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RESUME

Depuis de nombreuses années, les méthodes de lutte contre les viroses transmises par pucerons
sur grandes cultures étaient principalement basées sur I'utilisation de solutions phytosanitaires a base de
néonicotinoides. Le retrait de cette famille chimique par I'Union Européenne a l'automne 2018 et
I"'absence de nouvelles solutions a relancé I'intérét de la communauté scientifique pour la caractérisation
de solutions alternatives impliquant entre autres des ressources génétiques. Ainsi, une gamme de
génotypes de blé, de colza et de betterave a été testée en conditions contrblées a I'aide d’'un ensemble
de dispositifs expérimentaux afin d’évaluer le potentiel de ce matériel génétique pour la lutte contre
I'infection virale. Plusieurs parameétres épidémiologiques ont ainsi été estimés pour chaque pathosystéme
: taux d’infection, qualité hote pour la production (antibiose) et le maintien (antixénose) de populations
de pucerons, et durée de latence lors de I'infection virale. Les données produites par cette étude mettent
en évidence les étapes du cycle infectieux pouvant constituer une cible pour la mise en place de nouvelles
stratégies de lutte dans un environnement agricole sans néonicotinoides.
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Introduction

La protection des cultures contre les maladies virales transmises par vecteurs aériens repose sur
des stratégies impliquant des pratiques adaptées (optimisation des dates de semis, gestion des
repousses...), I'utilisation de ressources génétiques (variétés tolérantes et résistantes aux virus) et/ou
I'application de produits phytosanitaires (insecticides) ou de bio-contrdle (huiles minérales, extraits de
plantes, micro-organismes...). Pour ce qui concerne la gestion des jaunisses virales sur céréales (jaunisse
nanisante de I'orge (JNO), D’Arcy and Burnett, 1995), sur colza (jaunisse du colza (JC), Stevens et al., 2005)
et sur betterave (jaunisse de la betterave (JB), Hauser et al., 2000) — trois viroses transmises par pucerons
selon le mode persistant (Brault et al., 2010) — I'absence de variété résistante et la faible efficacité des
pratiques culturales ont conduit les agriculteurs a privilégier l'utilisation de stratégies chimiques
(insecticides) pour limiter I'incidence de ces maladies sur leurs cultures. Aussi, depuis plus de vingt ans,
I"application d’insecticides a base de néonicotinoides (NNI) constituent un des principaux moyens de lutte
contre ces jaunisses avec en France pres de 20%, 80%, 25% et 98% des surfaces cultivées de blé, d’orge,
de colza et de betterave traitées par ces matiéres actives (Mc Namara et al., 2020 ; Hauer, 2016 ; ANSES,
2018). Cependant, dés 2013, la Commission Européenne a restreint l'utilisation de cette famille
d’insecticides en interdisant son utilisation dans les cultures attirant les abeilles, avec des exceptions pour
|'utilisation en serre, le traitement de certaines cultures apreés la floraison et pour les céréales d'hiver.
L'utilisation en plein champ de NNI sur blé, colza et betterave a été interdite a partir de 'automne 2018
(EFSA, 2018), ce qui a potentiellement augmenté I'exposition de ces cultures aux insectes et aux virus
gu’ils transmettent (Rivero, 2010). Dans le contexte d’une agriculture sans NNI, il convient donc de
réinvestir dans I'étude du cycle épidémiologique des maladies virales telles que les jaunisses des grandes



cultures, afin d’identifier de nouveaux leviers sur lesquels il serait possible d’agir pour maintenir, voire
améliorer, la protection des plantes.

Aussi, en s’appuyant sur les connaissances académiques relatives aux pathosystemes de la JNO,
de la JC et de la JB, différentes étapes clés du processus épidémique reposant sur des interactions virus-
hote (taux d’infection, accumulation virale et durée de la latence) et vecteur-h6te (antibiose et
antixénose) ont été identifiées comme cibles pour évaluer le potentiel d’'une gamme de génotypes de blé,
de colza et de betterave dans la lutte contre I'infection virale et sa propagation dans le compartiment
cultivé. A I'aide de dispositifs expérimentaux adaptés, ces parametres épidémiologiques ont été estimés
et seront utilisés pour déterminer si, et comment, certains de ces génotypes peuvent participer aux
futures stratégies de lutte contre les jaunisses virales transmises selon le mode persistant par pucerons,
dans une agriculture sans néonicotinoides.

Matériels et méthodes
Plantes, insectes et virus

Des génotypes de blé (vl a vl1, dont v10 comme génotype sensible de référence), de colza (DK
Exception (génotype sensible de référence), Architect et RGT Quizz) et de betterave (VY0 a VY10 dont VYO
comme génotype sensible de référence) ont été utilisés pour évaluer la résistance de ce matériel aux
jaunisses virales.

Les clones Rhopalosiphum padi RplA (collecté dans le département de I'Yonne en 2012) et Myzus
persicae Mp34 (Labonne et al., 1995) ont été utilisés pour réaliser les transmissions virales. Des élevages
de RplA et de Mp34 sont maintenus en chambre de culture (jour/nuit : 16h/8h, 25°C/20°C, RH : 40%) dans
des mini-cages en plexiglass en présence de plantes saines de blé cv. v10 (pour RplA), de colza cv. DK
Exception (pour Mp34) et de betterave cv. VYO (pour Mp34).

Les isolats PAV4 du virus de la jaunisse nanisante de I'orge (BYDV-PAV4 ; Chain et al., 2007), PS du
virus de la jaunisse du colza (TuYV-PS; isolé par E. Pichon et M. Souquet a partir de feuilles infectées
collectées dans le département de I’Ain en 2018) et itb2 du virus de la jaunisse modérée de la betterave
(BMYV-itb2 ; Hauser et al., 2000) ont été maintenus en présence de pucerons (RplA pour BYDV-PAV4,
Mp34 pour TuYV-PS et BMYV-ith2) sur blé (cv. v10), colza (cv. DK exception) et betterave (cv. VY0),
respectivement.

Production du matériel végétal pour les expérimentations

Différentes conditions de production de plantes ont été appliquées en fonction de I'espéce
végétale et de I'expérimentation. Ainsi, le blé a été semé en substrat neutre (vermiculite) dans des tubes
en plastique (2 cm de diamétre et 8 cm de long). Aprés semis, les plantes ont été maintenues en serre
(jour/nuit : 12h/12h, 24°C/20°C) pendant 8 jours avant d’étre utilisées. Le colza et la betterave ont été
semés sur terreau N2 (Neuhaus® Huminsubstrat N2, klasmann Deilmann, Geeste, Germany) en
barquettes (LxIxh: 13.4x12.2x4.9 cm) et maintenus en chambre de culture (jour/nuit: 12h/12h,
23°C/20°C) sous cloche pendant 3 jours. Les plantules de colza et de betterave ont été repiquées 5-7 jours
apres semis en pots individuels (TEKU® 7x7 cm et 9x9 cm) ou en plaques alvéolées (30 cavités, LxIxh :
30x25x7 cm) en fonction de la nature et de la durée totale des expérimentations. Apres repiquage, les
pots et plaques alvéolées ont été placés en chambre de culture (jour/nuit : 16h/8h, 25°C/20°C) pendant
7 jours avant leur utilisation dans les expérimentations.

Evaluation du taux d’infection

Des plantes agées de 8 (blé), 14 (betterave) et 12 (colza) jours ont été utilisées pour évaluer la
sensibilité d’'une gamme de génotypes (12 blés, 11 betteraves et 3 colzas) a I'infection virale par pucerons.
A l'aide d’un pinceau, 2 pucerons viruliferes de stade L,/Ls ont été déposés sur chacune des plantes du
dispositif. Afin d’assurer le maintien des pucerons sur les plantes pendant la période d’inoculation, un
systeme de confinement individuel, basé sur I'utilisation de sachets en plastique (pour le colza et la
betterave) ou de microtubes (pour le blé) a été mis en place sur chacune des plantes test. A la fin de la
période d’inoculation (4h pour le blé et la betterave, 2h pour le colza), les pucerons viruliferes ont été




retirés manuellement, les plantes ont été traitées a I'aide d’un insecticide (Pirimor® 0.1% v/v, Syngenta®,
Bale, Suisse) et transférées en chambre de culture pour une période de 3 semaines. A la fin de cette
période, les plantes ont été échantillonnées et leur statut sanitaire évalué par diagnostic sérologique
(Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay (ELISA)). L’ensemble du dispositif expérimental a été répliqué au
moins 2 fois pour chaque espéce végétale en utilisant des lots de 20 (blé et betterave) ou de 40 (colza)
plantes par génotype pour chacune des répétitions.

Evaluation de la fitness de pucerons

Des larves de R. padi RplA et de M. persicae Mp34 ont été obtenues par une synchronisation de
24h des élevages de pucerons sur blé cv. v10 (RplA), colza cv. DK Exception (Mp34) et betterave
cv. VYO (Mp34). Une larve L, a été déposée sur chacune des plantes tests dgées de 8 (blé), 14 (betterave)
et 12 (colza) jours. Les plantes ont ensuite été confinées individuellement sous des sachets en plastique
micro-perforés et maintenues en chambre de culture (jour/nuit : 16h/8h, 25°C/20°C) pendant 14 (blé), 13
(betterave) et 9 (colza) jours. A la fin de cette période, le nombre de pucerons présents sur chaque plante
a été compté. Ce dispositif expérimental a été répliqué 3 fois pour chaque espéece végétale en utilisant
des lots de 10 (blé et betterave) et 20 (colza) plantes pour chacune des répétitions.

Estimation de la dispersion virale

Un puceron virulifere Mp34/TuYV-PS de stade Li/Ly a été déposé au centre d’un dispositif
constitué par une plaque alvéolée (30 cavités) présentant des plantules de colza (1 plantule par cavité).
Ce dispositif a été maintenu en chambre de culture (jour/nuit : 16h/8h, 25°C/20°C) pendant 14 jours. A la
fin de cette période, le nombre de pucerons par plante a été compté avant d’appliquer un traitement
insecticide (Pirimor® 0,1% v/v) a 'ensemble du dispositif. Les plantes ont été maintenues en chambre de
culture pendant 3 semaines, puis leur statut sanitaire a été évalué par ELISA. Ce dispositif expérimental a
été répliqué 4 fois.

Estimation de la durée de latence

Des pucerons viruliferes Mp34/TuYV-PS de stade L,/Ls ont été déposés (5 pucerons/plante)
pendant 24h sur des plantes (n=40 par génotype) de colza (cv. RGT Quizz, cv. DK Exception, cv. Architect)
agées de 12 jours. A la fin de cette période d’inoculation, les pucerons ont été retirés manuellement. A5
dates aprés inoculation (3, 7, 10, 14 et 21 jours), des pucerons Mp34 sains de stade Li/Ls ont été confinés
pendant 24h sous des sachets en plastique sur 8 plantes précédemment inoculées et potentiellement
sources de virus. Ces plantes ont été qualifiée de plantes ‘sources’ pour le dispositif expérimental. A la fin
de cette période d’acquisition, les pucerons issus de chacune de ces plantes ‘sources’ ont été transférés
sur 10 plantes de colza cv. DK Exception saines dgées de 12 jours (2 pucerons/plante). Ces plantes ont été
qualifiées de plantes ‘tests’ pour le dispositif expérimental. Les plantes ‘tests’ ont été confinées en
présence des pucerons vecteurs sous des sachets en plastique pendant 24h avant d’étre traitées au
Pirimor® (0,1% v/v). L'ensemble des plantes ‘tests’ et les plantes ‘sources’ ont été maintenues en chambre
de culture pendant 3 semaines apres inoculation des plantes ‘tests’, puis leur statut sanitaire a été testé
par ELISA (plantes ‘tests’) ou par RT-PCR (plantes ‘sources'). L'ensemble du dispositif expérimental a été
répliqué 3 fois.

Caractérisation du statut sanitaire des échantillons

Les plantes échantillonnées pour la réalisation de diagnostics ELISA (Clark et Adams, 1977), ont
été broyées a l'aide d’une presse Polhane (MEKU®, Wennigsen, Allemagne). Pour les feuilles de blé, ce
broyage a été réalisé en présence de 400 pL de tampon de broyage (PBST (137 mM NaCl, 8 mM Na;HPO,,
12H,0, 2,7 mM KCl, 1,5 mM KH,PQ,4, 0,05% (v/v) Tween 20), 2% (w/v) polyvinylpyrrolidone 40T). Le
matériel végétal échantillonné pour la réalisation de diagnostics moléculaires (RT-PCR) a été conditionné
dans des microtubes stériles contenant 1 bille métallique (4 mm de diameétre) puis broyés a froid en
présence d’azote liquide, a I'aide du broyeur MM301 (Retsch, Hann, Germany).

Pour le test ELISA, les puits d’'une plaque de microtitration (NUNC, Maxisorp) ont été incubés a
37°C pendant 4h (TuYV) et 3h (BYDV et BMYV) en présence d’anticorps polyclonaux (TuYV (LOEWE®,




Sauerlach, Germany), BYDV-PAV (PAV52, H. Lapierre, INRA), BMYV (DSMZ, Braunschweig, Germany))
préalablement dilués (TuYV : 1/400 ; BYDV-PAV et BMYV : 1/1000) dans du tampon carbonate (15 mM
Na,COs, 35 mM NaHCOs, pH=9,6). Entre chaque étape, les plaques ont été lavées 3 fois avec du tampon
PBST. Pour la détection du BMYV, les puits ont été saturés (30 min a 37°C) par du tampon PBST
supplémenté par du lait écrémé 2% (w/v) avant le dépot des échantillons. Cent ul de jus brut ont été
déposés dans les puits et incubés une nuit a 4°C. Un anticorps couplé a la phosphatase alcaline (@-PA)
dilué (TuYV : 1/400 ; BYDV-PAV et BMYV : 1/1000) dans du tampon conjugué (tampon PBST, 2% (w/v)
d’ovalbumine) a été déposé et incubé 4h (TuYV), 3h (BYDV-PAV) et 1h (BMYV) a 37°C. Pour la détection
du BMYV, une étape supplémentaire consistant a incuber pendant 3h la plaque en présence d'un
anticorps secondaire dilué a 1/1000 dans du tampon conjugué a été réalisée avant 'ajout de I'anticorps
@-PA. Aprées un dernier lavage, 100 pL de diéthanolamine (1N, pH=9,8) contenant du p-
nitrophenylphosphate (1 mg/mL) ont été déposés dans les puits de la plaque. Aprés incubation a
température ambiante et a I'obscurité (2h (TuYV et BYDV-PAV) et 1h (BMYV)), les densités optiques ont
été mesurées a 405 nm (DOuyos) a I'aide d’un spectrophotomeétre (Multiskan™ FC ; Thermo Scientific™). Le
seuil de positivité du test a été fixé a deux fois la valeur de DQO4os des témoins sains avec une valeur
minimale de DO40s=0,1. Des gammes de dilution en série ont été réalisées a partir de fractions semi-
purifiées de BMYV-itb2 (391 ng/uL) et de BYDV-PAV4 (223 ng/ulL). Les fractions diluées obtenues ont été
utilisées lors des analyses sérologiques, conjointement aux échantillons a tester, de maniére a pouvoir
comparer les charges virales des échantillons.

Les ARN totaux de colza obtenus par broyage en microtubes ont été extraits a I'aide du kit
Monarch® Total RNA Miniprep Kit (New England Biolabs®, Ipswich, Massachusetts, USA). La présence de
TuYV dans ces échantillons a été testée a I'aide du kit One taq® One-step RT-PCR (New England Biolabs®)
selon les recommandations du fournisseur, une température d’élongation de 55°C et les amorces
CPBM+ (5’-atgaatacggtcgtgggtaggag-3’) et CPBM- (5'-ccagctatcgatgaagaaccattg-3’) (Hauser et al., 2000).
Apreés amplification de I'acide nucléique viral présent dans 1 pL d’extrait d’ARN total, 5 pL du mélange
réactionnel ont été analysés par électrophorése en gel d’agarose (1,5% w/v). Les amplifiats ont été révélés
en présence de bromure d’éthidium grace a un transilluminateur sous lumiére UV.

Analyses statistiques

Les données brutes ont été analysées a I'aide du logiciel R (R Core Team, 2020) via des tests de
Kruskal-Wallis (charge virale) et des modeéles linéaires généralisés (taux d’infection et fitness des
pucerons).

Résultats
Taux d’infection et accumulation virale

Le niveau de sensibilité de plusieurs génotypes de blé, de colza et de betterave a été évalué a
I'aide de protocoles d'inoculation standardisés permettant d’obtenir des taux d'infection de 68% (+/-4%)
pour le blé cv. v10, 64% (+/-3%) pour le colza cv. DK Exception et 25% (+/-15%) pour la betterave cv. VYO,
génotypes sensibles de référence utilisés pour chaque espéce vis-a-vis de son virus respectif (Fig. 1A).

Pour les pathosystémes blé/RplA/BYDV-PAVA4 et betterave/Mp34/BMYV-itb2, la mesure du taux
d’infection relatif (rins= taux d’infection du génotype testé / taux d’infection du génotype de référence)
varie de 0,80 a 1,05 pour les génotypes de blé et de 1,0 a 1,7 pour les génotypes de betterave (Fig. 1B).
L’analyse des taux d’infection relatifs obtenus pour le blé (p=0,40) et la betterave (p=0.69) ne montre pas
de différence significative entre les différents génotypes testés et le génotype de référence. L'analyse des
données associées aux génotypes de colza montre pour le génotype Architect (rini=0,39, p=3,2x10°) un
taux d'infection significativement plus faible que le génotype DK Exception et pour le génotype RGT Quizz
(rin,=0,91, p=0,354) un taux d'infection semblable au génotype de référence.

L'utilisation de gammes de dilutions réalisées a partir de fractions semi-purifiées de BYDV-PAV4
et de BMYV-itb2 a permis d’estimer par ELISA semi-quantitatif la charge virale des plantes de blé et de
betterave infectées (Fig. 2). Pour le blé, les génotypes v4 (reonc=0,60, p=5,5%1073), V7 (rconc=0,41, p=7,3x10°
") et v11 (reonc=0,57, p=9,3x10™) présentent une charge virale significativement plus faible que la référence




sensible v10 alors que le génotype v12 (reonc=1,27, p=3,1x102) accumule plus fortement le virus que le
génotype v10. Les autres génotypes testés ne montrent pas une accumulation virale significativement
différente du référent. Pour la betterave, seul le génotype VY10 (rconc=1,55, p=4x1023) présente une
accumulation virale significativement plus élevée que le génotype de référence VYO (Fig. 2).
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Figure 1. Taux d’infections obtenus lors de I'inoculation de génotypes de blé, de colza et de betterave de référence (A) et taux
d’infections relatifs (rinf) associés aux génotypes tests (B). Des séries de 20 (blé et betterave) ou de 40 (colza) plantes ont été
inoculées a I'aide de pucerons viruliferes selon un protocole d’inoculation standardisé. Trois semaines aprés retrait des pucerons
vecteurs, le statut sanitaire des plantes a été testé par ELISA. Taux moyens d’infection observés pour les génotypes de référence
cv. v10 (blé), cv. DK Exception (colza) et cv. VYO (betterave) (A). Taux d’infection obtenus pour les génotypes tests (cv. vl a v9, cv.
v11 et cv. v12 pour le blé ; cv. Architect et cv. RGT Quizz pour le colza ; cv. VY1 a VY10 pour la betterave), exprimés relativement
au taux d’'infection du génotype de référence (rinsy) (B). Les barres verticales représentent les écarts-types des données.
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Figure 2. Charge virale relative (rconc) associée aux génotypes tests. Des séries de 20 plantes ont été inoculées par des pucerons
viruliferes selon un protocole d’inoculation standardisé. Trois semaines aprés retrait des pucerons vecteurs, la charge virale
présente dans les plantes a été estimée par ELISA semi-quantitatif en utilisant des gammes de virus purifiés (isolats BYDV-PAV4
et BMYV-itb2). Les charges virales obtenues pour les génotypes testés (cv. vl av9, cv.vll et cv. v12 pourle blé, et cv. VY1 a VY10
pour la betterave) ont été normalisées (reonc) par rapport a la charge virale présente dans les plantes infectées des génotypes de
référence cv. v10 (blé) et cv. VYO (betterave). Les barres verticales représentent les écarts-types des données.

Fitness des pucerons

Le nombre de descendants produits a partir d’un puceron aptere non virulifére permet d’accéder
a des informations relatives au comportement de cet insecte. Ainsi, ce parametre a été mesuré pour le
clone Mp34 de M. persicae sur colza (cv. DK Exception) et sur betterave (cv. VYO0), et pour le clone RplA
de R. padi sur blé (cv. v10). Dans les conditions expérimentales utilisées, le génotype de référence pour
chaque espéce végétale permet d’obtenir a partir d’une larve L; fondatrice, 18 (+/-1,6) pucerons pour le
blé, 19 (+/-1,1) pour le colza et 14 (+/-2,4) pour la betterave) (Fig. 3A).

L'analyse des données associées aux génotypes de blé montre une diminution globale du nombre
de pucerons produits pour les différents génotypes testés (Fig. 3B) et une diminution significative de ce
parameétre pour les génotypes v1 (rs=0,52, p=2,2x107) et v11 (r=0,53, p=4,4x10). Sur colza, le nombre
de pucerons M. persicae produits a partir de I'individu fondateur n’est pas significativement différent
entre les génotypes (p=0,2). Enfin, pour les génotypes de betterave VY2 (rs=1,47, p=0,065), VY6 (ra=1,52,




p=4x102?) et VY10 (rs=1,64, p=1,4x1072), les pucerons sont significativement plus nombreux que sur le
référent VYO, suggérant de porter une attention particuliére a ces 3 génotypes quant a leur impact sur
I’'abondance du puceron M. persicae. Seul le génotype VY4 (r#=0,65, p=0,089) présente une légére
tendance a réduire le nombre de puceron produit a partir de I'individu fondateur.
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Figure 3. Nombre de pucerons produits par une larve L; fondatrice sur différents génotypes de référence (A) et sur génotypes
tests (B). Des larves de pucerons (L;) agées de 1 jour ont été utilisées comme individus fondateurs et placées sur des plantes (10
pour le blé et |a betterave, 20 pour le colza) afin de mesurer la taille de la population produite apres 14 (blé), 13 (betterave) et 9
(colza) jours. Tailles moyennes des populations obtenues pour les génotypes de référence cv. v10 (blé), cv. DK Exception (colza)
et cv. VYO (betterave) (A). Nombre d’individus observés en fin d’expérimentation pour les génotypes tests (cv. vl av9, cv. vll et
cv. v12 pour le blé ; cv. Architect et cv. RGT Quizz pour le colza ; cv. VY1 a VY10 pour la betterave), exprimé relativement (Rfit) au
nombre de pucerons observés sur le génotype de référence (B). Les barres verticales représentent les écarts-types des données.

Dispersion virale

Une estimation de la dispersion des pucerons et du virus qu’ils transmettent a été réalisée pour
les trois génotypes de colza étudiés. Aprés 14 jours de présence dans le dispositif, le puceron fondateur
(apporté au stade Ls/L4) et sa descendance ont colonisé environ la moitié des plantes disponibles (de 48%
a 55%) avec en moyenne de 7.6 a 12.7 individus par plante selon les génotypes de colza étudiés (Tableau
1, colonnes ? et ?). Les différences mesurées entre les trois génotypes testés sont significatives pour la
capacité de M. persicae a coloniser les plantes du dispositif (p=1,1x102). Toutefois, le nombre d’individus
produit par plante colonisée est comparable entre les génotypes testés (p=0,501). Ces résultats suggérent
que le clone de M. persicae utilisé ne se comporte pas de la méme maniére sur ce matériel biologique
quant a sa mobilité (antixénose) alors que sa capacité a passer du stade L; au stade adulte et a produire
de nouvelles larves sur les plantes colonisées (antibiose) est équivalente sur ces trois génotypes.

Le statut virulifere du puceron apporté au début de I'expérience permet de compléter
I’observation de la colonisation des plantes par une analyse de I'état sanitaire de ces derniéres. Les taux
de transmission calculés pour I’'ensemble des plantes du dispositif (Tableau 1, colonne €) et pour les seules
plantes colonisées par au moins un puceron (Tableau 1, colonne ¢) illustrent la bonne installation du virus
dans le dispositif expérimental pour les génotypes DK Exception et RGT Quizz pour lesquels plus de 35%
de I'ensemble des plantes du dispositif et plus de 60% des plantes colonisées par au moins un puceron
ont été infectées. Pour le génotype Architect, le taux d’infection se limite a 4.8% des plantes colonisées,
ce qui suggére que la pression imposée pendant 14 jours par le puceron viruliféere et sa descendance aux
plantes Architect colonisées n’a pas permis une installation efficace du virus dans le dispositif
expérimental.

L'observation de plantes colonisées au temps défini par la fin de I'expérimentation ne représente
gu’une donnée ponctuelle des événements ayant eu lieu entre I'apport du puceron fondateur et
I’observation de chacune des plantes du dispositif. Aussi, des plantes non colonisées au 14°™ jour de
I’expérience ont pu étre visitées par un puceron virulifére sans que ce dernier n’y établisse de colonie. En
effet, environ 15% des plantes non colonisées ont été infectées (Tableau 1, colonne ©) pour les génotypes
DK Exception (10/67) et RGT Quizz (19/112), indiquant la présence temporaire (et I'alimentation) de
pucerons viruliféres sur ces plantes au cours de I'expérimentation. Toutefois, aucune des 59 plantes de
cv. Architect non colonisées n’a été infectée.




Tableau 1. Efficacité de colonisation d’un dispositif multi-plantes par un puceron virulifere

) Colonisation du b Transmission (%)
Génotype di itif (%) ° Puceron/plante
ISPOSILIT {0 Par dispositif¢  Par plante colonisée ¢  Par plante non colonisée ©
DK Exception 48,0 (+/-6,3) 12,7 (+/-2,0) 35,8 (+/-3,2) 62,9 (+/-4,2) 14,9 (10/67)
RGT Quizz 49,1 (+/-3,9) 9,1(+/-0,5) 42,4 (+/-2,6) 65,7 (+/-1,7) 17,0 (19/112)
Architect 54,7 (+/-6,1) 7,6 (+/-0,7) 3,0 (+/-0,5) 4,8 (+/-0,9) 0,0 (0/59)

3: pourcentage de plantes colonisées par au moins un puceron a la fin de I'expérimentation (i.e. 14 jours apres apport du puceron virulifére initial)

b: nombre calculé a partir des plantes colonisées par au moins un puceron 3 la fin de I'expérimentation

¢: taux de transmission calculé sur la base du nombre total de plantes dans le dispositif expérimental (i.e. 30 plantes)

d: taux de transmission calculé en considérant uniquement les plantes colonisées par au moins un puceron en fin d’expérimentation

e; pourcentage calculé en regroupant I'ensemble des plantes non colonisées des différentes répétitions pour chaque génotype

Les données 2 ® et dsont présentées en pourcentage (+/- erreur standard). Les données © sont présentées en pourcetage (nombre de plantes
infesctées/nombre de plantes non colonisées sur I'ensemble des dispositifs)

Durée de latence

La mesure du taux d’infection de plantes tests inoculées en utilisant comme source de virus des
plantes dont i) le statut sanitaire ‘infecté’ est validé et ii) la période d’infection varie de quelques jours a
plusieurs semaines permet d’accéder a des éléments importants de la dynamique de sortie de latence
associée au modeéle héte/virus testé. Dans le cadre de I'étude du pathosystéme colza/M. persicae/TuYV,
I’ensemble des plantes ‘sources’ du dispositif a été testé a posteriori par RT-PCR (données non illustrées)
de maniére a conserver uniquement les données associées aux plantes ‘sources’ infectées. Les taux de
transmission obtenus pour le génotype de référence (cv. DK Exception) augmentent de 24,8% (+/-1,1%) a
70,0% (+/-6,3%) entre le 3éme et le 21éme jour aprés inoculation des plantes ‘sources’ (Fig. 4).
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Figure 4. Transmission du TuYV-PS par pucerons a partir de colza ‘sources’. Des lots de 8 colzas infectés depuis 3, 7, 10, 14 et 21
jours ont été utilisés comme sources d’inoculum pour la transmission du TuYV-PS par pucerons a des plantes tests sensibles (cv.
DK Exception). A partir de chaque plante source (cv. Architect, cv. RGT Quizz et cv. DK Exception), 10 plantes tests (cv. DK
Exception) ont été inoculées. Trois semaines aprés retrait des pucerons vecteurs, le statut sanitaire des plantes tests a été évalué
par ELISA. Les droites de régression sont ajustées sur les taux de transmission obtenus a 3, 7 10 et 14 jours (et 21 jours pour cv.
DK Exception). Les durées d’infection requises pour assurer 50% du taux maximal de transmission sont interpolées pour chaque
génotype (triangle noir sur la droite de régression correspondante). La procédure expérimentale a été répétée 3 fois pour chaque
génotype. Les barres verticales représentent les écarts-types des données.

Les taux de transmission obtenus pour le cv. RGT Quizz augmentent de 31,4% (+/-1,3%) a 71,0%
(+/-7,7%) pour des plantes ‘sources’ infectées depuis 3 a 21 jours et sont comparables (J3, J14 et J1) ou
supérieurs (J7 (p=3,2x10%) et J14 (p=1,4x1072)) a ceux associées au cv. DK Exception. L’utilisation du cv.
Architect comme source virale réduit significativement les taux de transmission (de 1,9% (+/-0,2%) pour
J3 (p=7,6%10®) & 29,3% (+/-7,6%) pour J,1 tout en conservant une pente de sortie de latence proche de
celle observée pour les autres génotypes testés. Enfin, le plateau observé dans les taux de transmission
obtenus a partir des plantes ‘sources’ infectées depuis 14 et 21 jours indique, pour RGT Quizz et Architect,
I'existence a partir de Ji4 d’une valeur source maximale (environ 70% pour RGT Quizz et 30% pour
Architect). Pour cv. DK Exception, un tel plateau n’a pas été atteint dans la fenétre d’observation (J3 a J,1).
En considérant une progression linéaire de la valeur source des plantes infectées entre le 3®™ et |e 14°™¢
jours aprés inoculation pour cv. RGT Quizz et cv. Architect (R?=0.96 et R?=0.92, respectivement) et entre
le 3™ et le 21°™ jours apreés inoculation pour cv. DK Exception (R?=0.90), le temps requis pour atteindre
un niveau d’infection permettant une transmission équivalente a la moitié de la valeur source maximale
observée correspond a 7,8 jours pour cv. DK Exception, 4,8 jours pour cv. RGT Quizz et 9,3 jours pour cv.
Architect (Fig. 4).

Discussion

Cette étude des interactions virus-vecteur-h6te, conduite simultanément sur trois
pathosystemes, s’inscrit dans le cadre du projet Ecophyto Il « ABCD de la protection contre les viroses
transmises par les pucerons : biocontrole et variétés ». L'objectif de ce projet, dont le terme est prévu
pour I'automne 2021, est d’évaluer le potentiel d’'une gamme de génotypes et de solutions de biocontrole
pour la lutte contre les jaunisses virales en I'absence de néonicotinoides. A ce jour, seule une partie des
données relatives a I'évaluation des génotypes de blé, de colza et de betterave ont été obtenues (cf. ci-
dessus). Le pathosystéme pour lequel les travaux en cours ont produit le plus de données correspond au
pathosystéme colza/M. persicae/TuYV pour lequel les mesures de taux d’infection, d’accumulation virale,
d’antibiose, d’antixénose et de latence virale dans I’h6te sont disponibles. L’interprétation qui suit sera
donc focalisée sur les résultats associés a ce pathosystéme, et laissera temporairement en suspens (dans
I'attente de la suite des expérimentations) I'analyse des résultats obtenus sur les deux autres
pathosystémes (i.e. blé/R. padi/BYDV et betterave/M. persicae/BMYV).



La premiéere étape de I'infection d’une parcelle correspond a I'arrivée du virus (infection primaire).
Bien que ce paramétre ne représente généralement qu’une petite partie du processus épidémique global
dans une parcelle (Lindblad and Sigvald, 2004), ces premieres plantes infectées permettent par la suite la
propagation de la maladie au sein de la culture (infections secondaires). Le faible niveau de sensibilité du
cv. Architect par rapport a la référence cv. DK Exception devrait permettre de réduire d’environ 2,5 fois le
succes des infections primaires. En complément de l'arrivée de pucerons viruliferes issus de
I’environnement (dont la fréquence peut varier dans |'espace et le temps; Fabre et al.,, 2003), la
propagation de la maladie au sein de la parcelle dépend des dynamiques de populations des pucerons
colonisateurs et des sorties de latence des plantes infectées. Si les mesures relatives aux interactions
colza/M. persicae produites au cours cette étude n’ont pas permis de mettre en évidence de différentiel
d’antibiose (nombre d’individus produits) entre les génotypes de colza testés, elle indique un différentiel
d’antixénose : les pucerons coloniseraient plus efficacement (environ 1,14 fois plus) un environnement
constitué de plantes Architect qu’un environnement constitué de plantes DK Exception. Cette légere
augmentation de la capacité a coloniser les plantes du génotype Architect semble s’accompagner d’un
comportement nomade plus faible, comme l'indique I'absence de plantes infectées non colonisées (ces
derniéres reflétant un déplacement des insectes sans installation sur les plantes visitées).

La dynamique de sortie de latence et la valeur source de la plante infectée different
significativement pour le cv. Architect par rapport aux deux autres génotypes testés. Ainsi, la valeur source
maximale d’une plante de colza cv. Architect est réduite d’un facteur proche de 2,3 (comparaison des
potentiels maximaux observés a J,1) et le délai requis pour atteindre 50% de sa valeur source maximale
est allongé de 1,5 a 4,5 jours. Ces variables épidémiologiques influencent directement la vitesse globale
de propagation du virus entre les plantes d’une parcelle. Ainsi, bien que M. persicae colonise légérement
plus efficacement un ensemble de plantes cv. Architect, ce génotype devrait réduire non seulement le
nombre d’infections primaires dans les parcelles a I'automne (taux d’infection plus faible) mais surtout
I’extension secondaire des foyers d’infection en parcelle cv. Architect (valeur source plus faible et latence
plus longue). Ces propriétés devraient ainsi conduire au maintien d’une plus grande proportion de plantes
saines au sein des parcelles, conférant a cv. Architect une forte plus-value dans la lutte contre la jaunisse
sur colza par rapport aux variétés sensibles (e.g. cv. DK Exception). Il reste a évaluer i) le comportement
de ce génotype face a des pressions virales différant par leur intensité, leur fréquence et leur durée
(reflétant les multiples vols de pucerons ailés a I’lautomne), et ii) la durabilité du phénotype de résistance
partielle du cv. Architect face a la diversité génétique du TuYV et a son potentiel adaptatif. Enfin, la
préservation des ressources génétiques peut également étre optimisée en identifiant des solutions
alternatives basées sur la performance de produits de biocontrdle. C'est sur cet axe de recherche que se
positionneront également les prochaines étapes du projet ABCD-B.
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