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Résumé

Afin de limiter I'impact négatif des ravageurs sur les plantes cultivées, des agents de lutte
biologique sont souvent introduits sous abris. Or, des interactions peuvent apparaitre entre
eux, comme la prédation intraguilde, et modifier I'efficacité de la lutte biologique. De plus, les
défenses directes des plantes hotes peuvent perturber I'efficacité des ennemis naturels. La
guestion se pose donc de savoir s’il est possible de limiter les interactions négatives entre
ennemis naturels et I'impact de la plante hote sur leur développement. Pour répondre a cet
objectif, afin d’optimiser la lutte biologique contre I'acarien Tetranychus urticae, ravageur tres
problématique, nous avons considéré deux cultivars de tomates caractérisés par des densités
en trichomes et des concentrations en composés secondaires contrastées, I'acarien prédateur
Phytoseiulus macropilis et Macrolophus pygmaeus, punaise prédatrice souvent employée
pour lutter contre les aleurodes. Au cours d’essais conduits en serre, P. macropilis a permis de
réguler T. urticae sans différence entre les deux cultivars, alors qu’en microcosmes le taux
d’oviposition de P. macropilis a été supérieur sur le cultivar ayant la densité en trichomes non
glandulaires la plus élevée. La consommation d’ceufs de P. macropilis par M. pygmaeus en
microcosmes n’a pas été observée en serre. Les interactions entre arthropodes se sont
également traduites par une agrégation supérieure des T. urticae en présence des deux
prédateurs et de P. macropilis en présence de M. pygmaeus. Avant de proposer P. macropilis
comme nouvel agent de lutte biologique, d’autres essais devraient prendre en compte la

présence d’autres ravageurs sur les interactions entre les deux prédateurs.

Mots-clés : Lutte biologique, Tetranychus urticae, Phytoseiulus macropilis, Macrolophus

pygmaeus, prédation intraguilde, trichomes, défenses directes, tomate






Abstract

To suppress pest populations to such levels that damage to the crop is minimized, multiple
biological control agents are often introduced in greenhouses. However, negative interactions
among them, such as intraguild predation, might appear that can decrease the efficiency of
the plant protection strategy. Furthermore, plant direct (physical or chemical) defenses have
a negative impact on the pests but might also have an impact on the natural enemies.
Therefore, the question is whether it is possible to limit the negative interactions among
biological control agents and the influence of the crop on the behavior and development of
the natural enemies. To optimize biological control of Tetranychus urticae, a very problematic
pest in tomato greenhouses, the efficiency of the predatory mite Phytoseiulus macropilis was
tested on two cultivars with different trichome densities and concentrations of secondary
compounds, in presence or absence of Macrolophus pygmaeus, a mirid often used to regulate
whitefly populations. During two years, under greenhouse conditions, P. macropilis well-
controlled the population of T. urticae. There was no evidence of intraguild predation between
the two predators, but in the presence of M. pygmaeus, P. macropilis tended to have a more
clumped spatial distribution. However, in microcosms, M. pygmaeus fed on P. macropilis eggs.
Moreover, P. macropilis laid significantly more eggs on the tomato cultivar with the highest
density of non-glandular trichomes, but this result was only observed in microcosms. The
different dynamics indicate that the effectiveness of the two predators depends on many

parameters, and potentially on the presence of other prey and predators.

Keywords: biological control, Tetranychus urticae, Phytoseiulus macropilis, Macrolophus

pygmaeus, intraguild predation, trichomes, natural defenses, tomato
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Introduction générale

1. Lutte contre les arthropodes phytophages

La découverte des produits de synthése dans le domaine de la protection des plantes dans les
années 50 a été suivie d’une utilisation systématique de ces produits. L’apparition de
résistances au sein des organismes combattus et les effets néfastes sur la santé et
I’environnement ont abouti a la remise en cause de ce type de lutte et au développement du
concept de la production intégrée. « La production intégrée est un systéeme agricole de
production d'aliments et autres produits de haute qualité, systéme qui utilise des ressources
et des mécanismes de régulation naturels pour remplacer des apports dommageables a
I'environnement et qui assure a long terme une agriculture viable » (El Titi et al., 1993). Cet
objectif de production doit s’"accompagner d’une connaissance accrue de tous les processus
liés a la plante, pour optimiser les rendements en limitant les intrants chimiques ou les
interventions perturbatrices et s’inscrire dans le concept de I'agriculture durable.

Dans ce contexte de production intégrée, la gestion des ravageurs fait intervenir 'ensemble
des pratiques permettant de limiter le développement des phytophages. Une des méthodes
de protection des cultures se réfere a la lutte biologique. Elle est définie par le recours a des
organismes vivants pour gérer les populations d’espéces nuisibles (van Lenteren, 2007). Les
différents agents utilisés sont des macro-organismes (insectes, nématodes) et micro-
organismes (virus, bactéries ou champignons). L'utilisation de médiateurs chimiques
(phéromones) et de substances naturelles d’origine végétale, minérale ou animale est parfois
aussi considérée comme lutte biologique ou comme méthodes de biocontrole (Suty, 2010).
Dans un objectif de production, la lutte biologique s’est particulierement développée sous
abris. La serre constitue en effet un milieu dans lequel la maitrise des paramétres
environnementaux permet le développement d’agents de lutte biologique. En serre,
I'utilisation d’agents de lutte s’effectue essentiellement selon deux stratégies: la lutte
biologique est dite inoculative lorsqu’il y a un lacher d’un nombre restreint d’agents de lutte
et que leur multiplication permettra de contréler les organismes cibles ; elle est dite
inondative lorsqu’il y a un lacher d’agents de lutte en nombre suffisamment important pour
gu’ils maitrisent la cible directement. Quelle que soit la stratégie, la lutte biologique peut étre

mise en place relativement facilement (van Lenteren, 2000) dés qu’un ou des ravageurs sont



détectés car I'introduction des agents de lutte peut se faire dés le début des contaminations.
La lutte biologique peut étre aussi préventive si certains prédateurs sont introduits dans les
cultures avant I’arrivée du ou des ravageurs.

Parmi ces différentes stratégies de la lutte biologique, I'utilisation de macro-organismes tels
qgue les prédateurs et les parasitoides est efficace et utilisée depuis de nombreuses années
(van Lenteren, 2012; Bale et al., 2008). Pour obtenir une efficacité optimale de la lutte
biologique, c’est-a-dire maintenir les ravageurs en dessous du seuil de nuisibilité, sans impact
sur le rendement, différents facteurs sont a prendre en compte dont les conditions
environnementales. Les parameétres environnementaux (température moyenne, alternance
jour nuit, photopériode, hygrométrie, etc.) sont en effet déterminants pour I'efficacité d’un
ennemi naturel (van Lenteren, 2012). Cependant, d’autres facteurs liés aux agents de lutte
introduits et aux interactions avec la plante cultivée peuvent aussi conditionner le succés de

la lutte biologique.

2. Interactions entre agents de lutte biologique

Pour limiter le développement d’un ravageur dans une culture sous serre, l'introduction de
plusieurs agents de lutte biologique devrait améliorer I'efficacité de la lutte biologique. La
théorie prédit en effet que la suppression des proies est supérieure lorsque plusieurs
prédateurs se partagent la ressource en ayant un mode de fonctionnement différent (Werling
et al., 2012; Straub et Snyder, 2008). Une synergie peut apparaitre mais des interactions
négatives sont aussi possibles entre les ennemis naturels. Différentes interactions ont été
définies comme la compétition, la prédation ou le parasitisme, le commensalisme, et
I’'amensalisme (Polis et al., 1989). La prédation intraguilde (IGP) qui est une interaction
considérée aujourd’hui commune dans différents écosystéemes (Rosenheim, 2007; Arim et
Marquet, 2004) associe la compétition pour une ressource partagée par deux ennemis
naturels et la prédation de I'un ou des deux ennemis naturels sur I'autre. L'IGP peut modifier
I’efficacité d’un ennemi naturel sur un ravageur et ainsi |'efficacité de la lutte biologique
(Rosenheim et al., 1995). L'IGP est une interaction intervenant entre deux prédateurs ou un
prédateur et un parasitoide. Lorsqu’il y a IGP entre un prédateur et un parasitoide, le
parasitoide est la proie intraguilde qui sera consommée par le prédateur intraguilde lorsque

celui-ci consommera la proie partagée (Sohrabi et al., 2013; Snyder et Ives, 2001). Par
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exemple, le prédateur Anthocoris nemorum, prédateur du puceron Myzus persicae consomme
des larves du parasitoide Aphidius colemani lorsque le puceron est hote d’'une larve du
parasitoide (Meyling et al., 2004). La prédation intraguilde est une interaction qui a été aussi
observée entre deux parasitoides (Yano, 2005).

En présence de deux prédateurs, I'lGP peut étre unilatérale lorsqu’un prédateur consomme
I'autre prédateur qui est alors la proie intraguilde mais elle peut aussi étre bilatérale lorsque
chaque prédateur consomme l'‘autre. La prédation intraguilde apparait souvent entre
prédateurs au sein d’'une méme espece ou entre especes différentes. Par exemple, le puceron
du soja est la proie de la coccinelle Harmonia axyridis et de la cécidomyie Aphidoletes
aphidimyza. H. axyridis est aussi prédateur intraguilde de A. aphidimiza (Gardiner et Landis,
2007). LUIGP unilatérale est une interaction communément observée entre acariens
prédateurs phytoséiides (Cakmak et al., 2006 ; Schausberger et Croft, 2000a, 2000b). Par
exemple, I'acarien prédateur Phytoseiulus persimilis est une proie intraguilde du prédateur
intraguilde Amblyseius andersoni, les deux phytoséiides étant prédateurs de I'acarien
phytophage T. urticae (Strodl et Schausberger, 2012; Schausberger et Croft, 2000a, 2000b).
Lorsque I'lGP est bilatérale, la suppression des proies est inférieure a celle obtenue par un des
prédateurs utilisé seul. Lorsque I'lGP est unilatérale, la théorie prédit que si le prédateur
intermédiaire, la proie intraguilde, a une efficacité supérieure au prédateur intraguilde sur la
suppression de la proie partagée, un équilibre pourrait étre atteint avec le maintien des deux
prédateurs et de la proie partagée (Vance-Chalcraft et al., 2007 ; Holt et Polis, 1997).
Cependant, un certain nombre de facteurs conditionnent la probabilité et I'intensité de I'lGP.
Les caractéristiques des prédateurs et en particulier leur mode de vie peuvent influencer
I'apparition de I'lGP. Un prédateur généraliste peut se développer sur différentes sources de
nourriture et en absence de ses proies phytophages, son caractére généraliste rend possible
une IGP en présence d’un autre ennemi naturel (Pilkington et al., 2010). Lorsque les deux
prédateurs sont omnivores, une IGP bilatérale peut s’établir mais étre variable en fonction des
stades de développement en présence. Par exemple, les deux mirides Diciphus tamaninii et
Macrolophus caliginosus peuvent étre prédateurs ou proies intraguildes selon leur stade de
développement. Pour des prédateurs omnivores, I'intensité de I'lGP dépendra aussi de I'état
de satiété des especes et donc de la plante hote ainsi que de la présence de proies extraguildes
alternatives susceptibles de nourrir les prédateurs (Lucas et al., 2009). En théorie, une densité

faible de proies partagées devrait aboutir a la disparition du prédateur intraguilde, le
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prédateur le moins efficace, et une forte densité de proies extraguildes a la disparition de la
proie intraguilde (Muller et Brodeur, 2002; Holt et Polis, 1997). La réalité est plus complexe.
En présence d’une forte densité de proies partagées extraguildes réparties de facon
homogene sur la plante, les mouvements des prédateurs sont minimisés. Leur probabilité de
rencontre est donc faible avec pour conséquence un faible taux de prédation intraguilde
(Gagnon et al., 2014).

Au-dela du degré de spécialisation des prédateurs, le comportement de recherche de proies
par les prédateurs est un facteur important pouvant impacter I'lGP. Sur la papaye Carica
papaya, les prédateurs Stethorus siphonulus et P. macropilis sont des prédateurs du ravageur
T. cinnabarinus. lls ont un comportement de recherche actif permettant normalement de
réguler la population du ravageur. Cependant, en présence de Nesticodes rufipes, araignée
prédatrice ayant un comportement « sit and wait », la régulation de T. cinnabarinus par S.
siphonulus est perturbée car le coléoptére est alors une proie de N. rufipes (Rosenheim et al.,
2004). 1l semble donc qu’en présence de plusieurs prédateurs, des comportements
d’évitement et des modifications de la répartition spatiale des arthropodes sur la plante héte
peuvent limiter la probabilité d’IGP. Les comportements d’évitement sont souvent
conditionnés a la présence de signes de prédation. Par exemple, l'acarien Neoseiulus
cucumeris, proie intraguilde de l'acarien Iphiseius degenerans, peut détecter des signes
révélateurs de la présence de son prédateur et modifier en conséquence son oviposition et sa
distribution spatiale pour réduire le risque d’IGP (Choh et al., 2010). Magalhes et al. (2005)
montrent aussi que N. cucumeris peut percevoir les composés volatils associés a la
consommation de thrips, la proie partagée, par Orius laevigatus, le prédateur intraguilde. N.
cucumeris réduit alors sa consommation de thrips, mais plus généralement, évite les sites ol
est présent O. laevigatus. Plus généralement, par leur comportement anti-IGP, les femelles de
certaines especes prédatrices peuvent influencer la probabilité d’IGP en essayant de
minimiser les risques de prédation pour leur descendance. Walzer et Schausberger (2011)
distinguent trois sortes de comportement anti-IGP pour les phytoséiides P. persimilis, N.
californicus et A. andersoni : tuer le prédateur intraguilde, retarder I'oviposition et éviter les
sites d’oviposition a haut risque d’IGP. Pour résumer, I'utilisation de différents agents de lutte
biologique ne signifie pas obligatoirement une meilleure régulation du ou des ravageurs
cibles. Des interactions comme I'lGP peuvent apparaitre entre agents de lutte biologique qui

ont, sous certaines conditions, une influence négative sur I'efficience de la lutte biologique.

4



3. Impact de la plante hote sur la lutte biologique

Grace a des défenses physiques et chimiques, directes et indirectes, les plantes limitent
I'impact négatif que peuvent avoir les ravageurs sur leur croissance et leur reproduction. Les
défenses directes sont physiques lorsqu’elles sont constituées de différentes structures
situées sur les organes de la plante ou font référence a I'architecture de la plante. Les
défenses directes sont chimiques lorsque des composés secondaires stockés dans les organes
de la plante génent le comportement ou le développement des ravageurs. Les défenses
indirectes quant a elles se traduisent le plus souvent par I’'émission de composés volatils qui
attirent les ennemis naturels du ravageur lorsque la plante est attaquée par un arthropode
phytophage (War et al., 2012; Dicke et Baldwin, 2010; Kessler et Baldwin, 2001; Vet et Dicke,
1992).

Les défenses directes peuvent aussi avoir un impact sur les ennemis naturels. Elles peuvent
perturber le développement, la reproduction, le comportement, la recherche de proies, la
localisation des proies ou hoétes, le nombre de proies consommées et donc I'efficacité de la
lutte biologique. En effet, les défenses directes physiques (cires, épines, poils, trichomes et
domaties) peuvent avoir un impact négatif, neutre ou positif sur les ennemis naturels.
Eigenbrode et Jetter (2002) ont montré que la cire secrétée par |'espece Brassica oleracea
pouvait géner le maintien de la coccinelle Hippodamia convergens sur la plante. A I'opposé,
les domaties qui sont constituées par un regroupement de poils ou de trichomes a la surface
de la plante, peuvent avoir un effet positif sur les ennemis naturels. Sur le coton (Gossypium
hirsutum), elles protégent les ceufs des punaises Geocoris du parasitisme (Agrawal et al., 2000)
et sur la vigne, les domaties protégent le phytoséiide A. andersoni de la prédation par la
coccinelle H. variegata et par la punaise O. insidiosus (Norton et al.,, 2001). L'impact des
défenses physiques sur les ennemis naturels semble donc trés variable en fonction des
espéces de plantes et d’arthropodes.

Les défenses chimiques peuvent aussi avoir un impact négatif, neutre ou positif sur les
ennemis naturels. Les composés toxiques sont stockés dans des tissus de la plante ou dans de
petits organes tels que des vésicules a la surface des feuilles, dans des laticiféres ou dans les
vacuoles (Arnason, 2010). Ces composés ingérés sont stockés par I'arthropode phytophage.
Lorsque le prédateur mange le ravageur, il peut donc étre impacté par ces composés toxiques.

L'effet pourra étre répulsif ou se traduire par une intoxication avec des conséquences sur le



développement ou la reproduction de I’ennemi naturel. Ainsi, de nombreuses especes de
Lépidopteres sont capables de séquestrer des composés toxiques de différentes classes
(terpénes, composés phénoliques et composés azotés dont des alcaloides) provenant de leur
plante hote et se défendent contre les ennemis naturels (Nishida, 2002). Mais certaines
espéces de plantes ont un effet sur le phytophage sans qu’il y ait répercussion sur I'ennemi
naturel. Le cultivar '54H55’ de la luzerne cultivée provoque une diminution de la valeur
adaptative du puceron Acyrtosiphon kondoi comparé aux autres cultivars sensibles. Or, cette
« résistance » de la plante n’a aucun effet sur les prédateurs du puceron (Giles et al., 2002). ||
est méme possible d’observer un effet positif de la plante sur la consommation de proies par
un ennemi naturel. Un ennemi naturel omnivore peut augmenter la prédation des proies
phytophages pour ne pas avoir a se nourrir de la plante et ingérer des tissus contenant des
composés toxiques (Janssen et al., 2003; Agrawal et al., 1999). L'impact de la plante sera alors

positif sur la suppression des proies et donc sur la lutte biologique.

4. Impact des trichomes sur la lutte biologique

Parmi les défenses directes, la présence de trichomes peut représenter pour une plante hote
un systeme de défenses physique et chimique contre certains ravageurs, et avoir aussi un
impact sur les ennemis naturels. Les trichomes sont des appendices épidermiques semblables
souvent a des poils dont la forme et la taille varient en fonction des espéces (Glas et al., 2012;
Werker, 2000). lls sont unicellulaires ou multicellulaires et peuvent étre glandulaires ou non.
Les trichomes non glandulaires sont présents a la surface des organes aériens de la plupart
des Angiospermes alors que les trichomes glandulaires ne sont observés que sur environ 30 %
des plantes vasculaires (Wagner, 2004). Contrairement aux trichomes non glandulaires, les
trichomes glandulaires possédent des vésicules situées a leur extrémité qui renferment des
composés chimiques variables en fonction des familles et des espéces de plantes hotes. Ces
composés appartiennent aux groupes des terpénoides, des phénylpropeénes, des phénols, des
flavonoides, des méthylcétones, des sucres acylés ou sont des protéines défensives (Glas et
al., 2012; Schilmiller et al., 2008).

Par leur action physique, les trichomes non glandulaires peuvent limiter I'impact des
ravageurs sur leur plante hote (Kishaba et al., 1992; Levin, 1973). Cette action physique se

traduit par une colonisation moindre de la plante héte, une diminution de la reproduction et
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éventuellement une mortalité accrue des arthropodes phytophages, en particulier aux
premiers stades larvaires. Ceci a pour conséquence une diminution des dégats observés
(Levin, 1973). L'impact des trichomes non glandulaires est d’autant plus marqué que leur
densité sur les feuilles est importante. Par exemple, la résistance du soja a la cicadelle
Empoasca fabae est corrélée a la pubescence de la plante : moins d’ceufs sont déposés sur les
cultivars ayant une densité de trichomes élevée et moins de larves atteignent le stade adulte
(cité dans Levin, 1973). De méme, la résistance du coton G. hirsutum vis-a-vis de E. fascialis et
E. devistans est positivement corrélée a la densité des trichomes présents sur les nervures
principales des feuilles (cité dans Levin, 1973). Un autre exemple est donné par la chrysomele
Oulema melanopus qui dépose moins d’ceufs sur les feuilles de blé plus pubescentes que les
feuilles d’avoine ou d’orge. Ces ceufs se desséchent aussi plus vite et les larves ont un taux de
mortalité plus élevé (cité dans Levin, 1973). Il semble donc que plus la densité de trichomes
non glandulaires est élevée et plus les phytophages ont des difficultés a atteindre la surface
des feuilles, a se nourrir et/ou a se déplacer. Ces résultats se retrouvent pour de nombreux
systemes plantes hoétes - ravageurs (Khan et al., 2000; Levin, 1973). Cependant, parfois, les
trichomes non glandulaires n’ont pas d’impact. Par exemple, Bjorkman et Ahrne (2005) ont
montré que les trichomes non glandulaires de Salix cinerea n’avaient aucun effet sur la
prédation du coléoptéere Phratora vulgatissima par les deux prédateurs, Anthocoris nemorum
et Ortothylus marginalis.

De facon similaire, les trichomes glandulaires génent la colonisation de la plante par les
ravageurs et limitent leur reproduction et leur survie. Cet impact des trichomes glandulaires
s’explique par le fait que les exsudats renfermés dans les vésicules contiennent des composés
gluants qui génent les mouvements des ravageurs mais qui peuvent aussi étre
potentiellement répulsifs voire toxiques vis-a-vis des insectes. Ces exsudats ont pour origine
des composés secondaires constitutifs produits par la plante héte (Wang, 2014), et ils sont
libérés lorsqu’un arthropode provoque la rupture des parois des vésicules en se déplacant a
la surface des feuilles ou sur les tiges (Wheeler et Krimmel, 2015; Werker, 2000). Une densité
élevée de trichomes glandulaires se traduit donc souvent par une résistance marquée (Avery
et al., 2015; Simmons et al., 2004, 2003; Kellogg et al., 2002; van Dam et Hare, 1998; Levin,
1973). Par exemple, le génotype "TGR-1551" de melon (Cucumis melo L.) résistant vis-a-vis du
puceron Aphis gossypii possede des trichomes glandulaires dont les exsudats contiennent des

phénols et des flavonoides. Ces composés ont un effet répulsif sur le puceron et limitent ainsi

7



la colonisation de la plante héte (Sarria et al., 2010). Les exsudats produits par les trichomes
glandulaires peuvent aussi immobiliser les ravageurs en les engluant (revue dans Levin, 1973 ;
Simmons et al., 2004, 2003), géner leurs déplacements a la surface des feuilles (Figueiredo et
al., 2013), provoquer leur mort (revue dans Simmons et Gurr, 2005), et limiter leur
développement et le nombre d’ceufs déposés sur les feuilles (Avery et al., 2015;
Chatzivasileiadis et Sabelis, 1997). Les trichomes glandulaires peuvent donc limiter I'impact
des arthropodes phytophages sur la plante hote. Cependant, de nombreuses plantes hotes
possedent a la fois des trichomes glandulaires et non glandulaires. La question se pose alors
de savoir si la résistance vis-a-vis des ravageurs est due a I’action physique des trichomes non
glandulaires ou a la toxicité des exsudats secrétés par les trichomes glandulaires. Par exemple,
chez différents cultivars de Pelargonium, les trichomes non glandulaires représentent une
barriere physique vis-a-vis de I'aleurode Trialeurodes vaporariorum et les composés
phénoliques contenus dans les trichomes glandulaires limitent sa reproduction. Des tests de
choix conduits par Avery et al. (2015) indiguent une trés forte préférence de I'aleurode pour
le cultivar ayant la densité la plus faible en trichomes non glandulaires méme en présence
d’une densité plus élevée de trichomes glandulaires. Pour de nombreux ravageurs, il est
cependant difficile de séparer le role des trichomes non glandulaires de celui trichomes
glandulaires et de distinguer clairement I'impact des défenses physiques de celui des défenses
chimiques.

Dans de nombreux systéemes, les trichomes glandulaires et non glandulaires peuvent aussi
avoir un impact direct sur les ennemis naturels des phytophages. L'impact des trichomes, en
particulier non glandulaires, sur les ennemis naturels peut étre positif (Kaplan et Thaler, 2011;
Kreiter et al., 2003; van Haren et al., 1987). Les trichomes apportent une protection aux
parasitoides et prédateurs contre leurs propres ennemis ou des ressources alimentaires
supplémentaires sous forme de pollen ou de spores de champignons capturées dans les poils.
Par exemple, Roda et al. (2000) montrent que sur des feuilles de pommier pubescentes, la
prédation des ceufs de Typhlodromus pyri par le thrips Frankliniella occidentalis était
inférieure a celle observée sur des feuilles glabres. Roda et al. (2001) montrent également que
le typhlodrome est favorisé grace a la présence de grains de pollen et de spores a la surface
des feuilles pubescentes. De méme, sur un cultivar de pomme de terre dont les feuilles
présentent des trichomes glandulaires et non glandulaires, le taux de survie des ceufs du

prédateur de puceron Aphidoletes aphidimyza est supérieur lorsque la densité de trichomes
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est plus élevée, les trichomes protégeant les ceufs d’A. aphidimyza de la prédation par la
coccinelle Coleomegilla maculata (Lucas et Brodeur, 1999).

Comme pour les arthropodes phytophages, I'impact des trichomes peut aussi étre négatif
pour les ennemis naturels. Plus la densité de trichomes non glandulaires et glandulaires est
élevée et plus les parasitoides et prédateurs ont des difficultés a se déplacer et a atteindre
leurs hotes ou proies (Madadi et al., 2007; Gassmann et Hare, 2005; Simmons et Gurr, 2005).
L'impact des trichomes, et en particulier des trichomes glandulaires, est en général négatif
(voir pour revue Dalin et al., 2008). Les trichomes glandulaires de Datura wraghtii engluent et
limitent I'activité des ennemis naturels des deux principaux herbivores (Gassmann et Hare,
2005). Cependant, le role des trichomes glandulaires est parfois négligeable par rapport a celui
des trichomes non glandulaires. Lambert (2007) a pu observer I'effet des trichomes non
glandulaires d’une tomate cultivée (S. lycopersicon L. var Heinz) sur Posidius maculiventris Say
(Hemiptera: Pentatomidae). Les larves du prédateur étaient physiquement piégées par les
trichomes non glandulaires de la tomate avant d’entrer en contact avec les vésicules des
trichomes glandulaires. Pour résumer, I'impact des trichomes sur les ennemis naturels peut
étre positif, négatif ou neutre. Ceci semble étre fonction de la taille et du comportement des
ennemis naturels mais aussi d’autres facteurs liés en particulier aux caractéristiques mémes

des trichomes (voir aussi la revue par Dalin et al., 2008).



5. Objectifs de la these

Pour optimiser la lutte biologique, il apparait que la plante héte peut avoir un impact sur le ou
les ravageurs mais également sur les ennemis naturels. La question se pose donc de savoir s'il
est possible de limiter les interactions négatives entre différents agents de lutte biologique en
prenant en compte les caractéristiques des arthropodes présents et les défenses mises en
place par la plante hote.

Dans ce contexte, nous avons choisi de travailler sur le systéme constitué de la tomate, d’un
ravageur et de deux prédateurs. La tomate est une plante cultivée dont les défenses directes
physiques et chimiques ont été particulierement bien décrites (Kennedy, 2003). De plus, la
lutte biologique est utilisée depuis de nombreuses années en culture de tomate sous serre.
Cependant, aucune solution satisfaisante n’a été trouvée pour lutter contre un ravageur
important des cultures sous abri, I'acarien T. urticae Koch. Un prédateur phytoséiide P.
macropilis rencontré sous les tropiques et en région méditerranéenne pourrait étre utilisé
comme agent de lutte adapté aux conditions environnementales sous serre en Europe.
Actuellement, un autre prédateur M. pygmaeus est trés souvent utilisé pour combattre les
aleurodes en serre de production de tomates. L'objectif de cette thése est donc de déterminer
si lintroduction de P. macropilis peut améliorer la lutte biologique contre I'acarien
phytophage T. urticae. Les questions sont donc :

- Quelle est I'efficacité de P. macropilis seul et de M. pygmaeus seul pour lutter contre
T. urticae sur tomate en conditions de production ?

- L'efficacité de P. macropilis et/ou de M. pygmaeus est-elle impactée négativement en
présence de 'autre prédateur ?

- Quel est I'impact de la plante hote sur le taux de prédation de T. urticae par P.

macropilis et par M. pygmaeus ?
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6. Description du systeme Tomate - Tetranychus urticae -
Phytoseiulus macropilis - Macrolophus pygmaeus

6.1. Latomate Solanum lycopersicum L.

La tomate S. lycopersicum L. appartient a la famille des Solanacées et représente au niveau
mondial un des principaux légumes fruits. En 2012, il a été produit dans le monde 164,5
millions de tonnes de tomates sur une surface de 4,7 millions d’hectares (FAOstat, 2012). Sa
production ne cesse de progresser : elle était de 64 millions de tonnes en 1988. Elle constitue
environ 25 % des surfaces cultivées en légumes et environ 20 % de la production mondiale de
légumes hors pomme de terre (Hutin, 2011). En Europe, la tomate représente une part trés
importante de la production légumiere totale, avec environ 28 % en volume pour 17,7 millions
de tonnes produites (Eurostat, 2015).

La culture de la tomate sous serre dans le monde représente environ 2,4 millions d’hectares
dont 45 000 hectares sont constitués de serres en verre (van Lenteren, 2006). En France, la
production représente 800 000 tonnes pour une superficie développée de 4 950 ha dont 2 000
ha de serre (CTIFL, 2015). La tomate est aussi un des principaux légumes cultivés en Suisse.
Les surfaces consacrées a cette culture sont de 201,1 ha sous abris et 14,3 ha en plein champ
(Matter, 2014). La production destinée au marché de frais provient de cultures sous abris
comme dans la plupart des pays européens septentrionaux. Les tomates les plus représentées
sont les tomates grappes et les tomates rondes avec respectivement 81,2 ha et 74,0 ha. La
production totale s’éleve a 48 600 t pour un chiffre d’affaires de 135,5 millions de francs
suisses. La tomate est le Iégume le plus consommé en Suisse avec 10 kg par habitant en 2014,
avec environ la moitié de la consommation qui est importée (Matter, 2014).

Apres les introductions successives en Europe au XVI¢ siecle et le choix de la part de jardiniers
de plantes intéressantes, c’est a partir de la premiéere partie du XXéme siécle que les
maraichers ont sélectionné des variétés aux caractéristiques bien identifiées. Dans les années
1960, I'intensification des cultures avec la mise en place des premieres serres s’accompagne
de I'apparition de producteurs spécialistes exigeants sur les performances agronomiques des
variétés et sur leurs caractéristiques commerciales. Les premiers hybrides F1 sont apparus a
ce moment-la (Navez, 2011). En paralléele, la systématique des tomates a évolué depuis le
début du XXeme siecle. La classification a été modifiée (Figure 1) suite a différents travaux de

recherche et au développement des analyses moléculaires (Peralta et Spooner, 2000).
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Figure 1: Comparaison de quatre classifications taxonomiques des tomates, montrant des nombres différents
d’espéces, de sous especes et de cultivars (entre parenthéses). Les synonymes sont reliés par les différentes

lignes (d’apres Peralta et Spooner, 2000)

Les populations sauvages sont d’importantes sources de diversité génétique a partir
desquelles des programmes de sélection permettent de créer de nouvelles variétés moins
sensibles aux différents ravageurs (Haliniski et al., 2015). Les cultures de tomate sont en effet
attaquées par un grand nombre de ravageurs. Parmi ceux-ci, il y a les aleurodes, les pucerons,
les mineuses, les thrips, les noctuelles, les punaises et les tétranyques. De nouveaux ravageurs
apparaissent comme Tuta absoluta (Lepidoptera). La lutte biologique a été mise en ceuvre
depuis le début des années 80. En France, elle était appliquée en 2007 sur 70 % des surfaces

cultivées sous abri (Trottin-Caudal, 2011) .

6.2. L’acarien phytophage Tetranychus urticae Koch

Un des principaux ravageurs rencontrés en cultures de tomates est I'acarien T. urticae. Cet
acarien fait partie des acariens phytophages appartenant a la super famille des
Tetranychoidea, caractérisée par de longues chéliceres en forme de fouet. La distinction des
sous familles Tetranychinae et Bryobiinae est basée sur la morphologie de I'empodium qui
possede des soies capitées chez les Bryobiinae et non chez les Tetranychinae. La systématique
de la famille repose sur la chaetotaxie dorsale et ventrale alors que la distinction entre espéces

se fait sur la chaetotaxie des tarses des femelles et sur la morphologie de I'édéage (organe
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génital) des males (Flechtmann et Knihinicki, 2002; Lindqvist, 1985). La taxonomie de T. urticae

est donnée dans le tableau 1.

Tableau 1: Taxonomie de Tetranychus urticae

Phylum Arthropoda

Classe Arachnida

Sous classe Acari

Ordre Prostigmata

Super Famille Tetranychoidea

Famille Tetranychidae
Sous-famille Tetranychinae

Tribu Tetranychini

Genre Tetranychus

Espéce Tetranychus urticae Koch

Les acariens de I'espéce T. urticae sont de petite taille, environ 400 um (Figure 2). Leur corps
est divisé en deux parties séparées par une suture, avec une partie antérieure appelée
gnathosoma sur laquelle se trouvent les appendices buccaux et une partie postérieure
appelée idiosoma sur laguelle sont insérées les quatre paires de pattes. Le gnathosoma porte
des palpes sensoriels. Les chéliceres sont transformées pour former un étui appelé stylophore
duquel sortent les stylets. Ceux-ci permettent a I'acarien de percer la paroi cellulaire des
plantes et d’absorber le contenu des cellules pour se nourrir (Andre et Remacle, 1984). Les
males sont plus petits que les femelles et leur abdomen est moins arrondi que celui des

femelles (Figure 3).
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Figure 2: Morphologie dorso-ventrale d’une femelle de Tetranychus urticae (d’aprés Gutierrez, 1985)

Figure 3 : Male et femelle de Tetranychus urticae (Source V. Gigon)

Le cycle de développement de T. urticae comprend trois stades mobiles (larve, protonymphe
et deutonymphe) séparés par des stades immobiles de mues (chrysalides) (Figure 4). Le stade
larvaire issu de l'ceuf est hexapode. Les autres stades sont octopodes. La durée de
développement est variable en fonction de la température, de I’'hygrométrie et de la plante

hote.
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Figure 4 : Cycle de développement des acariens Tétranyques avec a: ceuf; b: larve hexapode; c: protochrysalide;
d: protonymphe; e: deutochrysalide; f: deutonyphe; g: imagochrysalide; h: adulte femelle; et i : adulte male

(Source : d’aprés http://www7.inra.fr/hyppz/DESSINS/8032048.gif consulté en aolit 2016)

La température est un facteur important pour la reproduction et la durée de vie de T. urticae.
Il peut se développer dans une plage de températures comprises entre 12 et 40 °C, les
températures optimales étant entre 30 a 32 °C (Zhang, 2003). Le développement est de six
jours dans les conditions les plus favorables a environ un mois. Les populations de T. urticae
peuvent augmenter tres rapidement en fonction des conditions environnementales, jusqu’a
40 % par jour (Shih et al., 1976). Selon Castagnoli (2003), le taux intrinseque d’accroissement
est de 0,03 a 0,08 femelle / femelle / jour a 25 °C. Le taux d’oviposition est variable en fonction
de la température et de la plante hote. A 25 °C, une femelle peut avoir un taux d’oviposition
de 10 ceufs et pondre environ 100 ceufs en deux semaines (Zhang, 2003). La diapause peut
étre induite par la photopériode, le manque de nourriture et I'abaissement des températures
(Zhang, 2003). Le mode de reproduction de T. urticae est la parthénogénese arrhénotoque
stricte : les males naissent d’un ceuf haploide non fécondé et les femelles sont issues d’ceufs
fécondés (Helle et Pijnacker, 1985).

L'acarien T. urticae est polyphage et présent dans le monde entier sur un grand nombre de
plantes (Helle et Sabelis, 1985). Il peut se nourrir des cellules du parenchyme de plus de 1200
plantes hotes (Migeon et Dorkeld, 2016) appartenant a plus de 70 genres différents. Il vit en

particulier sur de nombreuses plantes cultivées et est un ravageur de plus de 300 plantes
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cultivées sous serre (Zhang, 2003) dont S. lycopersicum, S. melongena et Cucumis sativus
(Meck et al., 2009).

Les dégats occasionnés par T. urticae sont dus au fait que les acariens se nourrissent en
piquant les cellules avec leurs chéliceres et en les vidant de leur contenu. Les premiers
symptdémes peu visibles sont constitués de petits points décolorés visibles sur la face adaxiale
des feuilles (Figure 5A), suivis apres prolifération des acariens de larges plages jaunes pouvant

brunir (Figure 5A). En cas de forte attaque, les feuilles peuvent tomber et la plante dépérir

(Gerson et Weintraub, 2012).

Figure 5: Symptémes sur folioles de tomate liés a la présence de Tetranychus urticae. Figure 5A : début des

symptémes. Figure 5B : symptomes liés a une forte contamination de T. urticae (Source V. Gigon)

L'acarien T. urticae a la capacité de secréter des fils permettant de constituer des toiles
(Gerson, 1985). Ces toiles le protegent de I’humidité, des pesticides et des prédateurs. Elles
permettent aux acariens de se disperser lorsqu’elles sont emportées avec les déplacements

d’air (Figure 6A et 6B).
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Figures 6A et 6B: Plante de tomate contaminée par Tetranychus urticae avec de nombreuses toiles secrétées par

I'acarien (Source : V. Gigon)

6.3. L’acarien prédateur Phytoseiulus macropilis (Banks)

Pour lutter contre I'acarien phytophage T. urticae, P. macropilis peut représenter un nouvel
Bagent de lutte biologique (Figure 7A). Il a été décrit pour la premiére fois par Banks (1905)
en Floride sur des jacinthes d’eau (Smith et Summers, 1949). La taxonomie de P. macropilis
est donnée dans le tableau 2. Ce phytoséiide a été répertorié comme ennemi naturel des
acariens en 1917 par McGregor (McGregor et McDonough, 1917). Il fait partie des acariens
prédateurs et appartient a I'ordre des Gamasida et a la famille des Phytoseiidae. Cette famille
contient les especes d’ennemis naturels des acariens ravageurs les plus efficaces dans le
monde (McMurtry et Croft, 1997).

Environ 1700 espéces de Phytoseidae ont été décrites. Il est toutefois possible que certaines
soient synonymes, et il semblerait que de nombreuses espéces soient encore a découvrir dans

I’'hémisphere sud (Gerson et Weintraub, 2007).
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Figures 7 : Adulte de Phytoseiulus macropilis et ceufs de Tetranychus urticae (A) et adulte de P. macropilis (B)

(Source V. Gigon)

Tableau 2: Taxonomie de Phytoseiulus macropilis

Phylum Arthropoda

Classe Arachnida

Sous classe Acari

Super-ordre Anactinotrichida

Ordre Mesostigmata

Famille Phytoseiidae

Sous-famille Amblyseiinae

Tribu Phytoseiulini

Genre Phytoseiulus

Espéce Phytoseiulus macropilis Banks

Les Phytoseiidae sont des acariens dont la taille est inférieure a 500 um (Figure 7B). La plus
grande partie des espéeces ont une taille d’environ 300 um. Leur corps se divise en deux
parties, le gnathosoma et l'idiosoma (Figure 8). Les Phytoseiidae comme I'ensemble des
Mesostygmata ne possedent pas d’organes de vision. Le gnathosoma porte une paire de
palpes constitués de cing articles, une paire de chéliceres permettant la capture des proies et

un stylophore utilisé pour percer la paroi des proies et absorber leur contenu (Kreiter, 1991).
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Les chélicéres des males portent un organe appelé spermatodactyle utilisé pour transférer les
spermatophores de I'appareil reproducteur male dans les voies génitales femelles. Le bouclier
dorsal chitineux comporte des paires de soies auxquelles s’ajoutent des soies latérales. La
taxonomie des acariens de la famille de Phytoseiidae prend en compte le nombre et la
longueur des soies situées sur la partie dorsale de I'idiosoma et sur la plaque ventrianale ainsi
gue sur les segments des pattes (Okassa et al., 2010). Plusieurs plaques ventrales, trois pour

les femelles et deux pour les males, protégent les téguments.
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Figure 8 : Schéma d’un Phytoseidae. Les différentes parties du corps identifiées sont utilisées pour I'identification

des espéces (d’apres Schicha, 1987)

Phytoseiulus macropilis comme tous les Phytoseiidae posséde trois stades de développement
immatures (larve, protonymphe et deutonymphe) entre les stades ceuf et adulte (Figure 9).
Les ceufs sont translucides et de couleur orangée. La larve hexapode sort de I'ceuf quelques
jours aprés la ponte, elle ne semble pas s’alimenter tout comme la larve de P. persimilis. Les

larves et les nymphes se transforment aprés des mues trés courtes.
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Figure 9 : Cycle de développement des Phytoseiidae (d’apres Kreiter, 1991)

Comme pour tous les Phytoseiidae, la reproduction se fait par pseudo-arrhénotoquie : les
males et les femelles proviennent d’un ceuf fécondé. Les males sont haploides aprés
inactivation ou élimination des chromosomes issus du parent male (Schulten, 1985).

Si P. macropilis a été considéré comme prédateur d’acariens dés 1917 (McGregor et
McDonough, 1917), de nombreuses études ont été menées sur ses parameétres de
développement. Selon Ali (1998), la durée de développement de P. macropilis (ceuf-adulte)
alimenté avec|’acarien T. urticae varie de 7,5 a 4,2 jours pour une température comprise entre
20 et 30 °C, une humidité relative de 78 % * 2 % et une photopériode de 16 h/8 h. A32 °C, la
durée de développement augmente a 5,6 jours. Le taux d’accroissement potentiel (rm)
maximal obtenu est de 0.47 femelle / femelle / jour a 28 °C. Les travaux réalisés par Da Silva
(2005) confirment I'ordre de grandeur des parametres trouvés par Ali (1998). Avec une
température comprise entre 23 et 26 °C, les conditions sont optimales pour la reproduction.
P. macropilis a été trouvé sur différentes plantes hotes au Texas, en Floride, en Californie dans
les années 1950 (Smith et Summers, 1949). Les plantes appartenaient au genre Viola sp.,
Aquilegia sp. et aux especes Solanum tuberosum et Convolvulus tricolor. P. macropilis apparait
naturellement sur fraisier dans les régions du sud et du sud-est du Brésil (Ferla et al., 2011),
et se trouve aussi en Europe, en Afrique tropicale et en Amérique du Sud (De Moraes et al.,

2004).
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6.4. Le miride prédateur Macrolophus pygmaeus Rambur

Depuis plusieurs années, M. melanotoma (Costa) précédemment désignée par un synonyme
(M. caliginosus) et M. pygmaeus sont utilisés comme des agents de lutte biologique car ils
sont des prédateurs efficaces de différents ravageurs présents dans les cultures sous serre en
Europe (Malausa et Trottin-Caudal, 1996 ; Malézieux et al., 1995 ; Trottin-Caudal et Millot,
1994). Les deux prédateurs ont été confondus pendant des années, leurs morphologies étant
tres proches avec des caracteres montrant une grande variabilité. Macrolophus pygmaeus
semble étre le miride qui colonise les cultures de tomates dans les régions méditerranéennes
(Castafié et al., 2013). La taxonomie de M. pygmaeus est donnée dans le tableau 3. Ce
prédateur est utilisé en lutte biologique inoculative dans différentes cultures sous serre en
Europe.

Macrolophus pygmaeus est un prédateur omnivore dont la proie préférée est constituée par
I’espéce de mouches blanches T. vaporariorum (Malausa, 1989; Fauvel et al., 1987). C'est un
prédateur efficace de pucerons (Lykouressis et al., 2007) et de plusieurs autres proies, comme
les thrips ou les ceufs et larves de Lépidopteres (De Backer et al., 2014; Castaiié et al., 2004;
Perdikis et Lykouressis, 2002), ou l'acarien T. urticae (Perdikis et Lykouressis, 2000). M.
pygmaeus est un miride omnivore. Il peut aussi se nourrir de la plante h6te (tomate,
aubergine, concombre, piment et haricot vert, etc.) sans autre proie. La période de
développement nymphale est la plus courte sur aubergine en présence de la mouche blanche
T. vaporariorum (Perdikis et Lykouressis, 2000). En absence de proies, il peut ainsi se
développer et survivre pendant une période relativement longue. Par exemple sur aubergine,
a 15°C, les femelles et les males survivent respectivement 38,72 et 92,88 jours (Perdikis et

Lykouressis, 2004).

Tableau 3 : Taxonomie de Macrolophus pygmaeus

Phylum Arthropoda

Classe Insecta

Sous classe Neoptera

Ordre Hemiptera

Famille Miridae

Sous-famille Bryocorinae

Tribu Dicyphini

Genre Macrolophus

Espéce Macrolophus pygmaeus Rambur
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Ce miride a une taille adulte pour la femelle comprise entre 3 et 3,6 mm et de 2,9 a 3,1 mm
pour le male. La coloration est vert pale. Les antennes sont jaune pale a I'exception du premier
article qui est noir. Les hémélytres sont caractérisées par une séparation nette entre le cunéus
et la partie restante de ’lhémélytre. Le miride ne possede pas d’ocelles.

Macrolophus pygmaeus est un insecte hétérométabole (Figure 10). Le cycle de
développement comprend le stade ceuf, cing stades larvaires dont les deux derniers

présentent des ébauches alaires (Figure 11) et le stade adulte.

Vie : 90 jours (10-20°C),

45jours (25-30°C) Incubation
- Péiite 10 jours
Période d’oviposition : 85
jours a 15°C, 23 jours a 30°C Eclosion
3 Larve
Période de pré-
oviposition: 3-6jours 11

Reproduction

Adultes
12
Maturation
3 jours
L3
Adulte Développement
larvaire
L4 19 jours
[
Figure 10: Cycle de développement de Macrolophus pygmaeus (Source :

http://ephytia.inra.fr/fr/C/19952/Biocontrol-Cycle-conditions-de-developpement) (consulté en septembre
2016)

Selon Fauvel (1989), la durée de développement de M. pygmaeus (ceuf a ceuf) sur tomate et
alimenté par le puceron Myzus persicae varie de 58 j a 30,5 j pour une température comprise
entre 15 et 25 °C. Perdikis et Lykouressis (2002) obtiennent une période d’incubation courte
de 8,38 jours a 27,5 °C lorsque M. pygmaeus est alimenté avec T. vaporariorum sur tomate et
lorsque la photopériode est de 16 h J/8 h N et 'humidité relative de 65 + 5 %. Le taux

d’accroissement intrinseque pour des températures comprises entre 15 et 30 °C est le plus
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élevé a 27,5 °C, il est de 0,1040 femelle / femelle / jour. Le temps de doublement le plus court
de 6,67 jours est obtenu a la température de 27,5 °C. Macrolophus pygmaeus est un prédateur
bien adapté aux températures observées en serre en Europe. En 1999, Hansen et al.
obtiennent les parametres suivants avec M. caliginosus sur tomate avec différents stades de
T. urticae comme proies a la température de 22 °C : un taux d’accroissement intrinséque de
0,031 femelle / femelle / jour et un taux de doublement de la population de 22,2 jours. Pour

Macrolophus sp., T. urticae apparait étre une proie inférieure a T. vaporariorum.

Figure 11 : Larve de Macrolophus pygmaeus avec des ébauches alaires (Source : V. Gigon)

Macrolophus melanotoma (Costa) et M. pygmaeus (Rambur) sont présents dans les cultures
ou sur les plantes avoisinant les serres dans le nord de I'Espagne (Castafié et al., 2004). Ces
mirides sont signalés sur tomate (S. lycopersicum), sur pomme de terre (S. tuberosum) mais
aussi sur Dittrichia viscosa, Parietaria officinalis et Cistus spp. Ces plantes servent de plantes
refuges pendant la saison hivernale. Les mirides colonisent les cultures apres leur mise en

place au printemps (Alomar et al., 2002).
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Chapitre 1: Efficacité de deux prédateurs Phytoseiulus macropilis
(Banks) et Macrolophus pygmaeus Rambur comme agents de lutte

biologique contre Tetranychus urticae (Koch) en serre de tomate

Ce chapitre a donné lieu a la publication suivante (Annexe |) :
Gigon V, Camps C, Le Corff J (2016) Biological control of Tetranychus urticae by Phytoseiulus
macropilis and Macrolophus pygmaeus in tomato greenhouses. Exp Appl Acarol

68:55-70. doi: 10.1007/s10493-015-9976-2
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1. Introduction

La lutte biologique est un moyen de lutte contre les arthropodes phytophages. Elle occupe
une place importante dans les programmes de protection intégrée, particulierement en serre
(van Lenteren, 2007; van Lenteren, 2000). Elle fait intervenir différents auxiliaires et, en
particulier, des arthropodes prédateurs. De nombreux facteurs dont le comportement des
arthropodes présents et les interactions proies-prédateurs ont un impact sur le
développement des auxiliaires et conditionnent donc la réussite ou I'échec de la lutte
biologique. Les conditions environnementales ont aussi une influence sur I'efficience de la
lutte biologique (Shipp et al.,, 2011; Weintraub et Palevsky, 2008). En particulier, la
température et I’hygrométrie agissent sur le comportement des ennemis naturels, sur la
recherche des proies et sur la vitesse de déplacement des prédateurs (Coombs et Bale, 2013;
Zilahi-Balogh et al., 2009; Skirvin et Fenlon, 2003). Les alternances de températures jour/nuit
peuvent aussi influencer le développement du ravageur et du prédateur (Vangansbeke et al.,
2013).

Aux conditions climatiques s’ajoutent les parameétres comportementaux des différents
arthropodes en présence. Pour les prédateurs, le comportement est particulierement lié au
style de vie et s’ils sont généralistes ou spécialistes (McMurtry et Croft, 1997 ; Zhang et
Sanderson, 1997). Un prédateur généraliste aura I'avantage de se développer en consommant
différentes proies dont les proies phytophages, et éventuellement la plante h6te. Cependant,
en I'absence de proies phytophages et en présence d’un autre ennemi naturel, son caractére
généraliste rend possible la prédation d’un autre prédateur (Pilkington et al., 2010). Pour un
prédateur spécialiste, non seulement la présence de la proie spécifique est un parametre
important pour qu’il puisse se développer (Schausberger et Croft, 2000b), mais la densité des
proies et le ratio proie/prédateur peuvent aussi modifier la réponse fonctionnelle de I'agent
de lutte biologique (Ferla et al., 2011). Un autre parameétre important est la distribution
spatiale des proies. Le comportement de recherche du prédateur va varier en fonction de
cette distribution spatiale, de la densité et de I'agrégation des proies (Nachman, 2006). Zemek
et Nachman (1998) ont montré que la dispersion de I'acarien Phytoseiulus persimilis Athias-
Henriot, prédateur de Tetranychus urticae Koch sur haricot en serre, n’était pas due au hasard.

La migration, et par conséquent la répartition spatiale du prédateur, variait en fonction de la
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densité des proies présentes, de leur densité sur les plantes a proximité, et de la possibilité
physique de circuler d’'une plante a une autre. Une forte capacité de recherche d’un prédateur
pourra aboutir a une disparition de I'arthropode ravageur (Greco et al., 1999).

Tres souvent, en conditions de production, plusieurs ennemis naturels sont introduits pour
lutter contre différents arthropodes phytophages ou pour lutter contre un arthropode
phytophage pour lequel plusieurs auxiliaires sont nécessaires (Trottin-Caudal, 2011; van
Lenteren, 2000). En fonction d’un certain nombre de facteurs, différentes interactions
peuvent apparaitre : la prédation intraguilde (IGP), la compétition pour une méme source de
nourriture, le cannibalisme et le mutualisme. Ces interactions peuvent avoir des
conséquences importantes sur la réussite ou I'échec de la lutte biologique. Le succés de la
lutte biologique peut en particulier étre compromis par des interactions négatives entre
ennemis naturels comme I'IGP. Elle apparait entre prédateurs partageant une méme proie et
susceptibles de s’attaquer entre eux (Rosenheim et al., 1995; Polis et al., 1989). L'IGP est
unilatérale lorsqu’un des prédateurs, le prédateur intraguilde, consomme |'autre prédateur,
qui devient alors la proie intraguilde. L'IGP peut aussi étre bilatérale lorsque les deux
prédateurs s’attaquent mutuellement. Alors que la théorie prévoit que I'IGP peut
compromettre le succés de la lutte biologique (Polis et Holt, 1992), les résultats
expérimentaux viennent nuancer cette conclusion (Messelink et Janssen, 2014; Janssen et al.,
2007). Il apparait que I'impact de I'IGP sur la régulation des populations de phytophages n’est
pas obligatoirement négatif. Théoriquement si I'lGP est bilatérale, elle entraine une
augmentation du nombre de proies phytophages mais si I'lGP est unilatérale, I'impact sur la
population de phytophages varie en fonction de I'efficacité de chaque prédateur sur le
ravageur (Vance-Chalcraft et al.,, 2007). Le comportement de la proie et /ou de l'un des
prédateurs en présence de I'autre est aussi un facteur modifiant les conséquences de I'lGP. La
capacité de la proie intraguilde a se disperser en colonisant des foyers de phytophages sans
prédateur intraguilde diminue l'intensité de I'lGP entrainant une coexistence des deux
prédateurs (Walzer et Schausberger, 2013; Choh et al., 2010; Greco et al., 1999). En outre,
Janssen et al. (2007) soulignent que si la complexité structurale de I’habitat offre des refuges
aux proies intraguildes, ceci diminue l'impact du prédateur intraguilde. La dynamique
temporelle doit aussi étre prise en compte. La plupart des expérimentations effectuées sur
I'apparition ou non de I'lGP dans un systeme donné ont été effectuées en conditions

controdlées, sur des plantes isolées voire des parties de plantes et pendant un temps limité. Il
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est donc difficile de dire ce qu’il adviendrait en conditions de production et sur I'ensemble du
cycle de la culture (Vance-Chalcraft et al., 2007; Briggs et Borer, 2005). Pour résumer, en
présence de deux prédateurs, il est difficile de prévoir les résultats des interactions, et en
particulier les conséquences sur la suppression des ravageurs.

Il est en particulier difficile d’appréhender dans quelles conditions peuvent étre observées des
modifications du comportement d’un prédateur en présence d’un autre prédateur. Des
modifications comportementales ont été observées chez des prédateurs proches
taxonomiquement. Par exemple, |'acarien prédateur Neoseiulus cucumeris, proie intraguilde
de l'acarien I. degenerans, peut détecter la présence de son prédateur et modifier sa
distribution spatiale pour réduire le risque d’IGP (Choh et al., 2010). De méme, les femelles de
trois acariens prédateurs Phytoseiulus persimilis, Neoseiulus californicus et Amblyseius
andersoni, essaient de minimiser les risques d’apparition de I'lGP pour leur descendance en
tuant le prédateur intraguilde, retardant I'oviposition et/ou évitant les sites d’oviposition a
haut risque d’IGP (Walzer et Schausberger, 2011). De méme, chez des prédateurs appartenant
a des groupes taxonomiques différents, des comportements d’évitement peuvent étre
observés. Magalhes et al. (2005) montrent que N. cucumeris peut percevoir les composés
volatils associés a la consommation de thrips, la proie partagée, par Orius laevigatus, le
prédateur intraguilde. N. cucumeris réduit alors sa consommation de thrips, mais plus
généralement évite les sites ou est présent O. laevigatus. Sur |la papaye Carica papaya, les
prédateurs Stethorus siphonulus et P. macropilis sont des prédateurs du ravageur T.
cinnabarinus. lls ont un comportement de recherche actif permettant normalement de
réguler la population du ravageur. Cependant, en présence de Nesticodes rufipes, araignée
prédatrice ayant un comportement « sit and wait », la régulation de T. cinnabarinus par S.
siphonulus sera perturbée car le coléoptére est alors une proie de N. rufipes. Par contre, la
régulation de T. cinnabarinus par |'acarien P. macropilis n’est pas modifiée car étant de taille
plus petite et ayant des besoins nutritifs inférieurs a S. siphonulus, il se déplace sans que N.
rufipes puisse l'impacter (Rosenheim et al., 2004). Il semble donc qu’en présence de plusieurs
prédateurs, des comportements d’évitement et des modifications de la répartition spatiale
des arthropodes sur la plante hote peuvent limiter la probabilité d’IGP, et donc les
conséquences potentiellement négatives sur I'efficience de la lutte biologique.

Alors que la lutte biologique est largement utilisée en production de tomate sous serre, son

efficacité sur un des principaux ravageurs Tetranychus urticae Koch (Acari : Tetranychidae) est
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encore insuffisante. En présence d’une forte infestation, les plantes subissent de graves
défoliations et les rendements sont fortement pénalisés. Les producteurs utilisent
régulierement des acaricides. Cependant, leur utilisation répétée a favorisé la sélection de
populations résistantes et a généré I'apparition de problemes environnementaux (Pilkington
etal., 2010). La lutte biologique est donc maintenant tres largement utilisée pour lutter contre
cet acarien phytophage, et un acarien prédateur P. persimilis Athias-Henriot (Acari :
Phytoseiidae) est I'agent le plus souvent employé (Gerson et Weintraub, 2007). Cependant,
les conditions de température et d’hygrométrie sous serre en culture de tomates constituent
un inconvénient majeur pour son implantation (Skirvin et Fenlon, 2003).
Pour optimiser la lutte biologique contre T. urticae en culture de tomates sous serre, nous
avons testé un autre acarien prédateur P. macropilis (Banks) (Acari : Phytoseiidae). Cet acarien
est originaire des climats chauds. Il a été découvert en Floride, sous les tropiques et dans les
régions méditerranéennes, et a été utilisé comme agent de lutte biologique dans des cultures
autres que la tomate aux USA (Gerson et al., 2003) et au Brésil (cité dans Oliveira et al., 2007).
Cependant, en culture de tomate, des ravageurs autres que T. urticae peuvent étre
problématiques et I'introduction de prédateurs est une solution trés souvent employée pour
les controler. En particulier, la punaise prédatrice généraliste M. pygmaeus Rambur (Miridae)
est tres souvent relachée en serres de tomate pour réguler les populations de mouches
blanches T. vaporariorum (Westwood) (Bonato et al., 2006; Malézieux et al., 1995; Trottin-
Caudal et Millot, 1994). M. pygmaeus est partiellement efficace contre T. urticae (Hansen et
al., 1999). Cependant, M. pygmaeus est supposée pouvoir étre aussi un prédateur vis-a-vis
d’autres agents de lutte biologique et donc potentiellement responsable de prédation
intraguilde (Lucas et Rosenheim, 2011; Trottin-Caudal et Millot, 1994).
Pour déterminer si P. macropilis peut étre considéré comme un agent de lutte biologique
efficace contre T. urticae, nous avons mené deux expérimentations a la station de recherche
Agroscope Conthey (Valais, Suisse) en 2012 et en 2013, dans des conditions proches de celles
rencontrées en serre de production de tomates. Ces essais avaient pour objectif de répondre
aux questions suivantes :

1) P. macropilis peut-il étre utilisé comme agent de lutte biologique pour lutter contre T.

urticae en culture de tomate sous serre ?

2) M. pygmaeus a-t-il un impact sur I'efficacité de P. macropilis ?
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3) Ladistribution spatiale de T. urticae est-elle influencée par la présence des prédateurs
P. macropilis et M. pygmaeus, introduits seuls ou simultanément ? Quelles sont les

conséquences sur la lutte biologique ?

2. Matériels et méthodes

2.1. Origine des espéces et méthodes d’élevage

La souche de T. urticae a été prélevée sur une culture de tomate en serre dans le canton de
Geneve (Suisse) en octobre 2011. Les acariens ont été ensuite élevés soit sur haricot
(Phaseolus vulgaris L. cultivar Red Kydney) pour alimenter I'élevage de P. macropilis pour que
ceux-ci soient naifs vis-a-vis de T. urticae élevés sur tomate, soit sur tomate (Solanum
lycopersicum L. cultivar Komeett). Cette derniere souche a permis de contaminer les plantes
de tomate sur lesquelles nous avons testé I'efficacité de P. macropilis. Pour ces élevages, les
plantes ont été placées dans des cages de toile (Lx | x h : 47,5 x 47,5 x 47,5 cm) (maille de 150
um) placées dans une chambre climatique dans les conditions suivantes : 24 °CJ/22 °C N (+ 2
°C), 70 % + 10 % d’humidité relative, et une photopériode de 16 h J /8 h N. L’élevage de P.
macropilis a été initié grace a des individus fournis par S. Fischer (Agroscope Changins-
Wadenswil) et qui provenaient de la société Biobest (Belgique). P. macropilis était alimenté
chaque jour en T. urticae présents sur des folioles prélevées sur haricot. Les folioles étaient
déposées sur un support en aluminium en forme de U renversé (Lx | xh =0,28 x 0,19 x 0,07
m) lui-méme posé sur un plateau a rebord (L x | x h = 0,49 x 0,32 x 0,03 m) rempli d’eau

nécessaire a l'isolement des acariens (Figure 12).
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Figure 12 : Dispositif utilisé pour I'élevage de Phytoseiulus macropilis en conditions controlées

L’ensemble était placé dans une chambre climatique avec une température constante de 26
°C + 2 °C, une humidité relative de 70 + 10 %, et une photopériode de 12 h. Les acariens T.
urticae et P. macropilis ont été élevés respectivement pendant 8 et 18 mois avant la mise en
place du premier et du deuxiéme essai. Les punaises prédatrices M. pygmaeus ont été fournies
par la société Biotop (France). A la réception, les punaises ont été conservées a 12 °C avant

leur lacher.

2.2. Dispositif expérimental

Deux essais ont été mis en place, I'essai 1 en 2012, du 20 juin au 20 aodt, et I'essai 2 en 2013,
du 3 juin au 15 ao(t. Les expérimentations ont été réalisées a la station Agroscope Conthey
(Valais, Suisse) dans une serre en verre de 90 m? équipée d’aérations latérales et faitiéres,
d’un dispositif de brumisation et d’'un écran d’ombrage (Figure 13). Seize cages (LxIxh =1,75
x 1,75 x 2,5 m) en toile (maille de 250 um) permettaient de suivre le développement de
I'acarien phytophage, en présence d’'une ou de deux espéces de prédateurs, avec quatre

répétitions pour chaque modalité, selon un dispositif en carré latin (Figure 14).
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Figure 14 : Module de serre avec les cages dans lesquelles les plants de tomates sont disposés par trois

Dans chaque cage, ont été placés trois plants de tomate (Solanum lycopersicum L. cultivar
Komeett) agés de 50 jours. Les plants issus de semis en plagues multi-pots ont été repiqués
au stade 2-3 feuilles, puis plantés dans des pots de 10 | dans un mélange 1/3 tourbe noire +

2/3 substrat Ricoter (mélange de 65 % tourbe blonde, 15 % de sable et 20 % de perlite). Les
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plants ont été alimentés avec une solution équilibrée pour culture de tomate par un systéme
d’irrigation goutte a goutte Senmatic®. Une sonde climatique (DGT Volmatic) située a
I'intérieur d’une cage permettait d’enregistrer la température et I'humidité relative. Un seul
ratio proie/prédateur (5/1) a été utilisé. Ce ratio a été choisi car il avait permis d’obtenir une
efficacité correcte dans des essais de lutte contre différentes espéces de Tetranychus (Ferla
et al., 2011 ; Ferrero et al., 2011). Les quatre modalités étaient : T. urticae seul (Tu), T. urticae
avec P. macropilis (Tu+Pm), T. urticae avec M. pygmaeus (Tu+Mp), T. urticae avec P. macropilis
et M. pygmaeus (Tu+Pm+Mp). Pour le premier essai, la contamination des plants de tomate
avec T. urticae a eu lieu le 3 juillet 2012 avec 30 acariens (stades proto/deutonymphe) prélevés
au pinceau et déposés dans un tube en plastique de 5 ml qui a ensuite été attaché a la tige de
chaque plant. Les prédateurs P. macropilis ont été prélevés sur les feuilles de haricot selon le
méme protocole et ont été lachés le 10 juillet 2012. Pour le deuxieéme essai, la contamination
des plants de tomate avec T. urticae a eu lieu le 11 juin 2013 avec 45 acariens aux stades
proto/deutonymphe prélevés au pinceau et déposés sur une foliole de tomate aussitot placée
au sommet de chaque plant. Le lacher de P. macropilis a été effectué le 21 juin 2013. Les
acariens prédateurs ont été prélevés au pinceau a partir de I'élevage sur feuille de haricot,
puis déposés sur un morceau de coton hydrophile aussitét placé a l'aisselle d’'une feuille
proche du sommet de chaque plante des modalités Tu+Pm et Tu+Pm+Mp. M. pygmaeus a été
introduit dans les cages du premier essai le 18 et le 31 juillet 2012 sous forme d’une femelle
et deux larves et d’une femelle et trois larves respectivement, pour un total de deux femelles
et cing larves par plant. Pour le deuxieme essai, six femelles et 20 larves de M. pygmaeus ont
été introduites dans les cages le 2 juillet 2013 en un seul lacher. Les individus de M. pygmaeus
ont été prélevés avec un aspirateur a insectes puis lachés directement sur le plant. Le nombre
d’individus lachés correspondait aux densités obtenues sur des plantes a ce stade dans des
conditions de production (Malézieux et al., 1995).

A chaque comptage, les plantes ont été divisées virtuellement en cinq strates de hauteur
équivalente (bas/ mi-bas /milieu/mi-haut /haut). Le dénombrement des différentes formes
mobiles de T. urticae et de P. macropilis a été effectué sur une foliole par strate avec une loupe
de poche (x 20) tous les trois jours pour le premier essai, du 6 juillet au 20 ao(t, et deux fois
par semaine pour le deuxieme essai, du 14 juin au 15 aolt 2013. Le comptage des formes

mobiles de M. pygmaeus a été effectué sur I'ensemble des folioles de chaque strate.
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2.3. Analyses statistiques

Pour les analyses, la cage a été considérée comme unité expérimentale dans laquelle les
populations étaient dénombrées sur les trois plantes, une foliole (ou toutes les folioles) par
strate, et sur cing strates par plante. Ces comptages ont permis de suivre I'évolution des
différentes espéces au cours du temps. Aprés calcul des AUC (« Area under the Curve »), les
différentes modalités ont été comparées par ANOVA grace a la fonction « Macro Area Under
the Curve » du logiciel Minitab (Minitab 16 Statistical Software, 2010). Par intégration du
nombre moyen d’individus au cours du temps, I’AUC permet de rendre compte de 'effet des
modalités pendant toute la durée de I'essai. En cas de différences significatives, le test de
Tukey a permis de préciser quelles étaient les modalités significativement différentes.
L’efficacité des modalités a été calculée avec la formule d’Abbott (Abbott, 1987) .

La distribution spatiale des acariens phytophages T. urticae et prédateurs P. macropilis, et des
punaises M. pygmaeus, a été analysée uniquement sur le deuxiéme essai pour lequel
I’éradication de T. urticae a pu étre observée. La distribution spatiale des différentes espéces
par strate a été comparée entre les modalités grace a un test du x? sur 'ensemble des données
recueillies au cours de I'essai d’une part, et sur les données recueillies aux différentes dates
d’autre part. Pour cette seconde analyse, seules les données recueillies du 4 juillet au 1°" aolt
2013 ont été prises en compte. Lorsque des différences significatives ont été trouvées, un test
de X2 a permis de comparer la distribution spatiale des T. urticae et des prédateurs entre
modalités (Walzer et al.,, 2009). Enfin, I'agrégation spatiale des différentes especes a été
analysée grace a la loi de Taylor (Taylor, 1961). La loi de pouvoir de Taylor s? = am® exprime la
variance (s?) a partir de la densité moyenne (m), a est un facteur en relation avec la taille de
I’échantillon et b mesure I'agrégation de I'espéce. Sib< 1, b=1oub > 1, ladistribution est au
hasard, uniforme ou agrégée. Les résultats de la régression (les pentes ont été calculées apres
transformation logarithmique des moyennes et des variances) ont été analysés avec un test F
(zar, 2010) permettant ainsi de comparer au niveau des folioles la différence d’agrégation

entre les proies et les prédateurs entre les différentes modalités.

33



3. Résultats

3.1. Conditions climatiques

Pour I'essai 1, les températures moyennes journalieres dans les cages ont été comprises entre
22 °C et 28,2 °C avec une moyenne de 24,8 + 1,4 °C alors que I'"humidité relative moyenne
journaliére évoluait entre 39,1 et 66,9 % avec une moyenne de 50,5 + 5,8 %. Pour I'essai 2, les
températures moyennes journaliéres ont évolué entre 19,4 °C et 30,9 °C avec une moyenne
de 24,4 + 2,3 °C et une humidité relative moyenne journaliére comprise entre 32,5 a 72,2 %
avec une moyenne de 51,4 + 7,2 %. La moyenne des températures journalieres maximales
était de 31,5 + 2,1 °C (essai 1) et de 30,7 £ 3,2 °C (essai 2) alors que la moyenne des
températures journalieres minimales était de 19,4 + 1,0 °C (essai 1) et de 19,3 + 1,6 °C (essai

2).

3.2. Evolution des densités de Tetranychus urticae, Phytoseiulus
macropilis et Macrolophus pygmaeus au cours du temps

3.2.1. Evolution des populations de Tetranychus urticae

Aprés la contamination, la densité de T. urticae est restée faible pour les essais 1 et 2,
respectivement inférieure a cinq individus par foliole du 3 juillet au 30 juillet (Figure 15A) et
inférieure a 15 individus du 11 juin au 8 juillet (Figure 15B) quelles que soient les modalités.
Ensuite, les populations de T. urticae se sont développées de facon exponentielle pour
atteindre en moyenne 94,8 + 11 individus par foliole pour la modalité témoin le 20 ao(t (Essai
1) et 211,5 + 16,7 T. urticae par foliole le 1°" ao(t (essai 2). En présence de M. pygmaeus, aux
mémes dates, le nombre de T. urticae par foliole était de 69,6 + 9,3 (Essai 1) et de 211,2 + 28,1
(Essai 2). Au contraire, en présence de P. macropilis, pour les deux modalités Tu+Pm et
Tu+Pm+Mp, le nombre de T. urticae par foliole a atteint des densités beaucoup plus faibles,
avec respectivement 55 £+ 10,5 et 40,9 £+ 7,1 individus par foliole le 20 ao(t pour I'essai 1, 77 £
16,1 et 52,2 + 14,7 individus par foliole le 1°" ao(t pour I'essai 2. Aprés le 20 ao(t et le 1¢" ao(t,
les plantes avec T. urticae seul (Tu) étaient tres fortement attaquées. Les symptomes et la
présence importante de toiles ainsi que I'apparition du phénomeéne de « ballooning » nous
ont conduits a arréter I'essai 1. Les comptages pour I'essai 2 se sont poursuivis jusqu’a

I’'observation d’une diminution des T. urticae pour les modalités avec P. macropilis (Tu+Pm et
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Tu+Pm+Mp) parallelement a la diminution des T. urticae sur les

conséquence de la sénescence des plantes.
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Figure 15 : Nombre moyen de Tetranychus urticae (+ E.S.) par foliole selon les quatre modalités : T. urticae seul

(Tu), T. urticae + Phytoseiulus macropilis (Tu+Pm), T. urticae + Macrolophus pygmaeus (Tu+Mp) et T. urticae + P.

macropilis + M. pygmaeus (Tu+Pm+Mp) avec en A, I'essai 1 réalisé en 2012 et en B, |'essai 2 réalisé en 2013
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Pour les deux essais, la densité de T. urticae par foliole dans les modalités avec P. macropilis
était significativement inférieure a celle observée dans les modalités sans ce prédateur
(ANOVA sur les AUC pour l'essai 1 : P = 0,011 ; pour l'essai 2 : P < 0,01) (Tableau 4). Au
contraire, la présence de M. pygmaeus seul avec T. urticae ou associé a P. macropilis n’a pas

eu d’effet significatif sur la densité de T. urticae (Tableau 4).

Tableau 4 : Aire sous la courbe du développement de Tetranychus urticae et calcul de I'efficacité (formule

d’Abbott) pour les quatre modalités : T. urticae seul (modalité témoin Tu), avec Phytoseiulus macropilis (Tu+Pm),

avec Macrolophus pygmaeus (Tu+Mp), et avec les deux auxiliaires (Tu+Pm+Mp)

Modalité Essai 1: AUC! Efficacité (%) Essai 2 : AUC! | Efficacité (%)?
au 20 aolit au 1¢" aolt
2012 2013
Tu 781,9 A - 1903,30 A -
Tu+Mp 581,7 AB - 1611,29 A -
Tu+Pm 341,98B 56,27 724,47 B 61,94
Tu+Pm+Mp 328,8B 57,95 695,59 B 63,45

ILes données ayant la méme lettre ne sont significativement pas différentes entre elles (P < 0,05, test de
comparaison de Tukey).

2Seule I'efficacité des modalités significativement différentes par rapport a la modalité témoin a été calculée.

3.2.2. Evolution des populations de Phytoseiulus macropilis

Aprés contamination, la densité des stades mobiles de P. macropilis par foliole pour les
modalités Tu+Pm et Tu+Pm+Mp est restée inférieure a 0,4 du 12 juillet au 5 ao(t pour I'essai
1 (Figure 16A) et inférieure a 0,9 du 24 juin au 8 juillet pour I'essai 2 (Figure 16B). Ensuite,
parallélement a 'augmentation des populations de T. urticae, il y a eu une augmentation du
nombre de P. macropilis. Au 20 aoGt 2012, pour I'essai 1, le nombre de P. macropilis par foliole
était de 2,43 + 1,93 pour la modalité Tu + Pm et de 1,03 + 0,34 pour la modalité Tu+Pm+Mp.
Pour I'essai 2, le nombre de P. macropilis par foliole a atteint son maximum le 8 ao(t, sept

jours apres celui observé pour T. urticae, avec respectivement 23,1 £ 1,90 et 20,2 + 2,78
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individus par foliole pour les modalités Tu+Pm et Tu+Pm+Mp. A partir du 8 ao(t, le nombre
de P. macropilis a diminué fortement pour les deux modalités de I'essai 2. P. macropilis a donc
permis de controler les populations de T. urticae avec le ratio proie/prédateur initial de 5/1.
En présence de P. macropilis, les dégats sur les plantes étaient bien plus faibles. Les plantes
avec T. urticae seul présentaient en effet des dégats importants, des nécroses et des
desséchements au niveau des feuilles avec parfois un arrét de croissance.

Pour les deux essais, ’ANOVA sur les AUC calculées a partir des densités de P. macropilis n’a
pas permis de mettre en évidence de différence significative entre les modalités Tu+Pm et
Tu+Pm+Mp du 5 aolt au 20 aot pour I'essai 1, et du 24 juin au 1¢" ao(t pour I'essai 2 (P > 0,05

dans les deux cas) (Tableau 4).
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Figure 16 : Nombre de Phytoseiulus macropilis par foliole (+ E.S.) pour les modalités P. macropilis seul (Tu+Pm)

et avec Macrolophus pygmaeus (Tu+Pm+Mp) avec en A, I'essai 1 réalisé en 2012 et en B, I'essai 2 réalisé en 2013
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3.2.3. Evolution des populations de Macrolophus pygmaeus

Pour I'essai 1 conduit en 2012, le nombre de M. pygmaeus a évolué entre 0,03 + 0,04 et 0,38
+ 0,18 individu par strate pour la modalité Tu+Mp et entre 0,01 £ 0,07 et 0,25 £ 0,13 pour la
modalité Tu+Pm+Mp (Figure 17A). Pour I'essai 2, le nombre de M. pygmaeus est également
resté tres faible entre 0,17 £ 0,12 et 0,62 + 0,21 pour la modalité Tu+Mp, et entre 0,25 £ 0,11
et 0,52 + 0,24 pour la modalité Tu+Pm+Mp (Figure 17B).
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Figure 17 : Nombre de Macrolophus pygmaeus par strate (+ E.S.) pour les modalités M. pygmaeus seul (Tu+Mp)

et avec Phytoseiulus macropilis (Tu+Pm+Mp) ave en A, I'essai 1 réalisé en 2012 et en B, I'essai 2 réalisé en 2013
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L’ANOVA sur les AUC calculées a partir des densités de M. pygmaeus n’a pas permis de mettre
en évidence de différence significative entre les modalités Tu+Mp et Tu+Pm+Mp pour I'essai

1 et pour I'essai 2 (P > 0,05 dans les deux cas) (Tableau 4).

3.2.4. Distribution spatiale de Tetranychus urticae, Phytoseiulus macropilis et
Macrolophus pygmaeus

Au cours de I'essai réalisé en 2013, en prenant en compte I'ensemble des données recueillies
du 4 juillet au 1°" aoGt 2013, la distribution spatiale des T. urticae et des P. macropilis
regroupés par strate a été significativement différente entre modalités alors que la
distribution spatiale des M. pygmaeus était identique (Figures 18 et 19, Tableau 5). Pour les
deux modalités avec P. macropilis (Tu+Pm et Tu+Pm+Mp), les strates proportionnellement les
plus colonisées par T. urticae étaient les strates situées en haut de la plante (haut et mi-haut)
alors qu’en absence de P. macropilis, T. urticae était surtout présent dans la strate située au
milieu de la plante héte (Figure 18, Tableau 5). La présence de M. pygmaeus a aussi entrainé
une concentration de T. urticae plus importante dans les strates situées au milieu de la plante
et vers le haut (en particulier au niveau de la strate mi-haut) (Figure 18, Tableau 5).

Lorsque P. macropilis était le seul prédateur présent (Tu+ Pm), la distribution des P. macropilis
était différente de celle observée en présence de M. pygmaeus (Tu+Pm+Mp) (Figure 19a,
Tableau 5). A I'opposé, aucune différence significative dans la distribution de M. pygmaeus

n’a été mise en évidence entre les modalités Tu+Mp et Tu+Pm+Mp (Figure 19b, Tableau 5).
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Tableau 5 : Analyse par le test du x? de la distribution spatiale de Tetranychus urticae, Phytoseiulus macropilis et
M. pygmaeus entre les différentes strates de la plante. L’analyse compare les quatre modalités ensemble et deux
a deux. Le test est effectué sur la somme des individus de T. urticae par foliole pour une strate depuis le début

des comptages (Tu = T. urticae, Pm = P. macropilis et Mp = M. pygmaeus)

Espéces DL X> P
T. urticae
Total 12 | 821,197 < 0,001
Tu vs Tu+Pm 4 | 394,6045 < 0,001
Tu vs Tu+Mp 4 | 166,8517 < 0,001
Tu vs Tu+Pm+Mp 4 | 521,9456 < 0,001
Tu+Pm vs Tu+Mp 4 | 152,1648 < 0,001
Tu+Pm vs Tu+Pm+Mp 4 98,621 < 0,001
Tu+Mp vs Tu+Pm+Mp 4 | 250,0789 <0,001
P. macropilis
Tu+Pm vs Tu+Pm+Mp 4 150,38 < 0,001
M. pygmaeus
Tu+Mp vs Tu+Pm+Mp 4 5,0164 0,2856
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Entre le 4 juillet au 1°" ao(t 2013, la distribution de T. urticae a évolué (Figure 20). Les tests de
x> effectués a chaque date montrent des différences significatives pour 90 % des comptages
(données non montrées). De méme, la distribution spatiale de P. macropilis a été
significativement différente entre les modalités Tu+Pm et Tu+Pm+Mp (Figure 21) pour 70 %
des comptages. Par contre, durant cette période, la distribution spatiale de M. pygmaeus n’a
jamais été significativement différente entre les modalités Tu+Mp et Tu+Pm+Mp (P > 0,05, x>

par date de comptage) (données non montrées).
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Figure 20 : Distribution de Tetranychus urticae et nombre de T. urticae (stades mobiles) par foliole en fonction
du temps, sans prédateur (A), avec Phytoseiulus macropilis (B), avec Macrolophus pygmaeus (C) et avec P.

macropilis et M. pygmaeus (D)
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Figure 21 : Distribution de Phytoseiulus macropilis et nombre de P. macropilis par foliole en fonction du temps,

seul avec Tetranychus urticae (A), et avec T. urticae et Macrolophus pygmaeus (B)

3.2.5. Agrégation des différentes especes

Quelle que soit la modalité, T. urticae et les deux prédateurs, P. macropilis et M. pygmaeus
étaient agrégés au niveau des strates. Les valeurs du coefficient b de la loi de Taylor pour T.
urticae étaient comprises entre 1,67 et 1,84 (Tableau 6). Le niveau d’agrégation de T. urticae
était plus élevé en présence des deux prédateurs P. macropilis et M. pygmaeus. De méme, le
niveau d’agrégation de P. macropilis était significativement plus élevé en présence de M.
pygmaeus (Tableau 6). Enfin, le niveau d’agrégation de M. pygmaeus était relativement faible
(b=1,07 pour Tu+Mp et b = 1,04 pour Tu+Pm+Mp), sans différence significative entre les deux

modalités (Tableau 6).
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Tableau 6 : Coefficients a et b de I'équation de Taylor et r? correspondant pour Tetranychus urticae, Phytoseiulus
macropilis et Macrolophus pygmaeus selon les modalités T. urticae seul (Tu), T. urticae avec P. macropilis
(Tu+Pm) ou avec M. pygmaeus (Tu+Mp) et T. urticae avec les deux prédateurs P. macropilis et M. pygmaeus

(Tu+Pm+Mp). A et B indiquent des différences significatives entre modalités (Test F ; Zar, 2010).

Modalité T. urticae P. macropilis M. pygmaeus

a b r’ a b r’ a b r’
Tu 059 | 1,67A | 0,93
Tu+Pm 034 | 177AB | 0,89 | 0,38 | 161A | 0,91
Tu+Mp 042 | 1,75A | 0,93 0,03 | 1,07A | 0,74
Tu+Pm+Mp| 0,33 | 1,84B | 0,89 | 0,46 | 166B | 091 | 0,01 | 1,04A | 0,77

4. Discussion

En conditions proches de celles rencontrées dans des serres de production de tomate, P.
macropilis apparait comme un agent de lutte biologique efficace contre T. urticae. La densité
de T. urticae observée sur les plantes hotes pendant les deux essais était significativement
plus faible en présence de P. macropilis. Ces résultats confirment les résultats obtenus
précédemment par Oliveira et al. (2007) sur fraisier. De plus, la densité de P. macropilis a
augmenté dans les cages correspondant aux modalités Tu+Pm et Tu+Pm+Mp, ce qui montre
gue l'auxiliaire peut s’installer et se reproduire dans les conditions dans lesquelles se sont
déroulés les deux essais. Les conditions de culture, les températures et 'humidité relative
relevées n’ont pas limité le développement de I'acarien prédateur. Nos résultats confirment
I'aptitude de P. macropilis a se développer lorsque les températures évoluent régulierement
au-dessus de 30 °C et lorsque I’hygrométrie moyenne est relativement faible, proche de 50 %
(Coombs et Bale, 2013). Oliveira et al. (2008) ont également montré ['efficacité de P.
macropilis pour contrdler T. urticae en culture de fraisier sous serre en été lorsque les
températures excédaient 30 °C et lorsque I’hygrométrie était comprise entre 40 et 60 % .

Les conditions climatiques des deux essais étaient comparables et ne semblent donc pas étre
la cause des différences observées au niveau de la dynamique des populations entre 2012 et
en 2013. A posteriori, le développement relativement lent de T. urticae et de P. macropilis au

cours du premier essai (2012) peut s’expliquer par la méthode de contamination des plantes.
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Les manipulations liées a I'introduction des acariens a 'intérieur de fioles en plastique ont
sans doute provoqué un taux de mortalité élevé et par conséquent, une augmentation tres
lente de la densité de T. urticae et de P. macropilis au cours du temps.

De plus, contrairement a notre hypothése de départ, les deux essais ont montré que M.
pygmaeus ne semble pas avoir d’impact sur le nombre de T. urticae. M. pygmaeus peut se
développer en consommant uniquement T. urticae, mais ses performances sont alors
inférieures a celles obtenues lorsqu’il se nourrit d’autres espéeces d’insectes et en particulier
de sa proie "préférée" T. vaporariorum, proie qui permet un bon développement de la punaise
prédatrice (Enkegaard et al., 2001; Hansen et al., 1999). En effet, le taux intrinséque
d’accroissement des populations (rm) et le temps de doublement (DT) de M. pygmaeus sont
variables en fonction de la proie consommée. Lorsque la proie est T. urticae, rm= 0,031/jour
et DT=22,2 joursa 22 °C (Hansen et al., 1999) alors que lorsque la proie est T. vaporariorum,
ces coefficients sont rm, =0,0647/jour et DT = 10,7 jours a 20 °C (Perdikis et Lykouressis, 2002).
D’autre part, étant donné le manque de proies « préférées », il n’est pas possible d’exclure du
cannibalisme. Ce comportement a été observé chez M. pygmaeus, méme en présence de
nourriture apportée sous forme d’'ceufs d’Ephestia kuehniella (Hamdi et al., 2013).
Macrolophus pygmaeus peut aussi absorber de I’eau et certains éléments nutritifs via la plante
mais son développement n’est pas optimal (Ingegno et al., 2011; Lucas et Alomar, 2001). Le
nombre relativement faible et le développement limité de M. pygmaeus au cours de cet essai
pourrait s’expliquer par le manque de proies nécessaires a son bon développement.

Le nombre de M. pygmaeus lachés pourrait étre une autre raison pour laquelle M. pygmaeus
ne semble pas s’étre développé. Le nombre de larves et de femelles lachées dans les deux
essais devait simuler la présence de M. pygmaeus dans une serre de production au printemps.
Le lacher du premier essai (2012) correspondait au développement de M. caliginosus aprés
12 a 13 semaines de culture pour les modalités ayant donné le meilleur contréle de T.
vaporariorum dans |'étude réalisée par Malausa et Trottin-Caudal (1996). Le nombre de M.
pygmaeus du deuxieme essai (2013) correspondait au développement de M. caliginosus apres
19 a 20 semaines de culture (Malausa et Trottin-Caudal, 1996) pour le méme essai. Cependant,
dans les conditions de nos essais, la densité de M. pygmaeus a eu tendance a décroitre.

Par ailleurs, les deux essais ont permis de montrer que P. macropilis se développe en présence
de M. pygmaeus et que contrairement a I’hypothése de départ, il n’y a pas eu d’interactions

négatives significatives entre P. macropilis et M. pygmaeus. P. macropilis a été défini comme
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prédateur de Type | et il se nourrit exclusivement d’acariens du genre Tetranychus (McMurtry
et Croft, 1997). Il était ainsi peu probable que P. macropilis soit prédateur de M. pygmaeus.
Inversement, comme M. pygmaeus est polyphage et peut consommer T. urticae, il était
possible d’envisager une prédation intraguilde unidirectionnelle de M. pygmaeus sur P.
macropilis. En supposant qu’il y ait eu prédation intraguilde, le modéle serait constitué par M.
pygmaeus en tant que prédateur intraguilde, P. macropilis en tant que proie intraguilde et T.
urticae en tant que proie partagée. Le prédateur intermédiaire (P. macropilis) est le plus
compétitif pour la proie partagée, et théoriquement, la coexistence du prédateur intraguilde
et de la proie intraguilde serait possible (Holt et Polis, 1997). A I’heure actuelle, peu
d’informations ont été publiées sur la prédation de Phytoseiulus spp. par M. pygmaeus. Seuls
Trottin-caudal et Millot (1994) ont signalé une prédation de stades mobiles de Phytoseiulus
par M. pygmaeus. Les résultats de nos essais n’indiquent pas de prédation intraguilde. La
densité de M. pygmaeus est restée relativement faible, ce qui pourrait expliquer I'absence
d’IGP. Il serait donc nécessaire de compléter I'étude du comportement de ces deux prédateurs
en présence de T. vaporariorum, la proie « préférée » de M. pygmaeus qui est aussi trés
souvent présente en culture de tomate. Dans ce cas, T. vaporariorum serait consommée
exclusivement par M. pygmaeus. La densité de M. pygmaeus devrait augmenter en présence
de cette proie (Perdikis et Lykouressis, 2002). La probabilité de rencontre entre les différents
stades de P. macropilis et de M. pygmaeus serait alors supérieure, et la prédation intraguilde
supposée de P. macropilis par M. pygmaeus devrait s'exprimer (Lucas et Rosenheim, 2011).
Le modeéle théorique serait constitué par un prédateur intraguilde (M. pygmaeus), plus
efficient a exploiter la proie alternative (T. vaporariorum), et la proie partagée (T. urticae)
serait elle-méme exploitée par la proie intraguilde (P. macropilis). En accord avec le modeéle
développé par Daugherty et al. (2007), il y aurait coexistence de la proie partagée et de la
proie alternative, et un état d'équilibre pourrait étre atteint avec les deux prédateurs et les
deux proies phytophages. Dans le cas de lutte biologique sous serre en conditions de
production, les équilibres entre les différentes especes ne seraient observés que durant des
durées relativement limitées allant de quelques semaines a quelques mois. Enfin, d'autres
parameétres peuvent influencer les relations entre les différents protagonistes, en particulier
la possibilité de se nourrir de la plante hote (Daugherty et al., 2007; Perdikis et Lykouressis,
2004), I'échelle spatiale a laquelle les prédateurs peuvent exploiter les ressources (Okuyama,

2009) ainsi que le cannibalisme (Hamdi et al., 2013; Rudolf, 2008; Schausberger, 2003). Il reste
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donc difficile de prédire ce qui se passerait en conditions de production en présence d’autres
especes que T. urticae, P. macropilis et M. pygmaeus.

Un facteur qui peut aussi jouer sur la probabilité de prédation et de prédation intraguilde est
la distribution spatiale des différentes espéeces sur la plante héte. Au cours de I'essai conduit
en 2013, la plupart des individus de T. urticae se trouvaient au niveau de la partie supérieure
des plantes hotes pour les deux modalités avec P. macropilis (Tu+Pm et Tu+Pm+Mp) alors que
la strate du milieu était la strate la plus colonisée en son absence (Tu et Tu+Mp). La plante
ayant une croissance continue, ce résultat montre que T. urticae en présence de P. macropilis
migre vers le haut. La migration de T. urticae peut s’expliquer par le fait que: i)ily a
diminution des ressources alimentaires liée a la consommation de la plante héte (Walzer et
al., 2009; Nachman et Zemek, 2002; Bernstein, 1984), ii) il y a émission par la plante de
composés induits répulsifs pour T. urticae (Kant et al., 2004; Kennedy, 2003), et/ou iii) il y a
reconnaissance par T. urticae de composés liés a la présence de prédateurs ou de congénéres
provoquant un comportement d’évitement des parties de la plante qui sont déja occupées
(Magalhdes et al., 2002; Janssen, 1999; Pallini et al., 1999; Janssen et al., 1997). Il est probable
gue la présence de P. macropilis soit une des causes de la migration des T. urticae. L'analyse
de la répartition des P. macropilis tout au long de I'essai montre que la strate la plus colonisée
par P. macropilis seul ou en présence de M. pygmaeus était la strate du milieu. P. macropilis
qui suit un modeéle de dispersion qualifié de « killer strategy » (Oliveira et al., 2007),
consomme l'ensemble des proies présentes dans les foyers avant de se disperser. Le
comportement de P. macropilis permettrait donc a T. urticae de se disperser, et de coloniser
la partie supérieure de la plante non encore colonisée par T. urticae (et par P. macropilis).

La présence du prédateur généraliste M. pygmaeus a également eu un impact sur le
comportement du prédateur spécialiste P. macropilis. Alors que la répartition de M. pygmaeus
est relativement homogéne sur la plante, le niveau d’agrégation des deux prédateurs
correspond aux résultats obtenus par Zhang et Sanderson (1997), avec une agrégation qui
augmente avec le degré de spécialisation du prédateur. La loi de Taylor indique en effet que
la distribution spatiale de P. macropilis est plus agrégée en présence de M. pygmaeus. De
méme, la distribution spatiale de T. urticae est plus agrégée en présence des deux prédateurs,
en présence de P. macropilis seul mais non en présence de M. pygmaeus seul. Ces résultats
confirment ceux de Walzer et al. (2009) qui observent également que le prédateur spécialiste

aurait plus d'impact sur la distribution spatiale de T. urticae que le prédateur généraliste.
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Inversement, dans I'essai conduit en 2013, le prédateur spécialiste et la combinaison du
prédateur spécialiste et du prédateur généraliste ont eu pour effet d’augmenter I'agrégation
de T. urticae qui a migré vers la partie supérieure de la plante. Cette différence avec les
résultats obtenus par Walzer et al. (2009) pourrait s'expliquer par la croissance continue des
plantes qui a permis aux phytophages de coloniser une partie de la plante héte sans congénére

ni prédateur.

5. Conclusion

Cette étude sur deux années montre clairement le potentiel de P. macropilis pour lutter contre
T. urticae en culture de tomate sous serre et ceci dans un contexte trés proche de celui de la
production. Bien que la dynamique des populations ait été différente au cours des deux
années, P. macropilis a pu limiter le développement de T. urticae et les dégats observés sur
les plantes hotes. Cet essai confirme les résultats de recherches précédentes (Coombs et Bale,
2013; Oliveira et al., 2009). P. macropilis peut se développer en conditions de serre, en
particulier lorsque les températures sont élevées et I'hygrométrie est faible. Par ailleurs, la
présence de M. pygmaeus n’a pas entrainé de diminution significative de I'efficacité de P.
macropilis. Des essais complémentaires seront a mettre en place pour approfondir I'étude des
interactions entre M. pygmaeus et P. macropilis, et plus précisément la compatibilité des deux
auxiliaires en présence de T. vaporariorum. Cette proie pourrait provoquer une augmentation
sensible de la densité de M. pygmaeus qui pourrait alors devenir un prédateur probable de P.
macropilis (Lucas et Rosenheim, 2011).

Le comportement de P. macropilis en présence de T. urticae ainsi que la migration observée
de T. urticae vers le haut de la plante devraient conduire a expérimenter différentes stratégies
de lachers (nombre, intervalles dans le temps, niveau des lachers sur la plante, etc.) pour
obtenir un impact significatif et rapide de P. macropilis sur les populations de T. urticae. Enfin,
si I'efficacité de P. macropilis a été démontrée avec le ratio proie/prédateur de 5/1, d’autres
ratios seraient aussi a tester.

Le nombre de parametres pouvant influencer la coexistence de différents prédateurs et
agents de lutte biologique sont nombreux. Il apparait difficile de prévoir I'évolution des
populations compte tenu de la diversité des interactions. Par ailleurs, le matériel végétal est

un facteur important qu’il est important d’évaluer. En effet, la tomate lorsqu’elle est attaquée
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par T. urticae se défend en produisant des composés répulsifs ou toxiques (défenses directes)
et émet des composés volatils attractifs (défenses indirectes) vis-a-vis des ennemis naturels
de T. urticae (Antonius et Snyder, 2006; Kant et al., 2004; Chatzivasileiadis et al., 1999). Il
faudrait donc préciser les interactions tritrophiques entre la plante hote, T. urticae et

différents auxiliaires afin d’améliorer la gestion de T. urticae en culture de tomate sous serre.
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Chapitre 2: Impact de la plante hote sur le ravageur Tetranychus

urticae (Koch) et son prédateur Phytoseiulus macropilis (Banks) en

serre de tomate
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1. Introduction

Grace a des systéemes de défenses directes et indirectes, les plantes limitent le potentiel
impact négatif des ravageurs sur leur développement (Flirstenberg-Hagg et al., 2013; Kessler
et Baldwin, 2002; Fraenkel, 1959). Les défenses directes sont constituées de structures
physiques présentes a la surface de la plante (trichomes, poils, épines, etc.) et de substances
chimiques contenues dans les tissus. Ces défenses sont constitutives ou elles peuvent étre
induites lors de la prise de nourriture par un arthropode phytophage (Arnason et Bernards,
2010; Schoonhoven, 2005; Kant et al., 2004). Les défenses directes ont un impact négatif sur
les ravageurs en réduisant la colonisation de la plante hote et en limitant la croissance et la
survie des agresseurs (Kessler et Baldwin, 2002). Aux défenses directes, peuvent s’ajouter des
défenses indirectes via 'attraction des ennemis naturels, attraction qui facilite la localisation
par les parasitoides et prédateurs de leurs plantes hotes et par la méme occasion de leurs
hotes ou proies (War et al., 2012; Paré et Tumlinson, 1999; Dicke et al., 1990; Turlings et al.,
1990).

Parmi les défenses directes, la présence de trichomes peut représenter pour une plante hote
un systeme de défenses physique et/ou chimique contre certains ravageurs. Les trichomes
sont des appendices épidermiques semblables souvent a des poils dont la forme et la taille
varient en fonction des espéces (Glas et al., 2012 ; Werker, 2000). IIs sont unicellulaires ou
multicellulaires et peuvent étre glandulaires ou non. Par leur action physique, les trichomes
non glandulaires peuvent limiter les dégats provoqués par les ravageurs sur la plante hote et
leur impact est d’autant plus marqué que leur densité sur les feuilles est importante (Levin,
1973). Cette action physique se traduit par une colonisation moindre de la plante héte, une
diminution de la reproduction et éventuellement une mortalité accrue des arthropodes
phytophages (Khan et al., 2000 ; Levin, 1973). De facon similaire, les trichomes glandulaires
génent la colonisation de la plante par les ravageurs et limitent leur reproduction et leur survie
(Wheeler et Krimmel, 2015; Werker, 2000). Cet impact des trichomes glandulaires s’explique
par le fait que les exsudats renfermés dans les vésicules contiennent des composés gluants
qui génent les mouvements des ravageurs mais qui peuvent aussi étre potentiellement
répulsifs voire toxiques vis-a-vis des insectes. Ces exsudats ont pour origine des composés

secondaires constitutifs produits par la plante hote (Wang, 2014), et ils sont libérés lorsqu’un
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arthropode provoque la rupture des parois des vésicules en se déplacant a la surface des
feuilles ou des tiges (Wheeler et Krimmel, 2015). De nombreuses plantes hotes possedent a
la fois des trichomes glandulaires et non glandulaires. La question se pose alors de savoir si la
résistance vis-a-vis des ravageurs est due a I’action physique des trichomes non glandulaires
ou a la toxicité des exsudats secrétés par les trichomes glandulaires. Par exemple, sur deux
cultivars de fraisier ayant des densités de trichomes glandulaires et non glandulaires
différentes, les distances parcourues par l'acarien Tetranychus urticae Koch sont plus
importantes sur les feuilles du cultivar ayant le moins de trichomes glandulaires
indépendamment de la densité en trichomes non glandulaires (Figueiredo et al., 2013). Ces
résultats s’expliquent par le fait que les trichomes glandulaires produisent des exsudats qui
empéchent ou génent les mouvements des acariens (Maluf et al., 2007; Steinite et levinsh,
2003; Guo et al., 1993).

De méme, les trichomes glandulaires et non glandulaires peuvent avoir un impact direct sur
les ennemis naturels des phytophages. L'impact positif des trichomes non glandulaires sur les
ennemis naturels a été particulierement bien mis en évidence dans le cas des acariens
prédateurs pour lesquels les densités de trichomes élevées ont un effet positif sur leur propre
densité (Schmidt, 2014). Les trichomes leur apportent une protection contre leurs propres
ennemis ou des ressources alimentaires supplémentaires sous forme de pollen ou de spores
de champignons capturées dans les poils. Seelmann et al. (2007) donnent un autre exemple
avec deux acariens prédateurs, Kampimodromus aberrans et Euseius finlandicus. Chaque
acarien prédateur est susceptible de consommer les formes juvéniles de I'autre mais K.
aberrans est protégé de la prédation de E. finlandicus par une forte pubescence des feuilles
des arbres sur lesquels il vit alors que E. finlandicus est moins sujet a la prédation par K.
aberrans lorsqu’il est sur des feuilles glabres. Cet exemple illustre le fait que I'impact des
trichomes sur la prédation et les interactions proie-prédateur peut étre variable en fonction
des ennemis naturels, méme pour des espéces relativement proches.

Comme pour les arthropodes phytophages, I'impact des trichomes peut aussi étre négatif
pour les agents de lutte biologique. Sans doute due a leur petite taille, les acariens prédateurs
semblent particulierement impactés par les trichomes non glandulaires. Ceux-ci limitent leur
vitesse de déplacement et leur efficacité avec pour conséquence une diminution du taux de
prédation. Ce résultat a été observé avec différentes especes comme Amblyseius swiirskii

acarien prédateur du thrips F. occidentalis Pergande sur différentes plantes ornementales
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(Buitenhuis et al., 2014), Neoseiulus cucumeris prédateur de larve de Thrips tabaci (Lindeman)
sur poivron, concombre et aubergine caractérisés par des densités et des formes de trichomes
différentes (Madadi et al., 2007), et P. persimilis acarien prédateur de T. urticae sur différents
cultivars de Gerbera ayant des densités de trichomes différentes (Krips et al., 1999a). Ce
résultat est aussi obtenu avec des prédateurs de plus grande taille. Par exemple, Economou
et al. (2006) montrent que sur les cultivars de tomates cultivées ayant de fortes densités de
trichomes glandulaires, la punaise prédatrice M. pygmaeus passe plus de temps a nettoyer
son tarse et son rostre, et donc moins de temps a chercher ses proies. Pour résumer, I'impact
des trichomes sur les ennemis naturels peut étre positif, négatif ou neutre. Ceci semble étre
fonction de la taille et du comportement des ennemis naturels mais aussi d’autres facteurs
liés en particulier aux caractéristiques mémes des trichomes (voir aussi la revue par Dalin et
al., 2008).

Chez les Solanacées, et en particulier chez le genre Solanum, les trichomes présentent une
trés grande diversité de structures (Kennedy, 2003 ; Weston et al., 1989), ce qui a conduit a
une description de différentes classes morphologiques. Sept catégories de trichomes peuvent
étre observées (Tableau 7, Figure 22): les trichomes de type |, IV, VI et VII sont glandulaires
alors que ceux des catégories Il, lll, V ne le sont pas (Simmons et Gurr, 2005; Lukwill, 1943 cité
dans Channarayappa et al., 1992). Actuellement, les types | et IV sont considérés par certains
auteurs comme une seule catégorie observée a des stades différents de la plante hote (Glas
et al., 2012). La présence des différentes classes est variable selon I'espéce du genre Solanum

considérée.
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Tableau 7 : Répartition et densité des trichomes en fonction de la section Lycopersicon du genre Solanum

(d’apres Glas et al., 2012 ; Simmons et Gurr, 2005)

Type de trichomes

Espéces I I I v Vi VI

Solanum lycopersicum A A _
Solanum pimpinellifolium L. TC _

Solanum peruvianum L.

> T <

Solanum cheesmaniae (L. Riley) Fosberg

> O > » »
O o o 0o 0

Solanum habrochaites S. Knapp & D.M.Spooner A C A _

A :abondant; C: clairsemé ; TC : trés clairsemé *: absent pour certains individus ; _ : absent

(a) \ (b)

Figure 22 : Trichomes de Solanum lycopersicum L. (a) et Lycopersicum hirsutum (b). Les lettres correspondent

aux différents types de trichomes décrits par Luckwill (1943) (d’aprés Simmons et Gurr, 2005)
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Comme chez d’autres familles botaniques, les trichomes non glandulaires observés chez les
Solanacées représentent sans aucun doute un mode de défense physique. Cependant, leur
impact sur les ravageurs a été tres peu étudié de facon isolée et il est donc difficile de dire s’ils
constituent un moyen de défense efficace. Seuls Gurr et McGrath (2002) indiquent que la
densité de trichomes non glandulaires de type V sont corrélés positivement avec la survie de
la teigne de la pomme de terre, et plus récemment Lucini et al. (2015) montrent que la densité
de trichomes non glandulaires (types Il, Il et V) est corrélée positivement avec le nombre de
T. urticae et le nombre d’ceufs déposés sur des plants de tomate issus de croisements entre
S. pennellii et S. lycopersicum.

L'impact des trichomes glandulaires a été par contre trées documenté (voir pour revue
Simmons et Gurr, 2005). Toutes les espéces de Solanum possédent des trichomes glandulaires
mais la densité des catégories |, IV, VI et VIl varient en fonction des espéces (Tableau 7). Ces
trichomes sont aussi associés a des quantités et des compositions en exsudats différentes
(McDowell et al., 2011). Chez la tomate cultivée (Solanum lycopersicum L.), les vésicules des
trichomes de type | contiennent des sucres acylés et les vésicules des trichomes de types VI
contiennent des composés phénoliques et des mono et sesquiterpenes (Kang et al., 2010;
Besser et al., 2009; Schilmiller et al., 2009). A la différence des autres composés, les terpénes
sont libérés sous forme de composés volatils. Les composés phénoliques sont eux représentés
par des acides phénoliques simples, 'acide chlorogénique, la rutine et des quinones
(Benhamou, 2009). Les trichomes de type VI contiennent aussi des méthyl cétones (2-
tridecanone et 2-undecanone) en concentrations chez la tomate cultivée tres inférieures a
celles mesurées chez des tomates sauvages (Fridman, 2005; Chatzivasileiadis et Sabelis, 1997;
William et al., 1980).

En fonction du type de trichomes, de la densité et/ou de la nature des composés secondaires
renfermés dans les trichomes glandulaires, I'impact sur les ravageurs est différent. Le
caractere toxique des exsudats vis-a-vis des acariens phytophages comme T. urticae a été
illustré de nombreuses fois (voir pour revue Simmons et Gurr, 2005). Pour les trichomes de
type VI qui sont souvent les plus abondants, I'introduction de sucres acylés par croisement
entre la tomate sauvage S. pimpinellifolium L. accession ‘TO-937’ et une tomate cultivée S.
lycopersicum L. a permis d’obtenir plusieurs lignées ayant des teneurs en sucres acylés
différentes (Alba et al., 2009). Pour les plantes issues de ces croisements, une corrélation

positive entre la concentration des feuilles en sucres acylés et la densité de trichomes de type
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IV (ou | — voir plus haut) a été démontrée. Et plus la teneur en sucres acylés et la densité de
trichomes de type IV étaient élevées, plus le taux de mortalité et I'effet répulsif vis-a-vis de T.
urticae étaient élevés et le taux d’oviposition était faible (Alba et al., 2009). Lors des contacts
entre les acariens et les trichomes glandulaires des feuilles de la tomate sauvage L. hirsutum
f. glabratum et des tomates cultivées, des exudats sont libérés. Ils contiennent des méthyl
cétones comme le 2-tridecanone dont l'effet est répulsif voire toxique sur T. urticae
(Chatzivasileiadis et al., 1999; Chatzivasileiadis et Sabelis, 1997). Les trichomes glandulaires de
type VI peuvent aussi renfermer des concentrations importantes en composés phénoliques.
Dans une étude conduite par Hoffland et al. (2000), I'impact de la rutine et de I'acide
chlorogénique a été évalué sur la colonisation des plantes hotes par T. urticae. Des tests de
choix avec des disques foliaires et des observations en olfactomeétre indiquent que les acariens
préferent les feuilles avec les teneurs en composés phénoliques les plus faibles. Pour les autres
trichomes glandulaires, Saeidi et al. (2007) et Lucini et al. (2015) ont montré que la teneur en
sucres acylés dans les feuilles des plantes hotes était positivement corrélée a la densité en
trichomes de type IV, au taux de mortalité des nymphes et des femelles de T. urticae, et
inversement corrélée a I’attraction, au taux d’oviposition et a la durée de vie des acariens. Ces
relations sont mises en évidence a partir de croisements entre une tomate cultivée et une
tomate sauvage L. pennelli dont différentes accessions sont plus ou moins riches en sucres
acylés.

A 'opposé, certains composés secondaires produits par les trichomes glandulaires et toxiques
pour de nombreux ravageurs ne semblent pas avoir un impact négatif sur la colonisation ou
le développement de T. urticae sur tomate. C’est le cas par exemple du zingeberéne, un
sesquiterpene présent dans les trichomes de type VI (Gurr et McGrath, 2002). La
concentration en zingiberéne n’est pas corrélée avec la survie de T. urticae se nourrissant sur
des feuilles de L. hirsutum (Weston et al., 1989). Par contre, un autre sesquiterpéne, le trans-
caryophylléne semble avoir un effet répulsif sur T. urticae (Antonius et Snyder, 2006). L'impact
des trichomes glandulaires sur T. urticae semble donc généralement négatif mais le role
respectif des différents types de trichomes glandulaires et des différentes classes de
composés secondaires est parfois contrasté. Il peut méme arriver que la relation entre la
concentration en composés secondaires contenus dans les trichomes glandulaires et I'impact
sur les ravageurs ne soit pas vérifiée. Par exemple, dans une étude menée par Antonius et al.

(2014), le taux de mortalité de I'acarien T. urticae provoqué par un mélange synthétique de
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méthyl cétones identique en proportion a celui d’un extrait de feuilles de Solanum
(Lycopersicon) hirsutum accession ‘LA 407 ‘a été bien plus faible que celui provoqué par
I’extrait de feuilles. Ceci démontre qu’il y a d’autres composés présents dans les feuilles de S.
hirsutum qui ont des propriétés insecticides. Ces composés peuvent étre des défenses
constitutives contenues dans les tissus de la plante qui agissent en complément des trichomes
glandulaires. Chez les Solanacées et en particulier chez le genre Solanum, les composés
secondaires constitutifs sont nombreux. Parmi ceux-ci, la tomatine, un alcaloide, est située
dans les tissus et non dans les trichomes, a des concentrations trés variables entre les
différents organes (feuilles, tiges, racines, fleurs et fruits) des tomates cultivées (Milner et al.,
2011; Kozukue et al., 2004). Les concentrations foliaires sont aussi variables entre les
différentes espéces du genre Solanum (Kennedy, 2003). Par contre, la rutine et I'acide
chlorogénique, deux autres composés secondaires phénoliques particulierement abondants
(ils peuvent représenter 60 % du total des composés phénoliques contenus dans les feuilles
de tomates S. lycopersicum L. (Kennedy, 2003)), sont eux retrouvés dans les tissus des feuilles
ainsi que dans les vésicules des trichomes de type VI (Kennedy, 2003). Il est alors difficile de
séparer I'impact des trichomes de celui des défenses constitutives situées dans les tissus de la
plante hoéte.

De méme, il est difficile de séparer I'impact des trichomes non glandulaires de celui des
trichomes glandulaires sur les ennemis naturels. Les trichomes non glandulaires peuvent
impacter négativement les acariens prédateurs comme P. persimilis (Sato et al., 2011). Les
trichomes glandulaires ont également un impact négatif sur les déplacements (Nihoul, 1994;
van Haren et al., 1987) et sur la survie (Sato et al., 2011) de P. persimilis sur différents cultivars
de tomate mais pas sur le développement, la survie et la fécondité d’un autre acarien
prédateur de T. urticae sur tomate, N. californicus (Cedola et Sanchez, 2003). Sur des plantes
de tomate cultivée, la durée de vie de P. persimilis, prédateur de T. urticae, est inférieure a
celle observée sur haricot en raison de la présence des trichomes glandulaires (Gillespie et
Quiring, 1994). L’acarien prédateur semble impacté négativement par la toxicité des exsudats
des trichomes glandulaires et non par I'ingestion de proies riches en composés secondaires.
Cependant, peu d’études ont pris en compte I'impact des différents types de trichomes sur la
survie et le taux de prédation des ennemis naturels sur T. urticae (voir pour revues Dalin et

al., 2008; Simmons et Gurr, 2005; Kennedy, 2003).
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Le genre Solanum est caractérisé par une grande diversité de trichomes et de composés
secondaires renfermés ou non dans les trichomes glandulaires et il existe également une tres
grande diversité de cultivars caractérisés par des niveaux de défenses différents. Dans un
contexte de lutte biologique, comprendre le role respectif de différentes défenses est
important lorsqu’il s’agit de choisir des cultivars peu sensibles ou résistants a un ou plusieurs
ravageurs. Afin de mettre en évidence I'impact direct et indirect de la plante hote sur les
interactions tritrophiques plante-ravageur-ennemis naturels, I'objectif a donc été d’identifier
deux cultivars présentant des niveaux de défenses physiques et chimiques contrastés. Pour
cela, la densité en trichomes des différentes classes a été estimée et la teneur en composés
secondaires identifiés comme potentiellement toxiques ou répulsifs vis-a-vis de T. urticae
(sucres acylés, composés phénoliques dont I'acide chlorogénique et la rutine, monoterpénes
et sesquiterpénes, 2-tridecanone) a été mesurée sur différents cultivars. Les cultivars
identifiés au travers de cette étape ont ensuite été utilisés pour montrer I'impact des défenses
physiques et chimiques sur le développement et la survie de T. urticae en présence ou en
absence d’un acarien prédateur. Dans un but d’optimisation de la lutte biologique en culture
de tomates sous serre, la question est de savoir s'il peut y avoir des différences entre cultivars
de tomate en termes d’efficacité des ennemis naturels sur les populations d’un acarien
phytophage.

Plus précisément, les questions posées sont les suivantes :

- Est-il possible de caractériser les défenses physiques et chimiques de deux cultivars de
tomate cultivée ? Apres identification de deux cultivars ayant des densités de
trichomes différentes, est-il possible de mettre en évidence des différences de
concentration en composés secondaires potentiellement toxiques pour T. urticae ?

- T. urticae se développe-t-il différemment sur ces deux cultivars caractérisés par des
densités différentes en trichomes non glandulaires et en trichomes glandulaires ?

- Quel est I'impact sur I'acarien prédateur P. macropilis, identifié comme nouvel agent
de lutte biologique en serre de tomate contre T. urticae ?

Pour répondre a ces questions, parmi la grande diversité de cultivars de tomate cultivée, le
choix de cultivars pouvant présenter des niveaux de défense contrastés vis-a-vis de T. urticae
s’est porté sur deux cultivars largement utilisés par les producteurs de tomates dans le bassin
de Geneve et ayant a I'ceil nu des densités de trichomes différentes. Apres caractérisation des

trichomes présents sur les feuilles de ces deux cultivars, une série d’analyses des composés
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secondaires a été conduite en collaboration avec le Dr Ivan Slacanin du laboratoire ILIS a
Bienne (Suisse), et un essai en serre a été mené au centre Agroscope de Conthey (Valais,
Suisse). L'objectif de cet essai mené dans des conditions proches de la production était de
comparer entre les deux cultivars le développement des populations de T. urticae en présence

ou absence de P. macropilis.

2. Matériels et méthodes

2.1. Choix des deux cultivars de tomate

Les deux cultivars de tomates (Solanum lycopersicum L.) choisis ont été le cultivar Allissia (De
Ruiters seeds - Monsanto) et le cultivar Komeett (idem). Allissia est un cultivar hautement
résistant vis-a-vis d’un grand nombre de maladies (Tomato mosaic virus, Pseudomonas
syringae pv. Tomato, Fulvia fulva races 1 a 5, Fusarium oxysporum sp. Lycopersici, Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, Verticilium albo-atrum, Verticilium dahliae et silvering ou
argenture) (Catalogue DeRuiter seeds, 2012). Komeett a les mémes résistances sauf vis-a-vis

de I'argenture (Catalogue DeRuiter seeds, 2012).

2.2. Caractérisation des trichomes et des composés secondaires chez les
deux cultivars

2.2.1. Obtention des plantes utilisées pour la caractérisation des défenses

Les graines des cultivars Allissia et Komeett ont été mises a germer dans des plaques multi-
pots placées dans une chambre de culture ayant une photopériode de 16 h J/8 h N et une
température de 21 °CJ/ 19 °C N. Les plantules ont été repiquées au stade 2-3 feuilles en pots
de 13 cm de diametre, dans un substrat constitué de tourbe brune pour 1/3 et de 2/3 d’un
mélange de 65 % tourbe blonde + 15 % de sable + 20 % Perlite. Les plantes étaient alimentées
manuellement avec une solution nutritive standard (mmol LX N :17; P :2; K*: 10,5 ; Ca®*:
4,5; Mg? :1,6; NHs*: 0,5 + oligo-éléments, EC = 3 mS cm™). Pour les analyses des composés
secondaires, les plantes ont été utilisées au stade 5-6 feuilles soit environ 45 jours apres le
semis. Toutes les analyses ont été faites sur des plantes obtenues suivant ce protocole de

culture.
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2.2.2. Caractérisation des trichomes

Le dénombrement des trichomes non glandulaires et glandulaires a été réalisé avec un stéréo
microscope (Leica M 80), sous un grossissement 60 x et sur une surface circulaire de 2,55 mm?
au travers d’un cache métallique déplacé cing fois sur chaque face d’une foliole, en excluant
la nervure principale. Le dénombrement ne pouvant se faire sur les deux faces d’'une méme
feuille, la densité des trichomes a été estimée sur 20 plantes par cultivar, 10 plantes par face,
sur les folioles utilisées pour les essais en microcosmes, soit la foliole terminale de la 5™

feuille en partant de la base de la plante.

2.2.3. Analyses des composés secondaires

Echantillonnage pour les analyses

Pour les analyses chimiques, les échantillons nécessaires aux extractions ont été constitués de
cinq folioles prélevées sur cing plantes de tomates de 45 jours environ dont les conditions
d’obtention ont été celles décrites précédemment. Ceci a été répété six fois pour obtenir les

différents échantillons.

Caractérisation des composés secondaires

Les différentes analyses ont été réalisées par le Dr lvan Slacanin du laboratoire ILIS Chemin de
la Passerelle 17 CH-2503 Bienne, Suisse. Les protocoles détaillés sont donnés en Annexe Il.

Que ce soit pour la caractérisation des composés hydrophiles (rutine et acide chlorogénique,
sucres acylés et tomatine) ou lipophiles (2-tridecanone et terpénes), les folioles des feuilles
fraiches de tomates ont été séchées. Pour déterminer les concentrations en acide
chlorogénique et en rutine chez les deux cultivars Allissia et Komeett, les extraits hydrophiles
ont été analysés par HPLC/DAD. Le détecteur UV a diode (DAD) permet d’obtenir le spectre
UV de chaque pic et ainsi d’identifier la classe chimique des différents composés. Les
standards de rutine et d’acide chlorogénique ont été achetés chez Sigma-Aldrich. Pour la
tomatine et les sucres acylés, les extraits ont été analysés par HPLC/MS soit par un couplage
chromatographie en phase liquide/spectrométrie de masse. Les courbes d’étalonnage ont été
établies avec des concentrations de tomatine de 0, 3, 6, 12 et 24 ug/ml. Le standard de
tomatine a été obtenu aupres de Extrasyntheése (Z.I Lyon Nord Impasse Jacquard - CS 30062,

69727 Genay Cedex France). Pour les sucres acylés qui sont des composés de masses
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spécifiques tres faibles, leur détection a été possible apres ionisation et mesure des masses
spécifiques [M + formate]” (m/z) ou M représente un sucre acylé. Pour I'analyse du 2-
tridecanone, aprés une chromatographie en phase gazeuse avec un détecteur a ionisation a
flamme (GC/FID), les concentrations ont été déterminées a partir de la courbe d’étalonnage
et des dilutions. La courbe d’étalonnage du 2-tridecanone (Sigma Aldrich) a été construite avec
des concentrations allant de 1,5 a 150 pg/ml. Enfin, les terpénes sont des composés volatils
et I'analyse a été conduite par chromatographie en phase gazeuse « en espace de téte »
couplé avec une spectrométrie de masse (GC/MS/MS). La détermination qualitative des
composés a été effectuée grace a la bibliothéque Wiley128 (Wiley Registry of Mass Spectral
Data).

Toutes les extractions ont été effectuées sur six échantillons par cultivar, chaque échantillon
ayant été prélevé selon la méthode décrite précédemment. Pour tous les composés, les
analyses ont permis une caractérisation quantitative et un calcul de la concentration dans les

échantillons de feuilles séchées sauf dans le cas des sucres acylés et des terpenes.

2.2.4. Analyses statistiques

Afin de déterminer si la densité des trichomes et les concentrations en composés secondaires
sont différentes entre les deux cultivars, les données ont été comparées entre Allissia et
Komeett grace au programme R (R Core Team, 2015). Les densités de trichomes entre les deux
cultivars ont été analysées avec un modeéle linéaire généralisé (Knudson, 2015). Pour
comparer les concentrations en composés secondaires entre les deux cultivars de tomate,
apreés vérification de ’lhomoscédasticité des valeurs, le test de Student par permutation (test
non paramétrique) a été utilisé, et en absence d’homoscédasticité, la comparaison a été faite
avec le test de Mann-Whitney-Wilcoxon. Les deux tests ont été conduits avec le package

« RVAIdeMemoire » sous R (Hervé, 2015).
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2.3. Développement de Tetranychus urticae et de Phytoseiulus macropilis
en serre sur des plantes de tomate des cultivars Allissia et Komeett

2.3.1. Objectif de I'essai

Un essai conduit en serre entre le 30 ao(t et le 23 octobre 2012 a eu pour objectif de comparer
le développement de T. urticae et de son prédateur P. macropilis sur les cultivars Komeett et
Allissia. L'hypothese de départ était que les arthropodes se développeraient mieux sur le
cultivar le moins défendu en termes de densité de trichomes et de concentration en composés
secondaires potentiellement toxiques (rutine, acide chlorogénique, sucres acylés, 2-

tridécanone, terpénes, tomatine).

2.3.2. Mise en place de I'essai

Seules les différences avec I'essai présenté dans le chapitre précédent sont explicitées.

Les essais se sont succédés dans une serre au centre Agroscope, Conthey (Valais, Suisse)
durant I’été 2012. A la fin du premier essai, le 20 ao(t, un vide sanitaire de sept jours a été
réalisé. Puis, le méme dispositif expérimental a été mis en place avec 16 cages (Lx | x h =1,75
x 1,75 x 2 m) disposées en carré latin d’ordre quatre. Quatre modalités ont été testées sur les
deux cultivars de tomate : Allissia + T. urticae, Allissia + T. urticae + P. macropilis, Komeett + T.
urticae, et Komeett + T. urticae + P. macropilis.

Cet essai a démarré le 30 ao(t 2012, date d’installation des plantes de tomates dans les cages.
Les plantes des cultivars Allissia et Komeett ont été produites dans des conditions identiques
a celles de I'essai précédent. Les semis ont été réalisés le 20 juillet, le repiquage le 22 ao(t, et
la plantation dans des pots de 10 |, au stade 3-4 feuilles, le 30 aolt 2012. Les plantes ont été
disposées par trois dans les cages. Les conditions d’arrosage et de suivi des plantes ont été

identiques a celles de I'essai précédent (voir chapitre 1).

2.3.3. Contamination des plantes avec les différentes espéeces d’acariens

En juin 2012, deux élevages de T. urticae avaient été initiés sur les deux cultivars de tomates
Allissia et Komeett. Les deux élevages étaient isolés dans des cages en toile de 150 p (Lx | x h=

110 x 40 x 60 cm) placées dans une chambre climatique ayant pour température 24 +2 °CJ/
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22 £ 2 °C N, une humidité relative de 70 + 10 % et une photopériode de 16 h/8 h. Les plantes
sur lesquelles se développaient les acariens étaient renouvelées toutes les semaines.

La préparation des échantillons et la contamination des plantes en serre ont été réalisées le 6
septembre 2012. Chaque plante de chaque cultivar a été contaminée avec 40 femelles de T.
urticae aux stades proto/deutonymphes provenant de I'un des deux élevages. Les acariens
prélevés selon la méme procédure que pour I'essai précédent ont été déposés sur une foliole
de tomate du méme cultivar que les plantes a contaminer. A la fin de chaque préléevement, les
folioles ont immédiatement été placées sur la téte des plants de tomate qui se trouvaient
alors au stade 4 - 5 feuilles. Les boites de Pétri ont été controlées pour vérifier que tous les
acariens avaient été déposés sur les plantes.

Les plantes des modalités Allissia + T. urticae + P. macropilis et Komeett + T. urticae + P.
macropilis ont été contaminées le 13 septembre avec P. macropilis a un ratio proie/prédateur
de 5/1 (identique a I'essai précédent). Les échantillons ont été préparés extemporanément
sans faire respecter de jeline aux prédateurs. Les individus ont été prélevés a I'aide d’un
pinceau fin sous un stéréo microscope Leica MS 5 équipée d’une source lumineuse Leica CLS
100 x, utilisée au grossissement 25 x. Les huit femelles de chaque échantillon ont été déposées
sur du coton placé dans une boite de Pétri. Les échantillons ont rapidement été amenés dans
les cages et toutes les plantes ont été contaminées simultanément. Chaque coton a été placé
a l'aisselle d’une feuille haute.

L’évolution des populations de T. urticae et de P. macropilis a été suivie par des comptages a
la loupe de poche (20 x) des individus présents sur toutes les folioles des plantes, tous les trois
jours, entre le 10 septembre et le 17 octobre. Les comptages des stades mobiles de T. urticae

ont débuté le 10 septembre, ceux des acariens prédateurs le 16 septembre.

2.3.4. Analyses statistiques

Les comptages de T. urticae ont permis de construire les courbes de croissance dans le temps
des populations de I'acarien phytophage et de calculer I'aire sous les courbes (AUC) (Woods
et al., 2011) correspondant par intégration au nombre moyen d’individus au cours du temps
présents sur les plantes pour les différentes modalités (Contreras-Medina et al., 2009). Les
aires ont été calculées a partir de la date a laquelle 'ensemble des arthropodes étaient

présents, apres le lacher des P. macropilis, soit le 16 septembre 2012. Une analyse de variance
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de la variable AUC (Area Under the Curve) et le test de comparaison multiple (Tukey) ont été
employés pour déterminer si les populations de T. urticae et P. macropilis avaient des
évolutions différentes entre modalités. L'efficacité de controle de T. urticae sous différentes

modalités a été calculée avec la formule d’Abbott (Abbott, 1987).

3. Résultats

L’objectif était de déterminer si la densité de trichomes et les concentrations en composés
secondaires difféerent entre les deux cultivars Allissia et Komeett, et si les éventuelles
différences au niveau des défenses ont un impact sur le développement des populations de T.
urticae en présence ou absence de I'acarien prédateur P. macropilis. Ceci devrait permettre
de montrer si la plante héte peut avoir un impact sur la régulation des populations du ravageur

par I'agent de lutte biologique.

3.1. Caractérisation des trichomes des deux cultivars

La classification des trichomes dénombrés sur les folioles reprend celle proposée par de
nombreux auteurs pour les Solanacées (Glas et al., 2012; Simmons et Gurr, 2005;
Channarayappa et al., 1992). Pour les deux cultivars Allissia et Komeett, les trichomes observés
correspondent au type V (non glandulaires) et VI (glandulaires) (Figure 23). Quelques

trichomes de type Ill présents sur les nervures secondaires n’ont pas été comptabilisés.
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Figure 23 : Trichomes observés sur la face inférieure des folioles de Solanum lycopersicum chez le cultivar Allissia

(A) et Komeett (B) au méme grossissement 32 x (Source : V. Gigon)

Sur la face adaxiale des folioles, la densité des trichomes non glandulaires n’est pas
significativement différente entre les deux cultivars (GLMM, Wald y?>=0,352;dl=1; P =
0,553) mais la densité des trichomes glandulaires est significativement différente (GLMM,
Wald xy?>=4,830; dl=1; P=0,028) (Tableau 8). Par contre, sur la face abaxiale des folioles, les
trichomes glandulaires (GLMM, Wald y?=4,089; d/= 1 ; P =0,043) et non glandulaires (GLMM,
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Wald y?= 20,677 ; dl = 1; P < 0,001) présentent des densités significativement différentes
entre les cultivars Allissia et Komeett (Tableau 8). Pour les deux cultivars, la densité des
trichomes non glandulaires est trés supérieure sur la face abaxiale. Entre les deux cultivars, la
principale différence est liée au fait que sur le cultivar Komeett la densité des trichomes non

glandulaires est presque deux fois supérieure a celle observée sur le cultivar Allissia.

Tableau 8: Nombre moyen de trichomes par 2.55 mm ?(+ E.S.) sur les folioles des cultivars Allissia et Komeett. La

moyenne est calculée a partir de cinqg comptages par foliole, sur une foliole par plante et sur 10 plantes par

cultivar
Face abaxiale Face adaxiale
Trichomes Types de trichomes * Types de trichomes *
Cultivars Glandulaires Non Glandulaires Non
glandulaires glandulaires
Allissia 54+0,6 a 45,2+3,3 a 6,004 a 13,9+0,9 a
Komeett 7,7+10 b 786+57 b 7,808 b 15,4+1,1 a

*Les moyennes suivies de la méme lettre dans les colonnes ne sont pas statistiquement différentes

3.2. Caractérisation des composés secondaires

3.2.1. Analyse par HPLV/DAD des composés phénoliques, rutine et acide
chlorogénique

L’analyse par HPLV/DAD a permis d’obtenir des chromatogrammes donnant les pics des
standards (rutine et acide chlorogénique) (Figure 24), et a partir des extraits hydrophiles, les
pics obtenus pour les échantillons suite aux extractions faites sur les folioles séchées des deux
cultivars Allissia (Figure 25) et Komeett (Figure 26). Tous les chromatogrammes ont été
enregistrés a la longueur d’onde A = 350 nm et montrent les spectres d’absorbance dans 'UV
des molécules recherchées. Le détecteur UV a diode (DAD) permet en effet d’obtenir le

spectre UV de chaque pic et ainsi d’identifier la classe chimique des différents composés.

67



DAD1 B, Sig=350,8 Ref=500,100 (1993_FLA\006-0701.D)

25

ide chlorogénique

20 4

10 o

ine

mi

Figure 24 : Chromatogramme HPLC/DAD obtenus pour les standards (acide chlorogénique et rutine)

DAD1 B, Sig=350,8 Ref=500,100 (1993_FLA\004-0401.D)
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Figure 25 : Chromatogramme HPLC/DAD obtenu pour un échantillon du cultivar Allissia. Les pics correspondant

a I'acide chlorogénique et a la rutine sont identifiés
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DAD1 B, Sig=350,8 Ref=500,100 (1993 FLA\005-0501.D)
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Figure 26 : Chromatogramme HPLC/DAD obtenu pour un échantillon du cultivar Komeett. Les pics correspondant

a I'acide chlorogénique et a la rutine sont identifiés

Suite aux analyses en HPLC/DAD, les concentrations en acide chlorogénique et en rutine ont

été calculées en % de matiere séche (Tableau 9).
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Tableau 9 : Concentrations en acide chlorogénique et rutine dans les échantillons de folioles des deux cultivars

Allissia et Komeett (N = 6, chaque échantillon est composé de cinq folioles prélevées sur cing plantes différentes)

Acide chlorogénique [%]

Echantillon
Cultivar 1 2 3 4 5 6 Moyenne * E.S.
Allissia 0,0175 0,0191 0,0180 0,0182 0,0212 0,0173 | 0,0185 + 0,0006
Komeett 0,0182 0,0179 0,0185 0,0182 0,0185 0,0181 | 0,0182 +0,0001
Rutine [%]
Echantillon
1 2 3 4 5 6 Moyenne
Cultivar
+ E.S.
0,121 +
Allissia 0,119 0,124 0,119 0,114 0,120 0,128
0,002
0,166 +
Komeett 0,160 0,173 0,165 0,165 0,169 0,163
0,002

Le test de Student par permutation (test non paramétrique) indique que la teneur en rutine (t

=-16,673; P =0,002) est significativement différente entre les deux cultivars. La concentration

en rutine est plus élevée pour Komeett. Par contre, il n’y a pas de différence significative entre

les deux cultivars pour les teneurs en acide chlorogénique (test de Mann-Whitney-Wilcoxon ;

W =16; P =0,808).

3.2.2. Analyse par HPLC/MS de la tomatine

La concentration en tomatine, alcaloide présent dans les feuilles de tomates, a été déterminée

par HPLC/MS. Les courbes d’étalonnage ont été établies avec des concentrations de tomatine

de 0, 3, 6, 12 et 24 pg/ml. Le chromatogramme du standard et deux chromatogrammes
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correspondant a deux des échantillons prélevés sur les cultivars Allissia et Komeett sont

donnés en Figures 27, 28 et 29.

Tomatine 6 ug/ml

Tomatine 6 ug_ml Sm (Mn, 2x3) 1: Scan ES+
20.59 TIC
1007 4.80e9
=
19.82
0 T T T T T T T T T T T T T T 1 Time
4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00

Figure 27 : Chromatogramme obtenu par HPLC /MS du standard de tomatine

Tomate 04, ASE MeOH 80%, 1:10, EI POS

1993_01_03 POS 01 Sm (Mn, 2x3) 1: Scan ES+
20.64 TIC
100 9.19e9
=
19.88
(o T T T T T T T T T T T T T 1 Time
4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00

Figure 28 : Chromatogramme obtenu par HPLC /MS d’un échantillon prélevé sur le cultivar Allissia
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Tomate 16, ASE MeOH 80%, 1:10, EI POS
1993_02_03 POS 01 Sm (Mn, 2x3) 1: Scan ES+
20.58 TIC

1009 8.86e9

19.82

10.25

1 Time

T T T T T T T T T T T T
4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00

Figure 29 : Chromatogramme obtenu par HPLC /MS d’un échantillon prélevé sur le cultivar Komeett

Suite aux analyses en HPLC/MS, les concentrations en tomatine dans les échantillons des deux

cultivars ont été calculées en % de matiére seche (Tableau 10).

Tableau 10 : Concentration en % de matiére seche de tomatine dans les folioles séchées des deux cultivars Allissia

et Komeett (N = 6, chaque échantillon est composé de cing folioles prélevées sur cing plantes différentes)

Tomatine [%]
Echantillon
Cultivar 1 2 3 4 5 6 Moyenne
+E.S.
Allissia 2,10 2,81 2,07 2,78 2,56 2,79 2,52+0.14
Komeett 1,40 1,92 1,41 1,86 1,55 1,55 1,62 +0.09

Le test de Student par permutation (non paramétrique) permet de montrer que la teneur en
tomatine est significativement différente entre les deux cultivars (t = 5,3514, P = 0,002).

Allissia présente une teneur en tomatine supérieure a celle du cultivar Komeett.
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3.2.3. Caractérisation des sucres acylés

Pour les sucres acylés qui sont des composés de masses trés faibles, leur détection a été
possible aprés ionisation et mesure des masses spécifiques [M + formate] (m/z) ou M
représente un sucre acylé. L’analyse par UPLC/MS a permis d’obtenir des chromatogrammes
pour trois classes de sucres acylés de masses spécifiques correspondant a trois classes, les

triacylsucroses, les tétraacylsucroses et les pentaacylsucroses.

IAcyl sugar
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Figure 30 : Chromatogramme obtenu par UHPLC/MS des triacylsucroses pour un des échantillons du cultivar

Allissia
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Figure 31 : Chromatogramme obtenu par UHPLC/MS des triacylsucroses pour un des échantillons du cultivar

Komeett
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Figure 32 : Chromatogramme obtenu par UHPLC/MS des tétraacylsucroses pour un des échantillons du cultivar

Allissia

74



Acyl sugar
A5 Tomate 1602 Sm (Mn, 2x) Scan ES-
Y 2527 27 48 N £ 126 5-4122
?'D‘ 2414775, 2823 30.2531 65 37 96 __/‘\ 4397 45.54 48.21
5.00 too0 4500 sooo | gs00 | &ooo 0 &soo | 40oo 4500 50000
A5 Tomate 16| 02 Sm (Mn, 2¢3) Stan E5-
;28 751
1oo 8 57387
E 032 4228
o T T T T T T T 1 T t 7 == T f ]
5.00 1000 15.00 2000 2500 3000 35.00 4000 4500 5000
45 Tomate 16| 02 Sm (Mn, 2x3) Sean ES-
100 B/10 e i
o ErL
E} 338,59 15.10 193 20 B9 xuposzssres DU 516 mam el 3566 M 41,33 <M a0
‘ 5.00 1000 1500 2000 | 2500 | 9000 | asod | 4000 4500 | 50.00
A5 Tomate 16| 02 Sm (Mn, 2¢3) Scan ES-
1462 723
1o 42787
= 323 16.45 37.73 4143 4597 48004860
‘ 500 fooo | dsoo o000 2500 o0 sso0 4000 4500 60000
A5 Tomate 16| 02 Sm (Mn, 2x3) Sean ES-
100 4026 700
- L3 pm 45 34328
¥ 810 b
o T T T T T T T T T T T T T T 1
5.00 1000 15.00 2000 2500 3000 35.00 4000 4500 5000
AS Tomate 16| 02 Sm (Mn, 2x3) Sean ES-
- 4152 661
! - 1.16e6
s 591
0 T T T T T T T T T T T T T T 1
5.00 10.00 15.00 20,00 25.00 30.00 35.00 40700 45.00 50.00
A5 Tomate 16| 02 Sm (Mn, 2¢3) Scan ES-
100 376 %21 sl
- am 1.72 24.18 39.64 4474 M 774957 31186
" 5\3  ABISET BT 21249 qa78 1704 21213176 oo e B Rk mewasr P PR MMsw o e
g T 7 7 T T T T T T T T T T T T ; ; ¥ T i Time
500 1000 1500 20’00 2500 3000 3500 4000 4500

Figure 33 : Chromatogramme obtenu par UHPLC/MS des tétraacylsucroses pour un des échantillons du cultivar

Komeett
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Figure 34 : Chromatogramme obtenu par UHPLC/MS des pentaacylsucroses pour un des échantillons du cultivar

Allissia
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Figure 35 : Chromatogramme obtenu par UHPLC/MS des pentaacylsucroses pour un des échantillons du cultivar

Komeett

Comme les chromatogrammes sont d’apparence trés proche (Figures 30-35), la composition
en sucres acylés ne semble pas présenter de différences entre les deux cultivars et aucune

analyse quantitative n’a été conduite.

3.2.4. Caractérisation du 2- tridecanone

Pour I'analyse du 2-tridecanone, apres une chromatographie en phase gazeuse avec un
détecteur a ionisation a flamme (GC/FID), les concentrations ont été déterminées a partir de
la courbe d’étalonnage et des dilutions. La courbe d’étalonnage du 2-tridecanone (Figure 36)
a été construite avec des concentrations allant de 1,5 a 150 pg/ml. Les analyses des extraits
lipophiles des feuilles séchées de tomates ont permis de montrer la présence de 2-tridecanone

pour les deux cultivars Allissia et Komeett (Figures 37 et 38).
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8.355 - 2-Tridecanone

FID1 A, (1993_TOMATE\1993_TOMATE 2014-12-20 14-28-21\002F0201.D)
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Figure 36 : Chromatogramme obtenu par GC/FID d’un standard de 2-Tridécanone (3 ug/ml de 2-Tridécanone)

-FID1 A, (1993_TOMATE\1993_TOMATE 2014-12-20 14-28-21\004F0601.D)

12.323

8es 12.494
7679
* 10.856 116841 045 /

9495 g30

7.140 8.080 8.352

Figure 37 : Chromatogramme obtenu par GC/FID suite a une extraction lipophile d’un échantillon du cultivar

Allissia. La fleche indique le pic de 2-Tridécanone
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Figure 38 : Chromatogramme obtenu par GC/FID suite a une extraction lipophile d’un échantillon du cultivar

Komeett. La fleche indique le pic de 2-Tridécanone

Suite aux analyses en HPLC/FID, les concentrations en 2-tridecanone dans les échantillons des

deux cultivars ont été calculées en ng/g de matiére seche (Tableau 11).

Tableau 11 : Concentration en ng de 2-tridecanone /g de matiére séche dans les folioles des deux cultivars Allissia

et Komeett (N = 6, chaque échantillon est composé de cing folioles prélevées sur cing plantes différentes).

Concentration en 2-Tridécanone [ng/g]

Echantillon Moyenne
Cultivar 1 2 3 4 5 6 t E.S.
Allissia 76 62 74 60 63 70 67,527
Komeett 77 78 66 59 60 73 68,8+3,4

Le test de Student par permutation (test non paramétrique) indique que la teneur en 2-
tridecanone n’est pas différente (t = - 0,30368, P = 0,786) entre les deux cultivars Allissia et

Komeett.
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3.2.5. Caractérisation des terpénes

Les terpénes sont des composés volatils et 'analyse a été conduite par chromatographie en
phase gazeuse « en espace de téte » couplée avec une spectrométrie de masse (GC/MS/MS).
La détermination qualitative des composés a montré la présence de B-pinéne dans le cultivar

Allissia (Figure 39) et de B-phellandréne et de terpinoléne dans le cultivar Komeett (Figure 40).

Chromatogram Plot

File: c:\data ilis\data\1993_hs_2\tomate 4 bis-5-31-2015.xms

Sample: Tomate 4 bis Operator: Slacanin

Scan Range: 1 - 3102 Time Range: 1.63 - 28.16 min. Date: 5/31/2015 7:32 PM
Sample Notes: Tomate 04, HS

MCounts] Tomate 4 bis-5-31-2015.xms 45.0:350.0> Filtered
] 45.0:350.0>

o 75 100 s 0o
Hidhtes

‘ Seg 1, Time: 1.63-28.16, Scan Functions: 1

‘ Scans abs 668 oko 1213 1565

Figure 39 : Chromatogramme obtenu par GC/MS/MS des terpénes pour un des échantillons du cultivar Allissia.

Le pic 1 indique la présence de B-pinene
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Chromatogram Plot

File: c:\data ilis\data\1993_hs_2\tomate 16 bis-6-1-2015.xms

Sample: Tomate 16 bis Operator: Slacanin
Scan Range: 1 - 2736 Time Range: 1.63 - 25.01 min. Date: 6/1/2015 8:49 AM
Sample Notes: Tomate 16 bis, HS

MCounts] “Tomate 16 bis-6-1-2015.xms 45.0:350.0> Filtered
45.0:350.0>

[n]

sl 5 180 s Ery
Sues
‘ Seg 1, Time: 1.63-25.01, Scan Functions: 1

‘ Scans ED 687 oo 1273 1566

Figure 40 : Chromatogramme obtenu par GC/MS/MS des terpénes pour un des échantillons du cultivar Komeett.

Les pics 2 et 3 indiquent la présence de B-phellandréne et de terpinoléne

Comme la composition en terpenes apparait d’emblée différente entre les deux cultivars par
I'identité méme des composés identifiés, aucune analyse quantitative n’a été conduite par la

suite.

3.3. Développement de Tetranychus urticae et de Phytoseiulus macropilis
en serre sur des plantes de tomate des cultivars Allissia et Komeett

3.3.1. Conditions environnementales

Pendant la durée de I'essai, les températures moyennes hebdomadaires dans les cages ont
été comprises entre 19,7 et 23,8 °C (Figure 41). Une température minimale de 14,5 °C a été

enregistrée le 20 septembre 2012 a 6 h et une température maximale de 32,6 °C le 9
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septembre 2012 a 15 h. L’humidité relative moyenne hebdomadaire enregistrée dans les
cages a été comprise entre 52,8 et 67,7 %. Un minimum de 22,8 % a été enregistré le 14
septembre 2012 a 15 h et un maximum de 80,2 % le 10 octobre 2012 a 8 h. La serre a été
chauffée a partir du 30 ao(t pour maintenir une température durant le jour de 21 °C et durant

la nuit de 19 °C. L’aération était déclenchée a partir de 23 °C.
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Figure 41 : Evolution de la température extérieure a la serre, de la température et de I'humidité relative a
I'intérieur des cages au cours de 'essai. Les données ont été recueillies grace a une sonde climatique (DGT

Volmatic) située a I'intérieur d’une cage permettant d’enregistrer la température et I’humidité relative

3.3.2. Développement de Tetranychus urticae sur les deux cultivars en présence ou
absence de Phytoseiulus macropilis

Sur une période relativement courte, du 10 au 19 septembre 2012, la densité moyenne des
acariens présents sur les plantes des deux cultivars est restée sous le seuil d’environ cing
individus / foliole, et ce quelle que soit la modalité (Figure 42). Ensuite, a partir du 22
septembre 2012 et jusqu’a la fin de I’essai, sur les deux cultivars, les courbes des modalités

avec T. urticae seul et celles des modalités avec P. macropilis se distinguent par leur
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dynamique. En I'absence du prédateur, une forte augmentation des populations de T. urticae
a été observée entre le 19 et le 22 septembre 2012. Le nombre moyen d’acariens est
respectivement passé 3,57 + 0,41 a 13,35 + 1,19 et de 5,28 + 0,07 a 12,93 + 1,08
individus/foliole en trois jours pour les modalités Allissia + T. urticae et Komeett + T. urticae.
En présence de P. macropilis, I’augmentation des populations de T. urticae a été beaucoup
plus lente. Entre le 19 et le 22 septembre 2012, le nombre moyen d’acariens est
respectivement passé de 2,07 + 0,42 a 5,38 + 0,58 et de 3,45 + 0,35 a 6,52 + 0,54
individus/foliole pour les modalités Allissia + T. urticae + P. macropilis et Komeett + T. urticae
+ P. macropilis respectivement. Apres le 25 septembre et jusqu’au dernier comptage, le
nombre moyen de T. urticae/foliole en I'absence de P. macropilis est resté stable et compris
entre 10 a 18 individus/foliole sur les deux cultivars (Figure 42). En présence de P. macropilis,
pour les modalités Allissia + T. urticae + P. macropilis et Komeett + T. urticae + P. macropilis,
le nombre moyen d’acariens a augmenté lentement pour culminer le 1 octobre et le 28
septembre 2012 respectivement, soit avec trois jours de décalage, a des valeurs de 8,88 + 0,88
et 8,47 + 1,46 individus/foliole. Aprés ces dates, une chute des populations a été observée
pour ces deux modalités. A partir du 8 octobre 2012 et jusqu’a la fin de I'essai, les densités

moyennes de T. urticae étaient comprises entre 1,5 a 4 individus/foliole (Figure 42).
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Figure 42 : Densité de Tetranychus urticae (moyenne + E.S.) sur les plantes des deux cultivars de tomates Allissia
et Komeett. Les quatre modalités sont : Allissia + T. urticae, Allissia + T. urticae + Phytoseiulus macropilis, Komeett
+ T. urticae, et Komeett + T. urticae + P. macropilis. Les données sont les moyennes des comptages sur cing

folioles par plante et sur 12 plantes. La fleche et la lettre A indiquent le lacher de P. macropilis

La comparaison de l'aire sous la courbe (AUC) calculée pour chaque modalité fait apparaitre
deux groupes de valeurs (Tableau 12), les modalités sans P. macropilis et les modalités avec P.
macropilis. En présence de P. macropilis, le nombre de T. urticae est plus faible mais il n’y a

pas de différence entre les deux cultivars.
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Tableau 12 : Moyenne des aires sous la courbe (AUC) relatives au développement des Tetranychus urticae (Tu)

pour les différentes modalités et efficacité de Phytoseiulus macropilis (Pm) selon la formule d’Abbott.

Modalités AUCY23 Efficacité (%)*
Allissia + Tu 401,8 A -
Komeett + Tu 391,4A -
Allissia + Tu + Pm 156,9 B 60,95
Komeett + Tu + Pm 140,8 B 64,03

! Les moyennes ont été obtenues en calculant I'aire sous les courbes par intégration du nombre de Tetranychus

urticae par foliole entre le 16 septembre et le 16 octobre.
2 Les données ne permettent pas de mettre en évidence un effet du cultivar (F = 3,86, P = 0,072).

31l y a une influence significative de la présence de Phytoseiulus macropilis (F = 5,8, P = 0,033). Les données
partageant la méme lettre ne sont significativement pas différentes entre elles (P < 0,05, test de comparaison de

Tukey).

4 Seule Iefficacité des modalités avec Phytoseiulus macropilis a été calculée.

3.3.3. Développement de Phytoseiulus macropilis sur les deux cultivars

La dynamique des populations de P. macropilis a été globalement la méme sur les deux
cultivars (Figure 43). Deux pics ont été atteints au cours de I'essai. Sur le cultivar Komeett, le
premier pic avec une valeur moyenne de 0,80 individu/foliole a été atteint le 22 septembre
2012. Sur le cultivar Allissia, le premier pic avec une valeur moyenne de 0,95 individu/foliole
a été atteint le 28 septembre 2012, soit six jours plus tard. Apres ces dates, une chute des
populations de P. macropilis a été observée sur les deux cultivars. Sur le cultivar Komeett, la
moyenne a diminué jusqu’a se stabiliser entre le 1 et 7 octobre 2012 a une valeur de 0,37
individu/foliole, avant de remonter. Le 11 octobre, une densité moyenne de 0,62
individu/foliole correspond au deuxiéme pic. Sur le cultivar Allissia, la population a chuté apres

le premier pic jusqu’au 5 octobre avec une valeur minimale de 0,32 individu/foliole. Le
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deuxiéme pic a été atteint le 11 octobre avec une densité moyenne de 0,65 individu/foliole.
Apres ce deuxiéme pic, les moyennes ont chuté sur les plantes des deux cultivars (Figure 43).
Les nombres moyens de P. macropilis dénombrés au premier et au deuxiéme pic ont été
comparés avec un test t a deux échantillons (t =0,630, d/=5,P=0,556;t=0,18,d/=4, P =
0,867, respectivement) qui n’a pas permis de mettre en évidence une différence significative
entre Allissia et Komeett. Dans les conditions de I'essai, le développement de I'auxiliaire a

donc été similaire sur les deux cultivars.

1,2
Allissia + Tu + Pm

Komeett + Tu + Pm

1,0 -

0,8 |

0,6 |

0,4 -

Nombre moyen de P. macropilis par foliole

0,2 -

Figure 43 : Densité des Phytoseiulus macropilis (moyenne * E.S.) sur les plantes des cultivars Allissia et Komeett.

Les données sont les moyennes des comptages sur cing folioles par plante et sur 12 plantes

En conclusion, les données n’ont pas permis de mettre en évidence de différence significative
entre les deux cultivars de tomate quant au développement des acariens phytophages et des
acariens prédateurs. Il y a eu un fort impact de P. macropilis sur les populations de T. urticae
et ce quel que soit le cultivar. L'efficacité de I'acarien prédateur calculée avec la formule

d’Abbott a été de 60,95 % et 64,03 % sur les cultivars Allissia et Komeett, respectivement.
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4. Discussion

Les deux cultivars Allissia et Komeett different principalement par le nombre de trichomes
non glandulaires sur la face abaxiale des folioles, et par les concentrations d’un certain nombre
de composés secondaires potentiellement répulsifs ou toxiques vis-a-vis de T. urticae et de P.
macropilis. Cependant, dans les conditions de I'essai conduit en serre dans des conditions
proches de celles d’une serre de production, les populations de T. urticae et de P. macropilis
se sont développées de facon similaire sur les deux cultivars de tomates. Il y a également eu
un fort impact de P. macropilis sur les populations de T. urticae quel que soit le cultivar.
Comment est-il possible d’expliquer que les différences au niveau des défenses ne se soient
pas traduites par des différences en termes de développement des populations de T. urticae
et de P. macropilis ?

Les trichomes présents sur les folioles des deux cultivars appartiennent a deux catégories
habituellement rencontrées chez les tomates cultivées, les trichomes de type V non
glandulaires et les trichomes de type VI glandulaires, selon la classification Lukwill (1943)
reprise par Simmons et Gurr (2005). Les comptages ont permis de mettre en évidence une
densité supérieure de trichomes non glandulaires et glandulaires sur la face abaxiale pour les
deux cultivars. Cette différence entre les deux faces de feuilles est souvent observée
(Channarayappa et al., 1992). Par contre, la densité des trichomes non glandulaires et
glandulaires est supérieure sur les folioles du cultivar Komeett. En particulier, comparé au
cultivar Allissia, les trichomes non glandulaires sont presque deux fois plus denses sur le
cultivar Komeett sur la face abaxiale, qui est la face colonisée principalement par les acariens.
Or, plus la densité de trichomes non glandulaires est élevée et plus les phytophages ont des
difficultés a atteindre la surface des feuilles, a se nourrir et/ou a se déplacer. Ces résultats se
retrouvent pour de nombreux systémes plantes hotes - ravageurs (Khan et al., 2000; Levin,
1973; Simmons et Gurr, 2005). Cependant, chez les Solanacées, peu d’études ont mis en
évidence un effet des trichomes non glandulaires sur les acariens. Seuls Lucini et al. (2015) ont
récemment montré une corrélation positive entre la densité de trichomes non glandulaires et
le nombre de T. urticae sur des plantes de tomate issues de croisements entre S. pennellii et
S. lycopersicum. Dans notre essai, méme si le cultivar Komeett présente significativement plus
de trichomes non glandulaires que le cultivar Allissia, les acariens se sont développés de fagon

identique sur les deux cultivars. La différence entre les résultats de Lucini et al. (2015) et notre
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essai peut étre due aux densités observées sur les différentes plantes hotes. Sur les génotypes
pris en compte dans I'étude de Lucini et al. (2015), les trichomes non glandulaires présentent
des densités maximales de I'ordre de 8 trichomes/mm? alors que sur Komeett, la densité est
d’environ 35 trichomes/mm?2. A l'inverse, les trichomes glandulaires sont beaucoup plus
nombreux sur les plantes obtenues par croisement entre S. pennellii et S. lycopersicum (Lucini
et al.,, 2015) que sur les cultivars Allissia et Komeett (environ 16 vs 3 trichomes/mm?,
respectivement). Comme cela a été noté dans de nombreuses études (voir pour revue
Simmons et Gurr, 2005 ; Sato et al., 2011 ; Lucini et al., 2015), il existe des interactions entre
les différents types de trichomes et il est souvent difficile de séparer le rble respectif des
trichomes non glandulaires de celui des trichomes glandulaires. En particulier, vis-a-vis des
acariens prédateurs, si les trichomes glandulaires ont souvent un impact négatif, le réle des
trichomes non glandulaires peut étre positif, négatif ou neutre. Un impact positif des
trichomes non glandulaires sur P. macropilis est cependant peu probable en I’'absence d’autres
prédateurs (susceptibles de le consommer) et dans la mesure ou c’est un acarien prédateur
spécialiste (non susceptible de se nourrir de pollen ou de spores de champignons capturées
dans les poils). Par contre, comme sur d’autres plantes hoétes, les trichomes non glandulaires
sont susceptibles de limiter la vitesse de déplacement avec pour conséquence une diminution
du taux de prédation. Ce résultat a été observé pour différentes espéeces d’acariens prédateurs
comme Amblyseius swiirskii (Buitenhuis et al., 2014), Neoseiulus cucumeris (Madadi et al.,
2007), et P. persimilis (Krips et al., 1999a). Or, 'efficacité de P. macropilis a été tres similaire
sur les deux cultivars malgré les densités contrastées en trichomes non glandulaires.
Cependant, contrairement a d’autres études (Buitenhuis et al., 2014; Sato et al., 2011; Madadi
et al., 2007; Krips et al., 1999a) qui ont été conduites en laboratoire avec des disques foliaires
de taille parfois réduite (4 cm? par exemple), notre essai a été conduit en serre sur des plantes
entiéres. De nombreux facteurs peuvent avoir permis a P. macropilis de ne pas étre affecté
négativement par les trichomes non glandulaires situés sur la face abaxiale des folioles,
comme la possibilité de se disperser sur I’'ensemble de la plante en fonction de la distribution
des T. urticae, la présence de toiles formées par les phytophages, etc.

Comparée a la densité des trichomes non glandulaires, celle des trichomes glandulaires était
trés similaire pour les deux cultivars Allissia et Komeett, et globalement 10 fois plus faible que
la densité des trichomes non glandulaires sur les faces abaxiales des folioles. Ces valeurs se

retrouvent sur d’autres cultivars de tomate cultivée (Cedola et Sanchez, 2003) mais sont tres
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nettement inférieures aux densités observées sur les especes sauvages du genre Solanum
(voir pour revue Kennedy, 2003). Or, la densité des trichomes glandulaires semble étre
déterminante pour expliquer leur impact négatif sur les ravageurs et les ennemis naturels
(Avery et al., 2015; Simmons et al., 2004, 2003; Kellogg et al., 2002; van Dam et Hare, 1998;
Levin, 1973). Plus la densité est élevée et plus la probabilité qu’un arthropode provoque la
rupture des parois des vésicules et la libération des exsudats en se déplagant a la surface des
feuilles ou de la tige est grande (Chatzivasileiadis et Sabelis, 1997). Ce critére n’est cependant
pas le seul a prendre en compte. En effet, I'impact négatif des trichomes glandulaires semble
particulierement lié a la nature des composés secondaires qui sont libérés lors de la rupture
des vésicules (Wheeler et Krimmel, 2015; Werker, 2000) méme si la densité des trichomes
glandulaires et la nature chimique des exsudats n’expliquent pas toujours la résistance d’une
plante hote vis-a-vis d’un ravageur (Channarayappa et al., 1992). Les deux cultivars Allissia et
Komeett ne different pas par la présence ou la concentration en composés renfermés dans les
trichomes glandulaires qui ont été recensés comme potentiellement répulsifs ou toxiques
pour T. urticae, comme les sucres acylés (Lucini et al., 2015; Alba et al., 2009; Saeidi et al.,
2007) et le 2-tridecanone (Chatzivasileiadis et Sabelis, 1999 ; Chatzivasileiadis et al., 1997).
Cependant, les deux cultivars different pour deux composés présents dans les vésicules des
trichomes glandulaires et présents dans le parenchyme des feuilles (Kennedy, 2003). Les plus
fortes concentrations en rutine pour le cultivar Komeett devraient avoir un impact négatif sur
les acariens. En effet, plusieurs études ont montré un impact négatif des composés
phénoliques, I'acide chlorogénique et la rutine, sur T. urticae (Warabieda et al., 2005; Hoffland
et al., 2000). Mais, dans tous les cas, les deux composés sont pris en compte de fagon
simultanée. Il est donc difficile de dire si la rutine seule peut avoir un impact, et dans notre
étude, les deux cultivars difféerent seulement par les concentrations en rutine (et non par les
concentrations en acide chlorogénique). D’autre part, un autre composé secondaire, la
tomatine, est connue pour augmenter la résistance des plantes vis-a-vis de certains insectes
(Kennedy, 2003; Duffay et Stout, 1996). Or, il y a peu de publications mentionnant un effet de
la tomatine sur T. urticae. Seuls Jared et al. (2016) montrent que des composés dérivés de la
tomatine et associés a d’autres alcaloides contribuent a la résistance de morelles comestibles
en Afrique contre T. evansi. Il est donc difficile de conclure si les concentrations plus élevées
en tomatine pour le cultivar Allissia peuvent avoir un impact sur T. urticae. La derniere

différence mise en évidence entre les deux cultivars concerne les terpenes. Ces composés sont

88



des composés volatils trés souvent rencontrés dans les plantes de tomate (van Schie et al.,
2007; Kant et al., 2004). En particulier, le B-phellandréne est le principal monoterpéne
identifié dans les trichomes de type VI de certains cultivars de tomate cultivée (Ament et al.,
2004). Son role dans la résistance des plantes vis-a-vis de certains ravageurs n’a cependant
pas été clairement mis en évidence dans la mesure ol c’est un composé constitutif (Kant et
al., 2004). Etant donnée la complexité des composés volatils émis par les plantes, il est trés
difficile d’attribuer une fonction particuliére a un terpéne donné.

Pour résumer, les deux cultivars Allissia et Komeett different par un certain nombre de
caracteres physiques et chimiques. A ce stade, il est cependant difficile de dire si ces
différences devaient induire des niveaux de résistance contrastés vis-a-vis de T. urticae. De
plus, étant donné le peu de données sur l'impact des trichomes non glandulaires et
glandulaires et des composés secondaires identifiés sur P. macropilis, il est difficile de dire si
I'efficacité du prédateur pouvait étre impactée directement ou indirectement. Des
observations du comportement des acariens sur les deux cultivars sont nécessaires pour
tenter de comprendre comment les ravageurs et les prédateurs contournent les défenses de

la plante.
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Chapitre 3: Impact de la plante hote sur les interactions entre deux

prédateurs de Tetranychus urticae (Koch) en microcosmes
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1. Introduction

Grace a des systemes de défenses directes, les plantes limitent I'impact des ravageurs sur leur
croissance et leur développement (Flrstenberg-Hagg et al., 2013; Walling, 2000). Les défenses
directes ont un impact négatif sur les ravageurs en réduisant la colonisation de la plante héte
et en limitant la croissance et la survie des arthropodes (Kessler et Baldwin, 2002). Les
défenses directes sont constituées de structures physiques présentes a la surface de la plante
(trichomes, poils, épines, etc.) ou elles sont dues a la production de composés secondaires
toxiques ou répulsifs présents dans les tissus. Or, ces défenses directes qui permettent de
lutter contre les ravageurs peuvent aussi avoir un impact sur les ennemis naturels,
directement ou indirectement.

Parmi les défenses physiques, les trichomes ressemblent souvent a des poils dont la forme et
la taille varient en fonction des espéces (Glas et al., 2012; Werker, 2000). Ils peuvent étre
glandulaires ou non. Par leur action physique, les trichomes non glandulaires peuvent limiter
les dégats provoqués par les ravageurs sur la plante hoéte et I'impact est d’autant plus marqué
que leur densité sur les feuilles est importante (Levin, 1973). Les trichomes, essentiellement
non glandulaires, peuvent de plus avoir un impact positif sur les ennemis naturels lorsqu’ils
leur apportent une protection contre leurs propres ennemis (Loughner et al., 2010; Faraji et
al., 2002; Lucas et Brodeur, 1999). lIs peuvent aussi favoriser I'accés pour les ennemis naturels
a des ressources alimentaires supplémentaires sous forme de pollen ou de spores de
champignons capturées dans les poils (Roda et al., 2001). Cependant, I'impact des trichomes
sur les ennemis naturels peut aussi étre négatif, et ceci s’observe principalement dans le cas
des trichomes glandulaires (voir pour revue Dalin et al., 2008). Ceux-ci limitent la vitesse de
déplacement des arthropodes, avec pour conséquence une diminution des taux de prédation.
Les mécanismes ne sont pas toujours clairement mis en évidence mais il semble que les
insectes provoquent la rupture des parois des vésicules des trichomes glandulaires au cours
de leurs déplacements et les exsudats libérés peuvent alors les géner voire limiter leur survie.
Sur tomate, la durée de vie de Phytoseiulus persimilis prédateur de Tetranychus urticae est
inférieure a celle observée sur haricot en raison de la présence des trichomes glandulaires
(Gillespie et Quiring, 1994). De méme, Economou et al. (2006) montrent que sur différents

cultivars de tomate cultivée ayant des densités de trichomes significativement différentes, la
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punaise prédatrice Macrolophus pygmaeus passe plus de temps a nettoyer son tarse et son
rostre sur le cultivar possédant la plus forte densité de trichomes glandulaires, et donc moins
de temps a rechercher des proies. Les trichomes non glandulaires peuvent aussi avoir un
impact négatif sur les ennemis naturels car ils limitent leur vitesse de déplacement et leur
efficacité. Ceci a été particulierement bien montré dans les cas des acariens prédateurs sur
différentes plantes hotes (Buitenhuis et al., 2014 ; Madadi et al., 2007 ; Krips et al., 1999).
L'impact des défenses directes sur les phytophages est alors compensé par I'effet négatif sur
les ennemis naturels.

De méme que les défenses physiques, les défenses chimiques constitutives rencontrées chez
les plantes peuvent avoir un impact sur les ennemis naturels. Certains composés secondaires
situés dans différents organes ou tissus sont absorbés par les phytophages lorsque ceux-ci
consomment leur plante hoéte (War et al.,, 2012; Arnason et Bernards, 2010), et les
phytophages peuvent eux-mémes étre ingérés par des prédateurs qui sont alors impactés par
les composés toxiques séquestrés par leurs proies. Par exemple, Riddick et al. (2011) ont
comparé le temps de développement de larves de coccinelle Stethorus punctillum qui se
nourrissent de T. urticae. Dans leur étude, les acariens provenaient de deux cultivars de
haricot de Lima ayant des concentrations en linamarine et en protéines différentes. La
linamarine est un composé secondaire toxique constitutif. Les T. urticae qui s’alimentaient
sur le cultivar ayant la plus forte teneur en linamarine donnaient des proies de moins bonne
qualité et a teneur plus faible en protéines. Les larves de coccinelles avaient alors un temps
de développement plus long comparé a celles qui se nourrissaient de T. urticae élevés sur le
cultivar a faible teneur en linamarine. Néanmoins, les défenses directes d’une plante contre
les arthropodes phytophages n’ont pas obligatoirement un effet sur le troisieme niveau
trophique. Krips et al. (1999b) ont comparé le taux d’accroissement de P. persimilis prédateur
de T. urticae sur différents cultivars de Gerbera jamesonii. Ces cultivars présentaient différents
niveaux de résistance vis-a-vis de T. urticae mais il n’y a eu aucune conséquence sur le taux
d’accroissement de P. persimilis qui n’a pas été impacté négativement lorsque ses proies
étaient des T. urticae se nourrissant sur les cultivars résistants. Cependant, dans ce cas, les
mécanismes de résistance ne sont pas connus. Pour résumer, ces différents exemples
montrent que les défenses directes physiques et chimiques rencontrées chez les plantes

peuvent avoir des conséquences contrastées sur les ennemis naturels.
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Par ailleurs, de nombreuses interactions peuvent apparaitre entre les ennemis naturels
lorsqu’ils sont présents simultanément. Il est donc important de définir I'impact potentiel de
la plante hoéte sur ces interactions, particulierement lorsque différents agents de lutte
biologique sont associés pour lutter contre un seul ou plusieurs ravageurs. La réussite de la
lutte biologique en dépend. Une interaction commune entre deux prédateurs est la prédation
intraguilde (IGP) qui est observée lorsque deux prédateurs partagent une méme proie (Arim
et Marquet, 2004). L'un des prédateurs consomme non seulement la proie partagée, le
ravageur, mais aussi I'autre prédateur (Polis et al., 1989). L'IGP est unilatérale lorsqu’un des
prédateurs, le prédateur intraguilde, consomme |'autre prédateur, qui devient alors la proie
intraguilde. L'IGP peut aussi étre bilatérale lorsque les deux prédateurs s’attaquent
mutuellement. Le comportement de la proie et /ou des prédateurs est un facteur qui peut
modifier les conséquences de I'lGP. En particulier, la capacité de la proie intraguilde a se
disperser en colonisant des foyers de phytophages sans prédateur intraguilde diminue
I'intensité de I'lGP entrainant une coexistence des deux prédateurs (Walzer et Schausberger,
2013; Choh et al., 2010; Greco et al., 1999). Or, la capacité a se disperser peut étre directement
impactée par la présence de trichomes glandulaires et non glandulaires a la surface des feuilles
et des tiges. Par exemple, Roda (2000) montre que sur des feuilles de pommier pubescent
riches en trichomes, la prédation des ceufs de T. pyri par le thrips Frankiniella occidentalis est
inférieure a celle observée sur un pommier dont les feuilles sont glabres. La complexité
apportée par les trichomes réduit la prédation intraguilde. Un autre exemple montrant I'effet
des trichomes sur les interactions entre prédateurs est celui d’Aphidoletes aphidimyza,
cécidomyie prédatrice de pucerons sur la pomme de terre. Aphidoletes aphidimyza va pondre
a proximité de foyers de pucerons et assurer ainsi une alimentation a sa descendance. Mais
A. aphidimyza ne peut pas déterminer si la plante sur laquelle elle pond est aussi colonisée
par un de ses propres prédateurs et prédateur de pucerons, la coccinelle Coleomegilla
maculata. Lucas et Brodeur (1999) ont montré que le taux de survie des ceufs d’A. aphidimyza
était supérieur lorsque la densité de trichomes était élevée, les trichomes protégeant les ceufs
de la prédation par la coccinelle et diminuant ainsi I'intensité de I'lGP. Seelmann et al. (2007)
donnent un autre exemple de I'effet des trichomes sur I'lGP. Dans leur systeme, I'IGP est
bilatérale entre Kampimodromus aberrans et Euseius finlandicus. Chaque acarien prédateur
est susceptible de consommer les formes juvéniles de I'autre prédateur mais K. aberrans est

protégé de la prédation de E. finlandicus par une forte pubescence des feuilles des arbres sur
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lesquelles il vit alors que E. finlandicus est protégé de la prédation de K. aberrans sur des
feuilles glabres. De fagon plus générale, Janssen et al. (2007) soulignent que si la complexité
structurale de I’habitat offre des refuges aux proies intraguildes, ceci diminuera I'impact du
prédateur intraguilde sur sa proie intraguilde et donc sur I'efficience de la lutte biologique.
De la méme facgon, il est possible d’émettre I’hypothése que les défenses chimiques peuvent
avoir un impact sur la probabilité d’IGP dans un systeme dans lequel le développement ou la
survie d’un des prédateurs est impacté par les composés secondaires toxiques ingérés par la
proie partagée. Si peu de publications montrent un impact des composés constitutifs
renfermés dans les tissus sur la prédation intraguilde, quelques études indiquent que les
composés renfermés dans les vésicules des trichomes glandulaires peuvent avoir un impact
sur les interactions entre prédateurs. Fréchette et al. (2012) ont étudié I'impact de la
résistance d’un cultivar de pomme de terre sur les prédateurs du puceron Myzus persicae. Le
cultivar résistant possede des trichomes glandulaires qui secrétent des composés toxiques.
Les deux prédateurs de pucerons sont les coccinelles C. maculata et Harmonia axyridis. La
prédation intraguilde est une interaction connue entre ces deux prédateurs, H. axyridis étant
le prédateur intraguilde de C. maculata. Dans cette étude, la présence de trichomes
glandulaires a pour conséquence le départ de I'un des prédateurs, ce qui a pour résultat de
limiter la probabilité d’apparition de I'lGP sur le cultivar résistant.

Dans le cadre de la lutte biologique, différents ennemis naturels sont utilisés pour réguler les
populations de ravageurs. La question se pose donc de savoir si la plante hote peut avoir un
impact sur les interactions entre différentes espéces prédatrices. Comme vu précédemment,
I'impact des trichomes et des composés de défenses de la plante hote sur les prédateurs peut
étre positif, négatif ou neutre. Ceci semble étre fonction de la taille, du stade de
développement, et du comportement des ennemis naturels mais aussi d’autres facteurs liés
en particulier aux caractéristiques mémes des trichomes et des défenses (voir aussi la revue
par Dalin et al., 2008). L’effet de la plante ne sera donc pas systématiquement symétrique sur
les prédateurs et il est donc fort probable que les interactions seront modifiées. Dans le cadre
de la lutte biologique, les arthropodes phytophages seront plus ou moins bien controlés.
Pour tenter d’optimiser la lutte biologique contre un ravageur tres problématique en culture
de tomate (Solanum lycopersicum L.) sous serre, I'objectif est de montrer si la plante héte peut
avoir un impact sur les interactions entre des prédateurs. Tetranychus urticae Koch

(Tetranychidae) est un ravageur important des cultures sous serre (Gerson et Weintraub,
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2012). Différents agents de lutte biologique peuvent étre utilisés pour lutter contre T. urticae
et, en particulier, P. macropilis (Banks) (Phytoseiidae) est un prédateur spécialiste qui semble
donner de bons résultats (Sato et al., 2011). De plus, M. pygmaeus Rambur (Miridae) est un
prédateur omnivore trés souvent employé en cultures sous serre pour lutter contre les
aleurodes Trialeurodes vaporariorum (Westwood) (Perdikis et Lykouressis, 2002; Malausa et
Trottin-Caudal, 1996). M. pygmaeus est partiellement efficace contre T. urticae (Hansen et al.,
1999). Cependant, M. pygmaeus est supposé pouvoir étre aussi un prédateur vis-a-vis d’autres
agents de lutte biologique comme P. macropilis, et d’étre donc potentiellement responsable
de prédation intraguilde (Lucas et Rosenheim, 2011 ; Trottin-Caudal et Millot, 1994).
Sur des cultivars ayant des niveaux de défenses contrastés, la question se pose de savoir si les
interactions entre le phytophage T. urticae et les deux prédateurs P. macropilis et M.
pygmaeus seront impactées par des différences au niveau de la densité des trichomes
glandulaires et non glandulaires et de la concentration en composés secondaires constitutifs
toxiques ou répulsifs (Simmons et Gurr, 2005; Kennedy, 2003). Plus précisément, les questions
posées sont les suivantes :
- Le développement de T. urticae est-il différent sur deux cultivars ayant des niveaux de
défenses contrastés ?
- Letaux de prédation par P. macropilis et par M. pygmaeus est-il impacté par le cultivar
sur lequel se nourrit T. urticae ?

- Y a-t-il un effet de la plante héte sur la probabilité d’IGP entre les deux prédateurs ?

Pour répondre a ces questions, dans la mesure ou le stade de développement du phytophage
et des prédateurs peut influencer la probabilité et I'intensité des interactions trophiques, un
dispositif en microcosmes a été choisi pour pouvoir suivre de fagon précise le comportement
des différents protagonistes, et ainsi déterminer si la plante héte peut avoir un impact sur les

interactions observées.
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2. Matériel et méthodes

2.1. Caractérisation des deux cultivars de tomates

Parmi la tres grande diversité de cultivars de tomate cultivée, le choix s’est porté sur deux
cultivars ayant a I'ceil nu des densités de trichomes différentes. Les cultivars de tomates
choisis sont Allissia et Komeett qui proviennent tous deux de De Ruiters seeds (Monsanto).
Ces cultivars sont tres résistants vis-a-vis d’'un grand nombre de maladies et sont largement
utilisés par les producteurs de tomates dans le canton de Genéve (Suisse).

Les trichomes dénombrés sur les folioles des deux cultivars correspondent au type V (non
glandulaires) et VI (glandulaires) (voir Chapitre 2). Sur la face adaxiale (supérieure) des folioles,
la densité des trichomes non glandulaires n’est pas significativement différente entre les deux
cultivars mais le cultivar Komeett présente une densité des trichomes glandulaires tres
légerement supérieure (7,8 + 0,6 vs 6,0 + 0,4 respectivement). Par contre, sur la face abaxiale
(inférieure) des folioles, le cultivar Komeett est caractérisé par une densité en trichomes non
glandulaires presque deux fois supérieure a celle observée sur le cultivar Allissia (78,6 + 5,7 vs
45,2 + 3,3 respectivement). La densité en trichomes glandulaires est la aussi trés légerement
supérieure sur le cultivar Komeett (7,7 + 1,0 vs 5,4 + 0,6 respectivement). Pour les deux
cultivars, la densité des trichomes non glandulaires est trés supérieure sur la face abaxiale.
De plus, ces cultivars different par les concentrations d’un certain nombre de composés
secondaires potentiellement répulsifs ou toxiques vis-a-vis de T. urticae, P. macropilis et M.
pygmaeus (voir Chapitre 2). En particulier, les deux cultivars different pour deux composés
présents dans les vésicules des trichomes glandulaires et présents dans le parenchyme des
feuilles. Le cultivar Komeett présente des concentrations plus élevées en rutine alors que le
cultivar Allissia présente des concentrations plus élevées en tomatine. L'autre différence mise
en évidence entre les deux cultivars concerne la composition en terpénes avec la présence de
B-pinéne dans le cultivar Allissia et de B-phellandréene et de terpinoléne dans le cultivar
Komeett. Ces composés sont des composés volatils trés souvent rencontrés dans les plantes

de tomates (voir Chapitre 2).
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2.2. Origine des espéces et méthodes d'élevage

La souche de T. urticae a été prélevée sur une culture de tomate en serre dans le canton de
Genéve (Suisse) en octobre 2011. Les acariens ont été ensuite élevés soit sur haricot
(Phaseolus vulgaris L. cultivar Red Kydney) pour alimenter I'élevage de P. macropilis pour que
ceux-ci soient naifs vis a vis de T. urticae élevés sur tomate, soit sur tomate (Solanum
lycopersicum L. cultivar Allissia ou Komeett). Les plantes ont été placées dans des cages de
toile (LxIxh=475x47 x 47,5 cm) (maille de 150 um) dans une chambre climatique dans les
conditions suivantes: 24 °C J/ 22 °C N (£ 2 °C), 70 % + 10 % d’humidité relative, et une
photopériode de 16 h J /8 h N. L’élevage de P. macropilis a été initié grace a des individus
fournis par S. Fischer (Agroscope Changins-Wadenswil) et qui provenaient de la société
Biobest (Belgique). Phytoseiulus macropilis était alimenté chaque jour en T. urticae présents
sur des folioles prélevées sur haricot. Les folioles étaient déposées sur un support en
aluminium en forme de U renversé (L x | x h = 0,28 x 0,19 x 0,07 m) lui-méme posé sur un
plateau a rebord (L x | x h = 0,49 x 0,32 x 0,03 m) rempli d’eau nécessaire a I'isolement des
acariens. L'ensemble était placé dans une chambre climatique avec une température
constante de 26 °C + 2 °C, une humidité relative de 70 £ 10 %, et une photopériode de 12 h.

Les punaises prédatrices M. pygmaeus ont été fournies par la société Biotop (France). Ces
individus ont permis I|'établissement d'un élevage de M. pygmaeus sur plants de tabac

Nicotiana tabacum L. nourri avec des ceufs d'Ephestia kuehniella (Zeller) ad libitum.

2.3. Dispositif expérimental

Les graines des cultivars Allissia et Komeett ont été mises a germer dans des plaques multi-
pots placées dans une chambre de culture ayant une photopériode de 16 h J/8 h N et une
température de 21 °CJ/ 19 °C N. Les plantules ont été repiquées au stade 2-3 feuilles en pots
de 13 cm de diameétre, dans un substrat constitué de tourbe brune pour 1/3 et de 2/3 d’un
mélange de 65 % tourbe blonde + 15 % de sable + 20 % Perlite. Les plantes étaient alimentées
manuellement avec une solution nutritive standard (mmol LY N : 17 ; P: 2 ; K*: 10,5 ; Ca?*:
4,5; Mg?*: 1,6 ; NH* : 0,5 + oligo-éléments, Ec =3 mS cm™).

Pour les observations en microcosmes, les plantes ont été utilisées au stade 5-6 feuilles soit
environ 45 jours aprés le semis. Une foliole terminale de la 5™¢ feuille était isolée dans un
microcosme (Figure 44) constitué par une boite de pétri (diametre 150 mm x hauteur 25 mm)
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dont le couvercle était ajouré par une ouverture de 90 mm de diametre, sur lequel était collé
un tissu polyester (maille de 150 um x 150 um). Le fond de la boite était ajouré selon le méme
principe mais sur une surface de 5 cm de diametre. Ce systeme a permis une aération au sein
de la boite de pétri. Une ouverture était ménagée sur le co6té de la boite pour permettre le
passage du pétiole de la feuille. Pour ne pas le blesser sans obstruer totalement I'ouverture,
le pétiole était enveloppé dans un manchon de coton hydrophile. Un tuteur collé
perpendiculairement a la base de la boite de pétri permettait de la maintenir au niveau de la

feuille sans exercer de contrainte sur le pétiole.
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Figure 44 : Dispositif expérimental constitué d’un microcosme dans lequel la foliole de la 5™ feuille d’une plante

de tomate était insérée (A) et contaminée avec Tetranychus urticae et zéro, un ou deux prédateurs (B)
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Pour un premier essai, chaque foliole avant d’étre isolée dans le microcosme a regu cinqg
femelles de T. urticae (femelles agées de 24 a 48 h apres la derniere mue) et, en fonction des
modalités, une femelle de P. macropilis et/ou une larve de M. pygmaeus (larve au stade 4 ou
5). Les formes mobiles de T. urticae et de P. macropilis ont été déposées a |'aide d'un pinceau.
Macrolophus pygmaeus a été introduit dans le microcosme aprés avoir été capturé avec un
aspirateur a insecte (Entomo-Silex, 44560 Paimboeuf France). Les femelles de T. urticae
étaient de méme structure d’age. Les femelles déposées sur les deux cultivars Allissia et
Komeett provenaient des élevages effectués respectivement sur les mémes cultivars. Chaque
boite de pétri a ensuite été fermée avec un cordon de pate (Mastic GEB®) disposé sur la
circonférence interne du couvercle permettant de le rendre solidaire de la boite.

Pour caractériser I'impact de la plante hote sur les interactions entre les deux prédateurs, la
prédation sur T. urticae a été comparée entre les quatre modalités : T. urticae seul (Tu), T.
urticae avec M. pygmaeus (Tu+Mp), T. urticae avec P. macropilis (Tu+Pm) et T. urticae avec M.
pygmaeus et P. macropilis (Tu+Mp+Pm). Pour cela, chaque dispositif « plante et microcosme »
a été placé pendant 24 h dans une chambre de culture a Lullier (Genéve) dans les conditions
suivantes : une température de 25 °C + 2 °C, une humidité relative de 60 + 5 % et une
photopériode de 16 h J/ 8 h N. Pour des raisons d’espace, I'expérience a été répétée par séries
de 24 microcosmes réparties sur 10 semaines entre le 22 janvier 2013 et le 7 juin 2013. A
chaque date, il y a eu trois répétitions pour chaque modalité soit un total de 24 microcosmes
(= 2 cultivars x 4 modalités x 3 répétitions). Chaque modalité a été répétée 30 fois. Le
comptage des différents stades, ceufs et formes mobiles de T. urticae, P. macropilis, M.
pygmaeus ont eu lieu 24 h apres la mise en place des microcosmes sous stéréomicrosope
(Leica M 80), au grossissement 60 x.

Un deuxiéme essai en microcosme a été conduit pour vérifier la prédation de M. pygmaeus
sur les ceufs de P. macropilis. Dans l'essai précédent, M. pygmaeus disposait de plusieurs
proies potentielles, les ceufs de T. urticae, les ceufs de P. macropilis, et les femelles de T.
urticae. Pour ce deuxiéme test, les microcosmes utilisés étaient identiques a ceux de |'essai
précédent. Cing ceufs de P. macropilis ont été déposés a l'aide d'un pinceau sur la face
supérieure de la foliole terminale de la 5°™¢ feuille d’une plante de tomate. Une larve de M.
pygmaeus a ensuite été introduite dans le microcosme qui était placé dans les mémes
conditions que précédemment. Apres 24 h, le microcosme était ouvert pour le comptage des

ceufs de P. macropilis et pour vérifier la présence de M. pygmaeus. Cet essai a été mis en place
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a quatre dates successives. Pour chaque date, 24 microcosmes ont été utilisés avec six
microcosmes par cultivar (Allissia et Komeett) selon deux modalités : les ceufs de P. macropilis

étaient seuls ou avec une larve de M. pygmaeus. Chaque modalité a été ainsi répétée 24 fois.

2.4. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel R (R Core Team, 2014). Pour tester
I'effet plante sur la prédation de T. urticae par les différents arthropodes présents dans les
microcosmes, les différentes formes, mobiles et ceufs, ont été comptées aprés un délai de 24
h et analysées selon un modele linéaire généralisé (GLMM) avec une distribution suivant une
loi de Poisson grace au « Ime4 package »dans R (Bates et al., 2015a). Les dates de comptages
ont été considérées comme facteur aléatoire, le cultivar et les modalités comme facteurs fixes
(Bates et al., 2015b). Lorsque I'ANOVA a indiqué un effet significatif, un test de comparaison
multiple (« package Ismeans » dans R) a permis de comparer les modalités deux a deux. Pour
le premier essai, le nombre d’ceufs présents a été analysé en prenant en compte les
différentes faces des folioles. Pour le deuxieme essai en microcosmes, le nombre d'ceufs de P.
macropilis consommés par M. pygmaeus a été comparé entre cultivars selon le méme modele
(« package Ime4 » dans R). Les données suivaient une loi binomiale.

L'additivité des deux prédateurs a aussi été comparée tout au long du premier essai en
microcosmes pour les 10 dates et sur le nombre total des formes mobiles et des ceufs. Les
comptages permettent en effet d’obtenir les proportions des différentes formes de T. urticae
apres 24 h dans les microcosmes et d’établir les proportions des formes consommées par les
prédateurs seuls et lorsqu’ils sont associés. Les proportions obtenues grace aux modalités Tu,
Tu+Mp et Tu+Pm permettent de calculer les proportions théoriques de T. urticae qui devraient
étre consommés en présence des deux prédateurs (Tu+Pm+Mp) en utilisant le théoréme
d’addition des probabilités pour le modéle additif (Equation 1) ou le modele multiplicatif

(Equation 2) (Soluk, 1993) :

Cf= Ni (PIVIp +PPm) (Eq 1)
Cs=Ni (Pmp + Pem - Prmp Pem) (Eq.2)
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ou Cf est la consommation attendue des différentes formes de T. urticae pour une densité
initiale de Ni. Pmp et Ppm sont les probabilités de proies qui devraient étre consommées apres
24 h dans les microcosmes en présence de M. pygmaeus ou de P. macropilis. Les proportions
ainsi calculées sont comparées aux proportions obtenues avec la modalité (Tu+Mp+Pm) par

un test du x2.

3. Résultats

Pour le premier essai, pour mettre en évidence un effet de la plante hote sur la prédation de
T. urticae par les deux prédateurs P. macropilis et M. pygmaeus, introduits séparément ou
simultanément dans les microcosmes, le nombre d’individus et d’ceufs de T. urticae, et le
nombre d’individus et d’ceufs de P. macropilis ont été comparés entre les différentes

modalités.

3.1. Nombres d’ceufs et de femelles de Tetranychus urticae présents dans
les microcosmes apres 24 h

3.1.1. Nombre de femelles de Tetranychus urticae vivants apres 24 h

Le nombre de femelles de T. urticae retrouvées aprés 24 h dans les microcosmes n’était pas
significativement différent entre les deux cultivars (Figure 45, Tableau 13). En présence du
prédateur M. pygmaeus seul, le nombre de femelles de T. urticae était significativement
inférieur au témoin (test de Tukey, z = 2,646, P = 0,041). M. pygmaeus a donc consommé des
femelles de T. urticae. En présence de P. macropilis seul, le nombre de femelles n'était pas
statistiquement différent du témoin (test de Tukey, z = 2,177, P = 0,129). Par ailleurs, le
nombre de femelles de T. urticae retrouvées aprés 24 h n’était pas significativement différent
entre les modalités avec un seul prédateur, P. macropilis (Tu+Pm) ou M. pygmaeus (Tu + Mp)
(test de Tukey, z=- 0,474, P = 0,965). Lorsque P. macropilis et M. pygmaeus étaient présents
simultanément (Tu+Mp+Pm), le nombre de femelles de T. urticae était significativement
différent des trois autres modalités (test de Tukey pour Tu+Mp+Pm vs Tu+Pm, z = 5,056, P <
0,001, test de Tukey pour Tu+Mp+Pm vs Tu+Mp, z = 4,608, P < 0,001 ; test de Tukey pour
Tu+Mp+Pmvs Tu, z= 7,063, P < 0,001). La prédation par les deux prédateurs a été supérieure
a celle de chaque prédateur seul. L'interaction M. pygmaeus x P. macropilis était significative

et indépendante du cultivar (Tableau 13).
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Figure 45 : Nombre moyen (+ E.S.) de Tetranychus urticae vivants aprés 24 h dans les microcosmes en fonction
des modalités 1a 4 (T1 =Tu, T2 = Tu+Mp, T3 = Tu+Pm, T4 = Tu+Mp+Pm) avec Mp = Macrolophus pygmaeus et
Pm = Phytoseiulus macropilis, et des deux cultivars Allissia (V1) et Komeett (V2). Les modalités qui partagent

une méme lettre ne sont pas significativement différentes

Tableau 13 : Influence du cultivar et de la présence des deux prédateurs Macrolophus pygmaeus et Phytoseiulus

macropilis sur le nombre de Tetranychus urticae vivants dans les microcosmes apres 24 h.

Source de variation dl Wald y? P

Cultivar 1 0,0 0,999
M. pygmaeus 1 27,633 <0,001
P. macropilis 1 21,027 <0,001
Cultivar x M. pygmaeus 1 0,157 0,692
Cultivar x P. macropilis 1 0,425 0,514
M. pygmaeus x P. macropilis 1 4,931 0,026
Cultivar x M. pygmaeus x P. macropilis 1 0,040 0,840

3.1.2. Nombre d’ceufs de Tetranychus urticae dans les microcosmes aprés 24 h

Apres 24 h, le nombre d’ceufs de T. urticae par foliole de chaque cultivar est significativement
différent entre les modalités. Sur le cultivar Allissia, s’il n’y pas de différence entre le nombre

d’ceufs de T. urticae dénombré sur les folioles de la modalité témoin (7. urticae seul) et celui
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dénombré en présence de P. macropilis seul (z = 0,199, P = 0,997), il y a par contre une
différence significative pour le cultivar Komeett (z = 2,584, P = 0,048). Pour I'autre prédateur,
sur les deux cultivars, le nombre d'ceufs dénombrés apres 24 h n'était pas différent entre la
modalité témoin (Tu seul) et la modalité avec M. pygmaeus (Tu+Mp) (pour le cultivar Allissia,
z=2,213, P=0,120; pour le cultivar Komeett, z = 2,405, P = 0,076). De plus, pour le cultivar
Allissia, le nombre d’ceufs de T. urticae n’est pas significativement différent entre la modalité
avec M. pygmaeus seul et la modalité avec les deux prédateurs (z= 2,192, P=0,125) alors qu’il
y a une différence significative pour le cultivar Komeett (z = 3,044, P = 0,012). Par contre, pour
les deux cultivars, plus d’ceufs sont dénombrés en présence de P. macropilis seul qu’en
présence des deux prédateurs (Allissia, z = 4,183, P = 0,002 ; Komeett, z = 2,855, P = 0,022).
Enfin, sur les deux cultivars, il n'y a pas de différence significative entre les modalités avec un

seul prédateur (Tu+Mp vs Tu+Pm) (Allissia, z=-2,018, P=0,182 ; Komeett, z=0.190, P = 0,998).

En prenant en compte les deux cultivars, apreés 24 h et oviposition des femelles de T. urticae
dans les microcosmes, sans tenir compte de la face des folioles, il y a eu plus d’ceufs déposés
par femelle de T. urticae sur le cultivar Komeett (3,66 + 0,59 ceufs, N = 30) (+ 36%) que sur le

cultivar Allissia (2,68 + 0.35 ceufs, N = 30) mais la différence n’est pas significative (Figure 46).
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Figure 46 : Nombre moyen (* E.S.) d’ceufs de Tetranychus urticae apres 24 h dans les microcosmes en fonction
des modalités 1 a 4 (T1 = Tu, T2 = Tu+Mp, T3 = Tu+Pm, T4 = Tu+Mp+Pm) avec Mp = Macrolophus pygmaeus et
Pm = Phytoseiulus macropilis, et des deux cultivars Allissia (V1) et Komeett (V2). Par cultivar, les modalités qui

partagent une méme lettre ne sont pas significativement différentes

Cependant, comme les deux cultivars different au niveau de la densité des trichomes sur les
faces adaxiales et abaxiales, le nombre d’ceufs de T. urticae a aussi été analysé avec un modele
linéaire généralisé mixte (GLMM) en prenant en compte non seulement la présence de M.
pygmaeus et de P. macropilis mais également la face des folioles (Tableau 14). Le taux
d’oviposition de T. urticae est significativement différent en présence de M. pygmaeus et en

présence de P. macropilis (Tableau 14).
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Tableau 14 : Influence du cultivar et de la présence des deux prédateurs Macrolophus pygmaeus et Phytoseiulus

macropilis sur le nombre d’ceufs de Tetranychus urticae dans les microcosmes apres 24 h

Source de variation dl Wald y? P

Cultivar 1 0,455 0,500
M. pygmaeus 1 26,831 <0,001
P. macropilis 1 11,560 < 0,001
Face 1 14,162 <0,001
M. pygmaeus x Cultivar 1 0,372 0,541
P. macropilis x Cultivar 1 1,848 0,174
M. pygmaeus x P. macropilis 1 1,969 0,160
Face x Cultivar 1 5,339 0,021
M. pygmaeus x Face 1 0,142 0,706
P. macropilis x Face 1 0,004 0,952
Cultivar x M. pygmaeus x P. macropilis 1 0,379 0,538
Cultivar x M. pygmaeus x Face 1 0,041 0,840
Cultivar x P. macropilis x Face 1 1,023 0,311
Face x M. pygmaeus x P. macropilis 1 0,000 0,986
Cultivar x M. pygmaeus x P. macropilis x Face 1 0,022 0,882

De plus, le nombre d’ceufs déposés est significativement différent entre les faces adaxiales et
abaxiales des folioles en fonction du cultivar (Tableau 14). Pour le cultivar Komeett, il y a
significativement plus d’ceufs sur la face abaxiale avec pres de trois fois plus d’ceufs
dénombrés que sur la face adaxiale (8,85 + 0,04 vs 3,79 + 0, 05, respectivement). Sur Allissia

le nombre moyen d’ceufs est presque deux fois plus faible.
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3.2. Nombre d’ceufs et de femelles de Phytoseiulus macropilis présents
dans les microcosmes apreés 24 h
Pour la foliole entiére en I'absence de M. pygmaeus, le nombre d'ceufs déposés par P.
macropilis sur le cultivar Komeett (1,33 £ 0,24 ceufs, N = 30) était supérieur au nombre d’ceufs
déposés sur le cultivar Allissia (0,90 + 0,22 ceufs, N = 30) (Wald x> = 0,093, d/ =1, P = 0,013).
Aprés 24 h, sur les deux cultivars, le nombre d’ceufs de P. macropilis trouvés dans les
microcosmes en présence de M. pygmaeus (Tu+Pm vs Tu+Pm+Mp) n’était pas différent du

nombre trouvé en son absence (GLMM Wald x*> = 0,288, d/ =1, P = 0,591) (Figure 47).

1.8
a a b b
@ 1,6 [
S 1
S 1.4
8 1.2
E S
& T
()
o |
@ 08
8
> 0.6
et
el 0.4
§
> 0.2
0

T3V1 T4Vl T3V2 T4V2

Figure 47 : Nombre moyen (+ E.S.) d’ceufs de Phytoseiulus macropilis aprés 24 h dans les microcosmes en fonction
des modalités 3 et 4 (T3 = Tu+Pm et T4 = Tu+Mp+Pm) avec Mp = Macrolophus pygmaeus et des deux cultivars
Allissia (V1) et Komeett (V2). Les modalités qui partagent une méme lettre ne sont pas significativement

différentes

De méme, en prenant en compte les faces des folioles, le nombre d’ceufs n’est pas différent
en présence ou en I'absence de M. pygmaeus (GLMM Wald x? = 0,430, d/ =1, P = 0,512).
Cependant, en ne prenant pas en compte la présence de M. pygmaeus, il s’avére que le
nombre d’ceufs de P. macropilis est statistiquement différent entre les deux cultivars (GLMM
Wald x2=6,307,d/ =1, P = 0,012) et entre les deux faces (GLMM Wald x? = 45,899, d/ =1, P <
0,01). Il y a significativement plus d’ceufs trouvés sur la face abaxiale des folioles du cultivar
Komeett. L'interaction Cultivar x Face n’est cependant pas significative (GLMM Wald x? =

2,897, dl =1, P =0,089) (Figure 48).
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Figure 48 : Nombre moyen (* E.S.) d'ceufs pondus par Phytoseiulus macropilis dans les microcosmes apres 24 h
sur les faces adaxiales et abaxiales des deux cultivars Allissia et Komeett. Les modalités qui partagent une méme

lettre ne sont pas significativement différentes

Contrairement aux ceufs, le nombre de femelles de P. macropilis vivantes retrouvées apres 24
h était statistiquement inférieur en présence d’une larve de M. pygmaeus (x*> = 19,605, d/ =1,

P < 0,001) indépendamment du cultivar (Figure 49).
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Figure 49: Nombre moyen (+ E.S.) de femelles de Phytoseiulus macropilis vivantes apres 24 h dans les
microcosmes en fonction des modalités 3 et 4 (T3 = Tu+Pm et T4 = Tu+Mp+Pm) avec Mp = Macrolophus
pygmaeus et des deux cultivars Allissia (V1) et Komeett (V2). Les modalités qui partagent une méme lettre ne

sont pas significativement différentes

3.3. Prédation des ceufs de Phytoseiulus macropilis par Macrolophus
pygmaeus en I'absence de proie extraguilde
Pour les deux cultivars Allissia et Komeett, en présence uniquement d’ceufs de P. macropilis
et sans proies alternatives (T. urticae ou femelles de P. macropilis), M. pygmaeus a consommé
des ceufs de P. macropilis (x?= 14,20, d/ = 1, P < 0,001), sans différence significative entre les

deux cultivars (Figure 50).
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Figure 50 : Nombre moyen (+ E.S.) d’ceufs de Phytoseiulus macropilis aprés 24 h dans les microcosmes en
I"absence (T1) ou en présence de Macrolophus pygmaeus (T2) sur les deux cultivars Allissia (V1) et Komeett (V2).

Les modalités qui partagent une méme lettre ne sont pas significativement différentes

3.4. Additivité des deux prédateurs

Pour le cultivar Allissia, la consommation des ceufs ou des femelles de T. urticae par les deux
prédateurs ensemble est supérieure aux valeurs prédites par le modéle additif et le modeéle
multiplicatif (Tableau 15). Les valeurs prédites par les deux modeles sur la totalité des proies
(ceufs + femelles) sont statistiquement différentes des valeurs obtenues réellement (pour le
modéle additif, x>= 76,318, d/ =1, P < 0,001 et pour le modéle multiplicatif, x> = 81,009, d/ = 1,
P < 0,001). Pour les ceufs de T. urticae, les résultats sont identiques en effectuant les calculs
pour chaque face des folioles (Tableau 16).

Pour le cultivar Komeett, la consommation des ceufs par les deux prédateurs n’est pas
significativement différente de la valeur obtenue avec le modéle multiplicatif (Tableau 15). Le
résultat est identique en distinguant les deux faces des folioles (Tableau 16). Aucun des deux
modeéles ne permet de prévoir le nombre de femelles de T. urticae consommées. En
considérant la totalité des proies (ceufs + femelles) pour le cultivar Komeett, la valeur prédite

par le modeéle additif n’est pas différente de celle obtenue (x?>= 1,451, d/ =1, P =0,228).
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Tableau 15 : Comparaison entre le nombre d’ceufs et de femelles de Tetranychus urticae réellement consommés

par les deux prédateurs et les nombres attendus selon le modele d’additivité (Equation 1) et le modele

multiplicatif (Equation 2 — Les équations sont données dans les Matériels et Méthodes).

Cultivar Stade Modele Consommeés Vivants X dl P
Allissia Femelle Microcosme 66 69

Eq.1 47 88 4,931 1 0,026
Allissia Femelle Microcosme 66 69

Eq.2 43 92 7,446 1 0,006
Allissia CEufs Microcosme 217 185

Eq.1 97 305 73,999 1 <0,001
Allissia CEufs Microcosme 217 185

Eq.2 97 305 73,999 1 <0,001
Komeett  Femelle Microcosme 80 62

Eq.1 61 81 4,564 1 0,033
Komeett  Femelle Microcosme 80 62

Eq.2 56 88 8,478 1 0,004
Komeett CEufs Microcosme 319 230

Eq.1 360 189 6,175 1 0,013
Komeett CEufs Microcosme 319 230

Eq.2 301 248 1,035 1 0,309
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Tableau 16 : Comparaison entre le nombre d’ceufs de Tetranychus urticae réellement consommés par les deux

prédateurs et les nombres attendus selon le modeéle d’additivité (Equation 1) et le modéle multiplicatif (Equation

2 — Les équations sont données dans les Matériel et Méthodes) sur les faces adaxiales et abaxiales des deux

cultivars.
Cultivar  Face Modele Consommeés Vivants X dl P
Allissia adaxiale  Microcosme 81 84

Eq.1 38 127 23,184 1 < 0,001
Allissia adaxiale  Microcosme 81 84

Eq.2 36 129 25,636 1 < 0,001
Allissia abaxiale  Microcosme 136 101

Eq.1 76 161 29,706 1 <0,001
Allissia  abaxiale Microcosme 136 101

Eq.2 76 161 29,706 1 < 0,001
Komeett  adaxiale Microcosme 94 69

Eq.1 103 60 0,821 1 0,365
Komeett  adaxiale Microcosme 94 69

Eq.2 87 76 0,447 1 0,503
Komeett  abaxiale Microcosme 225 161

Eq.1 257 129 5,307 1 0,021
Komeett  abaxiale Microcosme 225 161

Eq.2 215 171 0,428 1 0,513
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4. Discussion

Afin de déterminer si la plante hote a un impact sur les interactions entre un phytophage et
ses deux prédateurs, en particulier sur le taux de prédation de T. urticae par P. macropilis et
par M. pygmaeus, et sur la probabilité et I'intensité d’IGP de M. pygmaeus sur P. macropilis,
nous avons conduit plusieurs séries d’observations en microcosmes sur des systemes
relativement simples qui permettent de prendre en compte des facteurs tels que la densité
des différents arthropodes, les stades de développement, et la survie des différents individus.
Dans ces conditions, notre étude indique que le taux d’oviposition de I'acarien phytophage T.
urticae différe entre les faces abaxiales et adaxiales des folioles du cultivar Komeett, et non
entre celles du cultivar Allissia. Ce résultat a été obtenu avec des femelles de T. urticae élevées
sur des plantes des cultivars sur lesquels les tests ont été réalisés. Or, il a été montré
précédemment que T. urticae a un taux d’oviposition variable en fonction des cultivars de
tomate (Atalay et Kumral, 2013 ; van Impe et Hance, 1993), et que le taux d’oviposition est
plus faible sur les cultivars de tomate ayant une densité de trichomes glandulaires élevée
(Cedola et Sanchez, 2003; Cedola et al., 2001). Pour les deux cultivars que nous avions choisis,
la densité des trichomes glandulaires et non glandulaires (Type VI et type V selon la
classification de Lukwill, 1943, citée par Simmons et Gurr, 2005) situés sur la face abaxiale des
folioles était supérieure sur le cultivar Komeett par rapport a celle dénombrée sur le cultivar
Allissia. Cependant, si la différence entre les deux cultivars pour les trichomes glandulaires de
type VI est statistiguement significative, elle est trés faible en valeur absolue (7,7 + 1,0 vs 5,4
+ 0,6 pour 2,55 mm?, respectivement) (Chapitre 2). Par contre, la différence entre les deux
cultivars pour les trichomes non glandulaires de type V est beaucoup plus marquée en valeur
absolue avec une densité en trichomes non glandulaires du cultivar Komeett presque deux
fois supérieure a celle du cultivar Allissia (78,6 + 5,7 vs 45,2 + 3,3 pour 2,55 mm?,
respectivement). Dans une étude menée par Alba et al. (2009) sur des hybrides issus de
croisements entre une tomate cultivée et S. pimpinellifolium ‘TO-937’, une corrélation
positive entre la concentration des feuilles en sucres acylés et la densité de trichomes
glandulaires de type IV a été démontrée. Et plus la teneur en sucres acylés et la densité de
trichomes de type IV étaient élevées, plus le taux de mortalité et I'effet répulsif vis-a-vis de T.
urticae étaient élevés et le taux d’oviposition était faible (Alba et al., 2009). Cet effet ne

pouvait cependant étre vérifié car il était considéré comme un artefact di a la corrélation

113



négative entre la densité des trichomes de type V et la densité de trichomes glandulaires de
type IV associée a la teneur en sucres acylés de la plante. Or, cette corrélation positive entre
la densité en trichomes non glandulaires de type V et le taux d’oviposition de T. urticae a été
récemment confirmée par une étude menée par Lucini et al. (2015). Ces auteurs ont montré
en travaillant sur des plantes issues de croisements interspécifiques entre S. pennelli ‘LA-716’
et S. lycopersicum qu’il y avait une corrélation positive entre le nombre de trichomes non
glandulaires, de type I, lll et V comptabilisés sans distinction, sur I'oviposition de T. urticae
ainsi que sur I'attraction de T. urticae en conditions de libre choix. Cette étude confirme ainsi
I'impact positif des trichomes non glandulaires sur I'oviposition de T. urticae. |l est sans doute
possible de rapprocher ce résultat de celui obtenu dans notre étude avec le cultivar Komeett
sur lequel le taux d’oviposition de T. urticae est supérieur a celui obtenu sur le cultivar Allissia.
Le cultivar Komeett possede une densité en trichomes non glandulaires bien supérieure a celle
du cultivar Allissia. Contrairement a ce qui a été observé pour d’autres phytophages et méme
pour T. urticae dans d’autres études (voir pour revue Dalin et al.,, 2008), la densité en
trichomes glandulaires n’apparait donc pas étre le facteur ayant le plus d’influence sur le taux
d’oviposition de T. urticae.

Comme pour T. urticae, le taux d’oviposition du prédateur P. macropilis a été supérieur sur le
cultivar Komeett. Ce résultat est en accord avec les résultats obtenus par Roda et al. (2000)
qui ont montré que le taux d’oviposition du prédateur P. persimilis était supérieur sur des
feuilles de pommier présentant une importante pilosité. C'est aussi le cas de nombreux autres
acariens prédateurs phytoséiides dont Schmidt (2014) dans une méta-analyse donne de
nombreux exemples. Plus précisément, le taux d’oviposition de P. macropilis dans notre étude
est du méme ordre de grandeur que celui obtenu par Sato et al. (2011) qui ont estimé des
taux d’oviposition de I'ordre de 1,6 £ 0,1 ceufs sur le cultivar Carmen et de 1,0 £ 0,1 ceufs sur
le cultivar Cerasiforme, sans différence significative entre ces deux cultivars. Les cultivars de
tomate cultivée Carmen et Cerasiforme avaient dans I’étude de Sato et al. (2011) un nombre
de trichomes glandulaires rapporté a 2.55 mm? de 3,3 + 0,1 et de 5,1 + 0,9 et un nombre de
trichomes non glandulaires de 7,6 + 0,1 et de 5,2 £ 0,1 respectivement. Pour les trichomes
glandulaires et non glandulaires, les densités sont statistiquement différentes entre les deux
cultivars. Le taux d’oviposition était plus élevé sur le cultivar ayant a la fois la plus faible
densité de trichomes glandulaires et la plus forte densité de trichomes non glandulaires. Dans

notre étude, les deux cultivars Allissia et Komeett présentent un nombre de trichomes non
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glandulaires trés supérieur a ces valeurs avec une différence significative entre les deux
cultivars. Le taux d’oviposition de P. macropilis supérieur sur le cultivar Komeett serait lié a la
densité élevée de trichomes non glandulaires. Les mécanismes qui expliquent cette différence
ne sont pas connus.

Dans I'étude de Sato et al. (2011), la consommation journaliere d’ceufs de T. urticae par P.
macropilis sur des disques de feuille des cultivars de tomate Carmen et Cerasiforme étaient
del'ordrede 17,2+ 0,4 et de 10,5 + 0,5 respectivement. Les ceufs de T. urticae étaient la seule
nourriture fournie a P. macropilis. Dans une autre étude, Krips et al. (1999) ont montré sur
Gerbera que le taux de prédation par P. persimilis des ceufs de T. urticae a la densité de 1,3 -
2,5 ceufs/ cm? était inversement proportionnel a la densité de trichomes mais ce taux de
prédation n’était plus influencé par les trichomes lorsque la densité des ceufs s’élevait a 8
ceufs/ cm?. Dans notre étude, P. macropilis a consommé sur le cultivar Komeett 5,57 + 1,98
ceufs en 24 h et 1,87 £ 0,23 adultes en moyenne. Sur le cultivar Allissia, P. macropilis n’a
consommé aucun ceuf en 24 h mais 1,29 + 0,24 adultes en moyenne. Les résultats obtenus
pour la consommation d’ceufs de T. urticae par P. macropilis montrent donc une différence
entre les deux cultivars, la consommation étant supérieure sur le cultivar Komeett. La non
consommation par P. macropilis d’ceufs de T. urticae sur le cultivar Allissia n’est sans doute
pas liée a la densité d’ceufs présents. En effet, P. macropilis a été classé par McMurtry et Croft
(1997) comme un prédateur spécialiste du genre Tetranychus. Il a été montré que les
prédateurs spécialistes dont fait partie P. macropilis ont une forte préférence pour les ceufs
de T. urticae (Oliveira et al., 2007; Blackwood et al., 2001). Or, P. macropilis n’a pas consommé
d’ceufs sur Allissia mais uniqguement des adultes. Il est donc possible que la différence de
consommation des ceufs de T. urticae par P. macropilis observée entre Allissia et Komeett soit
liée a un facteur autre, émanant de la plante hote. Dans I'étude menée par Sato et al. (2011),
la consommation des ceufs de T. urticae était supérieure sur le cultivar ayant la densité de
trichomes non glandulaires la plus élevée mais aussi la densité de trichomes glandulaires la
plus faible. Ce résultat est en partie obtenu dans notre étude dans la mesure ou P. macropilis
a consommé plus d’ceufs sur le cultivar Komeett caractérisé par une densité en trichomes non
glandulaires plus élevée. Pour résumer, dans notre étude, il semble qu’une densité élevée de
trichomes non glandulaires ait une influence positive sur l'oviposition des acariens
phytophages, sur I'oviposition des prédateurs P. macropilis et sur la prédation de T. urticae

par P. macropilis. 'effet inverse est observé sur le cultivar Allissia ayant le moins de trichomes
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non glandulaires. Ce résultat est inattendu dans la mesure ol d’une part, dans la plupart des
études précédentes, I'effet des trichomes glandulaires sur les acariens phytophages et
prédateurs semble étre prépondérant sur I'effet des trichomes non glandulaires, et d’autre
part, les trichomes non glandulaires ont un impact négatif sur différents parameétres de
développement et le taux de prédation des ennemis naturels (Buitenhuis et al., 2014; Madadi
etal., 2007; Krips et al., 1999; Gillespie et Quiring, 1994), particulierement sur tomate (Riddick
et Simmons, 2014; Cedola et Sanchez, 2003; Kennedy, 2003).

Un autre résultat inattendu de cette étude est le faible impact de M. pygmaeus sur sa proie T.
urticae. M. pygmaeus est considéré comme un prédateur polyphage (Enkegaard et al., 2001)
avec un comportement de recherche active (Alomar et al., 2002). Macrolophus pygmaeus a
consommé des ceufs et des femelles de T. urticae mais seule la consommation des adultes a
été significative, sans différence entre les deux cultivars. Ce faible impact de la prédation de
M. pygmaeus sur les ceufs de T. urticae s’explique sans doute en grande partie par la tres forte
variabilité des résultats obtenus dans notre expérimentation. La consommation moyenne des
ceufs de T. urticae par M. pygmaeus seul était de 35.1 % sur le cultivar Komeett et de 24 % sur
Allissia. Lorsque les deux prédateurs étaient présents, la consommation des ceufs de T. urticae
était de 58 % sur Komeett et de 46 % sur Allissia. La consommation des ceufs et des femelles
de T. urticae par les deux prédateurs présents simultanément dans les microcosmes est
supérieure aux valeurs prévues par les modeles additif et multiplicatif. Seule la consommation
des ceufs sur le cultivar Komeett correspond au résultat attendu avec le modele multiplicatif.
Il est possible que les déplacements de I'un ou des deux prédateurs aient été plus rapides sur
le cultivar Allissia qui possede moins de trichomes non glandulaires comparé au cultivar
Komeett. La probabilité de rencontre des prédateurs avec les proies aurait alors été
supérieure a celle observée sur Komeett.

Les résultats obtenus en microcosmes contrastent également avec ceux que nous avons
obtenus en serre en conditions semi contrblées et sur une période beaucoup plus longue.
Lorsque les deux prédateurs sont présents sur des plants de tomate colonisés par T. urticae, il
n’y a aucune évidence d’interaction entre les deux prédateurs, et en particulier pas d’effet de
synergie contrairement a ce que nous observons dans les microcosmes. Cependant, en serre,
nous avons montré que le niveau d’agrégation de T. urticae était plus élevé en présence des
deux prédateurs P. macropilis et M. pygmaeus, et que le niveau d’agrégation de P. macropilis

était aussi significativement plus élevé en présence de M. pygmaeus (Chapitre 1). Plusieurs
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hypothéses peuvent étre proposées pour expliquer les différences entre les résultats.
Macrolophus pygmaeus ne consomme pas d’ceufs de P. macropilis lorsque I'abondance en T.
urticae qui est la proie partagée est élevée. La présence d’autres ressources (femelles et ceufs
de T. urticae) pour lesquelles il a été montré qu’il était prédateur (Enkegaard et al., 2001) peut
expliquer ce résultat. L'effet de la densité des proies peut expliquer la différence observée au
niveau des interactions entre prédateurs entre les microcosmes et la serre. En effet, la densité
de M. pygmaeus en serre est nettement plus faible que celle observée dans les microcosmes.
Cette différence est liée a la présence d’une nymphe de M. pygmaeus par microcosme. En
comparaison, les proies sont en quantité limitée dans les microcosmes. Ce résultat est
cohérent avec I'étude menée par Werling et al. (2012) sur la prédation de Leptinotarsa
decemlineata par la coccinelle Coleomegilla maculata et par la punaise Podisus maculiventris.
La prédation du doryphore est supérieure en présence des deux prédateurs lorsque la densité
du phytophage est faible. Les conclusions de Werling et al. (2012) semblent donc pouvoir
s’appliquer a notre étude. La combinaison de deux espéces de prédateurs aurait un impact
plus important lorsque le nombre de proies est limité, comme ici dans les microcosmes.
Enfin, les observations conduites en microcosmes ont permis de montrer que lorsque M.
pygmaeus est seul en présence de P. macropilis, l1a prédation des ceufs de P. macropilis est
significative mais toutefois sans différence entre les deux cultivars. M. pygmaeus est bien un
prédateur intraguilde et il consomme des ceufs de P. macropilis lorsqu’ils sont les seules proies
disponibles. Cependant, en présence d’autres proies comme des adultes et des ceufs de T.
urticae, il n’y pas consommation d'ceufs de P. macropilis par M. pygmaeus. La probabilité
d’'IGP de M. pygmaeus sur P. macropilis semble donc peu probable en conditions de
production.

Pour conclure, le dispositif en microcosmes a permis de décrire de facon précise les
interactions possibles entre l'acarien phytophage T. urticae et les deux prédateurs P.
macropilis et M. pygmaeus, et de montrer que la plante hote peut avoir un impact sur les taux
de prédation. Les différences de densité des trichomes non glandulaires observées sur les
deux cultivars de tomate se sont traduites pas des différences au niveau du taux de prédation
des ceufs de T. urticae en particulier. La plante hote peut donc influencer I'efficience de la
lutte biologique. Cependant, de nombreuses questions se posent quant a lI'impact des
trichomes en conditions de production lorsque les densités des ravageurs et ennemis naturels

sont trés différentes, et lorsque d’autres proies potentielles sont présentes.
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1. Intérét de Phytoseiulus macropilis comme agent de lutte
biologique en culture de tomates sous serre pour lutter contre
Tetranychus urticae

Phytoseiulus macropilis a été considéré comme agent potentiel de lutte contre T. urticae.
L’expérimentation en serre a permis de confirmer I'efficacité de P. macropilis pour lutter
contre T. urticae dans les conditions proches de celles rencontrées en serre de production de
tomate. Précédemment, cet acarien prédateur avait été étudié dans cet objectif ( Ferla et al.,
2011; Fadini et al., 2010; Da Silva et al., 2005; Ali, 1998) mais trés peu d’observations avaient
été conduites en culture de tomate. Seuls les travaux réalisés en laboratoire par Sato et al.
(2011) avaient permis de quantifier les déplacements, I'oviposition et la consommation des
proies par P. macropilis sur deux cultivars de tomate. Les essais réalisés pendant cette thése
sont donc les premiers a avoir testé dans des conditions de production I'efficacité de P.

macropilis comme agent de lutte biologique contre |'acarien phytophage T. urticae.

2. Intérét de Macrolophus pygmaeus comme agent de lutte
biologique en culture de tomate sous serre pour lutter contre
Tetranychus urticae

En serre et dans nos conditions expérimentales, M. pygmaeus n’a pas démontré une efficacité
suffisante pour la suppression des populations de T. urticae. Cependant, dans les
microcosmes, les résultats indiquent qu’il y a eu une prédation significative sur les adultes de
T. urticae. Les résultats des travaux de Enkegaard et al. (2001) montrent aussi en conditions
contrblées une prédation significative d’ceufs de T. urticae par M. caliginosus. La différence
de prédation entre la serre et les microcosmes peut étre due au ratio proie/prédateur. Dans
I'essai de Enkegaard et al. (2001) comme dans notre essai en microcosmes, ce ratio est plus
élevé que celui que nous avions en serre. En serre, nous avons compté les individus présents
sur les folioles pour obtenir une densité moyenne par foliole mais le nombre de folioles
présentes par cage et pouvant étre prospectées par M. pygmaeus était important et

augmentait avec la croissance de la plante et la colonisation des T. urticae. Ainsi, le nombre
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de proies a augmenté au cours du temps, et le ratio proie/prédateur était alors sans doute
trop élevé pour observer des résultats significatifs. Par ailleurs, dans I'étude de Enkegaard et
al. (2001), plusieurs espéces de proies sont proposées : des ceufs de T. vaporariorum et des
ceufs de T. urticae sont présentés simultanément au miride. Cette diversité de proies entraine
pour certains prédateurs I'apparition de performances supérieures a celles observées avec la
prédation d’une seule espece (Topf, 1995). Ceci a été démontré pour M. caliginosus. Le temps
de développement des stades immatures de M. caliginosus avec le puceron Myzus persicae et
I'acarien T. urticae était de 15,3 et de 35,7 jours respectivement alors que le temps de
développement était de 13,4 jours lorsque les deux espéces de proies étaient proposées
simultanément (Hansen et al., 1999). Il est probable qu’en serre de production lorsque les
aleurodes, proies « préférées » de M. pygmaeus, sont présentes, il y ait une augmentation
importante de la consommation de T. urticae pour deux raisons. D’une part, la densité de M.
pygmaeus devrait augmenter grace aux ressources que constituent les aleurodes (Perdikis et
Lykouressis, 2000), et d’autre part, le taux de prédation devrait augmenter suite une
stimulation de M. pygmaeus liée a la présence de plusieurs especes de proies. Lykouressis et
al. (2009) ont aussi montré en laboratoire que la prédation de M. pygmaeus sur différents
stades de la mouche blanche T. vaporariorum augmentait avec le nombre de proies

proposées.

3. Interactions entre les prédateurs Macrolophus pygmaeus et
Phytoseiulus macropilis

En serre, il n'y a pas eu d’interactions significatives entre P. macropilis et M. pygmaeus. Au
contraire, en microcosmes, nous avons pu observer une prédation des femelles de P.
macropilis par les larves de M. pygmaeus, ainsi qu’une prédation des ceufs de P. macropilis
lorsqu’ils étaient les seules proies proposées a M. pygmaeus. Plusieurs explications peuvent
étre données a cette différence observée entre la serre et les microcosmes. Ce résultat peut
étre relié a la différence des volumes pouvant étre prospecté par M. pygmaeus. En effet, il a
été montré que le volume exploré par les différents prédateurs a une influence sur la

prédation intraguilde. La probabilité d’IGP augmente lorsque le volume a explorer diminue et
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gue la probabilité de rencontre entre les prédateurs augmente (Ingels et De Clercq, 2011). Par
exemple, Hindayana et al. (2001) observent que l'intensité de I'IGP entre les larves de syrphe
Episyrphus balteatus et les coccinelles H. axyridis et Coccinella septempunctata est divisée par
cinq lorsque les tests sont effectués sur une plante entiere de haricot et non plus en boite de
pétri.

Une seconde explication possible est donnée par la présence de proies extraguildes. Une faible
densité de proies extraguildes peut entrainer une augmentation de la prédation intraguilde.
Dans la comparaison serre/microcosme, nous avons en microcosmes une densité de proies
extraguildes inférieure a celle observée en serre et donc un ratio proie/ prédateur plus faible.
Dans la serre, en se référant aux volumes de prospection possible pour M. pygmaeus, la
densité de proies en rapport avec le volume de prospection est nettement plus élevée.
Théoriquement (Lucas et Rosenheim, 2011), sur une échelle de temps assez longue, une forte
densité de proies extraguildes devrait aboutir a la diminution de la densité de la proie
intraguilde et a I'augmentation de la densité du prédateur intraguilde. L’essai en serre montre
gue la densité de M. pygmaeus, bien qu’il soit prédateur de T. urticae n"augmente pas au cours
du temps. Or, T. urticae ne permet pas a M. pygmaeus de se développer aussi rapidement
que les aleurodes ou les pucerons (Lykouressis et al., 2009 ; Perdikis et Lykouressis, 2002). En
conséquence, aucune interaction significative n’a été observée entre M. pygmaeus et P.
macropilis. La qualité de la proie extraguilde associée au volume dans lequel évoluent les
prédateurs a sans doute limité I'apparition de I'IGP. Des résultats identiques mais avec une
augmentation significative de la densité de M. pygmaeus qui est ici le prédateur intraguilde
aurait permis de conclure que I'abondance des proies extraguildes diminue l'intensité de la
prédation intraguilde (Trotta et al., 2015; Gagnon et Brodeur, 2014).

Par ailleurs, les différentes recherches menées précédemment sur la prédation intraguilde
entre M. pygmaeus et un autre prédateur montrent que M. pygmaeus est trés souvent la proie
intraguilde et non le prédateur intraguilde (Trotta et al., 2015; Lucas et Alomar, 2001, 2000).
Cette étude montre que M. pygmaeus peut aussi étre prédateur intraguilde mais I'apparition
de I'lGP suppose une densité élevée de M. pygmaeus, ce qui n’a pas été le cas dans les essais

conduits en serre.
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4. Additivité entre les deux prédateurs Phytoseiulus macropilis et
Macrolophus pygmaeus

Dans les microcosmes, |'association de P. macropilis et de M. pygmaeus a permis une plus
grande consommation des femelles et des ceufs de T. urticae. L’association a créé une synergie
significative entre les deux prédateurs, excepté lorsque la consommation des adultes de T.
urticae sur le cultivar Komeett est prise en compte. Cependant, les tests en serre ne
permettent pas de faire de différence entre les modalités avec P. macropilis seul ou associé
avec M. pygmaeus. Phytoseiulus macropilis apparait étre le principal prédateur de T. urticae.
La différence de densité des proies entre la serre et les microcosmes est sans doute la raison
principale de cette différence au niveau des résultats. Comme cité plus haut, en serre de
production, la présence de proies favorisant le développement de M. pygmaeus (en particulier
des pucerons ou des mouches blanches) ou/et associée a des lachers complémentaires de M.
pygmaeus devrait permettre une augmentation de la densité de M. pygmaeus, et une synergie
entre les deux prédateurs devrait s'observer comme en microcosmes. Cependant, il est
difficile de prédire si une plus forte densité de M. pygmaeus peut étre préjudiciable a
I'efficacité de P. macropilis, en tant que proie intraguilde, ou si la prédation de T. urticae par
M. pygmaeus peut renforcer I'impact de P. macropilis dans la lutte contre T. urticae. |l serait
possible d’obtenir quelques éléments de réponse avec une étude d’attractivité. L'utilisation
d’un olfactometre pour déterminer I'attractivité sur M. pygmaeus d’une plante hbte colonisée
par T. urticae en présence ou en absence de P. macropilis permettrait d’évaluer le risque de
prédation pour P. macropilis. Les résultats obtenus par Moayeri et al. (2006) qui ont testé sur
poivron |'attractivité de M. caliginosus par T. urticae ou par le puceron M. persicae montrent
la préférence de M. caliginosus pour le puceron. lls montrent aussi que ce sont les composés
volatils émis par la plante suite a I'attaque du ravageur qui vont agir sur M. caliginosus et non
des composés volatils émis par les arthropodes phytophages. Si cela est confirmé, il y a de
fortes probabilités pour que M. pygmaeus ne détecte pas la présence de P. macropilis, celui-
ci ne provoquant pas de réaction de la plante. Cependant, comme cela a été montré dans de
nombreux systemes, les prédateurs sont capables d’éviter les sites colonisés par d’autres

prédateurs suite a la présence de signes de prédation (Choh et al.,, 2010 ; Magalhes et al.,
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2005). Il faudrait toutefois vérifier que M. pygmaeus est sensible aux composés volatils émis
lorsque P. macropilis consomme T. urticae.

Le résultat obtenu par Moayeri et al. (2006) peut aussi expliquer la différence de prédation
intraguilde entre les microcosmes et la serre. Si P. macropilis n’est pas détecté par M.
pygmaeus, ils ne se rencontrent que lors de leurs déplacements. La probabilité de rencontre
entre les deux prédateurs étant supérieure dans les microcosmes que dans la serre, le taux de

prédation intraguilde est donc logiguement supérieur dans les microcosmes.

5. Impact de la plante héte sur la lutte biologique

De facon inattendue, le cultivar de tomate Komeett est intéressant car peu de recherches ont
été effectuées jusqu’a présent sur I'effet des trichomes non glandulaires sur les phytophages
et les ennemis naturels (Tian et al., 2012). En effet, Komeett est un cultivar possédant, sur la
face abaxiale des folioles, une densité de trichomes non glandulaires de type V supérieure a
celle du cultivar Allissia. Sur la face adaxiale, il y a aussi une différence significative entre les
deux cultivars mais uniqguement pour les densités des trichomes glandulaires de Type VI. Les
analyses ont également montré une différence pour les teneurs en rutine (supérieures pour
Komeett) et en tomatine (supérieures pour Allissia), et des différences qualitatives au niveau
des composés volatils de type terpenes entre les deux cultivars.

Les essais en microcosmes ne montrent pas d’effet significatif du cultivar sur I'oviposition de
T. urticae bien que le taux d’oviposition de T. urticae sur le cultivar Allissia semble plus faible
que sur le cultivar Komeett. Wosula et al. (2009) ont observé un meilleur taux d’oviposition
d’une autre espece d’acarien phytophage T. evansi sur la tomate cultivée "Money Maker’. Ce
cultivar est caractérisé par une densité de trichomes de type V supérieure a celles des autres
cultivars testés. "Money Maker’ était comparé en particulier a Lycopersicon hirsutum
accession LA 2204 possédant une densité de trichomes glandulaires de Type IV supérieure a
celle du cultivar "Money Maker’. Cette accession ‘LA 2204" était la plus résistante vis-a-vis de
I'acarien : la durée de développement de I'ceuf a I'adulte était plus longue, la fécondité et la
durée de vie étaient plus faible que sur le cultivar ‘Money Maker’. D’autre part, les distances
parcourues par T. evansi sur des disques de feuilles était plus importante sur le cultivar

‘Money Maker’. Les trichomes non glandulaires apparaissent donc favorables a cet acarien
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phytophage. Cependant, I'impact des trichomes non glandulaires semble variable en fonction
des espéces de ravageurs. Une étude menée avec Leptinotarsa decemlineata sur un cultivar
mutant de tomate ne possédant que des trichomes non glandulaires fait apparaitre une
influence négative de ce cultivar sur le comportement et la croissance de L. decemlineata, et
une influence positive sur un autre ravageur Helicoverpa zea (Tian et al.,, 2012). Gurr et
McGrath (2002) ont aussi montré que la densité de trichomes de type V est positivement
corrélée avec le développement des larves de la teigne de la pomme de terre Phthorimaea
operculella sur L. hirsutum et sur L. hirsutum f. glabratum alors que pour les trichomes
glandulaires de type IV et VI, il y avait une corrélation positive significative entre les densités
et le taux de mortalité des larves. De plus, plus la densité en trichomes glandulaires était
élevée et plus la probabilité de développement des larves et d’émergence des adultes était
faible. Ces différents exemples montrent que certains arthropodes peuvent se développer en
présence de trichomes non glandulaires et glandulaires alors que d’autres seront impactés
négativement.

Dans cette étude, la plante a un effet marqué sur le prédateur P. macropilis. En effet, le taux
d’oviposition de P. macropilis est supérieur sur le cultivar Komeett. Cette différence entre les
deux cultivars s’observe au niveau des pontes de P. macropilis sur la face abaxiale des folioles.
Cependant, la aussi, les résultats obtenus en microcosmes different des conclusions obtenues
en serre. La différence d’oviposition entre les deux cultivars en microcosmes est de I'ordre de
de 0,43 ceufs / femelle pendant les 24 h du test. Une telle différence d’oviposition en serre
devrait entrainer rapidement une différence entre les deux cultivars, ce que nous n’avons pas

observé.

Pour les composés secondaires, sur la base d’études précédentes (voir chapitre 2), les
composés présents dans les feuilles de tomate qui peuvent avoir un effet répulsif voire toxique
pour les T. urticae sont les sucres acylés, les composés phénoliques dont I'acide chlorogénique
et la rutine, les méthyl cétones dont le 2-tridécanone, et la tomatine. Or, pour les deux
cultivars Allissia et Komeett, les concentrations en 2-tridecanone ne sont pas différentes. Ce
composé ne semble donc pas étre la cause de la différence observée entre les deux cultivars
au niveau de l'oviposition de T. urticae (statistiquement non significative) et de P. macropilis

(significative) en conditions de microcosmes.
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Entre les deux cultivars, seules les concentrations ou compositions en tomatine, rutine et
terpénes apparaissent différentes. Or, il existe peu de travaux sur I'effet de la rutine ou de la
tomatine sur les acariens phytophages ou prédateurs. Ridsdill-Smith et al. (1995) ont montré
que la rutine était répulsive sur Halotydeus destructor (Acari: Penthaleidae), un acarien
phytophage du tréfle Trifolium subterraneum L. L'effet répulsif de la rutine et de l'acide
chlorogénique sur T. urticae a été confirmé par Hoffland et al. (2000). Ces auteurs ont fait
varier la teneur en azote de plantes de tomate. L'augmentation de la teneur en azote dans les
plantes entrainait une diminution de la concentration en composés de défenses de la plante.
Des tests de choix avec des disques foliaires et des observations en olfactométre ont indiqué
que les acariens préféraient les feuilles avec les teneurs en composés phénoliques les plus
faibles. Dans nos essais, alors que les teneurs en acide chlorogénique des deux cultivars ne
sont pas différentes, la concentration en rutine est plus élevée pour le cultivar Komeett.
Cependant, il y a plus d’ceufs déposés par T. urticae et par P. macropilis sur Komeett que sur
Allissia. Inversement, la concentration en tomatine est plus élevée pour le cultivar Allissia.
Jared et al. (2015) ont montré que, dans des extraits de morelles noires comestibles parmi
lesquels il y avait des dérivées de la tomatine, I'association de glycoalcaloides présents était
toxique sur T. evansi. Donc, il serait possible d’émettre I'hypothése que le taux d’oviposition
de P. macropilis plus faible sur Allissia que sur Komeett pourrait étre lié a la concentration plus
importante de tomatine dans les folioles du cultivar Allissia. L'effet de la tomatine sur les
acariens serait relativement plus fort que celui de la rutine, associé a la densité de trichomes
de type V favorables a P. macropilis. Cependant, il faudrait si possible faire varier uniquement

ce composé dans les folioles pour pouvoir conclure.

Au niveau des terpenes, les analyses montrent des différences qualitatives entre les deux
cultivars. Parmi les composés ayant des pics de concentration différents, le 8-phellandréne
est un composé constitutif émis par les plantes de tomate et il a été montré que son émission
n’augmente pas apres une attaque de T. urticae (Kant et al., 2004). En effet, entre une plante
attaquée par T. urticae et une plante non attaquée, les concentrations de 8-phellandréne dans
les composés volatils émis pendant cing jours sont identiques (Kant et al., 2004). Ce terpéne
ne semble donc pas étre responsable de comportements différents des phytophages ou des
acariens prédateurs. Or, si le B-phellandréne est le principal monoterpéne identifié dans les

trichomes de type VI de certains cultivars de tomate cultivée (Ament et al., 2004), la
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complexité des composés volatils émis par les plantes rend difficile I'attribution d’une fonction
particuliere a un terpéne donné. Il nous est donc impossible a ce stade de conclure que la
présence ou I'absence de B-pinéne, terpinoléne ou B-phellandréne chez les deux cultivars sont
a l'origine des différences observées au niveau de l'oviposition de T. urticae et de P.

macropilis.

6. Perspectives

Si les tests en microcosmes peuvent renseigner sur le potentiel de prédation d’'un ennemi
naturel et sur le sens de I'lGP, unilatérale ou bilatérale, il apparait que I’échelle spatiale
relativement faible du dispositif expérimental d’'une part et I'échelle temporelle trés courte
d’autre part, ne permettent pas de transposer les résultats obtenus en microcosmes aux
volumes tels qu’ils sont en production (Rosenheim, 2007; Vance-Chalcraft et al., 2007). De
plus, lorsque la capacité de multiplication des arthropodes phytophages comme celle des
acariens est exponentielle, I'utilisation de cages semble étre un bon compromis. Dans ce
contexte, il serait donc intéressant de poursuivre cette étude par des tests en serre pour
comparer différents ratios de M. pygmaeus/P. macropilis et pour déterminer la densité a
partir de laquelle il y a prédation intraguilde. Le nombre moyen de M. pygmaeus par plante
en cours de culture peut en effet devenir trés élevé (Sampson et Jacobson, 1999).

D’autre part, différentes études ont été menées sur 'effet des trichomes glandulaires de la
tomate cultivée et des tomates sauvages sur T. urticae ( Lucini et al., 2015; Alba et al., 2009;
Maluf et al., 2007). Par contre, peu de travaux ont pris en compte I'impact des trichomes
glandulaires sur |'acarien prédateur P. macropilis (mais voir Sato et al., 2011). Il serait donc
intéressant de tester la résistance vis-a-vis de T. urticae de cultivars caractérisés par des
densités de trichomes glandulaires élevées et les conséquences sur le développement et le
taux de prédation de P. macropilis. Tetranychus urticae géné par les trichomes pourrait étre
rapidement régulé par P. macropilis si celui-ci n’est pas négativement impacté par les
trichomes glandulaires.

Enfin, I'attractivité des composés volatils émis par différents cultivars de tomate suite a une
attaque de T. urticae devrait étre testée vis-a-vis de P. macropilis. P. persimilis semble bien

répondre aux composés volatils émis par différentes plantes hotes (De Boer et al., 2004 ; de
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Boer et Dicke, 2004). L'attractivité de la plante vis-a-vis de P. macropilis permettrait de
favoriser la dispersion du prédateur et d’augmenter a I'échelle de la serre |'efficacité du
phytoséiide.

L’étude d’un second lacher de P. macropilis sur une plante contaminée par T. urticae serait
également a mettre en place. La distribution des T. urticae au cours du temps s’accompagne
d’une migration vers le haut de la plante. P. macropilis est un acarien qui ne migre pas avant
d’avoir consommé I'ensemble des proies présentes dans un foyer. Il serait intéressant
d’effectuer un deuxiéme lacher au niveau de la téte des plantes lorsque les T. urticae ont
commencé a se disperser, et ainsi optimiser la lutte biologique contre T. urticae grace a

I’acarien prédateur P. macropilis.
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Abstract Biological control against phytophagous arthropods has been widely used
under greenhouse conditions. Its success is dependent on a number of factors related to the
abiotic conditions and to the interactions between pests and biological control agents. In
particular, when multiple predator species are introduced to suppress one pest, competitive
interactions might occur, including intraguild predation (IGP). In tomato crops, the spider
mite Tetranychus urticae Koch is a very problematic phytophagous mite and its control is
not yet satisfactory. In 2012 and 2013, the ability of a potential new predatory mite
Phytoseiulus macropilis (Banks) was assessed, alone and in the presence of Macrolophus
pygmaeus Rambur. Macrolophus pygmaeus is a polyphagous mirid supposed to predate on
P. macropilis. Both years, under greenhouse conditions, the effectiveness of the two
predators was compared between the following treatments: 7. urticae, T. urticae + P.
macropilis, T. urticae + M. pygmaeus, and T. urticae + P. macropilis + M. pygmaeus.
The number of arthropods per tomato plant over time indicated that P. macropilis well-
controlled the population of 7. urticae, whereas M. pygmaeus had a very limited impact.
Furthermore, there was no evidence of IGP between the two predators but in the presence
of M. pygmaeus, P. macropilis tended to have a more clumped spatial distribution. Further
studies should clarify the number and location of inoculation points to optimize the control
of T. urticae by P. macropilis.
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Introduction

Biological control in greenhouses is a viable alternative to pesticides from both an envi-
ronmental and economic perspective (van Lenteren 2000, 2012). It implies that biological
control agents (predators, parasitoids or pathogens) suppress pest populations to such levels
that damage to the crop is prevented or minimized. The effectiveness of biological control
agents is dependant on a number of factors that are related to the environmental conditions
and to the interactions between prey and predators. In particular, hygrometry, temperature,
and light in greenhouses must be suitable for the survival, development, reproduction, and
prey consumption rate of the biological control agents (Shipp et al. 2011; Coombs and Bale
2014). However, as the climate is controlled to maximize crop yield, the conditions often
correspond to an optimal environment for the pests (Vangansbeke et al. 2013). Thus, the
challenge for growers is to optimize crop yield and biological control, and minimize pest
development.

In most cases of successful biological control, one agent is being introduced to control
one herbivore. However, in many crops, different pests are encountered and multiple
natural enemies are introduced to control them. Positive or competitive interactions among
the biological control agents might then increase or decrease the impact of each on the prey
populations (Polis et al. 1989; Rosenheim et al. 1995). It is also possible to observe no
interactions among predators (Cakmak et al. 2009). The underlying mechanisms leading to
the different outcomes are not always clear. As a consequence, even though a large number
of studies have evaluated the effectiveness of multiple predators compared to a single one,
it is still difficult to predict when multiple biological control agents provide higher or lower
control of a single herbivore species than each of them acting alone (Vance-Chalcraft et al.
2007).

The success of biological control might especially be jeopardized by negative inter-
actions among predators such as intraguild predation (hereafter IGP) when predators share
and compete for a prey (Polis et al. 1989; Rosenheim et al. 1995). Intraguild predation
appears to be common among predators in agricultural systems (Rosenheim et al. 1995), in
particular when there is mutual IGP, that is when predators consume each other, or when a
top intraguild predator consumes another predator as intraguild prey (Vance-Chalcraft
et al. 2007). However, although theory predicts that IGP between predators could limit the
effectiveness of biological control, there is not much evidence in the literature (Janssen
et al. 2007; Messelink and Janssen 2014). A number of factors such as the effectiveness of
each predator in controlling the target pest, or behaviour changes of the pest and/or one
predator in the presence of another one may influence the consequences of IGP on pest
control. For example, the ability to disperse and colonize prey patches where the intraguild
predator is absent may be critical for the long-term persistence of predator diversity and
success of biological control (Greco et al. 1999; Choh et al. 2010; Walzer and Schaus-
berger 2013). Furthermore, based on a meta-analysis that looked at the impact of habitat
structure on IGP, Janssen et al. (2007) concluded that the structural complexity of the
habitat might weaken the impact of the intraguild predator on the intraguild prey by
providing refuges. Temporal dynamics have also to be taken into account. Most experi-
ments on the existence or the absence of IGP in a given system have often been conducted
under laboratory conditions, on separate plants or plant parts, during a limited time, and
cannot predict what happens under greenhouse conditions when the whole crop production
cycle is taken into account (Holt and Polis 1997; Vance-Chalcraft et al. 2007). To
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summarize, in the presence of two predators, it is difficult to predict the outcome of the
interactions, and in particular the consequences on prey suppression.

Although biological control has been extensively used with success in tomato pro-
duction, its effectiveness towards one of the main pests Tetranychus urticae Koch (Acari:
Tetranychidae) is still under discussion (Gerson and Weintraub 2012). Tetranychus urticae
is a very damaging mite in tomato crops. Under heavy infestations, tomato plants suffer
massive leaf drop and yield loss. Because of the negative impact of 7. urticae on tomato
crops, the extensive use of acaricides by growers has been a common practice. However,
repeated use of chemical control has favoured the selection of resistant populations and has
generated environmental problems (Pilkington et al. 2010). Therefore, in recent years,
much emphasis has been placed on implementing environmentally safe measures, such as
biological control, to manage 7. urticae populations. Yet, biological control of 7. urticae is
far from satisfactory. One of the most commonly used agents, the predator Phytoseiulus
persimilis Athias-Henriot (Acari: Phytoseiidae), does not seem to cope with the low
hygrometry and high temperatures encountered in greenhouses (Skirvin and Fenlon 2003;
Cakmak et al. 2009).

To optimize biological control of T. urticae in tomato crops under greenhouse condi-
tions, we considered Phytoseiulus macropilis (Banks) (Acari: Phytoseiidae) as a potential
biological control agent and asked whether it is able to regulate 7. urticae populations. P.
macropilis is a predatory mite restricted to warm climates, found in Florida, the tropics and
the Mediterranean region (Coombs and Bale 2014). It has already been used with success
as a biological control agent in other crops besides tomato in the USA (Gerson et al. 2003)
and Brazil (reviewed in Oliveira et al. 2007). High intrinsic rate of increase at temperatures
between 25 and 30 °C (Ali 1998), short life cycle (<10 days between 28 and 32 °C) (Ali
1998), high mortality under winter conditions (Coombs and Bale 2014), and high ovipo-
sition and predation rates (Oliveira et al. 2007) could make this species an interesting
biocontrol agent of spider mites in integrated pest management programs in Europe. Yet, in
tomato crops, other pests besides 7. urticae can be problematic and introduction of
predators is very common to control them. Therefore, it should be determined whether the
co-occurring predators can engage in intraguild interactions that could negatively affect the
control of T. urticae by P. macropilis. In particular, Macrolophus pygmaeus Rambur
(Heteroptera: Miridae) is very often successfully used to regulate populations of whiteflies,
including Trialeurodes vaporariorum (Westwood). M. pygmaeus is a generalist predator
well known to control several pests including mites (Malézieux et al. 1995; Malausa and
Trottin-Caudal 1996; Hansen et al. 1999), and it is hypothesized to be engaged in intraguild
predation (Trottin-Caudal and Millot 1994, Lucas and Rosenheim 2011). Thus, to test
whether P. macropilis could be considered as a biological control agent of 7. urticae, we
conducted two experiments in Agroscope Conthey (Switzerland), one in 2012 and one in
2013, under conditions similar to the ones encountered in greenhouses for tomato pro-
duction. We asked whether P. macropilis regulates 7. urticae populations, and whether
predation of P. macropilis by M. pygmaeus can occur and negatively affect the effec-
tiveness of P. macropilis. It was hypothesized that M. pygmaeus would have a negative
impact on P. macropilis by direct predation, or indirectly through induction of behavioural
changes by P. macropilis such as increased dispersal to avoid predation.
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Materials and methods
Mites and mirids: stock cultures

Tetranychus urticae was first collected in a greenhouse on tomato plants in the Geneva
region (Switzerland) in October 2011. The spider mite colonies were then reared on bean
plants (Phaseolus vulgaris L. cv. Red Kidney) or tomato plants (Solanum lycopersicum L.
cv. Komeett), in cages made of a fine nylon mesh (mesh diameter = 150 pm). All cages
were kept in a climate chamber at 70 £ 10 % r.h., 24 £ 2 °C/22 £ 2 °C, and 16 h L/
8 h D photoperiod.

A Brazilian strain of P. macropilis was provided by the experimental field station of
Agroscope Changins (Switzerland) and originated from Biobest, NV (Belgium). The
predatory mite was reared on bean leaves infested with 7. urticae at 70 = 10 % r.h.,
26 £ 2 °C, and 12 h photoperiod in a different climate chamber than the one with the 7.
urticae colonies to avoid contamination. Fresh leaves infested with 7. urticae were pro-
vided daily to the predatory mites. Leaves were kept on a U-shape sheet of aluminium
placed on top of a tray filled with water to provide constant water supply and to prevent the
mites from escaping.

The rearing was carried out at hepia Lullier (Switzerland). The colonies of 7. urticae
and P. macropilis were initiated more than 8 months before the beginning of the first
experiment.

Individuals of M. pygmaeus were provided by Biotop Paris (France) and kept 24 h at
12 °C without food before each experiment.

Experimental design

The two experiments were conducted at the field station of Agroscope Conthey
(Switzerland) in a 90-m? glasshouse equipped with lateral and roof ventilations, fogging
and shading for climate regulation. The greenhouse was divided into 16 experimental cages
L xWxH=175x 175 x 25 m) in a Latin square split-plot design with four
cages x four treatments: 7. urticae (Tu), T. urticae + P. macropilis (Tu + Pm), T. urti-
cae + M. pygmaeus (Tu + Mp), and T. urticae + P. macropilis + M. pygmaeus
(Tu + Pm + Mp). To prevent potential sources of arthropod escape, each cage was totally
close, made of a fine nylon mesh (diameter = 250 pm) on all sides with a thick canvas and
0.30 m PVC flaps at ground level. The irrigation hoses were also enclosed in a tube of fine
nylon mesh closed with tape. Access to the plants was possible through a small zipped
opening with Velcro® on two edges. Cages were separated by a distance of approximately
0.40 m. In each cage, three 50-days-old tomato plants cv. Komeett were placed at about
0.70 m from each other. Plants were grown in 10-1 pots in a substrate of 1/3 black peat and
2/3 Ricoter® mix made of 65 % blond peat, 15 % sand, 20 % perlite (Aarberg, Switzer-
land). A standard fertilizing solution for tomato plants was automatically provided by drip
irrigation. A data logger (DGT-Volmatic sensor RTF-5D, Senmatic A/S, Denmark) in one
cage recorded temperature and relative humidity throughout the experiments.

For the first experiment in 2012, each tomato plant was inoculated with 30 mobile
stages (protonymphs and deutonymphs) of 7. urticae. Mites were collected from the
rearing units, counted under a magnifying lens and transferred with a thin paintbrush to
5-ml plastic tubes. On July 3, one tube was attached to each tomato stem to allow the
spider mites to colonize their host plant. One week later (July 10, 2012), P. macropilis was
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collected and transferred in small plastic tubes from the rearing colony to the tomato plants
in the cages corresponding to the treatments with the predatory mite. For the second
experiment in 2013, on June 11, each tomato plant was inoculated with 45 mobile stages
(protonymphs and deutonymphs) of 7. urticae. Mites were transferred from the rearing
units to a tomato leaflet that was deposited directly at the top of a tomato plant. Similarly,
10 days later (June 21, 2013), half of the plants were inoculated with P. macropilis
transferred first on a piece of cotton fibres and then on a host plant. In both years, only one
predator—prey ratio (one predator for five spider mites) was studied. This choice was based
on previous studies that indicated good effectiveness at that ratio of the related species P.
persimilis on T. urticae populations (Ferla et al. 2011; Ferrero et al. 2011).

For both experiments, approximately 2 weeks after the inoculation of the tomato plants
with 7. urticae, adults and nymphs (older instars with wing buds) of M. pygmaeus were
introduced directly in the cages with a small insect vacuum. In 2012, on July 18 and 31, a
total of two females and five nymphs were released per cage for the two treatments with the
mirid, whereas in 2013, on July 2, six females and 20 nymphs were released per cage. The
number of individuals was based on previous studies that indicated the expected density of
M. pygmaeus encountered on the plants at that stage after inoculation at the beginning of
the crop cycle (Malézieux et al. 1995).

To evaluate the impact of P. macropilis and M. pygmaeus on T. urticae populations, the
number of mobile spider mites and predatory mites were directly counted on the plant with
a pocket lens (x20), every 3 days in 2012 and twice a week in 2013. At each census, plants
were virtually divided in five segments of similar length (base/middle-base/middle/middle-
top/top), and at each level T. urticae and P. macropilis were counted on one randomly
selected leaflet. At the same dates, highly mobile individuals of M. pygmaeus were counted
on all leaflets at each height.

Statistical analyses

To test whether there was a difference among treatments in the mean number of T. urticae
on the experimental tomato plants, one cage was considered as an experimental unit.
Spider mites and the two predators were counted on the three plants per cage and on five
leaflets per plant but they may have dispersed from plant to plant within the same cage.
Generalized Estimating Equations (GEE) were used to compare the densities of 7. urticae,
P. macropilis and M. pygmaeus among treatments. Prior to analysis, data were log-
transformed because of non-linearity. All computations were done with the ‘geepack’
package in R with an ‘arl’ error structure (Yan 2002; Hgjsgaard et al. 2006; R develop-
ment Core Team 2015).

As spatial distribution of all species determines the probability of encounter between a
prey and a predator and between predators, and eventually the effectiveness of biological
control, distribution patterns of 7. urticae, P. macropilis and M. pygmaeus were also
analyzed. To test for differences among treatments, two analyses were performed on the
data collected in 2013 only. First, from the number of prey and predators recorded from
July 4 (after release of the two predators) to August 1 (when the density of 7. urticae had
reached its maximum) on each plant at five heights, the distribution patterns of the three
species were analysed using Taylor’s equation (1961). Taylor’s power law s* = am”
relates variance (s2) to mean density (m), where a is a scaling factor related to sample size,
and b measures the species aggregation. If b < 1, 1, or >1, the distribution is random,
uniform, or aggregated, respectively. Regression results (slopes calculated from log-
transformed means and variances) were analyzed with F tests (Zar 2010) to assess, at the
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leaf level, differences in aggregation patterns between prey and predator and between
predators. Second, the numbers of individuals of each species encountered at the different
plant heights, pooled over time (July 4-August 1), were compared among treatments.
When significant differences were observed, x> tests were performed to compare the
spatial distribution of spider mites and predators between treatments.

Results
Climatic conditions

In 2012, mean daily temperatures ranged from 22.0 to 28.2 °C with a mean temperature of
24.8 £ 1.4 °C. The minimum and maximum temperatures recorded were 16.5 and
35.8 °C. The mean daily relative humidity ranged from 39.1 to 66.9 % with a mean of
50.5 £ 5.8 %. In 2013, mean daily temperatures ranged from 19.4 to 30.9 °C with a mean
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Fig. 1 Density of T. urticae (mean £ SE) on tomato plants with and without predators a in 2012, and b in
2013. The four treatments are: Tetranychus urticae (Tu), T. urticae + Phytoseiulus macropilis (Tu + Pm),
T. urticae + Macrolophus pygmaeus (Tu + Mp), and T. urticae + P. macropilis + M. pygmaeus
(Tu 4+ Pm + Mp). Data are means from five leaflets per plant on 12 plants. Arrows indicate the release
of P. macropilis (Pm) and M. pygmaeus (Mp)
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temperature of 24.4 4+ 2.3 °C. Minimum and maximum absolute values were 15.8 and
39.4 °C. The mean daily relative humidity ranged from 32.5 to 72.2 % with a mean of
51.4 &£ 7.2 %.

Density of 7. urticae, P. macropilis and M. pygmaeus over time

In 2012 and in 2013, P. macropilis significantly suppressed 7. urticae populations (Fig. 1).
The mean number of spider mites per leaflet was greater in the control cages (Tu) than
when P. macropilis was present (Table 1). In contrast, M. pygmaeus did not have a sig-
nificant impact on 7. urticae populations in 2012 and a small significant impact on 2013
(Fig. 1; Table 1).

In both years, the density of 7. urticae increased very gradually (Fig. 1). In 2012, the
mean number of spider mites per leaflet remained low (<5 individuals/leaflet) until July 30,
and in 2013, there were <15 individuals/leaflet until July 8. Then, populations started to
increase exponentially. In 2012, 7. urticae populations reached densities of 95 £ 11,
55 4+ 11,70 &= 9 and 41 + 7 individuals/leaflet in the treatments Tu, Tu + Pm, Tu + Mp
and Tu + Pm + Mp, respectively (Fig. 1a). In 2013, densities were much higher with
210 &= 17, 77 £ 16, 211 £ 28 and 52 =+ 14 individuals/leaflet in the treatments Tu,
Tu + Pm, Tu + Mp and Tu + Pm + Mp, respectively (Fig. 1b). By August 20 in 2012,
the density level reached in the control cages caused very severe damage to the plants that

Table 1 Generalized estimating equations (GEE with log-transformed data and an auto-regressive corre-
lation ‘arl’ error structure) were used to compare over time the population density of Tetranychus urticae
and the two predators Phytoseiulus macropilis and Macrolophus pygmaeus among four treatments:
T. urticae alone (Tu), T. urticae + P. macropilis (Tu 4+ Pm), T. urticae + M. pygmaeus (Tu + Mp), and
T. urticae + P. macropilis + M. pygmaeus (Tu + Pm + Mp)

Year Comparison Impact of P. macropilis (Pm) or M. pygmaeus (Mp) on
T. urticae P. macropilis M. pygmaeus
Wald y° P Wald > P Wald > P
df=1) (df=1 df=1
2012 Tu versus Tu 4+ Pm 19.73 <0.001
Tu versus Tu + Mp 3.36 0.067
Tu versus Tu +~ Pm + Mp 16 <0.001
2013 Tu versus Tu + Pm 59.60 <0.001
Tu versus Tu + Mp 4.82 0.028
Tu versus Tu +~ Pm + Mp 4 0.034
2012 Tu + Pm versus 1 0.48 1.721 0.19
Tu + Pm + Mp
Tu + Mp versus 0.83 0.36 1.886 0.17
Tu + Pm + Mp
2013 Tu + Pm versus 0.03 0.87  2.560 0.11
Tu + Pm + Mp
Tu + Mp versus 5 0.031 0.005 0.94

Tu + Pm + Mp

Data analysed were collected from the date of release of 7. urticae, P. macropilis or M. pygmaeus until 20
August 2012 and 1 August 2013, when populations of 7. urticae reached their highest densities

@ Springer



62 Exp Appl Acarol (2016) 68:55-70

were totally surrounded by 7. urticae webs. The experiment was terminated at that date. In
2013, after August 1, the mean number of 7. urticae per leaflet tended to decrease and by
August 15, the populations of spider mites had reached very low levels. Thus, after a phase
of exponential growth, the populations went rapidly extinct either due to overexploitation
of the host plant or to suppression by the predatory mite P. macropilis. Under those
experimental conditions, P. macropilis required over 1 month to control 7. urticae.

In 2012 and in 2013, the numbers of P. macropilis per leaflet increased gradually
(Fig. 2) and, in both years, there was no significant difference whether the predatory mite
was alone or with M. pygmaeus (Table 1). Hence, the predatory mite suppressed 7. urticae
populations to an extent that was equivalent to when it was alone, and there was no adverse
effect of the presence of M. pygmaeus. The impact of P. macropilis was however much
stronger in 2013 than in 2012, likely due to higher numbers of individuals encountered on
the host plants. In 2012, the mean number of P. macropilis per leaflet remained low (<3
individuals/leaflet) throughout the experiment, whereas in 2013, 45 days after release, its
density reached an average value of 23 =+ 2 individuals per leaflet. Then, the density of P.

Number of P. macropilis per leaflet &

11-7
14-7
17-7
20-7
23-7
26-7
29-7

1

4

7
10
13
16
19

Number of P. macropilis per leaflet &

Fig. 2 Density of Phytoseiulus macropilis (mean £ SE) on tomato plants with and without Macrolophus
pygmaeus a in 2012, and b in 2013. The two treatments are: Tetranychus urticae + P. macropilis
(Tu + Pm), and T. urticae + P. macropilis + M. pygmaeus (Tu + Pm + Mp). At each census, individuals
of P. macropilis were counted on five leaflets per plant
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macropilis tended to decrease with some temporal delay (approximately 1 week) after the
decrease of the spider mite populations.

In contrast, there was no apparent synchronism between 7. urticae and M. pygmaeus
(Fig. 3), and in both years, there was no significant difference whether the mirid was alone
or with P. macropilis (Table 1). In 2012 and 2013, the mean number of M. pygmaeus per
plant remained low (<1 individual/plant) throughout the experiment.

Spatial distribution of 7. urticae, P. macropilis and M. pygmaeus

Spatial distribution of the three species determines the probability of encounter between a
prey and one predator, or between two predators, and as a consequence eventually the
effectiveness of biological control. For T. urticae, Taylor’s regression coefficients were

highly significant and b values were >1 for all treatments (Table 2). There were significant
differences among treatments with higher aggregation at the leaf level when the two

0.8 -

0.6 ~

Number of M. pygmaeus per plant &
level

20-7
23-7
26-7
29-7

0.8 -

Number of M. pygmaeus per plant &
level

O-Olllllllllllll
N N~ 0 ©

O @ < M~
N ™

10-7
14-7
17-7
21-7
24-7
11-8
14-8

—+—Tu+Mp -—#-Tu+Pm+ Mp

Fig. 3 Density of Macrolophus pygmaeus (mean = SE) on tomato plants with and without Phytoseiulus
macropilis a in 2012 and b in 2013. The two treatments are: Tetranychus urticae + M. pygmaeus
(Tu 4+ Mp), and T. urticae + P. macropilis + M. pygmaeus (Tu + Pm 4 Mp). At each census, plants were
virtually divided in five segments of similar length (base/middle-base/middle/middle-top/top) and mobile
individuals of M. pygmaeus were counted on all leaflets at each height
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Table 2 Aggregation levels given by Taylor’s power law (if » < 1, 1, or >1, the distribution is random,
uniform, or aggregated, respectively) and corresponding r* for Tetranychus urticae, Phytoseiulus macropilis
and Macrolophus pygmaeus compared among treatments

Treatment T. urticae P. macropilis M. pygmaeus
a b . a b . a b .
Tu 0.59 1.67a 0.93
Tu + Pm 0.34 1.77ab 0.89 0.41 1.61a 0.91
Tu + Mp 0.42 1.75a 0.93 0.03 1.07a 0.74

Tu + Pm + Mp 0.33 1.84b 0.89 0.46 1.66b 0.91 0.01 1.07a 0.77

The four treatments are: 7. urticae (Tu), T. urticae + P. macropilis (Tu + Pm), T. urticae + M. pygmaeus
(Tu + Mp), and T. urticae + P. macropilis + M. pygmaeus (Tu + Pm + Mp). The numbers of prey and
predators were recorded on each plant at five heights, from 4 July to 1 August 2013 (n = 540 for each
species)

Means within a column followed by a different letter are significantly different (F test: P < 0.05)

predators were present (Table 2). For P. macropilis, Taylor’s regression coefficients were
also highly significant and b/ values were >1 for the two treatments (Table 2), even though
aggregation was not as high as for the prey 7. urticae. A significant difference between the
two treatments indicated that the presence of M. pygmaeus had an impact on the spatial
distribution of P. macropilis, which tended to be more aggregated when the predatory
mirid was foraging on the host plant. Finally, for M. pygmaeus, b values were close to 1 for
the two treatments (Table 2). This result indicates no aggregation and no impact of P.
macropilis on the spatial distribution of M. pygmaeus.

Table 3 Chi-square analyses of the spatial distribution of Tetranychus urticae, Phytoseiulus macropilis and
Macrolophus pygmaeus across the five plant heights (base/middle-base/middle/middle-top/top) and com-
pared among and between treatments. The four treatments are: T. urticae (Tu), T. urticae + P. macropilis
(Tu + Pm), T. urticae + M. pygmaeus (Tu + Mp), and T. urticae + P. macropilis + M. pygmaeus
(Tu + Pm + Mp)

Species and comparison df Xz P

T. urticae

Total 12 821.2 <0.001
Tu versus Tu 4+ Pm 4 394.6 <0.001
Tu versus Tu + Mp 4 166.9 <0.001
Tu versus Tu + Pm + Mp 4 521.9 <0.001
Tu + Pm versus Tu + Mp 4 152.2 <0.001
Tu + Pm versus Tu + Pm + Mp 4 98.6 <0.001
Tu + Mp versus Tu + Pm + Mp 4 250.1 <0.001
P. macropilis

Tu 4+ Pm versus Tu + Pm + Mp 4 150.4 <0.001
M. pygmaeus

Tu + Mp versus Tu + Pm + Mp 4 5.0 0.29

Analyses take into account the sum of 7. urticae, P. macropilis and M. pygmaeus pooled over all censuses
from 4 July to 1 August 2013
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At the plant level, the spatial distribution of 7. urticae pooled over time differed
significantly among treatments (Table 3). The distribution of 7. urticae in the presence of
P. macropilis was characterized by a higher proportion of individuals at the top of the plant
with approximately half of the individuals recorded at the two highest levels (top and
middle-top), whereas in the absence of P. macropilis the middle stratum hosted the highest
proportion of spider mites (Fig. 4a). The spatial distribution of P. macropilis pooled over
time differed also significantly among treatments (Table 3), with the highest proportion of
predatory mites in the middle of the plant when M. pygmaeus was present (Fig. 4b). In the
absence of the other predator, more individuals of P. macropilis were encountered at the
top of the plant. In contrast, the spatial distribution of M. pygmaeus pooled over time did
not differ significantly among treatments and individuals were present at all heights
(Table 3; Fig. 4c¢).
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Fig. 4 Vertical within-plant distribution of a Tetranychus urticae, b Phytoseiulus macropilis, and
¢ Macrolophus pygmaeus in each treatment. The four treatments are: 7. urticae (Tu), T. urticae + P.
macropilis (Tu + Pm), T. urticae + M. pygmaeus (Tu + Mp), and T. urticae + P. macropilis + M.
pygmaeus (Tu + Pm + Mp). Numbers of individuals of each species counted at the different plant heights
were pooled over all censuses from July 4 to August 1, 2013

@ Springer



66 Exp Appl Acarol (2016) 68:55-70

Discussion

Phytoseiulus macropilis reduced T. urticae densities and little damage was observed on the
tomato plants when the predatory mite was present. These results from two consecutive
years demonstrate the capacity of P. macropilis to control T. urticae under conditions that
were similar to the ones encountered in greenhouses for tomato production. They are also
in agreement with earlier studies that have indicated that P. macropilis can be an efficient
biocontrol agent of spider mites (Oliveira et al. 2007). Indeed, P. macropilis could feed and
develop on 7. urticae and it did not seem affected by the low humidity and high tem-
peratures recorded in the greenhouse. In both years, the relative humidity was about 50 %,
which is relatively low but similar to the values given by Oliveira et al. (2009) in
strawberry greenhouses in Brazil. This conclusion is of prime importance for growers as P.
persimilis, the most commonly used biological control agent in greenhouses, does not seem
to cope with dry and hot environmental conditions and has limited impact on 7. urticae
(Skirvin and Fenlon 2003; Cakmak et al. 2009).

However, at a ratio of one predator to five spider mites, it took over 1 month for P.
macropilis to bring the T. urticae populations under control. At that time, P. macropilis
populations also started declining, probably due to prey shortage. The quite slow start of
the colonization of the host plants by the predator suggests that P. macropilis should be
released as soon as the presence of 7. urticae is detected. In 2012, the colonization of the
host plants was even slower than in 2013, densities remained extremely low, and the
experiment was terminated before the control of 7. urticae. As the development of P.
macropilis is strongly influenced by environmental conditions and in particular tempera-
tures (Coombs and Bale 2014), differences between the 2 years in the speed at which the P.
macropilis populations increased cannot be explained by the abiotic conditions. In both
years, the temperatures and relative humidity recorded in the greenhouse were quite
similar. The differences in population growth rates of the predatory mite might be mainly
due to the difference in the inoculation method implemented in 2012 and 2013. Whereas in
2012 a number of individuals might have died due to handling in small plastic tubes, the
use of cotton inoculated with predatory mites in 2013 seems to have allowed a more rapid
colonization of the host plant and a more rapid impact on 7. urticae. The same was
observed for 7. urticae with a much better colonization of the host plants in 2013, and we
cannot rule out the possibility that P. macropilis just reacted to the density of its prey. Also,
at least from the data collected in 2013, P. macropilis tended to disappear from the tomato
plants after reducing the spider mite populations and thus provided only short-term control.
In conclusion, further studies should estimate the predator—prey ratio, the number of
inoculation points and the frequency at which P. macropilis should be released to provide a
satisfactory suppression of spider mite populations for growers.

In contrast to the results observed with P. macropilis, M. pygmaeus alone did not
control effectively 7. urticae either in 2012 or 2013. This result was unexpected. M.
pygmaeus is a generalist predator well known to control mites (Malézieux et al. 1995;
Malausa and Trottin-Caudal 1996). The lack of control of T. urticae by M. pygmaeus in our
experiments might have been due to the very low numbers of individuals recorded
throughout the two experiments. Even though we observed reproduction and progeny from
the released individuals, and increased the predator—prey ratio between 2012 and 2013, the
density of M. pygmaeus remained far below levels observed in tomato production after
inoculation at the beginning of the crop cycle. The absence of T. vaporariorum, the mirid’s
favourite prey, might partly be the cause. Population growth rates calculated by Hansen
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et al. (1999) and Perdikis and Lykouressis (2002) indicate that when feeding on whiteflies,
M. pygmaeus can develop twice as fast as when it feeds on 7. urticae. Constant low
numbers of mirids in the cages throughout the experiments might also have been due to
other factors such as cannibalism (Hamdi et al. 2013) and poor handling of 7. urticae by
adults and old nymphs of M. pygmaeus.

Regarding the interactions between the two predators, due to very different biological
characteristics, our experimental design was not conducted according to a so-called
replacement design (same density of predators in all treatments), and we can only conclude
that addition of M. pygmaeus to P. macropilis did not improve the suppression of 7. urticae
compared to P. macropilis alone. It did not decrease either the effectiveness of P. mac-
ropilis on T. urticae. Furthermore, in both years, there was no significant negative impact
of one predator on the density of the other. As P. macropilis is a specialist predatory mite
(McMurtry and Croft 1997) and M. pygmaeus a generalist predatory mirid (Malausa and
Trottin-Caudal 1996), we expected that M. pygmaeus would act as an intraguild predator
that would decrease the effectiveness of P. macropilis on T. urticae. The number of
individuals of M. pygmaeus in the experimental cages might have been too low to trigger
competitive interactions between the two predators. In the presence of an alternative prey
such as 7. vaporariorum (Enkegaard et al. 2001), we could expect an increase in the
populations of M. pygmaeus, and as P. macropilis is more effective at controlling 7.
urticae, a stable equilibrium could theoretically occur (Lucas and Rosenheim 2011; Vance-
Chalcraft et al. 2007). Then, we do not know whether the preference of M. pygmaeus
towards 7. vaporariorum would favour the suppression of 7. urticae by P. macropilis, by
lowering the risk of predation by M. pygmaeus on P. macropilis (Rosenheim et al. 1995).

Even if M. pygmaeus did not predate directly on P. macropilis, the mirid did have an
impact on the spatial distribution of the mite, which was more aggregated in its presence.
This was observed at the leaf and at the plant level with more P. macropilis in the middle
part of the host plant when the other predator was present. Higher aggregation indicates
that P. macropilis tended to remain clumped. In presence of a highly mobile predator such
as M. pygmaeus, this behaviour might have lowered the risk of IGP. In opposite, Walzer
et al. (2009) observed that the aggregation pattern of P. persimilis on bean plants was not
influenced by the presence of a generalist predatory mite Neoseiulus californicus, whereas
N. californicus was less clumped in the presence of P. persimilis. The authors suggested
that the difference in spatial distribution between the two predators was due to the fact that
P. persimilis had a very strong impact on the spider mite populations and an indirect
impact on the distribution of the other predator, which had to disperse more to find its prey.
In contrast, in our experiment, the spatial distribution of M. pygmaeus was not affected by
the presence of P. macropilis.

Finally, irrespective of treatment, the populations of 7. urticae and P. macropilis were
aggregated at the leaf level. 7. urticae alone was highly aggregated as it has been observed
in a number of studies (for review, see Greco et al. 1999), and even more aggregated in
treatments with P. macropilis but not with M. pygmaeus. In agreement with Walzer et al.
(2009), the spatial distribution of the spider mite was therefore more influenced by the
presence of the specialist versus the generalist predator. P. macropilis alone was also
highly aggregated but not as much as its prey (Zhang and Sanderson 1997; Greco et al.
1999). These results confirm that P. macropilis is a predatory mite with a ‘killer-strategy’:
all individuals remain in a patch as long as prey is available (Oliveira et al. 2007). At the
plant level, the spatial distribution of 7. urticae in the presence of P. macropilis was
characterized by a higher proportion of individuals at the top of the plant. This result might
have been due to anti-predation behaviour, as 7. urticae is known to avoid parts of the host
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plant where predators are foraging (Pallini et al. 1999; Magalhaes et al. 2002; Walzer et al.
2009). Due to the growth of the plant, this behaviour allows the spider mite to colonize
plant parts that are not already colonized by congeners or predators and potentially give the
opportunity to feed on leaves of good nutritional quality (Nachman and Zemek 2002).

The main conclusion of this study is that P. macropilis could represent a real
improvement for the biological control of 7. urticae in European tomato greenhouses.
However, the different dynamics observed in the 2 years indicate that its effectiveness
depends on many parameters such as timing, method of inoculation, synchronism with the
development of the prey population, and potentially the presence of other predators.
Further work on those parameters and others is thus required before drawing conclusions
about the feasibility of using P. macropilis in a biological control program. In particular,
even though the ratio of one predator for five spider mites maintained 7. urticae popula-
tions under a threshold of 50 mites per leaflet, density that seemed acceptable for the crop,
more work is required to determine the optimal predator—prey ratio. As alternative
resources might also have a strong impact on the dynamics of prey—predator and predator—
predator interactions, the consequences of the presence of other prey such as 7. vapo-
rariorum on populations of M. pygmaeus should be investigated. Having multiple prey
species may increase the level of control delivered by generalist predators by providing
food sources that maintain their populations, but may also increase the risk of predation on
P. macropilis with unknown consequences on the control of 7. urticae. In conclusion, a
better understanding of all trophic interactions under different biotic conditions would help
to design future sound pest management strategies.
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Annexe |l : Protocoles pour la caractérisation des composés secondaires

Les différentes analyses ont été réalisées par le Dr lvan Slacanin du laboratoire ILIS Chemin de

la Passerelle 17 CH-2503 Bienne, Suisse.

Préparation des échantillons pour les analyses

Pour I'obtention des composés hydrophiles (rutine et acide chlorogénique, sucres acylés et
tomatine), les folioles des feuilles fraiches de tomates ont été séchées a 40 °C pendant 48 h
dans une étuve thermocenter SalvisLab. La teneur en humidité résiduelle apres séchage a été
déterminée a I'aide d’une balance a dessiccation, avec une pesée toute les 10 secondes, le
poids définitif étant celui obtenu aprés 120 secondes sans évolution (Mettler LP16).
L’humidité résiduelle était environ de 11 %. Pour la caractérisation des composés phénoliques,
rutine et acide chlorogénique d’une part, tomatine et sucres acylés d’autre part, I’extraction
au méthanol/H,0 (70 : 30 et 80 : 20 respectivement) de feuilles séchées a été faite a partir de
1 g et 0,5 g de plante respectivement avec le systéme Accelerated Solvant Extraction (ASE) a
la température de 90 °C. La pression d’utilisation était 100 bars, et trois extractions statiques
de 3 min chacune ont été effectuées. Le volume final aprés extraction a été jaugé avec le
méme solvant a 50 ml et 500 ml respectivement. Avant analyse, I'extrait hydrophile a été filtré
(CHROMAFIL A-45/25 de Macherey-Nagel) directement dans un tube.

Pour I'obtention des composés lipophiles (2-tridecanone et terpénes), les folioles des feuilles
fraiches de tomates ont été séchées a 40 °C pendant 48 h dans une étuve thermocenter
SalvisLab. La teneur en humidité résiduelle apres séchage a été déterminée a I'aide d’une
balance a dessiccation, avec une pesée toute les 10 secondes, le poids définitif étant celui
obtenu apres 120 secondes sans évolution (Mettler LP16). L’humidité résiduelle était environ
de 11 %. L'extraction a été effectuée a partir d’environ 1 g de feuilles ainsi séchées et broyées
(Boyeur Culatti) avec le systeme Accelerated Solvant Extraction (ASE), le solvant étant
I’hexane. Trois extractions statiques de 3 min chacune ont été réalisées a la température de
60°C et sous une pression de 100 bars.

Toutes les extractions ont été effectuées sur six échantillons par cultivar.
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Extraction hydrophile des feuilles séchées et analyse par HPLC/DAD des composés
phénoliques pour les deux cultivars de tomates

Pour déterminer les concentrations en acide chlorogénique et en rutine chez les cultivars
Alissia et Komeett, les extraits hydrophiles ont été analysés par HPLC/DAD en utilisant
I’'appareil Agilent 1100 équipé de deux pompes, d’un injecteur automatique et d'un détecteur
a barrette de diodes DAD. L’analyse a été effectuée par injection de 5 ul d’extrait dans une
colonne CC 250/4 NUCLEOSIL 100-5 C18. La phase mobile était constituée de H,0 (1 % H3POa)
(solvant A) et d’acétonitrile (solvant B) dont le gradient d'élution était le suivant : 0 min, 90 %
Aet10%B;0-25min, 70 % A et 30 % B ; 25-47 min, 23 % A et 87 % B. Le débit du solvant était
de 1ml/min et la température de la colonne de 30 °C pendant toute I'analyse. Les composés
ont été détectés a la longueur d’onde UV 350 nm. Le détecteur UV a diode permet d’obtenir

le spectre UV de chaque pic et ainsi d’identifier la classe chimique des différents composés.

Extraction hydrophile des feuilles séchées et analyse par HPLC/MS de la tomatine pour les
deux cultivars de tomates

Comme la tomatine ne contient pas de chromophore important pour une analyse HPLC/UV,
les extraits hydrophiles ont été analysés par HPLC/MS soit par couplage chromatographie
phase liquide/ spectrométrie de masse. Le systéme utilisé a été un UPLC Waters Acquity
équipé de deux pompes, d’un injecteur automatique couplé avec systeme MS/MS Micromass
Quattro Ultima de la société Micromass avec une interface Electrospray et du logiciel de
spectrométrie de masse Mass Lynx. La séparation a été faite avec une colonne NUCLEOSIL®
100-3 C18 @ interne 2 mm de Macherey-Nagel. La phase mobile pour la détermination de la
tomatine était constituée d’eau + 0,5 % d’acide formique (solvant A) et d’acétonitrile (solvant
B). Le gradient d’élution a été le suivant : 0 min, 10 % de B ; 0-26 min, 60 % de B ; 26-27 min,
10 % de B. Le débit du solvant était de 0,25 ml/min et la température de la colonne de 25 °C
pendant toute I'analyse. L’échantillon analysé était de 3 pl avec les paramétres suivants pour
le spectromeétre de masse (mode ES positive, voltage du capillaire 3,5 kV, température de
désolvatation (capillaire de transfert) 230 °C, température source 120 °C, flux de gaz/cbne
N2 80 I/min, gaz de désolvatation N2 720 | min, cone 150 V) et pour l'analyseur (LM1
résolution : 15,0 et LM2 résolution : 15,0). Les courbes d’étalonnage ont été établies avec des

concentrations de tomatine de 0, 3, 6, 12 et 24 ug/ml. Le standard de tomatine a été obtenu
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auprées de Extrasynthese (Z.1 Lyon Nord Impasse Jacquard - CS 30062, 69727 Genay Cedex

France).

Analyse par UHPLC/MS Chromatographie liquide a haute performance des sucres acylés des
deux cultivars de tomates

Pour la caractérisation des sucres acylés, le protocole suivi a été adapté de Ghosh et al.
(0(2014)14). Les analyses UHPLC/ MS ont été effectuées avec les appareils utilisés pour
I’'analyse de la tomatine mais pour la détection des sucres acylés, la spectrométrie de masse
permet, aprés ionisation de I'analyte, de mesurer le rapport masse sur charge (m/z) de I'ion
moléculaire et de ses fragments et d’obtenir ainsi la masse moléculaire du composé. La
mesure effectuée a haute résolution donne la masse exacte du composé, grace a laquelle il
est possible d’en déduire la formule brute du composé étudié. Dans le cas des sucres acylés
recherchés dans les deux cultivars, les masses spécifiques [M + formate] (m/z) qui ont été

utilisées sont données dans le tableau 17.

Tableau 17 : Masses spécifiques des sucres acylés détectés dans les extraits des deux cultivars de tomates. * S3 :

Triacylsucrose ; S4 : Tétraacylsucrose ; S5 : Pentaacylsucrose

Sucres acyles* | [M + formate]
S3:19 695
S3:20 723
S3:22 737
S4:16 667
S4:17 681
S4:19 709
S4:20 723
S4:21 737
S4:22 751
S5:24 793
S5:25 807

Pour la séparation des sucres acylés, la phase mobile était constituée d’une solution aqueuse

d’ammonium formate 10mM avec un pH = 2,64 (solvant A), et d’eau + 0,5 % d’acide formique
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(solvant B). Le gradient d’élution linéaire a été le suivant : 1 mina 99 % de A ; 1-100 min 1 %
de A ; 100-101 min 99 % de A. Le débit du solvant était de 0,30 ml/min et la température de

la colonne 40 °C pendant toute I'analyse. L’échantillon analysé était de 5 pl.

Analyse par chromatographie en phase gazeuse et détecteur a ionisation a flamme (GC/FID)
du 2-tridecanone pour les deux cultivars

Les extraits lipophiles obtenus a partir des feuilles fraiches et des feuilles séchées, ont été
analysés par GC/FID en utilisant un chromatographe Agilent 6850 Series GC systems avec
détecteur a ionisation a flamme. L’analyse a été effectuée par injection de 1 ul d’extrait en
mode « splitless » pendant 0,5 min. La colonne utilisée était une colonne PTE-5 (30 m x 0,25
mm x 0,25 um) avec le programme de température suivant : 100 °C pendant 1 min ; 10 °C min°
Ljusqu’a 250 °C; 20 °C min jusqu’a 270 °C ; 270 °C pendant 7 min. La température d’injecteur
était de 270°C et celle du détecteur de 300 °C. Le gaz vecteur était I’'hélium avec un débit de
1ml /min a débit constant.

La courbe d’étalonnage du 2-tridecanone (Sigma Aldrich) a été construite avec des
concentrations de 1,5 a 150 pg/ml. Les concentrations ont été déterminées a partir de ces

courbes d’étalonnage et des dilutions.

Analyse des terpénes dans les deux cultivars par chromatographie en phase gazeuse « en
espace de téte » couplé avec une spectrométrie de masse

L’extraction des terpénes a été réalisée a partir de 100 mg de feuilles séchées, selon le principe
de microextraction en phase solide (SPME) développée par la société Supelco (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH Buchs, Switzerland). Les composés ont été détectés par GC / MS / MS (Varian
450-GC et 300-MS). L'extraction a été effectuée avec une fibre SPME (polymere :
Polydimethylsiloxane 100 mm) pendant 3 min et a la température de 80 °C. L’'injection
(désorption) SPME était de 1 min en mode « splitless ». Le gaz vecteur était I’hélium au débit
constant de 1,2 ml /min. La température d’injection était de 240 °C. La colonne était une
colonne Agilent DB5 25 m de longueur, 0,25 mm de diameétre et 0,25 um d’épaisseur de film.
L’augmentation des températures entre 60°C et 280°C a été de 7°C /min puis 280 °C pendant
3 min. Concernant le spectrometre de masse, I’énergie de collision était de 70 eV avec un Scan
(m/z) de 45 a 350. La détermination des composés a été effectuée avec la bibliotheque Wiley

(Scientific Instrument Services, Inc.1027 Old York Road, Ringoes, NJ 08551-1054, Etas-Unis).
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Optimisation de la lutte biologique contre I'acarien
Tetranychus urticae en culture de tomate

Afin de limiter I'impact négatif des ravageurs sur les plantes
cultivées, des agents de lutte biologique sont souvent introduits
sous abris. Or, des interactions peuvent apparaitre entre eux,
comme la prédation intraguilde, et modifier I'efficacité de la
lutte biologique. De plus, les défenses directes des plantes
hotes peuvent perturber I'efficacité des ennemis naturels. La
question se pose donc de savoir s'il est possible de limiter les
interactions négatives entre ennemis naturels et I'impact de la
plante hote sur leur développement. Pour répondre a cet objectif,
afin d’optimiser la lutte biologique contre I'acarien Tetranychus
urticae, ravageur trés problématique, nous avons considéré
deux cultivars de tomates caractérisés par des densités en
trichomes et des concentrations en composés secondaires
contrastées, I'acarien prédateur Phytoseiulus macropilis et
Macrolophus pygmaeus, punaise prédatrice souvent employée
pour lutter contre les aleurodes. Au cours d’essais conduits
en serre, P. macropilis a permis de réguler T. urticae sans
différence entre les deux cultivars, alors qu’en microcosmes
le taux d’oviposition de P. macropilis a été supérieur sur le
cultivar ayant la densité en trichomes non glandulaires la
plus élevée. La consommation d’ceufs de P. macropilis par
M. pygmaeus en microcosmes n’a pas été observée en serre.
Les interactions entre arthropodes se sont également traduites
par une agrégation supérieure des T. urticae en présence
des deux prédateurs et de P. macropilis en présence de
M. pygmaeus. Avant de proposer P. macropilis comme nouvel
agent de lutte biologique, d’autres essais devraient prendre en
compte la présence d’autres ravageurs sur les interactions
entre les deux prédateurs.

Mots clés : Lutte biologique, Tetranychus urticae, Phytoseiulus
macropilis, Macrolophus pygmaeus, prédation intraguilde, tri-
chomes, défenses directes, tomate

Optimization of biological control of the spider mite
Tetranychus urticae in tomato greenhouses

To suppress pest populations to such levels that damage to the
crop is minimized, multiple biological control agents are often
introduced in greenhouses. However, negative interactions
among them, such as intraguild predation, might appear that
can decrease the efficiency of the plant protection strategy.
Furthermore, plant direct (physical or chemical) defenses
have a negative impact on the pests but might also have an
impact on the natural enemies. Therefore, the question is
whether it is possible to limit the negative interactions among
biological control agents and the influence of the crop on the
behavior and development of the natural enemies. To optimize
biological control of Tetranychus urticae, a very problematic
pest in tomato greenhouses, the efficiency of the predatory
mite Phytoseiulus macropilis was tested on two cultivars with
different trichome densities and concentrations of secondary
compounds, in presence or absence of Macrolophus pyg-
maeus, a mirid often used to regulate whitefly populations.
During two years, under greenhouse conditions, P. macropilis
well-controlled the population of T. urticae. There was no evi-
dence of intraguild predation between the two predators, but
in the presence of M. pygmaeus, P. macropilis tended to have
a more clumped spatial distribution. However, in microcosms,
M. pygmaeus fed on P. macropilis eggs. Moreover, P. macropilis
laid significantly more eggs on the tomato cultivar with the
highest density of non-glandular trichomes, but this result
was only observed in microcosms. The different dynamics
indicate that the effectiveness of the two predators depends
on many parameters, and potentially on the presence of other
prey and predators.

Keywords: biological control, Tetranychus urticae, Phytoseiulus
macropilis, Macrolophus pygmaeus, intraguild predation,
trichomes, natural defenses, tomato
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