du symbiote
obligatoire B. aphidicola a permis d’éviter les faux négatifs.

Les amplifications d’ADN ont été réalisées grace a trois mix PCR (M1, M2 et W)
(Peccoud et al, 2014). Chaque mix comportait des amorces spécifiques de la séquence d’ADN
16S des bactéries recherchées (M1 : Spiroplasma, Regiella insecticola, Hamiltonella defensa,
Rickettsiella, M2 : PAXS, Buchnera aphidicola, Serratia symbiotica, Rickettsia, W : Wolbachia).
Les amorces utilisées sont présentées dans le tableau 2. La composition des mix M1 et M2
était la suivante : 4,1 uL de MgCl2 (25mM) ; 0,4 uL de chaque dNTP (4*2,5 mM) ; 0,2 uL de
chaque amorce ; 2 uL de tampon de charge ; 0,1 uL de taq et 2 uL d’ADN dans un volume final
de 10 pL. La composition du mix W était la suivante : 1,5 uL de MgCl2 (25mM); 0,5 ulL de
chaque dNTP (4*2,5 mM) ; 0,5 pL de chaque amorce ; 5 pL de tampon de charge ; 0,1 uL de
taq et 2uL d’ADN dans un volume final de 25 pL.

Les PCR ont été réalisées dans un thermocycleur S1000 (BIORAD). Pour les mix M1 et
M2, le programme suivant a été utilisé : 5 minutes de dénaturation de ’ADN a 94°C, suivies
par 30 cycles constitués d’'une phase de dénaturation a 94°C pendant 30 secondes, d’une
phase d’hybridation a 58°C pendant 30 secondes et d’'une phase de polymérisation a 72°C
pendant 1 minute, I'amplification se termine par un cycle de 5 minutes a 72°C. Pour le mix W,
le programme suivant a été utilisé : 2 minutes de dénaturation de ’ADN a 94°C, suivies par 35
cycles constitués d’une phase de dénaturation a 94°C pendant 30 secondes, d’une phase
d’hybridation a 55°C pendant 30 secondes et d’'une phase de polymérisation a 72°C pendant
45 secondes, 'amplification se termine par un cycle de 5 minutes a 72°C. Une électrophorése
sur gel d’agarose coloré au SYBR Safe avec un tampon TBE a été réalisée sur les produits
d’amplification. Apres migration, le résultat de I'amplification a été visualisé sous lumiere UV.

Une fois ce premier apergu établi, toutes les lignées échantillonnées ont été analysées
individuellement avec la méme méthode en utilisant uniquement les amorces spécifiques des
bactéries identifiées dans les pools.

3. Tests d’adéquation parasitaire

3.1- Mesure de l'efficacité parasitaire

L'efficacité de parasitoides commerciaux a été testée sur une partie des lignées de
pucerons conservées en élevage. Les lignées testées ont été choisies en fonction de leur statut
symbiotique. Pour les deux espéeces de pucerons, la mono-infection par H. defensa (H), la co-
infection par H. defensa et R. insecticola (H+R) et I'absence de bactérie symbiotique
secondaire (-) (lignées aposymbiotiques) ont été testées. Pour I'espece M. euphorbiae, la
mono-infection par R. insecticola (R) a aussi été testée (Tableau 3). Afin de pouvoir tester
I'effet des bactéries symbiotiques en évitant un biais lié au génotype du puceron, il est
préférable, pour une modalité d’infection symbiotique donnée d’avoir des génotypes
différents entre les lignées testées. Ainsi, pour une modalité donnée, lorsque le nombre de
lignées disponibles était assez important, les lignées a tester ont été choisies de maniere a
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maximiser la diversité des origines des pucerons (site d’échantillonnage et origine des
fraisiers).

Les individus d'Aphidius ervi utilisés provenaient de I'entreprise Biobest (Ervi-System,
flacon de 250 individus). Praon volucre n’étant pas distribué individuellement, les parasitoides
utilisés provenaient d’'un mélange d’espéeces dont la composition annoncée est la suivante :
42 % de P. volucre, 17% d’Aphidius colemani, 17 % d’Aphidius ervi, 7 % d’Aphelinus
abdominalis et 17 % d’Aphidius matricariae. Ce mélange provenait de |'entreprise Viridaxis
(BerryProtect, tube de 240 individus). A la réception des parasitoides, les individus d’Aphidius
ervi étaient sous forme de momie tandis que les individus de Praon volucre étaient au stade
adulte (émergés). Pour cette espece, I'dge des femelles parasitoides utilisées dans les
expériences n’était donc pas contrélé tandis que les femelles d’A. ervi utilisées étaient agées
de 1 a 3 jours. Un jour avant l'expérience, les femelles parasitoides étaient placées
individuellement dans des tubes en plastique (14*1,5 cm) a I'extrémité grillagée, avec un male
et du miel et de I'eau a disposition. Avant d’étre testée, la femelle utilisée lors de I'expérience
était exposée a un individu héte issu de la lignée de puceron étudiée pour lui permettre une
expérience parasitaire.

Les tests de parasitisme étaient réalisés dans des boites de Petri en verre de 3,5 cm de
diametre dont le fond était revétu d’un disque de feuille de fraisier. Une trentaine de pucerons
(L2 a L4) d’une lignée donnée étaient disposés sur le disque foliaire au moins une heure avant
I’expérience, ils étaient donc en train de s’alimenter au moment de I'expérience. L’expérience
commengait lorsqu’une femelle parasitoide était introduite dans la boite de Petri contenant
les pucerons de la lignée a tester. A chaque attaque du parasitoide, le puceron piqué était
extrait de la boite afin d’éviter le superparasitisme (i.e. la ponte de plusieurs ceufs dans un
méme hote). L'expérience s’arrétait lorsque 18 pucerons avaient été piqués, ou au bout de 30
minutes. Parmi ces 18 pucerons, 5 étaient disséqués dans une goutte de solution de Ringer
pour vérifier la présence d’un ceuf de parasitoide a l'aide d’'une loupe binoculaire. La
dissection était réalisée une a deux heures apres I'attaque du parasitoide. Ces dissections
permettaient de vérifier si la femelle avait effectivement déposé un ceuf dans le puceron lors
de l'attaque et de calculer un taux d’oviposition (pourcentage de pucerons piqués dans
lesquels un ceuf a été déposé). Ce taux permet d’évaluer I'acceptation des femelles
parasitoides et le comportement de défense des pucerons. Les 13 autres pucerons attaqués
par la femelle parasitoide étaient placés dans une boite de Petri en plastique (5 cm de
diametre) contenant un disque de feuille de fraisier et un coton humide. Pendant le temps
nécessaire a la momification, les pucerons étaient placés dans une chambre climatique (20°C,
60 % HR, photopériode 16 h: 8 h), les feuilles étant changées tous les 3 a 5 jours pour
permettre I'alimentation des pucerons. A chaque changement de feuille, les descendants des
pucerons attaqués étaient éliminés. Quinze jours apres la piqlre, les momies et les pucerons
vivants par boite étaient dénombrés afin de calculer un taux de momification.

o nombre de momies
Taux de momification = - - * 100
nombre de momies + nombre de pucerons vivants

Les momies obtenues étaient récupérées en découpant la feuille puis placées dans un
tube en plastique a I'extrémité grillagée en attendant leur émergence (20°C, 60 % HR,
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photopériode 16 : 8). Les adultes émergeant des momies ont été dénombrés pour calculer un
taux d’émergence.

., nombre d'adultes émergés
Taux d'émergence = - * 100
nombre de momies

Dix lignées d’A. malvae et huit lignées de M. euphorbiae ont été testées avec A. ervi.
Quatre lignées d’A. malvae et quatre lignées de M. euphorbiae ont été testées avec P. volucre
(Tableau 3). Les lignées de pucerons ont été testées dans un ordre aléatoire et les expériences
ont été répétées trois fois. Pour chaque répétition réalisée, une nouvelle femelle parasitoide
était utilisée.

3.2- Mesure de la mortalité hors momification

La mesure de la mortalité des pucerons en dehors de la momification permet
d’identifier une mauvaise adéquation entre ceux-ci et les parasitoides utilisés dans le cadre de
la lutte biologique. Une certaine quantité de pucerons sont morts avant les 15 jours
nécessaires a la formation des momies, ceci a été quantifié en calculant un taux de mortalité
hors momification :

nombre de pucerons morts hors momies

Taux de mortalité = 100

*
nombre de pucerons piqués — nombre de pucerons disséqués

Afin d’évaluer I'influence de la piqQre du parasitoide sur la mortalité des pucerons hors
momification, la mortalité de trois lignées de chaque espéce de pucerons pour lesquelles la
mortalité observée a J+15 avait été importante a été suivie en I'absence de piqdre. Pour cela,
13 pucerons de chaque lignée ont été placés dans les mémes conditions que les pucerons
attaqués (sur une feuille dans une boite de Petri). Le nombre de pucerons vivants et morts a
été relevé a J+15 apres l'installation sur le dispositif. L'expérience a été répétée trois fois.

4. Analyse génétique de parasitoides

Afin d’identifier une possible spécialisation génétique des parasitoides en fonction de
I'espéce de puceron hote (Derocles et al, 2016), des séquences de genes de parasitoides
commercialisés ont été comparées a des séquences de parasitoides indigénes, présents
naturellement dans les serres et a des séquences des mémes especes de parasitoides
provenant d’autres especes de pucerons hotes, obtenues dans des études antérieures
(Derocles et al, 2016 ; Navasse, com. pers.).

4.1- Origine des parasitoides

Afin d’identifier les espéces de parasitoides parasitant naturellement les pucerons
dans les serres de fraisiers, des échantillonnages de momies ont été effectués chez sept
producteurs de fraises entre mars et juin 2016. Les pucerons parasités ont été récoltés en
découpant les feuilles autour de la momie. Celles-ci ont été conservées individuellement dans
des tubes en plastique jusqu’a émergence. Chaque parasitoide émergé a ensuite été conservé
dans de I'alcool a 96% avec la momie dont il était issu. L'espece du parasitoide a alors été
identifiée grace a des critéres morphologiques et I'espéce hote déterminée grace a la
morphologie de la momie. Les analyses génétiques n‘ont été effectuées que sur des
parasitoides provenant de serres dans lesquelles il n’y avait pas eu de lachers commerciaux.
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Tableau 4 : Liste des parasitoides commercialisés et échantillonnés en serre de fraisiers utilisés pour le séquen¢age

Espéce puceron

Espéce parasitoide Origine

Producteur

El Rhodobium porosum Aphidius ervi naturel Henri Senant

E2 Rhodobium porosum Aphidius ervi naturel Henri Senant

E3 Rhodobium porosum Aphidius ervi naturel Henri Senant

E4 Rhodobium porosum Aphidius ervi naturel Henri Senant

E5 | Macrosiphum euphorbiae Aphidius ervi naturel Henri Senant

E6 | Macrosiphum euphorbiae Aphidius ervi naturel Henri Senant

E7 |Macrosiphum euphorbiae Aphidius ervi naturel Henri Senant

E8 | Macrosiphum euphorbiae Aphidius ervi naturel Henri Senant

E9 Acyrthosiphon malvae Aphidius ervi naturel | Alexandre Le Guern
E10 | Acyrthosiphon malvae Aphidius ervi naturel | Alexandre Le Guern
E11 | Acyrthosiphon malvae Aphidius ervi naturel | Alexandre Le Guern
E12 Rhodobium porosum Aphidius ervi naturel Hélies

E13 Rhodobium porosum Aphidius ervi naturel Hélies

E14 - Aphidius ervi Biobest -

E15 - Aphidius ervi Biobest -

El6 - Aphidius ervi Biobest -

E17 - Aphidius ervi Biobest -

P1 - Praon volucre Viridaxis -

P2 - Praon volucre Viridaxis -

P3 - Praon volucre Viridaxis -

P4 - Praon volucre Viridaxis -

Tableau 5 : Amorces utilisées pour le séquengage des génes

Taille du fragment

Géne amplifié Séquence de I'amorce

I"'amorce

Nom de
de géne (pb)

COlI (forward) LCO1490puc | 5'-TTTCAACWAATCATAAAGATATTGG-3’ 620

COl (reverse) HC02198puc | 5’-TAAACTTCWGGRTGWCCAAARAATCA-3’

16S (forward) 16sFspe 5’-CGC CGT TTT ATC AAA AAC ATG-3’ 408-419
16S (reverse) 16sR 5’-TTA CGC TGT TAT CCC TAA-3’

LWRh (forward) | LWRhF 5-AATTGCTATTAYGARACNTGGGT-3’ 650
LWRh (reverse) | LWRhR 5’-ATATGGAGTCCANGCCATRAACCA-3’




Des parasitoides commerciaux (A. ervi et P. volucre), utilisés lors des tests de
parasitisme ont également été conservés dans de I'alcool a 96% pour les conserver en vue
d’une analyse génétique.

4.2- Extraction d’ADN, amplification et séquencage

La liste des parasitoides séquencés est présentée dans le tableau 4. L’ADN de chaque
parasitoide a été extrait individuellement grace a une méthode non destructive avec un kit
Qiagen DNeasy (Derocles et al, 2012). Dans un tube Eppendorf, les insectes ont été placés
dans 200 pL d’une solution de protéinase K et de tampon ATL (20 uL de protéinase K et 180
pL de tampon. La solution contenant les parasitoides a été incubée a 56°C pendant une nuit.
400 pL d’'un mélange contenant 50 % de tampon AL et 50 % d’éthanol ont été ajoutés dans
chaque tube puis les tubes ont été centrifugés 2 minutes a 3000 RPM. Le surnageant a ensuite
été transféré dans une plague contenant des colonnes de fixation. La plaque a été centrifugée
a 3000 RPM pendant 10 minutes et le centrifugat a été jeté. 500 uL de tampon AW1 ont été
ajoutés dans chaque puits de la plaque et aprés 5 minutes de centrifugation a 3000 RPM, le
centrifugat a été éliminé. Enfin, 500 uL de tampon AW2 ont été ajoutés et la plaque a été
centrifugée 15 minutes afin d’éliminer toute trace d’éthanol. Les colonnes ont ensuite été
placées dans une plaque d’élution et 50 uL de tampon AE ont été déposés sur la membrane.
La solution a incubé 5 minutes a température ambiante puis la plaque a été centrifugée 2
minutes a 3000 RPM afin d’éluer ’ADN. La plaque contenant I’ADN a ensuite été stockée au
congélateur.

Afin de pouvoir détecter une structuration au sein des espéces de parasitoides, trois
fragments de génes ont été amplifiés : COIl (cytochrome c oxydase ), 16S (ARNr 16S), et LWRh
(long wavelength rhodopsin) (Tableau 5). Les amplifications PCR ont été réalisées dans un
volume de 17 pL contenant 3 pL d’ADN, 9 uL d’eau, 2,5 pL de tampon 5X, 1 uL de MgCI2
(concentration finale : 1.5 mM), 0,5 puL de dNTP (concentration finale : 0,3 mM), 0,4 uL de
chaque amorce (Forward et Reverse) (concentration finale : 0,2 uM) et 0,125 de Taq (5 U/uL).
Le programme PCR utilisé était le méme pour les trois génes séquencés : 3 minutes a 94°C;
40 cycles de 30 secondes a 94°C, 60 secondes a 56°C et 90 secondes a 72°C; 10 minutes a
72°C. Une électrophorése sur gel d’agarose a 1,5 % coloré au SYBR Safe avec un tampon TBE
(tris borate EDTA) a été réalisée avec les produits d’amplification. Aprés migration, le résultat
de I'amplification a été visualisé sous lumiére UV. Les produits PCR ont été séquencés en
utilisant la méthode Sanger chez GenoScreen, Lille, 59.

Les séquences obtenues ont été comparées a des séquences de la base de données
GenBank, en cas de contradiction entre lidentification moléculaire et l'identification
morphologique réalisée avant I'extraction d’ADN, les échantillons ont pu étre réexaminés
grace a l'extraction non destructive.

5. Analyses statistiques

La premiere analyse statistique avait pour objectif de tester les conditions d’élevage
les plus propices au maintien des lignées échantillonnées dans les différentes serres du
Finistere. La mortalité a cing jours des pucerons mis en élevage a été analysée avec un modeéle
linéaire généralisé avec une erreur binomiale et une fonction de lien logit. Le nombre de
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Tableau 6 : Parasitoides intégrés a I'arbre (Derocles et al, 2015 ; Navasse com. pers.)

Aerv-1

Espéce parasitoide

Puceron hote

Lieu d'échantillonnage

Aphidius ervi Acyrthosiphon pisum Ouest France
Aerv-2 Aphidius ervi Sitobion avenae Est France
Aerv-3 Aphidius ervi Sitobion avenae Ouest France
Aerv-5 Aphidius ervi Acyrthosiphon pisum Royaume-Uni
Aerv-6 Aphidius ervi Sitobion avenae Royaume-Uni
Aerv-7 Aphidius ervi Hyperomyzus lactucae Royaume-Uni
Ael Aphidius ervi Acyrthosiphon pisum Ouest France
Ae2 Aphidius ervi Acyrthosiphon pisum Quest France
Ae3 Aphidius ervi Acyrthosiphon pisum Ouest France
Aed Aphidius ervi Hyperomyzus picricis Ouest France
Ae5 Aphidius ervi Aphis fabae Ouest France
Aeb Aphidius ervi Cavariella aegopodii Ouest France
Ae7 Aphidius ervi Macrosiphum euphorbiae | Ouest France
Ae8 Aphidius ervi Microlophium carnosum Ouest France
Ae9 Aphidius ervi Mysus persicae Ouest France

Amicro-1A, 1B, 1C, 2A,

2B, 2C Aphidius microlophii | Microlophium carnosum Ouest France
Praon volucre-1A Praon volucre Acyrthosiphon pisum Ouest France
Praon volucre-2A Praon volucre inconnu Est France

Praon volucre-3A

Praon volucre

Sitobion avenae

Ouest France

Praon volucre-3E

Praon volucre

Sitobion avenae

Ouest France

Praon volucre-4A

Praon volucre

Sitobion avenae

Est France

Praon volucre-5A

Praon volucre

Myzocallis coryli

Ouest France

Praon volucre-6A

Praon volucre

Cavariella sp.

Ouest France

Praon volucre-7C

Praon volucre

Macrosiphum rosae

Ouest France

Praon volucre-8A

Praon volucre

inconnu (Viridaxis)

Belgique

Praon volucre-9C

Praon volucre

Sitobion avenae

Royaume-Uni

Praon volucre-10B

Praon volucre

Metopolophium dirhodum

Royaume-Uni




pucerons obtenus au bout de dix jours apres la mise en élevage a été analysé avec un modele
linéaire général. Pour ces deux variables, les effets de I'espéce du puceron et du type de
dispositif ont été testés.

La seconde analyse réalisée avait pour objectif d’étudier I'adéquation parasitaire entre
les deux espéces de parasitoides testées et les deux especes de pucerons. Cette analyse a
exclu les répétitions présentant moins de 5 individus (momies + vivants) au bout de 15 jours
de maintien. Par le biais de modeéles linéaires généralisés mixtes avec une erreur binomiale et
une fonction de lien logit, les quatre variables suivantes ont été analysées: le taux
d’oviposition, le taux de momification, le taux d’émergence et le taux de mortalité hors
momification des pucerons. L'analyse de ces variables s’est effectuée en deux étapes. Dans
un premier temps, nous avons testé I'effet de I'espece du parasitoide, de I'espéce des
pucerons et I'interaction entre ces deux facteurs sur ces variables dépendantes. Puis, nous
avons analysé 'effet de I'espece hote et de son statut symbiotique sur ces variables en
considérant les espéces parasitoides séparément. L'effet du statut symbiotique n’a été étudié
que pour A. ervi car le nombre de lignées testées avec P. volucre présentant des statuts
symbiotiques différents était trop faible. Au cours d’une expérience, plusieurs pucerons ont
été attaqués par une méme femelle, suggérant un lien statistique entre ces individus hotes.
Par conséquent, le facteur aléatoire ‘individu parasitoide’ a été considéré dans I’'ensemble des
modeles linéaires généralisés. Enfin, le facteur ‘lignée de pucerons’ a également été intégré
comme facteur aléatoire pour extraire |'effet génotype aphidien (facteur aléatoire hiérarchisé
sous le facteur ‘espece du puceron’).

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel R (R Core Team 2015) et
RStudio (RStudio Team 2015) avec les packages Ime4, car et GrapheR pour les graphiques.

La structuration génétique des parasitoides a été étudiée par le biais d’'une analyse
phylogénétique. Les séquences des fragments de genes obtenues ont été nettoyées puis
alignées en utilisant I'algorithme ClustalW avec le logiciel BIOEDIT (version 7.2.5). Les
alignements ont été traduits en acides aminés avec le logiciel MEGA (version 7). Des arbres
ont été construits en utilisant la méthode du maximum de vraisemblance avec MEGA.
L’espece Cotesia flavipes (Hymenoptera : Microgastrinae) a été utilisée comme outgroup pour
la construction de I'arbre de P. volucre (Derocles et al, 2016) et P. volucre a été utilisée pour
I'arbre d’A. ervi. Des arbres ont d’abord été construits pour chaque géne indépendamment,
la robustesse de la reconstruction phylogénétique a été évaluée par la méthode du booststrap
(1000 répétitions). Ensuite, les trois genes séquencés ont été combinés en utilisant
SEQUENCEMATRIX et un arbre global a été construit en combinant les trois génes. Afin
d’identifier une structuration, des séquences obtenues précédemment avec les mémes
parasitoides sur des hotes différents (Derocles et al, 2016 et Navasse, com. pers.) ont été
intégrées dans I'analyse (Tableau 6).
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Figure 6 : Nombre de pucerons vivants obtenus au bout de
dix jours a partir d'un seul puceron. (Amr : A. malvae ; Me :
M. euphorbiae). Les barres d’erreur représentent I'erreur
standard.
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Figure 7 : Taux de mortalité au bout de 5 jours des deux
especes de pucerons élevées sur chacun des dispositifs.
(Amr : A. malvae ; Me : M. euphorbiae). Les barres d’erreur
représentent I’erreur standard.

Tableau 7 : Nombre et pourcentage de lignées par espéce de puceron présentant chaque association de bactéries

symbiotiques

A. malvae M. euphorbiae
Nombre Pourcentage Nombre Pourcentage

H. defensa 19 63 15 63
R. insecticola 0 0 4 17
H. defensa + R. insecticola 9 30 2 8
Pas de bactérie identifiée 2 7 3 13
Total 30 100 24 100
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Figure 8 : Taux d'oviposition (pourcentage de pucerons piqués ayant regu un ceuf) en fonction de I'espéce du parasitoide et
du puceron (Amr : A. malvae ; Me : M. euphorbiae). Les barres d’erreur représentent I'erreur standard.




RESULTATS

1. Mise au point de I’élevage des pucerons

Il a été possible d’initier des élevages des deux especes de pucerons sur les deux
dispositifs testés. Le dispositif « hampe florale » a été plus efficace pour multiplier les
pucerons. En moyenne, au bout de dix jours, a partir d’un puceron unique, 6 pucerons étaient
obtenus sur feuille et 15 pucerons étaient obtenus sur hampe florale (F=25,1 ; df=1; p<0.001)
(Figure 6). Cet effet des conditions d’élevage ne dépend pas de I'espéce de puceron (F=0,39 ;
df=1; p=0,5). Cette différence de réussite entre les deux dispositifs s’explique en partie par la
mortalité observée : au bout de 5 jours, le taux de mortalité était de 27,4 % sur feuille et de
10 % sur hampe florale (x?=4,88; df=1; p<0,05) (Figure 7). Les résultats obtenus sont
identiques pour les deux espéces de pucerons (x2=5,02 ; df=1 ; p=0,5).

2. Détection de bactéries symbiotiques secondaires

Le symbiotypage préliminaire de 18 pucerons par espece a révélé la présence des
bactéries H. defensa et R. insecticola chez A. malvae et M. euphorbiae (Annexe 3). Les autres
symbiotes secondaires testés n’ont pas été détectés chez ces deux espéces de pucerons. Suite
a ce premier screening de bactéries symbiotiques, la présence de H. defensa et de R.
insecticola a été recherchée dans toutes les lignées mises en élevage (Tableau 7, Annexe 4).
La prévalence de H. defensa dans les lignées conservées en élevage est forte pour les deux
espéces de pucerons (93 % pour A. malvae et 71 % pour M. euphorbiae). Elle est présente en
association avec R. insecticola dans 30 % des lignées d’A. malvae et dans 8 % des lignées de
M. euphorbiae. La prévalence de R. insecticola est plus faible : cette bactérie est présente en
mono-infection chez 17 % des lignées de M. euphorbiae et qu’aucune mono-infection n’a été
détectée chez A. malvae. Le nombre de lignées aposymbiotiques (dépourvues de symbiotes
secondaires) est faible chez les deux espéces de pucerons (7 % pour A. malvae et 13% pour
M. euphorbiae). Tous les échantillons testés étaient positifs pour le symbiote obligatoire B.
aphidicola, ce qui valide la qualité de la détection des symbiotes secondaires.

3. Tests d’adéquation parasitaire

3.1- Le taux d’oviposition

Le taux d’oviposition dans les pucerons attaqués est plus faible pour le parasitoide A.
ervi (66,1 %) comparé a P. volucre (90,4 %) (x?=6,60 ; df=1 ; p<0.01). De fagon globale, moins
d’ceufs sont déposés dans le puceron M. euphorbiae (65,4 %) par rapport a A. malvae (75,9
%). L'interaction entre |'espéce du parasitoide et I'espéce du puceron est significative
(x?=2,92 ; df=1; p<0.01). Ainsi, pour le parasitoide A. ervi, le taux d’oviposition dépend de
I’espece du puceron, il est plus élevé pour A. malvae (73,3 %) que pour M. euphorbiae (55,8
%) (x2=5,3 ; df=1; p<0.05). A I'inverse, pour P. volucre, le taux d’oviposition ne dépend pas de
I'espéce du puceron (y?=0,64; df=1; p=0,42) (Figure 9). Enfin, le statut symbiotique des
pucerons n’a aucun impact sur la ponte de A. ervi, quelle que soit I'espece du puceron (A.
malvae : %>=1,29 ; df=2 ; p=0,5 ; M. euphorbiae : y*=3,33 ; df=3 ; p=0,3) (Figure 11).
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Figure 9 : Taux d’oviposition d’A. ervi en fonction du statut symbiotique des pucerons (A : A. malvae ; B : M. euphorbiae) (- :

aposymbiotique ; H : H. defensa ; R : R. insecticola ; H+R : co-infection H. defensa et R. insecticola). Les barres d’erreur
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Figure 10 : Taux de momification a J+15 en fonction de I'espece du parasitoide et du puceron (Amr : A. malvae ; Me : M.
euphorbiae). Les barres d’erreur représentent I'erreur standard.
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Figure 11 : Taux de momification d’A. ervi en fonction du statut symbiotique des pucerons (A : A. malvae ; B : M. euphorbiae)
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3.2- Le taux de momification

Le taux de momification est nettement plus élevé pour I'espéce de parasitoide P.
volucre (47,8 %) comparé a A. ervi (21,7 %) (x*=8,6 ; df=1; p<0.01). La réussite du parasitisme
est globalement meilleure sur le puceron M. euphorbiae (41,4 %) que sur A. malvae (18,7 %)
(x*>=12,8, df=1, p<0,001). L'interaction entre I'espéce du parasitoide et |'espece du puceron
est également significative (x?=14,6 ; df=1, p<0.001). En effet, le parasitoide A. ervi parasite
mieux M. euphorbiae (41,8 %) qu’A. malvae (8,9 %) (*=14,05 ; df=1; p<0,001) tandis qu’il n’y
a pas de différence significative entre les deux espéces de pucerons pour P. volucre (3*=1,33;
df=1; p=0,2) (Figure 10). Avec A. ervi attaquant M. euphorbiae, il n’y a pas d’effet significatif
du statut symbiotique du puceron (x2=5,8; df=3; p=0,12). Pour cette méme espéce de
parasitoide attaquant A. malvae, aucune momie n’a été observée chez les pucerons co-
infectés par H. defensa et R. insecticola, cette modalité n’a donc pas pu étre intégrée a
I’analyse. En revanche, nous n’observons pas de différence significative entre les lignées mono
et non infectées par H. defensa (x?=2,04 ; df=1 ; p=0,15 )(Figure 11).

3.3- Letaux d’émergence

Le taux d’émergence est en moyenne de 32,3 % pour le puceron A. malvae et de 60,1
% pour M. euphorbiae (x*=3,79 ; df=1; p=0,05) mais il n’est pas significativement différent
entre les deux espéces de parasitoides (x=0,1; df=1; p=0,7). L'interaction entre ces deux
variables n’est pas significative (y?=2,5; df=1; p=0,1). Pour A. ervi, le taux d’émergence est
plus élevé pour M. euphorbiae (69,2 %) que pour A. malvae (23,3 %) (x*=6,92 ; df=1; p<0,01).
Pour P. volucre, le taux d’émergence est le méme pour les deux espéces de pucerons (x=0,37 ;
df=1; p=0,5) (Figure 12). l'effet du statut symbiotique du puceron sur I'émergence des
parasitoides A. ervi n’est pas significatif quelle que soit I'espece du puceron (A. malvae :
%*=0,22 ; df=1; p=0,6 ; M. euphorbiae : x*=4,9 ; df=3 ; p=0,18) (Figure 13).

3.4- La mortalité des pucerons hors momification

Au cours des 15 jours nécessaires a la formation des momies, une proportion assez
importante des pucerons sont morts (Figure 14). L'espéce du parasitoide n’a pas d’effet
significatif sur la mortalité hors momification (¢?=0,41 ; df=1 ; p=0,5) mais la mortalité est plus
importante pour le puceron M. euphorbiae (46,0 %) que pour A. malvae (35,1 %) ((>=4,55;
df=1; p<0,05). L'interaction entre lI'espece du parasitoide et I'espece du puceron est
significative (x2=4,47 ; df=1; p<0,05). Avec P. volucre, la mortalité ne difféere pas entre les deux
espéces de pucerons (y?=0,00 ; df=1; p=0,97). Avec A. ervi, la mortalité est plus importante
chez M. euphorbiae (50,3 %) que chez A. malvae (34,3 %) ((?=6,79 ; df=1; p<0.01). Pour cette
méme espéece de parasitoide, I'effet du statut symbiotique n’est pas significatif pour A. malvae
(x*=1,20; df=2 ; p=0,5), mais il est significatif pour M. euphorbiae (x*=14,8 ; df=3 ; p<0,01). La
mortalité est significativement plus élevée pour les pucerons porteurs de la bactérie H.
defensa par rapport aux pucerons porteurs de R. insecticola (p<0,01) et aux pucerons co-
infectés par H. defensa et R. insecticola (p<0,01) (Figure 15).

Afin de vérifier si cette mortalité était due aux conditions dans lesquelles étaient
conservés les pucerons ou induite par la piqlre du parasitoide (i.e. injection de venin, facteurs
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Figure 12 : Taux d'émergence de parasitoides adultes en fonction de I'espéce du parasitoide et du puceron (Amr : A. malvae
; Me : M. euphorbiae). Les barres d’erreur représentent I’erreur standard.
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Figure 13 : Taux d’émergence d’A. ervi en fonction du statut symbiotique des pucerons (A : A. malvae ; B : M. euphorbiae)

(- : aposymbiotique ; H : H. defensa ; R : R. insecticola ; H+R : co-infection H. defensa et R. insecticola). Les barres d’erreur
représentent I'erreur standard.
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Figure 14 : Taux de mortalité hors momification en fonction de I'espéece du parasitoide et du puceron (Amr : A. malvae ; Me :
M. euphorbiae). Les barres d’erreur représentent I’erreur standard.



de virulence), trois lignées de chaque espéce aphidienne pour lesquelles la mortalité avait été
particulierement importante ont été placées dans les mémes conditions sans exposition au
parasitoide. Les mortalités observées pour les pucerons attaqués et les pucerons non attaqués
sont significativement différentes (%?=14,2 ; df=1; p<0.001). En effet, en moyenne pour ces 6
lignées, un taux de mortalité de 51,2 % avait été relevé aprés piqlre du parasitoide tandis que
lorsque des pucerons des mémes lignées n’ont pas subi de piqdre, le taux de mortalité était
de 34,9 % (Figure 16).

4. Etude des populations de parasitoides

4.1- Origine des parasitoides commercialisés

Malgré le mauvais état des pattes et des antennes des momies des parasitoides
commercialisés, il a été possible de déterminer que les deux espéces de parasitoides semblent
étre élevées sur le puceron Myzus persicae.

4.2- Echantillonnage de parasitoides sous serre

Dans les sept serres dans lesquelles des momies ont été échantillonnées, cing espéces
de parasitoides (Aphidius colemani, Aphidius ervi, Aphidius matricariae, Praon sp., Toxares sp.)
et une espece d’hyperparasitoide (Asaphes sp.) ont été identifiées (Tableau 8). Dans la
majorité des cas, I'espece émergeant des momies récoltées était A. ervi. Cette espece a été
identifiée sur trois espéces de pucerons: A. malvae (10 individus), M. euphorbiae (80
individus) et Rhodobium porosum (39 individus). Dans les cas ou les espéces A. malvae et R.
porosum étaient présentes en mélange dans un foyer, les momies desquelles ont émergé les
A. ervi provenaient préférentiellement de I'espece R. porosum. C’est notamment le cas chez
Henri Senant ou malgré la grande proportion d’A. malvae dans le foyer, toutes les momies
récoltées provenaient de R. porosum. Dans les serres ou A. ervi avait été apporté, seule cette
espéce a été retrouvée, il n’est donc pas possible de savoir s’il s’agit de parasitisme naturel ou
induit par les lachers. Une seule momie de Praon sp. a été trouvée mais le parasitoide était
déja émergé. L'analyse moléculaire des parasitoides indigénes n’a donc concerné que I'espece
A. ervi.

4.3- Analyse génétique des parasitoides

Pour tous les échantillons d’A. ervi provenant de Biobest et prélevés en serres de
fraisiers, la comparaison des séquences des trois fragments de geénes utilisés avec les
séquences de la base de données GenBank a donné le méme résultat. D’aprés les séquences
du gene 1685, les individus appartenaient a I'espéce A. ervi tandis que d’aprées les séquences
des genes COIl et LWRh, les individus appartenaient a I'espece Aphidius microlophii. Les
parasitoides ont donc été réexaminés morphologiquement en regardant le critére permettant
de discriminer A. ervi et A. microlophii (le rapport entre la longueur et la largeur du
pterostigma) (Figure 17). Suite a ce nouvel examen morphologique, deux individus ont été
identifiés comme étant des A. microlophii (E5 et E6, tous les deux issus de M. euphorbiae).
Pour un individu, la valeur obtenue n’a pas permis en conclure sur l'identification de I'espece
(E4 issu de Rhodobium porosum). Tous les autres individus ont été identifiés comme
appartenant a I'espéce A. ervi.
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Figure 15 : Taux de mortalité des pucerons attaqués par A. ervi en fonction du statut symbiotique des pucerons (A : A.
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Figure 16 : Taux de mortalité sur six lignées de pucerons en fonction de I'espéece du puceron (P : pucerons piqués ; T :
témoins). Les barres d’erreur représentent I'erreur standard.

Figure 17 : Photo d'une aile d'Aphidius microlophii montrant les caracteres observés pour différencier A. microlophii
d'Aphidius ervi (L : longueur du pterostigma ; | : largeur du pterostigma)



L’analyse par maximum de vraisemblance basée sur les trois genes séquencés a révélé
une structuration au sein de l'espece A. ervi (Figure 18). Les individus provenant
d’échantillonnages réalisés lors de précédentes études, sur différents pucerons hotes,
forment un groupe distinct de tous les autres (bootstrap 96 %). A l'inverse, les individus
échantillonnés sur fraisier dans le cadre de cette étude forment plusieurs groupes distincts.
Les individus semblent se regrouper en fonction de I'espéce du puceron héte. Ainsi, deux
groupes distincts sont formés d’individus provenant de R. porosum (E12 et E13 ; E1, E2, E3 et
E4) (boostrap 98 et 97 %). Les individus issus de M. euphorbiae et d’A. malvae font partie du
méme groupe sauf un individu provenant d’A. malvae qui est plus proche des parasitoides
fournis par Biobest. Les parasitoides commercialisés sont les individus les plus proches des
individus d’A. microlophii puisqu’ils appartiennent au méme groupe (bootstrap 95 %).

Les arbres construits pour chacun des genes séparément sont présentés en Annexes 5
a 7. La séquence du gene 16S n’a apporté aucune information sur la structuration des
populations d’A. ervi. Le gene COIl a permis de séparer deux groupes, I'un formé par des
individus issus de R. porosum et de Myzus persicae et I'autre formé par des individus issus de
M. euphorbiae, A. malvae et R. porosum. L’analyse du géne LWRh a permis de délimiter un
groupe comportant les A. ervi de Biobest, des A. ervi échantillonnés en serres de fraisiers, un
A. erviissu de Myzus persicae, un A. ervi issu de Microlophium carnosum ainsi que les individus
d’A. microlophii)

Pour le parasitoide P. volucre, I'analyse génétique des individus provenant de Viridaxis
a montré que ces individus étaient trés proches des individus provenant de la méme
entreprise en 2008 (Figure 19). Les populations de P. volucre sont structurées en fonction de
I'espéce hote et de I'origine géographique. Ainsi, les individus provenant de Viridaxis sont
proches d’individus issus de Macrosiphum rosae tandis qu’un groupe distinct est composé
d’individus provenant de pucerons des céréales.

DISCUSSION

En culture de fraisiers sous abri, la lutte biologique avec des parasitoides contre les
pucerons est actuellement dans une impasse technique. Les parasitoides lachés, en particulier
Aphidius ervi et Praon volucre, semblent peu efficaces pour contréler les populations de
pucerons, notamment Acyrthosiphon malvae et Macrosiphum euphorbiae. L'objectif de cette
étude était de vérifier, en conditions controlées, I'adéquation entre ces parasitoides et ces
pucerons afin d’identifier des raisons de I’échec du contréle.

Globalement, nos travaux montrent que la réussite parasitaire est partielle dans nos
conditions. Pour expliquer ces faibles réussites parasitaires, nous avons testé deux
hypotheses : la présence de symbiose(s) protectrice(s) chez les pucerons colonisant les
fraisiers et/ou une inadéquation parasitaire liée a une spécialisation sur d’autres espeéces
hotes (spécialisation parasitaire). Notre étude révele la présence de plusieurs symbiotes
bactériens et certaines formulations symbiotiques conféreraient une résistance au
parasitisme d’A. ervi. De plus, nos résultats montrent une structuration génétique au sein des
populations d’A. ervi étudiées, suggérant la présence d’entités génétiques distinctes, voire de
populations écologiquement spécialisées.
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Tableau 8 : Parasitoides échantillonnés en serre de fraisiers

Espéce parasitoide | Parasitoides lachés ?

Espéce puceron Producteur

Nb femelles Nb males

Alexandre Le Guern

? Aphidius ervi non 1 0

? Aphidius ervi non Alexandre Le Guern 0 1
Acyrthosiphon malvae Aphidius ervi non Alexandre Le Guern 1 0
Acyrthosiphon malvae Aphidius ervi non Alexandre Le Guern 1 0
Acyrthosiphon malvae Aphidius ervi non Alexandre Le Guern 0 1
Acyrthosiphon malvae Aphidius ervi non Julien Hélies 0 1
Acyrthosiphon malvae Aphidius ervi non Ronan Saliou 2 0
Macrosiphum euphorbiae Aphidius ervi non Henri Senant 24 43
Rhodobium porosum Aphidius ervi non Alexandre Le Guern 1 0
Rhodobium porosum Aphidius ervi non Julien Hélies 1 0
Rhodobium porosum Aphidius ervi non Julien Hélies 0 1
Rhodobium porosum Aphidius ervi non Henri Senant 21 10
Acyrthosiphon malvae Toxares sp. non Julien Hélies 1 0
Acyrthosiphon malvae Toxares sp. non Julien Hélies 1 0
Acyrthosiphon malvae Toxares sp. non Julien Hélies 1 0
Aphis sp. Aphidius colemani oui Fanch Corre 2 0

? Aphidius ervi oui Jo Vergos 2 0
Acyrthosiphon malvae Aphidius ervi oui Fanch Corre 0 1
Acyrthosiphon malvae Aphidius ervi oui Fanch Corre 1 1
Acyrthosiphon malvae Aphidius ervi oui Jo Vergos 1 0
Macrosiphum euphorbiae Aphidius ervi oui Fanch Corre 3 0
Macrosiphum euphorbiae Aphidius ervi oui Fanch Corre 1 0
Macrosiphum euphorbiae Aphidius ervi oui Fanch Corre 0 1
Macrosiphum euphorbiae Aphidius ervi oui Fanch Corre 2 2
Macrosiphum euphorbiae Aphidius ervi oui Jo Vergos 1 0
Macrosiphum euphorbiae Aphidius ervi oui Jo Vergos 1 0
Macrosiphum euphorbiae Aphidius ervi oui Jo Vergos 1 0
Macrosiphum euphorbiae Aphidius ervi oui Jo Vergos 1 0
Rhodobium porosum Aphidius ervi oui Fanch Corre 0 1
Rhodobium porosum Aphidius ervi oui Fanch Corre 1 0
Rhodobium porosum Aphidius ervi oui Fanch Corre 0 1
Rhodobium porosum Aphidius ervi oui Fanch Corre 1 0
Rhodobium porosum Aphidius ervi oui Jo Vergos 1 0
Rhodobium porosum Aphidius ervi oui Jo Vergos 1 0
Aphis sp. Aphidius matricariae non Jo Vergos 0 1
Acyrthosiphon malvae Asaphes sp. (hyper) oui Fanch Corre 1 0
Rhodobium porosum Asaphes sp. (hyper) oui Jo Vergos 1 0
Acyrthosiphon malvae Praonsp. non CATE -




1. Elevage des pucerons

La premiere étape de ce travail a été de développer I'élevage de M. euphorbiae et d’A.
malvae sur fraisier, ce qui n’avait a priori jamais été fait auparavant. Il était nécessaire de
travailler sur fraisier car les parasitoides peuvent étre influencés par la plante héte des
pucerons (Andow & Prokrym, 1990). De plus, A. malvae ssp. rogersii est spécialisé sur les
plantes du genre Fragaria. Le but était de constituer des lignées dont tous les individus avaient
le méme génotype et le méme statut symbiotique, en initiant chaque colonie a partir d’'un
unique puceron échantillonné. Les fraisiers ayant une végétation tres fournie, il est tres
difficile de retrouver un faible nombre de pucerons sur un plant. Afin d’assurer le succes de
I'inoculation, les colonies ont d’abord été initiées sur deux dispositifs : « feuille » et
« hampe florale ». Une meilleure survie et une meilleure reproduction ont été observées sur
hampe florale, ce qui correspond a ce qui est observé dans les serres, ces pucerons privilégiant
les hampes florales avant de s’étendre sur les plantes entiéres. Cependant, les fraisiers
produisent des feuilles en continu alors qu’ils ne produisent des hampes florales que pendant
une période plus réduite, il est donc plus difficile de pouvoir se procurer des hampes florales.
C'est pourquoi le dispositif « feuille » a été utilisé pour les tests de parasitisme, malgré la
mortalité observée. Il serait nécessaire d’adapter la ferti-irrigation (potasse...) pour une
production réguliere dans le temps de hampes florales pour optimiser le dispositif « hampe »
qui donne les meilleurs résultats

2. Efficacité des parasitoides commercialisés

D’apreés les tests effectués sur le terrain par I'entreprise Viridaxis, P. volucre aurait une
trés haute efficacité sur A. malvae et M. euphorbiae et A. ervi aurait une haute efficacité sur
A. malvae et une trés haute efficacité sur M. euphorbiae (de Menten, 2011). Cependant,
aucune valeur de taux de parasitisme n’est donnée, il n’est donc pas possible de savoir ce qui
est entendu par le terme « efficacité ». Nos résultats ne confirment pas ces tests de réussite
parasitaire. L’efficacité d’A. ervi sur M. euphorbiae (sur tomate) a déja été testée par Takada
& Tada (2000). Deux souches d’A. ervi ont été testées, I'une provenant du Japon issue d’A.
pisum, I'autre provenant des Pays-Bas, issue de M. euphorbiae et Lycopersicon esculentum, et
élevée sur A. pisum. La souche japonaise a conduit a un taux de parasitisme de 13 % et un taux
de parasitisme de 30% a été observé pour la souche européenne. La souche européenne
provenait de I'entreprise Koppert et était vendue dans le but de controler les populations de
M. euphorbiae en Europe. Ce n’est donc pas la premiere fois qu’un parasitoide vendu dans le
but de contréler une espéce de puceron montre des résultats décevant sur la méme espece.
A l'inverse, une autre étude (Sidney, 2014) a montré des taux de parasitisme beaucoup plus
élevés pour deux autres souches d’A. ervi sur des pucerons M. euphorbiae provenant de serres
de tomates. En effet, une souche provenant de chez Koppert élevée sur A. pisum depuis une
vingtaine d’années a montré un potentiel de parasitisme de 59 % sur M. euphorbiae et une
souche récemment récoltée sur Myzus persicae puis élevée sur A. pisum a permis de parasiter
68 % des pucerons. Cependant, pour chacune de ces études, une seule lignée de pucerons, au
statut symbiotique inconnu, a été utilisée. Il n’est donc pas possible de savoir si les fortes
différences de parasitisme observées entre les deux études sont dues a une résistance des
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pucerons ou a une virulence différente des parasitoides. Nous pouvons néanmoins dire qu’il
existe une différence de capacité a parasiter M. euphorbiae en fonction de I'origine d’A. ervi.
Ces différences peuvent étre d’origine génétique, en effet une forte variabilité génétique a
été observée chez des souches d’origine géographique différente (Unruh et al, 1986). De plus,
la souche japonaise semble étre génétiquement tres différente des souches européennes. Des
expériences de croisement ont d’ailleurs montré qu’il existait un isolement reproductif partiel
entre la souche japonaise et les parasitoides européens (Unruh et al, 1989).

3. Role des bactéries symbiotiques dans la résistance des
pucerons des fraisiers contre les parasitoides

Notre étude montre que la prévalence d’ H. defensa est tres forte dans les populations
des deux especes de pucerons des fraisiers. La bactérie Regiella insecticola a également été
détectée chez un tiers des lignées d’A. malvae et dans 8 % des lignées de M. euphorbiae. |l est
aussi a noter que des cas co-infection avec H. defensa et R. insecticola ont été détectés chez
les deux especes de pucerons. Ce cas de co-infection entre ces deux bactéries symbiotiques
n’avait jamais été observé auparavant chez aucune espéce de puceron.

Etant donnée la forte prévalence des bactéries symbiotiques dans les populations des
deux espéces de pucerons, il n’a pas été possible de tester un grand nombre de lignées
aposymbiotiques. Ainsi, parmi les lignées ayant pu étre utilisées pour les tests de parasitisme
avec A. ervi, seulement deux lignées d’A. malvae et une lignée de M. euphorbiae étaient
dépourvues de symbiotes secondaires. Si notre étude ne permet pas la validation du réle des
symbiotes bactériens sur le potentiel de résistance chez les pucerons étudiés, quelques
résultats suggerent un effet protecteur. Aprés une attaque par A. ervi, pour le puceron M.
euphorbiae, |la réussite du parasitisme est plutot homogeéne entre les différentes lignées tandis
que le nombre de momies formées est plus hétérogene entre les lignées d’A. malvae. En effet,
chez les trois lignées porteuses de la co-infection H. defensa et R. insecticola, aucun
parasitisme n’a été observé, ce qui suggere une combinaison de symbiotes protectrice vis-a-
vis de ce parasitoide. |l n’est pas possible de savoir si cette résistance provient d’H. defensa,
de R. insecticola ou de I'association des deux bactéries car, pour cette espéce de puceron,
aucun individu porteur de la mono-infection R. insecticola n’a été échantillonné. La majorité
des lignées échantillonnées et testées lors des tests de parasitisme étaient mono-infectées
par H. defensa. Au sein de cette modalité, toutes les valeurs de parasitisme restent trés faibles
(<13 %) sauf pour une lignée ou le parasitisme atteint 25 %. Ainsi, si la résistance est due a la
présence de cette bactérie, les différents niveaux de résistance peuvent étre expliqués par
une interaction entre le génotype du puceron, la souche bactérienne et la souche du phage
APSE (Degnan & Moran, 2008 ; Guay et al, 2009 ; Leclair et al, 2016). En cas de mono-infection
par H. defensa, nous pouvons noter la présence de deux lignées pour lesquelles aucune momie
n'a été observée. Ainsi, I'absence de parasitisme dans le cas de la co-infection pourrait
partiellement étre expliquée par la présence de la bactérie H. defensa. De plus, en moyenne
le taux de parasitisme est plus élevé pour les lignées aposymbiotiques (21%) par rapport aux
deux autres modalités. Le nombre de lignées testées pour chaque modalité étant relativement
faible, nous sommes confrontés a un probléme de puissance statistique pour valider I'effet
des bactéries symbiotiques sur I'efficacité parasitaire. Ainsi, pour le couple A. ervi— A. malvae,
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il serait intéressant de vérifier la validité de cette tendance en testant plus de lignées par
modalité symbiotique.

Pour le parasitoide P. volucre, seules quatre lignées par espece de puceron ont pu étre
testées, il n’a donc pas pu étre possible de tester I'effet des bactéries symbiotiques sur le
parasitisme induit par cette espéce. Notons que pour M. euphorbiae, les taux de parasitisme
semblent étre aussi homogenes entre les lignées et du méme ordre de grandeur qu’avec A.
ervi. A l'inverse, pour A. malvae, les résultats de parasitisme sont meilleurs pour toutes les
lignées testées. Nous pouvons notamment noter que deux lignées pour lesquelles aucun
parasitisme n’avait été observé avec A. ervi ont été parasitées par P. volucre (74 % et 22 %).
Ainsi, A. ervi et P. volucre présenteraient une efficacité équivalente pour controler les
populations de M. euphorbiae en serres de fraisiers mais P. volucre serait plus indiqué qu’A.
ervi pour controler A. malvae. Ces résultats semblent confirmer les observations du terrain
pour A. malvae : les résultats de parasitisme sur cette espéce par A. ervi sont toujours
médiocres. Cependant, le parasitisme observé sous serre pour M. euphorbiae semble plus
aléatoire (Souriau, com. pers.)

4. Mécanismes de la résistance aux parasitoides

Avec le parasitoide P. volucre, le taux d’oviposition est trés élevé pour les deux especes
de pucerons (90,4 %) alors qu’il n’est que de 75,9 % pour A. ervi attaquant A. malvae et de
65,4 % pour A. ervi attaquant M. euphorbiae.

Le plus faible taux d’oviposition pour les individus d’A. ervi attaquant M. euphorbiae
par rapport a A. malvae pourrait s’expliquer par le comportement de ces deux espéces. En
effet, la pigQre par A. ervi est trés rapide et M. euphorbiae est un gros puceron présentant un
comportement de défense (coups de pattes, fuite) plus développé qu’A. malvae. Ainsi, il était
plus difficile de déterminer si le parasitoide avait effectivement réussi sa piqlre ou si le
comportement de défense du puceron I'avait empéché de mener a bien I'oviposition. De plus,
le fait que les résultats du parasitisme soient inversés par rapport aux résultats de taux
d’oviposition suggére que la différence de ponte serait plutét due au comportement de
défense des pucerons qu’a une préférence du parasitoide. L'observation de ce comportement
de défense peut aussi étre une explication a la faible réussite du parasitisme dans le cadre de
la lutte biologique en serres de fraisiers.

Les pucerons A. malvae présentant un comportement de défense trés limité, les
différences de taux d’oviposition observées entre les deux espéeces de parasitoides peuvent
plutot s’expliquer par une différence de préférence des parasitoides. Cette hypothése est en
accord avec les différences d’efficacité parasitaire entre les deux espéces de parasitoides. En
effet, d’aprés I'hypothese préférence — performance, les femelles insectes évoluent de
maniére a pondre dans les hotes qui sont les plus adaptés au développement de leur
descendance (Gripenberg et al, 2010).

Ainsi, pour P. volucre et le couple A. ervi— A. malvae, les faibles taux de parasitisme ne
peuvent pas s’expliquer totalement par un faible taux de dép6t d’ceufs dans les pucerons. Il
existe donc des mécanismes physiologiques de destruction des ceufs ou des larves de
parasitoide au cours de leur développement. Cette mortalité peut étre due a I'action des
bactéries symbiotiques qui entrainent un arrét précoce du développement du parasitoide
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(Oliver et al, 2003) ou a une mauvaise qualité nutritionnelle des pucerons (Desneux et al,
2009a ; Le Ralec et al, 2011)

En outre, en plus des faibles taux de parasitisme, nous avons constaté de faibles taux
d’émergence de parasitoides adultes, ce qui participe a l'inefficacité des parasitoides lachés
car il n’y a pas de nouvelle génération produite. Par rapport a la situation de terrain, nous
n’intégrons pas dans le succes parasitaire les étapes de localisation de I'h6te, a I'échelle de la
serre et de la plante qui contribuent aussi a la réussite du parasitisme en condition de
production (Powell et al, 1998).

5. Mortalité des pucerons hors momification

Au cours des tests de parasitisme, il a pu y avoir un biais au niveau de la qualité des
pucerons utilisés. En effet, sur les plants de fraisiers conservés au laboratoire la densité de
pucerons était trés importante, ce qui a conduit a une dégradation de la qualité des plantes.
De plus I'alimentation des plants était moins bonne qu’en conditions de production réelle.
Ainsi, les pucerons étaient plus petits que ceux rencontrés dans les serres de fraisiers. De plus,
pendant le temps nécessaire a la formation des momies, une partie non négligeable des
pucerons mourraient. Une partie de cette mortalité peut étre attribuée au dispositif
expérimental, en effet une feuille coupée dans une boite de Petri ne doit avoir pas la méme
qualité nutritionnelle que des feuilles sur une plante entiére et les pucerons n’ont pas la
possibilité de choisir la partie de la plante qui leur conviendrait le mieux. Toutefois, toute la
mortalité n’est pas due aux conditions de I'expérimentation. En effet, la résistance aux
parasitoides peut avoir un co(t, il a été montré que les pucerons Aphis fabae recevant une
protection vis-a-vis du parasitoide Lysiphlebus fabarum grace a H. defensa avaient une durée
de vie beaucoup moins longue que les pucerons non protégés (Vorburger et al, 2013). De plus,
nous avons pu montrer que les pucerons attaqués par les parasitoides subissaient une
mortalité plus élevée que les pucerons non exposés. Au cours d’interactions entre pucerons
et parasitoides, la mort prématurée de I’h6te peut étre un signe d’'une mauvaise adéquation
entre les deux insectes (Le Ralec, com. pers.). En effet, lors de sa pig(re, le parasitoide injecte
aussi un venin qui participe a la castration du puceron et a la réorientation des ressources du
puceron vers le parasitoide en développement. Ce venin pourrait conduire a une mort
prématurée du puceron, avant le développement complet du parasitoide (Digilio et al, 1998).
L'idéal aurait été d’avoir des témoins sans piqire au méme moment que les tests de
parasitisme. Toutefois, les témoins sans piqlre ont été faits en décalé par rapport aux tests
de parasitisme car la réalisation des tests, les dissections et les changements de feuille tous
les 3 a 5 jours demandaient un temps considérable.

6. Structuration génétique et origine des parasitoides
introduits
Contrairement a Derocles et al (2016), cette étude sur des hotes différents a permis de
montrer une structuration liée au puceron héte au sein de I'espece A. ervi. Cette étude a aussi
montré des incertitudes taxonomiques entre A. ervi et A. microlophii. Ainsi, pour la majorité

des individus observés, l'identification morphologique n’était pas cohérente avec
I'identification moléculaire. En effet, ces deux especes sont trés difficiles a différencier d’un
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point de vue morphologique et moléculaire, mais il a été montré que la séquence du gene
LWRh permettait de les distinguer, contrairement aux deux autres génes étudiés ici (Derocles
et al, 2012). A. ervi et A. microlophii étaient auparavant regroupés au sein de la méme espéce,
mais Pennacchio & Tremblay (1986) ont décrit I'espece A. microlophii a partir d’une
population d’A. ervi provenant de Microlophium carnosum sur ortie (Urtica dioica). En effet,
les deux populations étaient en isolement reproductif et des expériences d’olfactométrie ont
montré qu’elles avaient des phéromones sexuelles différentes. A. microlophii a toujours été
trouvé uniquement sur M. carnosum jusqu’a ce que des individus soient identifiés comme
appartenant a cette espece sur Wahlgreniella ossiannilssoni au Monténégro (Petrovic¢ et al,
2006). Notre analyse génétique d’A. ervi et A. microlophii a permis de confirmer la proximité
des parasitoides commerciaux et des parasitoides provenant de serres de fraisiers avec A.
microlophii par rapport aux autres individus d’A. ervi échantillonnés dans d’autres cultures.
Parmi les A. ervi provenant d’études précédentes, un seul puceron hote est commun avec
notre échantillonnage : M. euphorbiae. Cependant ces individus ne se regroupent pas entre
eux, il pourrait donc y avoir une structuration liée a la plante héte du puceron. De plus,
I’analyse du gene LWRh regroupe les parasitoides commercialisés, les parasitoides issus des
cultures de fraisiers et A. microlophii avec deux individus échantillonnés sur d’autres plantes.
Le premier est un A. ervi issu de M. carnosum. Sur ce puceron on peut retrouver les deux
espéces de parasitoides, des croisements ont donc pu survenir entre les deux espeéces
conduisant a des individus d’A. ervi génétiquement plus proches d’A. microlophii que les autre
A. ervi. Le deuxieme est un individu de M. persicae. Si les A. ervi de Biobest sont effectivement
élevés sur M. persicae, cela pourrait expliquer la proximité génétique entre ces individus.
Ainsi, cette structuration pourrait expliquer en partie I'’échec du parasitisme dans les serres
puisque les parasitoides indigénes semblent former des groupes a part des parasitoides
commercialisés. Cependant, ces parasitoides restent plus proches entre eux que des A. ervi
provenant d’autres cultures, il se pourrait donc qu’ils soient issus de populations proches de
ces parasitoides des pucerons des fraisiers.

Une structuration génétique liée a I'hOte avait déja été montrée chez I'espéce P.
volucre par Derocles et al (2016). Leur analyse comprenait des parasitoides provenant du
méme fournisseur que dans le cadre de notre étude (Viridaxis). Nous pouvons noter que nos
individus de P. volucre se regroupent avec ceux ayant la méme provenance en 2008, une
population semblable est donc vendue depuis cette date. Les parasitoides commercialisés
sont notamment proches génétiquement d’individus trouvés sur Rosaceae et sont séparés de
parasitoides échantillonnés sur des pucerons des céréales, ce qui peut expliquer leur efficacité
relative sur pucerons des fraisiers.

7. Performance des parasitoides liée a I'hote d’élevage

Les faibles taux de parasitisme peuvent aussi étre expliqués en partie par le fait que les
parasitoides peuvent étre conditionnés par leur expérience et que ceci peut affecter les
résultats de préférence d’espéces d’hotes. Dans I'étude de Sidney (2014), lorsque A. ervi était
élevé pendant une génération sur M. euphorbiae avant I'expérience, le taux de parasitisme
était plus élevé que dans le cas ou il était transféré directement de A. pisum vers M.
euphorbiae. D’apres les criteres morphologiques observés sur les momies d’A. ervi vendues
par Biobest, il semblerait que ces parasitoides soient élevés sur Myzus persicae. Or, ’hote
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natal d’un parasitoide influence sa capacité a parasiter d’autres hotes. Henry et al (2008) ont
montré que, exposé a un nouvel hote (Aulacorthum solani), A. ervi voit sa fitness réduite (peu
de momies produites) par rapport a son hote initial (Acyrthosiphon pisum). Aprés avoir été
élevé pendant deux ans sur A. solani, la fitness du parasitoide a considérablement augmenté
sur cette espéce mais a diminué sur A. pisum. Henry et al (2010) ont montré que la capacité a
parasiter A. pisum ou A. solani était un caractere héritable et qu’il existait un trade-off au
niveau de la capacité a parasiter les deux especes d’hotes, ce qui suggére une interaction
antagoniste entre un ou plusieurs genes. Cette étude souligne I'importance de la population
source et de la diversité génétique dans les populations d’ennemis naturels utilisés dans le
cadre de la lutte biologique. Myzus persicae n’est pas un hote trés commun pour A. ervi. Il est
donc possible qu’un élevage sur cet hote ait sélectionné des individus particulierement
adaptés a cette espece de puceron et donc moins performants sur les espéces a controler
dans les serres.

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Cette étude a permis de montrer une inadéquation entre les pucerons colonisant les
serres de fraisiers et les parasitoides commercialisés, confirmant les résultats observés sur le
terrain. Cette inadéquation est particulierement marquée pour le couple A. malvae — A. ervi.
Pour ce couple héte-parasitoide, I'interaction avec les bactéries symbiotiques H. defensa et R.
insecticola semble jouer un role dans la résistance des pucerons. La mauvaise adéquation se
traduit non seulement par un échec de développement du parasitoide dans son héte mais
aussi en partie par une mort prématurée de I’'h6te, conduisant a la mort des deux acteurs de
I'interaction. Une structuration génétique a été observée au sein de I'espece A. ervi, celle-ci
pourrait étre liée au puceron hote et a la plante h6te des pucerons et pourrait participer a
I’échec du parasitisme. De plus, nous avons montré qu’il existait toujours des incertitudes
taxonomiques au niveau de la délimitation des espéces A. ervi et A. microlophii puisque les
parasitoides que nous avons analysés semblent étre plus proches génétiquement d’A.
microlophii que d’A. ervi malgré une identification morphologique montrant le contraire.
Ainsi, dans la perspective d’améliorer I'efficacité de la lutte biologique en culture de fraisier
sous abri, il serait nécessaire d’éclaircir la classification taxonomique des parasitoides
parasitant naturellement ces pucerons afin de pouvoir développer une production
d’auxiliaires optimisée. Il serait aussi intéressant d’intégrer d’autres populations d’A.
microlophii dans une analyse phylogénétique avec A. ervi afin de prendre en compte la
diversité génétique pouvant exister au sein de cette espéece. De plus, il pourrait étre envisagé
d’effectuer un échantillonnage de parasitoides au sein des serres de fraisiers et sur la
végétation présente autour des serres afin de voir s'il existe une relation entre la présence de
parasitoides a I'extérieur des serres et le parasitisme dans les serres. La réalisation de tests
d’adéquation parasitaire avec des parasitoides issus du parasitisme naturel permettrait de
déterminer si I'adéquation parasitaire est meilleure avec les individus de ces populations
gu’avec les parasitoides commercialisés. Enfin, si des résultats probants sont observés en
laboratoire, il serait envisageable de réaliser des lachers inondatifs avec ces parasitoides afin
de déterminer si cela améliore I'efficacité sur le terrain. En effet, les interactions des
parasitoides avec les pucerons et les plantes a I’échelle de la serre peuvent étre déterminantes
pour la réussite de la lutte biologique.
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ANNEXES

Annexe 1 : Extrait d'une plaquette de Viridaxis présentant I'efficacité de plusieurs espéces de parasitoides sur différents
pucerons des fraisiers

FresaProtect contrdle toutes les espéces de pucerons des fraisiers

Pucerons/ Aphidiuz Aphidiuz Ephedrus Praon Aphidius Aphelinus
parasitoides envi matricanae ceragicna volucre calemani abdominaliz
Acyrfosiphon o o
malvae
Ap":”'g ++ 5 +HH x
cracoivora
Aphiz fabae + + x x
Aphiz forbesi X x
Aphis . - X + - x
OSSP
Aphia
nasturtii = -
Aphia
- -
ruborum
Aulamrﬂ?um i - PR T+ T
solani
Chaetosiphon
+
fragaefolii - :
Macmsipl?um o P o
euphaorhbiae
Macrosiphum o H+ s
rosae
Myzus
aacalonicus * * * -
Myzus o ++ It ++ ——— 4+
persicae
Rhodobium o . - ++
porosum

Les cultures de fraises peuvent &tre attagueéss par plus de dix espéces de pucerons différentes. Le tableau ci-dessus reprend
les espéces les plus importantes (dans la colonne de gauche, les espéces en gras sont soit les plus courantes, soit les plus
nuisibles). Les parasitoides présents dans FresaProtect sont mentionnés sur la premiére ligne du tableau. Leur efficacité dans
le contrdle des différents pucerons est indiqués par *+' pour un contrdle prouve lors d’utilisations sur |2 terrain (+++ © trés
haute efficacité, ++ : haute efficacité, + : bonne efficacité) ou X’ signifiant un contrdle en laboratoire ow dans des conditions
semi-naturelies.

Annexe 2 : Description des lignées de pucerons en élevage et utilisées pour les tests de parasitisme (CATE : Station
expérimentale — Saint-Pol de Léon, LCA : Station expérimentale — Loiret)

Statut

symbiotique Parasitoides testés Producteur Origine
Amrl A. malvae H+R A. ervi CATE Pays-Bas (Genson)
Amr2 A. malvae H+R CATE Pays-Bas (Genson)
Amr3 A. malvae H+R A. ervi CATE Pays-Bas (West Plant)
Amrd A. malvae H+R CATE Pays-Bas (West Plant)
Amril3 A. malvae H+R Jean-Jacques Morvan (Serre 1) Anjou
Amrl4 A. malvae H+R Jean-Jacques Morvan (Serre 1) Anjou
Amrlé A. malvae H+R Jean-Jacques Morvan (Serre 1) Anjou
Amrl7 A. malvae H+R Jean-Jacques Morvan (Serre 1) Anjou
Amr27 A. malvae H+R A. ervi Jean-Yves Murier Espagne (Planasa)
Amr5 A. malvae H Fanch Corre Anjou




Amr6 A. malvae H Fanch Corre Anjou

Amr7 A. malvae H Fanch Corre Anjou

Amr8 A. malvae H Fanch Corre Anjou

Amr9 A. malvae H A. ervi Fanch Corre Italie (Salvi)
Amrl0 A. malvae H Fanch Corre Italie (Salvi)
Amrll A. malvae H Fanch Corre Italie (Salvi)
Amril2 A. malvae H Fanch Corre Italie (Salvi)
Amrl8 A. malvae H Jean-Jacques Morvan (Serre 2) Anjou
Amrl9 A. malvae H Jean-Jacques Morvan (Serre 2) Anjou
Amr20 A. malvae H A. ervi Jean-Jacques Morvan (Serre 2) Anjou
Amr21 A. malvae H Jean-Jacques Morvan (Serre 2) Anjou
Amr22 A. malvae H Jean-Jacques Morvan (Serre 2) Anjou
Amr24 A. malvae H Jean-Matthieu Le Gall Bretagne (Emeraude)
Amr25 A. malvae H Jean-Yves Murier Anjou
Amr26 A. malvae H A. ervi + P. volucre Jean-Yves Murier Bretagne (Emeraude)
Amr28 A. malvae H A. ervi + P. volucre Loic Pérennes Anjou
Amr29 A. malvae H Ronan Saliou (Serre 1) Anjou
Amr30 A. malvae H A. ervi + P. volucre Ronan Saliou (Serre 2) Pays-Bas (West Plant)
Amrl5 A. malvae - A. ervi + P. volucre Jean-Jacques Morvan (Serre 1) Anjou
Amr23 A. malvae - A. ervi Jean-Jacques Morvan (Serre 3) Anjou

Me5 M. euphorbiae H+R A. ervi + P. volucre Fanch Corre Anjou
Mel5 M. euphorbiae H+R Fanch Corre Italie (Salvi)

Mel M. euphorbiae H A. ervi Bernard Carof Pays-Bas (Genson)

Me2 M. euphorbiae H A. ervi + P. volucre Emile Jacques Anjou

Med M. euphorbiae H Fanch Corre Anjou

Me6 M. euphorbiae H Fanch Corre Anjou

Me7 M. euphorbiae H Fanch Corre Anjou

Me8 M. euphorbiae H Fanch Corre Guilloteau

Me9 M. euphorbiae H Fanch Corre Guilloteau
Mel0 M. euphorbiae H Fanch Corre Guilloteau
Mel3 M. euphorbiae H Fanch Corre Italie (Salvi)
Mel4d M. euphorbiae H Fanch Corre Italie (Salvi)
Mel6 M. euphorbiae H Fanch Corre Italie (Salvi)
Mel9 M. euphorbiae H A. ervi + P. volucre Jean-Yves Murier Anjou
Me20 M. euphorbiae H Jean-Yves Murier Espagne (Planasa)
Me22 M. euphorbiae H Jo Vergos Pays-Bas (Genson)
Me23 M. euphorbiae H A. ervi Roland Quemeneur Pays-Bas (Genson)

Me3 M. euphorbiae R Fanch Corre Anjou

Mell M. euphorbiae R Fanch Corre Guilloteau
Mel7 M. euphorbiae R A. ervi Fanch Corre Italie (Salvi)
Mel8 M. euphorbiae R A. ervi Jean-Matthieu Le Gall Pays-Bas (Genson)
Mel2 M. euphorbiae - Fanch Corre Guilloteau
Me21 M. euphorbiae - A. ervi+ P. volucre Jo Vergos Italie (Mazzoni)
Me24 M. euphorbiae - LCA Dubreuil




Annexe 3 : Profil PCR obtenu suite au symbiotypage de 2 pools de pucerons par espéce (Amrl, Amr2, Mel, Me2)

M1 T+ T+

Amrl  Amr2 Mel Me2 L
, ~Regiella

S e — .— — S— S— 5
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Annexe 4 : Profil PCR obtenu suite au symbiotypage de toutes les lignées en élevage
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Annexe 5 : Arbre d'Aphidius ervi et Aphidius microlophii calculé par maximum de vraisemblance avec les séquences du
fragment de géne 168S. Les valeurs de bootstrap sont indiquées pour chaque branche

Qo020

Aer-1 A pisum

Aerv-2 5. avenae

Aerv-3 5. avenae

Aen-b A pisum

Aer-6 5. avenae

Aer-7 H. lactucae
Amicro-1A M. carnosum
Amicro-1B M. carmnosum
Amicro-1C M. carnosum
Amicro-2A M. carmnosum
Amicro-28 M. carnosum
Amicro-2C M. carmnosum
Aet1 A pisum

Ae2 A pisum

Ae3 A pisum

Aed H. picricis

Aeb A fabae

Aeb C. aegopodii

AeT M. euphorbiae

Aed M. carmosum

Aed M. persicae

E1R. porosum

E2 R. porosum

E3 R. porosum

E4 R. porosum

E5 M. euphorbiae

E6 M. euphorbiae

E7 M. euphorbiae

E8 M. euphorbiae

E9 A. malvae

E11 A. malvae

E12 R. porosum

E13 R. porosum

E14 Biobest

E15 Biobest

E16 Biobest

E17 Biobest

E10 A. malvae

P_volucre



Annexe 6 : Arbre d'Aphidius ervi et Aphidius microlophii calculé par maximum de vraisemblance avec les séquences du
fragment de géne COI. Les valeurs de bootstrap sont indiquées pour chaque branche

E16 Biobest

E17 Biobest

E15 Biobest

E14 Biobest

ES A. malvae

AeT M. euphorbiae

Aeb C. aegopodii

Aed H. picricis

Ae3d A pisum

Ae2 A pisum

Ae1 Al pisum

Amicro-2C M. camasum

Amicro-2B M. camosum

Amicro-2A M. carmosum

15 [Amicro-1C M. camosum
Amicro-1B M. carmosum

Amicro-1A M. camaosum

4 — Aeb A fabae

ﬂeﬁ M. carnosum

Aen-6 5. avenae

Aenv-5 A pisum
Aen-3 S. avenae
Aer-1 A pisum
Aerv-2 5. avenae
E3 R. porosum
E4 R. porosum

i E2 R. porosum
Aed M. persicae
E1 R. porosum
E5 M. euphorbiae
43

E6 M. euphorbiae
E7 M. euphorbiae
EB M. euphorbiae
98 |E10 A. malvae
E11 A malvae

E12 R. porosum

E13 R. porosum

Aerv-T H. lactucae

P vaolucre

0.020



Annexe 7 : Arbre d'Aphidius ervi et Aphidius microlophii calculé par maximum de vraisemblance avec les séquences du
fragment de géne LWRh. Les valeurs de bootstrap sont indiquées pour chaque branche

E16 Biobest

E17 Biobest

E15 Biobest

E14 Biobest

E11 A malvae

E10 A. malvae

E9 A malvae

E8 M. euphorbiae

E7 M. euphorbiae

E6 M. euphorbiae
E5 M. euphorbiae

] E4 R. porosum

E3 R. porosum

E2 R. porosum

E1 R porosum

Aed M. persicae

Aed M. carmosum

Amicra-2C M. carnosum

Amicro-2B M. carmosum

Amicro-2A M. carmosum
Amicro-1C M. carmosum

Amicro-1B M. carmosum

Amicra-1A M. carnosum
a7 E12 R, porosum

E13 R. porosum

Aeb C. aegopodii

L— | AeT M. euphorbiae
Aerv-1 A pisum

Agn-2 5. avenae
B0 Aer-3 5. avenae
Aer-5 A pisum

Aerv-6 5. avenae

= Aer-T H. lactucae
Ae1 A pisum
Ae2 A pisum
Aed A pisum
Aed H. picricis
Aeh A fabae

P volucre

0.050
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