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RESUME

Bon nombre d’espéces parmi les escargots et les limaces sont des ravageurs de cultures, notamment
des vignes et des vergers, malgré l'utilisation d’agents chimiques protégeant les plantes contre les
phytophages. La limace grise Deroceras reticulatum est le principal ravageur des cultures de colza.
Des travaux antérieurs ont montré que les plants de jeunes stades (cotylédon, 2-4 feuilles) sont les
plus attaqués et que les glucosinolates aliphatiques sont répulsifs. Cette étude a abordé en premier
lieu l'influence de la physiologie de la limace (masse fraiche, état nutritionnel) sur la consommation
des plants de Brassica napus, en relation avec leur génotype et leur stade de croissance. En second
lieu, les profils métaboliques des cotylédons ont été analysés dans le but de (i) différencier les
génotypes de colza, identifier des substances phagostimulantes ou phagorépulsives et (ii) décrire les
caractéristiques biochimiques du mucus de la limace grise.

Nous avons démontré que les petites limaces (158 + 71 mg) étaient plus voraces que les grosses
limaces (372 £ 157 mg), leur voracité étant accrue aprés cing jours de je(ine. Le génotype Liho a été
préféré au génotype Express et les jeunes plants ont souffert davantage que les cotylédons des
attaques de limaces. Les profils biochimiques des cotylédons se sont révélés différents selon le
génotype. Un appauvrissement des cotylédons en acides aminés a été observé aprés consommation
par les limaces. Le génotype Express se distingue par la présence de progoitrine (glucosinolate
aliphatique), alors que le génotype Liho est enrichi en glucobrassicine (glucosinolate indole). Le
mucus de D. reticulatum se discrimine par les molécules de 40H-glucobrassicine et de
glucoraphanine. Nos résultats confirment la répulsivité des glucosinolates aliphatiques. Nous faisons
I’hypothése que les acides aminés combinés aux glucosinolates pourraient améliorer la protection de
la plante contre l'attaque des limaces. En perspective, nous souhaitons (i) rechercher les
phytohormones dans le mucus et dans I'appareil digestif de la limace et (ii) analyser sur gels
d’amidon la consommation de métabolites isolés (glucosinolate) et mixtes (glucosinolate + acide
aminé).

Mots-clés : ravageurs de cultures, limaces, phytophagie, mucus, métabolites des plantes.

ABSTRACT

TROPHIC INTERACTIONS BETWEEN OILSEED RAPE AND THE PEST SLUG DEROCERAS RETICULATUM:
STIMULATING FACTORS OF FOOD CONSUMPTION AND INTERSPECIFIC METABOLIC RESPONSES
Many species of terrestrial snails and slugs are key pests in crops, vineyard and orchard, despite
chemical protective agents developed by plants against phytophages. The grey slug Deroceras
reticulatum is the major pest in European rapeseed crops. Previous works showed that attacks occur
mainly at the first stage of growth (cotyledon, 2-4 true leafs) and that aliphatic glucosinolates were



deterrent. This study focused first on the influence of slug physiology (fresh mass, nutritional status)
on plant consumption, in relation with the genotype and growth stage of the oilseed rape Brassica
napus. Second, metabolic profiles of rape cotyledons, attacked or not, and slug mucus after
consumption were analyzed, in order to (i) discriminate the genotypes and find phagostimulant or
phagodeterrent compounds, (ii) describe the biochemical specificities of the slug mucus.

We demonstrated that small slugs (158 + 71 mg) were more voracious than big slugs (372 £ 157 mg),
a more pronounced voracity being found after 5 days of starvation. Liho genotype was preferred to
Express genotype and the seedlings suffered more than the cotyledons from slug attacks. The
biochemical profiles of rapeseed cotyledons differed according to the genotype. Amino acids
depletion was observed in the cotyledons after slug consumption. Express was characterized by the
occurrence of progoitrine (aliphatic glucosinolate), whereas Liho was enriched in glucobrassicin
(indol glucosinolate). The mucus of D. reticulatum was discriminated by 40H-glucobrassicine and
glucoraphanin. Our results were consistent with the deterrent effect of aliphatic glucosinolates. We
also hypothesized that amino acids combined with glucosinolates might enhance plant protection
against slug attack. In future, we will search for plant hormones in the slug mucus and gut and we
will analyse slug consumption on isolated and mixed metabolites poured on starch gels.

Keywords: crop pests, slugs, herbivory, mucus, plant metabolites.



INTRODUCTION

Les plantes, confrontées a I'attaque de phytophages, doivent allouer des moyens de défense directe
(tolérance) et indirecte (résistance) (Schwachtje et Baldwin, 2008). La tolérance mesure la capacité de la plante
a compenser, par son métabolisme primaire, les effets des dommages sur sa fitness. La résistance cible
I"utilisation d’outils physiques ou chimiques qui réduisent quantitativement les dégats dus aux phytophages.
Parmi ces outils, les métabolites secondaires sont issus des stocks d’énergie et de ressources du métabolisme
primaire. Les métabolites secondaires alloués par la plante a des fonctions de défense face aux risques
environnementaux sont donc étroitement liés aux métabolites primaires nécessaires a sa croissance et a sa
reproduction.

Les mollusques gastéropodes phytophages généralistes sont capables d’exploiter des ressources
diversifiées, mais ils montrent des préférences alimentaires liées a la composition chimique minérale des
végétaux (Chevalier et al., 2003) et a leur teneur en métabolites secondaires, parmi lesquels les glucosinolates
(Glen et al., 1990), les alcaloides (Chevalier et al., 2000) et les terpénoides (Donnell et al., 2016). Parmi les
limaces, les plus importants ravageurs polyphages en grandes cultures et en cultures légumiéres sont les
limaces grises (Deroceras reticulatum et Deroceras agreste, famille Agriolimacidés) et noires (Arion hortensis,
Arion vulgaris et Arion distinctus, famille Arionidés) (Falk et al., 2014).

Malgré I'utilisation de produits insecticides et molluscicides, la recrudescence des ravageurs dans les
grandes cultures et leur pullulation récente dans les jeunes vignes et vergers induisent des pertes de
production non soutenables pour les professionnels. Afin de soutenir la durabilité de I'agriculture, des moyens
alternatifs sont a I’étude depuis de nombreuses années, sans qu’il ait été possible de passer efficacement de la
phase expérimentale en laboratoire a la phase commerciale dans les territoires agricoles. Parmi les agents de
bio-controle, les médiateurs chimiques, phéromones et substances allélochimiques, peuvent représenter une
voie d’avenir a moyen terme.

Notre projet a pour cadre les limaces nuisibles aux grandes cultures et cherche a mettre en évidence les
signaux chimiques mis en place par les plantes comme moyen de défense contre ces ravageurs ainsi que les
réponses chimiques des limaces susceptibles de contrer les défenses de la plante. Il s’agira ici de cibler les
substances naturelles d’origine végétale synthétisées par la plante.

A ce jour, I'importance des glucosinolates aliphatiques dans la défense des surfaces foliaires contre les
limaces est connue sur des espéces cultivées ou sauvages (Glen et al, 1990 ; Falk et al., 2014), mais une
récente étude a montré la présence d’acide salicylique spécifiquement dans le mucus de la limace grise
Deroceras reticulatum nourrie sur Arabidopsis thaliana (Kastner et al., 2014). Cette phytohormone inhibe le
cycle de I'acide jasmonique chez la plante, qui est 'une des voies métaboliques utilisées dans les défenses
contre les phytophages. L’origine de I'acide salicylique dans le mucus de la limace grise est inconnue. Certains
ions et métabolites primaires n‘ont pas encore été étudiés dans les interactions entre plante et limace.
Présents a de tres faibles concentrations a la surface des feuilles, ils constituent le phylloplan (Derridj, 1996). La
composition du phylloplan, notamment en acides aminés libres, varie selon I'dge de la plante et la face de la
feuille, selon un pattern propre a chaque espéce (Soldaat et al., 1996). Il peut exercer un réle important dans
I’acceptabilité de la plante par le phytophage (Fiala et al., 1990).

Dans cette étude, nous avons pour objectif de mieux appréhender les interactions trophiques entre la
limace et le colza. Pour ce faire, nous cherchons a savoir si Deroceras reticulatum est capable de discriminer
des variétés de colza et si les profils en métabolites primaires et spécialisés du colza permettent d’expliquer ses
choix alimentaires. Etant donné I'attractivité reconnue de métabolites du phylloplan (Derridj, 1996), nous
faisons I’hypothese que la limace consomme les variétés de colza selon leur qualité/quantité en acides aminés
libres ou en sucres et ce quelle que soit leur richesse en glucosinolates, grace a une capacité d’excrétion active
ou de dégradation par hydrolyse des substances toxiques, capacité décrite chez le gastéropode lichénophage
du subantarctique Notodiscus hookeri (Gadea et al. 2017). De plus, nous émettons I'hypothése que la limace
est capable de discriminer les métabolites purs et d’ajuster sa consommation lors de la gustation selon
I’appétence ou I'inappétence du métabolite proposé.

MATERIEL ET METHODES

Semis de colza en culture

L’étude porte sur deux génotypes de I'espéce Brassica napus L. (1753), issus de lignées pures, provenant du
Centre de Ressources Génétiques BraCySol de I'INRA (Le Rheu, France) et disponibles a I'état de graines
(collaboration avec Anne-Marie Cortesero, UMR IGEPP). Les deux génotypes de colza utilisés sont un génotype
de printemps, Liho, et un génotype d’hiver, Express choisi a priori d’aprés la présence (Liho) ou I'absence



(Express) de glucosinolates dans les graines (Hervé et al., 2014). Les graines sont semées sur un substrat
classique (terreau horticole avec engrais Substrat 4 produit par Veralia, Rennes) comprenant un mélange de
tourbe blonde et de sphaignes, de fumier composté, d’algues marines, de dolomie et d’'un mélange d’engrais
NP et NPK). Chaque graine est déposée dans un godet en plastique (5 cm de diametre) percé au fond et les
godets sont disposés sur un plateau. Deux fois par semaine, la terre est arrosée indirectement d’une solution
nutritive de liquoplant FD207 (dilution a 3mL/L d’eau) versée sur le plateau. La germination s’effectue en serre
a une température de 15-20°C, en photopériode naturelle 12h jour/12h nuit. Deux stades sont étudiés, le stade
cotylédon, appelé « Cotylédon » et le stade deux feuilles, appelé « Feuille », obtenus respectivement dix jours
et vingt jours apres le semis.

Récolte des limaces et maintenance de I'élevage

L'espece étudiée est la limace grise Deroceras reticulatum (Miller, 1774), Gastéropode Stylommatophore
de la famille des Agriolimacidés, ravageur important en Europe centrale sur de nombreuses cultures,
notamment les colzas d’hiver et les tournesols de printemps, quelles que soient les techniques de labour
(Keller et al., 1999). Selon Rowson et al. (2014), les critéeres morphologiques d’identification de I'espéce sont les
suivants : a I'age adulte, les individus mesurent de 35 a 50 mm de long. Le manteau de couleur creme ou rosée
est recouvert de stries fines concentriques et de taches brunes ou gris foncé entre les tubercules. Le mucus
devient blanc et laiteux quand I'animal est stressé. Les limaces utilisées sont récoltées a I'aide de pieges
spécifiques carrés de 50 cm de c6té (® De Sangosse, France) et proviennent de deux lieux distincts. Il s’agit de
parcelles expérimentales non-traitées situées a Anthé (Lot-et-Garonne) (44°23'13.7"N; 0°56'21.2"E) (Figure
2.A) et appartenant a la société De Sangosse. Les arrivages sont de mars et mai 2016 et d’avril 2017. Le champ
était non semé au moment des récoltes, avec un précédent de blé et des abords de phacélie, de féverole et de
radis. Les pratiques culturales sont du semis direct sans travail du sol. Le second lieu de récolte est Menetou-
Salon (Cher) (47°16’12.80"N ; 2°22’22.70"E). L'unique arrivage a eu lieu en mai 2016. Il s’agit d’une parcelle
implantée en blé aprés labour, avec un précédent de colza.

Les limaces, mises en élevage dans des boites en plastique (13 x 21 x 12 cm), sont placées dans une
enceinte climatique a une température variable de 10-13°C, en photopériode naturelle. Les limaces sont
nourries avec du concombre frais et des croquettes pour chat (composition : mais, viandes de volaille
déshydratées, farine de gluten de mais, graisses animales, substances minérales, huile de poisson, hydrolysat
de protéines, riz ; additifs nutritionnels : vitamines A et D3, fer, iode, cuivre, manganése, zinc, sélénium) durant
trois semaines avant expérimentation afin qu’elles soient « naives » lors des expériences sur colza. Desbuquois
et al. (1998) ont en effet montré que la capacité de mémorisation d’un aliment par les escargots est de I'ordre
de trois semaines. Les limaces sont manipulées assez souvent (les cages sont nettoyées tous les 2 a 4 jours)
durant ces trois semaines, pour les habituer au contact humain. Le phénoméne d’habituation chez les
mollusques est rapide (Smith, 2002) et permet une perte minimale de mucus au moment de la pesée.

Expériences de non-choix alimentaire

Les limaces sont confrontées a une monoculture, un seul cultivar de colza étant généralement semé
par parcelle (Glen et al., 1990). De ce fait, I'expérience de non-choix qui consiste a mettre en contact le sujet
d’étude (limace) avec un aliment unique (Susan et al., 1986) simule la situation naturelle au champ. Dans cette
étude, nous aurons des expériences de non-choix, d’'une part sur plant entier et, d’autre part sur métabolites
purs commercialisés par Phytoplan (glucosinolates) ou par Sigma-Aldrich (acides aminés). Seules les
expériences sur plants entiers sont décrites dans cet article.

Un bloc expérimental est constitué de 40 boites transparentes (15 cm x 8 cm x 10 cm) placées dans
I’enceinte climatique (10-13°C, photopériode journaliére naturelle J/N = 12h/12h au printemps) dont chacune
contient trois plants de colza de méme génotype. Deux stades de croissance du colza sont étudiés, le stade
cotylédon (Cot) et le stade 2 feuilles vraies (Feu). Deux facteurs sont pris en compte chez les limaces, leur age
estimé d’aprés leur masse pondérale et leur état nutritionnel consistant en limaces nourries ou maintenues a
jeun 5 jours avant d’avoir du colza. Cing plants témoins sont placés dans I’enceinte, sans limaces.

Consommation alimentaire

Nous étudions six modalités par génotype de colza et chaque modalité est répétée 20 fois, ce qui
donne un total de 20 blocs expérimentaux (Figure 1). Les limaces sont retirées des boites expérimentales aprés
24h. Le nombre de cotylédons et de feuilles attaqués est relevé afin de calculer le pourcentage consommé par
rapport au nombre disponible dans la boite. Le nombre disponible est n=9 au stade cotylédon car il y a une
jeune feuille centrale et ce nombre est n=15 au stade 2 feuilles car les cotylédons sont encore présents
auxquels s’ajoutent les deux feuilles bien formées, mais aussi une jeune feuille centrale.
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Figure 1 : Schéma partiel du dispositif expérimental utilisé pour
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Les cotylédons et feuilles consommés sont photographiés au stéréomicroscope Stemi 2000C muni d’une
caméra AxioCam (Zeiss, France). La surface consommeée est calculée grace au logiciel Zen 2.3 Lite (Zeiss). Quand
la feuille ou le cotylédon est partiellement consommé, la surface réelle est calculée. Par contre, quand il ne
reste que la tige du cotylédon ou de la feuille, nous estimons la surface consommée d’aprés la surface
moyenne obtenue sur les plants témoins

Prélevements des cotylédons de colza et du mucus de limace :

Des limaces sont nourries en continu sur des plants de stade cotylédon et de génotype Express ou Liho
pendant cing jours. Quatre boites (25x15x12 cm) contenant six plants et huit limaces chacune sont préparées
pour chaque génotype et placées dans une enceinte climatique (10-13°C, photopériode journalieére J/N
=12h/12h). Des plants témoins sont également placés dans I’enceinte climatique, sans limaces. Chaque jour, les
plants mangés sont remplacés par de nouveaux. Les cotylédons des plants témoins et les cotylédons
partiellement consommés sont prélevés, environ deux heures aprés le début de I'activité nutritionnelle des
limaces. C'est, selon Falk et al., (2014), le temps optimal qui permet a la plante de réagir a la morsure de la
limace en accumulant de I'acide jasmonique (JA) et son conjugué Isoleucine-JA. Une vingtaine de cotylédons
sont collectés par prélévement.

Le mucus des limaces est récolté une fois par jour sur les cing jours en plagant celles-ci dans des boites de
Petri tapissées de Velcro pré-nettoyé a I’éthanol sur lequel elles déposent du mucus en rampant (Kastner et al.,
2014).

Les trois types de prélevements (feuilles témoins, feuilles consommées, mucus) sont poolés par boite sur
les cing jours d’expérience, lyophilisés durant 30 h (lyophilisateur Alpha 1-2, Christ, France), puis pesés et
broyés pendant 20 secondes (QIAGEN, modele Tissue Lyser Il). Pour chaque type de prélevement, I’échantillon
est, apres broyage, divisé en deux aliquots qui permettent de réaliser deux types d’analyses : (1) les acides
aminés, sucres, polyols et acides organiques, (2) les glucosinolates.

Profilages métaboliques

Meétabolites primaires (acides aminés, sucres, polyols et acides organiques) : Les métabolites primaires
sont extraits a partir d’'un mélange méthanol-chloroforme-eau (excepté pour le mucus, extrait sans
chloroforme) et des standards internes BABA et adonitol, et dosés selon une adaptation de la méthode de
Gravot et al. (2010), ceci afin de prendre en compte la nature des échantillons. Un volume de 400uL d’un
mélange concentré de BABA 10 mM (quantification des acides aminés) et d’adonitol 20 mM (quantification des
sucres et polyols) est dilué dans 20 mL de méthanol, afin de préparer la solution méthanolique.

A partir du surnageant récupéré, 50 uL de chaque tube (100 pL pour les échantillons de mucus) sont
aliquotés dans des tubes eppendorfs pour 'UPLC (acides aminés) et 50 pL (100 plL pour les échantillons de
mucus) dans des vials pour la GC (sucres et polyols). Les aliquots sont ensuite placés sous évaporation a sec au
Speedvac pendant 1h30 a 2h a 35°C. Les aliquots utilisés pour doser les acides aminés sont repris avec 100 uL
d’eau UP (50 pL pour les échantillons de mucus) et une dérivation AccQTaq est réalisée (Gravot et al., 2010).
Les acides aminés libres sont alors dosés par chromatographie a phase liquide ultra-performante avec
détection UV (UPLC-DAD) (Hervé et al., 2014). Les aliquots utilisés pour le dosage des sucres, polyols et acides
organiques sont directement analysés apres |'évaporation et sont dosés par chromatographie en phase
gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de flamme (GC-FID) (Hervé et al., 2014)

Glucosinolates: Un aliquot de 10 mg de poudre séche pour chaque type de prélévement est utilisé afin
d’analyser les glucosinolates selon la méthode décrite par Hervé et al. (2014). Leur dosage se fait par
chromatographie a phase liquide ultra-performante triple quadripdle avec détection UV et spectométrie de
masse (Acquity-TQD-UPLC-PDA-MS).

Analyses statistiques

Nous avons conduit deux séries expérimentales, I'une avec des petites limaces et I'autre avec des grosses
limaces. Pour chaque série, I'homogénéité des lots (20 limaces par lot x 2 états nutritionnels x 2 génotypes de
colza) est vérifiée d’aprés la masse pondérale des limaces avant expérience. Leur distribution ne suivant pas
une loi normale, nous appliquons un test de Wilcoxon pour données indépendantes.



Quantification des dégdts sur le colza par les limaces Nous avons cherché a comparer, de maniére quantitative,
les dégats causés par les limaces sur le colza selon les modalités étudiées (génotype et stade de
développement du colza, taille et état nutritionnel de la limace). L'objectif est d’évaluer les dégats sur la base
d’une biomasse équivalente malgré un nombre différent d’individus. Les nombres de cotylédons et de feuilles
consommeés par boite sont comparés entre les modalités grace a un GLM basé sur une loi binomiale et sur
lequel est appliqué un test du rapport des vraisemblances. Deux analyses sont réalisées séparément selon le
nombre de limaces par boite, car deux limaces ont deux fois plus de chances d’attaquer les feuilles
comparativement aux boites ou il n’y a qu’une limace. Nous considérons ici le génotype et le stade du colza,
ainsi que I'état nutritionnel de la limace comme étant des facteurs fixes (controlés par I'expérimentateur). Une
analyse ANOVA de type Il est donc réalisée sur le modele retenu d’apres le critere AIC (Akaike, 1974). La
détermination précise des surfaces consommées des feuilles attaquées et des surfaces des feuilles témoins
permet d’'une part de comparer les feuilles des deux génotypes et d’autre part, de comparer le taux de
consommation des limaces (= surface consommée par mg de masse fraiche (MF) de limace) selon les
différentes modalités. Les surfaces des feuilles intactes ne suivant pas une distribution normale, des tests de
Wilcoxon ont été appliqués sur chaque type de feuille entre les deux génotypes étudiés. De plus, nous
souhaitons savoir si 'estimation a vue des dégats donne une bonne évaluation des dégats réels. Pour cela,
nous recherchons si les deux variables quantitatives, proportions observées et surfaces consommées
mesurées, sont corrélées, a I'aide d’un test de corrélation de Spearman car les données ne suivent pas de loi
normale.

Analyses métaboliques des cotylédons de colza, du mucus des limaces : Les échantillons étudiés sont les
suivants : cotylédons témoins (T) et consommés (C) des génotypes Express (Exp) et Liho, le mucus (M) des
limaces ayant consommé, soit Exp, soit Liho. L'objectif étant de savoir quels sont les métabolites qui
discriminent les six types d’échantillons (ExpT, ExpC, ExpM, ExpF, LihoT, LihoC), nous avons utilisé I'analyse
discriminante des moindres carrés partiels (PLS-DA) et plus exactement la version optimisée de Liland et Indahl
(2008). Pour cette analyse, les teneurs des échantillons en métabolites sont transformées par leur racine
quadratique, étant donné que certaines teneurs sont nulles (Wold et al., 2001). Quatre métabolites corrélés a
plus de 95% avec la lysine, la phénylalanine, I'acide aspartique et I'acide glutamique ont été arbitrairement 6tés
du jeu de données. Il s'agit de NHa issu du catabolisme des acides aminés, d'un acide aminé non protéique,
le S-Methyl L-cystéine sulfoxide (SMCSO) qui est dans le groupe des arémes de plantes selon Thomas et Parkin
(1994), I'asparagine et la glutamine, acides aminés apparentés a I'aspartate et au glutamate respectivement.
Les valeurs des 46 métabolites restants ont été centrées-réduites avant traitement statistique (Jansen et al.,
2010). Afin d’évaluer le pourcentage de variance contrainte (expliquée) par rapport a la variance résiduelle,
nous avons, apres double validation croisée de la PLS-DA selon Westerhuis et al. (2008), appliqué une analyse
de redondance (RDA) mise au point par van den Wollenberg (1977). Cette analyse, qui distingue le génotype de
colza d’une part et la nature des tissus analysés (issus du colza ou de la limace), permet de calculer les parts de
variance contrainte et non-contrainte.

Toutes les analyses statistiques sont réalisées a I'aide du logiciel R (Version 3.1.3 R Core Team, 2016) et les
packages Vegan (v 2.4-0), pls (v 2.5-0) et RVAidemémoire (v 0.9-56 ; Hervé 2014). Les scripts des analyses
multivariées (PLS-DA, RDA et ACP) ont été élaborés par Hervé (2016) dans le cadre de I’école thématique
d’écologie chimique (Roscoff, 20-24 juin 2016).

RESULTATS

Influence de la biologie et de la physiologie des limaces sur les dégats au colza

Les variables relevées lors de ces expériences sont la masse des limaces utilisées, le nombre de feuilles
endommagés par boite qui donnent des estimations des dommages causés par les limaces, le pourcentage
observé de surface de feuille consommeée et la surface calculée de feuilles consommées qui évaluent plus
précisément les dégats. Les petites et les grosses limaces utilisées ont des masses moyennes (+ Sd)
respectivement de 158 + 71 mg et de 372 + 157 mg.

L’état nutritionnel des limaces a un effet significatif sur le nombre de feuilles qu’elles attaquent, quelle
que soit leur taille (Tableau 1).



Tableau 1: Résultat des tests CHI? sur le nombre de feuilles consommées par boite selon la taille des limaces,
leur état nutritionnel, le génotype et le stade de colza. Les variables explicatives retenues dans les GLM, selon
le critere AIC, sont données pour chaque classe de taille des limaces. Le nombre de degrés de liberté (ddl) est
indiqué entre parentheses et la probabilité est évaluée par p.

Nombre de feuilles attaquées

Petites limaces Grosses limaces
X2 (ddl) Valeur de p B2 (ddl) Valeur de p
Etat 15,171 (1) < 0,001 Etat 5,991 (1) =0,014
Génotype 7,927 (1) =0,030 Stade 8,220 (1) =0,004
Etat : Stade 4,657 (1) =0,030
Etat : Génotype 6,509 (1) =0,011

Les petites limaces a jeun attaquent 1,4 fois plus de feuilles que les petites limaces nourries. Il en est de méme
pour les grosses limaces a jeun et les grosses limaces nourries. Les petites limaces sont influencées par le
génotype de colza qu’elles mangent (21% de feuilles de génotype Liho attaquées contre 16% de feuilles de
génotype Express), alors que les grosses limaces sont influencées par le stade de colza (14% de feuilles de
plants de stade Cotylédon attaquées contre 10% de feuilles de plants de stade Feuille). L’état nutritionnel des
grosses limaces interagit avec le stade d’une part et avec le génotype de colza d’autre part.

Des dommages ont été constatés dans 75% des boites (68% des boites de limaces nourries et 83% des boites
de limaces a jeun). Si toutes les limaces avaient consommé du colza, environ 1720 cm? de colza auraient été
consommeés en une nuit sur les 920 plants totaux, qui correspondent a environ 26m? de parcelle de colza (De
Sangosse, communication personnelle). La grande variabilité des surfaces des cotylédons et des feuilles,
surtout les grandes, selon les plants, génotypes confondus, a conduit a des approximations des surfaces
consommeées lorsqu’il n’y avait pas de résidu foliaire apres nutrition par les limaces (Tableau 2). Les cotylédons
poursuivent leur croissance au stade feuille et leurs surfaces different d’'un stade a I'autre (Wilcoxon, W=
16582, p< 0,001). Les cotylédons et les feuilles ont des surfaces comparables entre génotypes Express et Liho.

Tableau 2 : Surfaces moyennes (+ Sd) des feuilles de colza intactes selon le stade étudié et le type de feuille.
Les génotypes sont confondus. (Stade Cotylédon : cotylédon n= 40, petite feuille n= 20. Stade feuille :
cotylédon n= 40, grande feuille n=40, petite feuille n= 20).

Stade cotylédon Stade feuille

Cotylédon 2,84 + 0,84 cm?2 Cotylédon 3,71 £ 0,35 cm?

Petite feuille 1,32 £ 0,57 cm2 Grande feuille 21,95 + 2,27 cm?
Petite feuille 3,23 £ 0,34 cm?

Les petites limaces ont un taux de consommation supérieur (x1,4, Figure 2.A) a celui des grosses limaces
et mangent davantage lorsqu’elles ont je(iné (Figure 2.B). Le taux de consommation est plus élevé sur le
génotype Liho (Figure 2. C). Le stade Feuille est 7,7 fois plus consommée que le stade Cotylédon (Figure 2. D).
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Figure 2 : Taux de consommation moyen des limaces pour une nuit selon la taille (A), I’état nutritionnel (B), le
génotype (C) et le stade de colza (D). Les barres d’erreurs sont les erreurs standards.



Profilages métaboliques des cotylédons de colza et du mucus de limace

Parmi les 37 métabolites extraits des cotylédons (19 acides aminés, 8 sucres et acides organiques, 10

glucosinolates), deux n’ont pas pu étre identifiés et dosés parmi les acides aminés et ont été retirés des
analyses. Nous n’avons pas identifié de polyols dans les cotylédons ni dans le mucus de limas.
Les profils qualitatifs en acides aminés sont comparables dans les deux génotypes témoins et trois acides
aminés majoritaires sont identiques, acide glutamique, glutamine, acide aspartique, alors que l'arginine
singularise le génotype Express. Dans le génotype Liho, tous les autres acides aminés ont des teneurs en dega
de 8 nmol.mg* alors que dans le génotype Express, la richesse en arginine, asparagine, sérine et ornithine est
remarquable avec des teneurs moyennes supérieures a 15 nmol.mg™. Les teneurs en arginine, ornithine et
histidine sont 20 a 30 fois supérieures a celles mesurées dans le génotype Liho._

Les teneurs en glucosinolates différent, Express est pourvu de progoitrine (0,3 * 0,1 nmol.mg?), mais pas
Liho, alors que Liho est riche en glucobrassicine (1,1 = 0,5 nmol.mg1). Aprés consommation par les limaces, les
cotylédons s’appauvrissent en acides aminés libres majoritaires, et le génotype Liho semble s’appauvrir en
citrate et en glycérate. Le mucus de limaces ayant consommé des cotylédons de génotype Liho est dominé par
I’hydroxyglucobrassicine (0,2 + 0,1 nmol.mg?), et la glucoraphanine (0,1 + 0,1 nmol.mg?), alors que le mucus
des limaces ayant consommé des cotylédons de génotype Express est plus pauvre en métabolites, mais se
caractérise par la présence d’un sucre, le glucose, avec une teneur moyenne de 5,7 nmol.mg™ proche de celle
du cotylédon consommé (7,9 nmol.mgt).

DISCUSSION

Influence de la biologie et de la physiologie des limaces sur les dégats au colza

Les petites limaces attaquent plus le colza que les grosses limaces, quel que soit le génotype. Les individus
étudiés sont en phase de croissance (petites) et en phase de maturité sexuelle (grosses) car certaines ont
pondu durant le maintien en élevage et, en captivité, les limaces grises meurent aprés la ponte. Les individus
les plus jeunes sont en pleine croissance et allouent les bénéfices nutritionnels a la synthése de leurs tissus
corporels alors que les individus matures utilisent les gains d’énergie a leur reproduction. La plus faible attaque
des plants de colza par les grosses limaces pourrait aussi venir d’un effet plus répulsif des glucosinolates car
Aguir et Wink (2005) ont observé chez Arion lusitanicus une tolérance pour les alcaloides plus élevée chez les
individus jeunes que chez les adultes. Cette diminution de la tolérance aux composés toxiques avec I'age de la
limace pourrait étre liée a une baisse de I’activité du cytochrome P450 et/ou d’autres composants du complexe
d’oxydases a fonctions mixtes, qui est situé dans la glande digestive et qui serait responsable de la détoxication
des alcaloides chez Arion lusitanicus. Cette baisse d’activité enzymatique, durant la saison de reproduction, a
déja été observée chez d’autres mollusques, notamment chez la moule commune, Mytilus edulis (Livingstone
1985 in Aguiar et Wink, 2005).

Les limaces a jeun sont plus voraces que les limaces nourries sur concombre et croquettes pour chat. Cook
et al. (2000) ont mis en évidence que les préférences alimentaires de Deroceras reticulatum sont directement
influencées par son état nutritionnel. Une exposition prolongée a un régime strict ou un je(ine peut entrainer
un déséquilibre nutritionnel. Ainsi, les limaces préférent généralement de la nourriture qu’elles n’ont pas
rencontrée récemment, ce qui augmenterait les chances d’acquérir les nutriments dont elles ont manqué
durant cette période de privation. De plus, un jelne d’une a deux semaines entraine une augmentation
significative de I'activité locomotrice de Deroceras reticulatum, et ce, des les premiers jours de je(ine (Airey,
1987). Les individus sont plus actifs et la faim est I'une des conséquences de cette augmentation d’activité.

Chez les espéces généralistes, comme D. reticulatum, plus les feuilles sont dgées, plus elles sont attaquées
car les jeunes feuilles investissent leurs ressources en azote pour stocker davantage de glucosinolates et se
défendre contre les ravageurs (Lambdon et al., 2003). Nos résultats concordent puisque le taux de
consommation des limaces est plus important sur le stade Feuille que sur les cotylédons. Nous n’avons pas
étudié la composition métabolique du stade Feuille mais nous pouvons émettre I’'hypothése que les teneurs en
glucosinolates sont plus faibles dans les feuilles que dans les cotylédons. Toutefois, il faudrait tenir compte du
fait que la baisse en glucosinolates varie, en rapidité et en importance, selon le type structural, indolique,
aromatique ou aliphatique de ces composés (Lambdon et al. 2003).

Les métabolites primaires et spécialisés définissent le génotype du colza et expliquent 'importance des
attaques par la limace

Les résultats de I'’étude de non-choix sur plants entiers montrent une différence de consommation entre
les deux génotypes de colza étudiés. Les végétaux mettent en place des stratégies de défense contre les
phytophages, méme si la production et le stockage des métabolites secondaires dans leurs tissus sont des



processus énergivores (Levin, 1976). Le génotype Liho, particulierement riche en glucosinolates de la famille
des indoles (glucobrassicine et dérivés), est plus attaqué que le génotype Express qui est plus riche en
progoitrine, un glucosinolate aliphatique. Les glucosinolates jouent un réle important dans la détermination de
I'appétence du colza pour les limaces. Glen et al. (1990) ont montré que les dommages causés (nombre de
plants attaqués) au colza par la limace grise sont positivement corrélés a la concentration en glucobrassicine et
négativement corrélés a la concentration en progoitrine dans les plants. Falk et al. (2014) ont, quant a eux,
démontré 'effet répulsif des glucosinolates aliphatiques d’Arabidopsis thaliana sur le broutage par Arion
lusitanicus (i.e. A.vulgaris).

La teneur en progoitrine dans les cotylédons étant particulierement faible avec un maximum de 0,8
nmol.mg? de matiére séche dans le génotype Express, nous ne pouvons pas exclure le fait que d’autres
métabolites aient un effet répulsif sur D. reticulatum. Parmi eux, sont les acides aminés majoritaires (Asp, Asn,
Glu et GIn) ainsi que la lysine, I'histidine et la méthionine. L'excés de certains acides aminés peut réduire la
prise de nourriture, surtout dans les régimes faibles en protéines (Harper et Benevenga, 1970). Delaney et
Gelperin (1986) ont démontré une aversion de Limax maximus envers un aliment dépourvu de méthionine,
acide aminé essentiel. Or, le cotylédon du génotype Express a une teneur moyenne 5 fois plus élevée en
méthionine que celui du génotype Liho. Nous pouvons émettre I'hypothése que D.reticulatum présente une
aversion plus importante pour les glucosinolates aliphatiques présents dans le génotype Express que par le
manque de méthionine, pourtant déterminante dans la croissance des animaux (Harper et Benevenga, 1970 ;
Delaney et Gelperin, 1986).

Les préférences alimentaires des phytophages dépendent de [attractivité (sélection d’une proie
potentielle) mais aussi de la digestibilité (taux de digestion) de la plante (Nicotri, 1980). Les métabolites
primaires et spécialisés de celle-ci peuvent en partie définir ces deux paramétres, rendant un végétal plus ou
moins attractif pour un phytophage (Hervé et al. 2014). Ces auteurs mettent en évidence la préférence du
méligéthe du colza (Meligethes aeneus) pour les bourgeons de génotype Express plutét que ceux du génotype
Liho, en raison d’un profil riche en saccharose, proline et sérine, acides aminés qui ont montré leur réle
attractif chez d’autres especes (Hervé et al., 2014). Nous n’avons pas détecté de saccharose dans les
cotylédons de colza mais il y a bien des concentrations en proline et en sérine plus importantes chez le colza de
génotype Express, méme si le ratio de concentration est deux fois plus élevé dans les bourgeons (Hervé et al.,
2014). Cependant, si ces acides aminés stimulent la phytophagie chez les insectes, ils ne semblent pas avoir
d’effet sur Deroceras reticulatum qui consomme plus de colza de génotype Liho., alors que I'effet de I'absence
de certains acides aminés a été montré sur Limax maximus (Delaney et Geperin, 1986). De nouvelles approches
sur les changements métabolomiques chez les végétaux attaqués par des herbivores montrent que les
métabolismes primaires et secondaires sont liés et qu’ils ne peuvent étre seulement associés a la croissance et
aux variations environnementales, respectivement (Schwachje et Baldwin, 2008).

CONCLUSION

Cette étude expérimentale nous a permis de mieux caractériser les dégats faits au colza par D.reticulatum
et de mettre en relation ses préférences alimentaires avec la physiologie des individus, d'une part, et les profils
métaboliques du colza d’autre part.

Parmi les glucosinolates, nous avons pu mettre en évidence que la poigoitrine et de la glucobrassicine
distinguent principalement les deux génotypes de colza. Une expérience de non-choix sur des gels imbibés de
I'un ou 'autre des glucosinolates, en concentrations comparables a celles trouvées dans le colza, permet de
mieux appréhender leur action de défense contre I'attaque par D. reticulatum. Notre étude a révélé que la
consommation du tissu foliaire induit des changements de la teneur en certains acides aminés. Seraient-ils des
signaux de défense de la plante, en interaction avec les glucosinolates aliphatiques ? Pour y répondre, nous
proposons des cocktails de métabolites primaires associés a la progoitrine ou a la glucobrassicine, sur gels, afin
de tester leur appétence.

La limace grise est capable de se nourrir méme si les défenses naturelles de la plante sont mises en place,
et serait méme capable de les contrer grace a des subterfuges chimiques. Il est nécessaire de poursuivre ces
recherches, pour comprendre ces mécanismes de défenses, notamment I'origine tissulaire de la production
d’acide salicylique par la limace.
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