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Chapitl’e 1 I —






Introduction

Comme pour tous les étres vivants, le phénotype des plantes est déterminé par leur génome et
I’histoire de leurs interactions avec I’environnement physique ou vivant tout au long de leur cycle.
Les caracteres phénotypiques peuvent changer en réponse a un signal environnemental (plasticité)
ou rester constants pour un méme génotype. L’étude des interactions entre especes permet de
mieux comprendre le réle de chacun des partenaires au sein d’un écosystéme. Les interactions
indirectes sont les situations de compétition pour une ressource commune. Les interactions
directes, ou symbioses, peuvent étre classées selon les avantages qu’en retire chaque espeéce. On
parle de mutualisme lorsque I’interaction est a bénéfices réciproques, de commensalisme
lorsqu’elle avantage un partenaire mais reste neutre pour les autres partenaires, et de parasitisme

lorsque I’interaction bénéficie a un partenaire au détriment des autres.

Dans ce chapitre, je m’intéresserai plus particuliérement aux relations de parasitisme entre les
plantes et les insectes ravageurs, et au role des plantes dans cette relation. Je parlerai tout d’abord
des stratégies de défense des plantes, et des hypotheses permettant d’expliquer la variabilité des
réponses observées. Ensuite, je présenterai les modeles d’étude choisis pour la these, la pyrale du
mais (Ostrinia nubilalis, Hiibner) (Lepidoptera : Crambidae) et les populations de mais (Zea mays
L.) utilisées. Ces ¢léments forment la toile de fond des questions auxquelles j’ai essay¢ de répondre
au cours de ma these, questions qui visent a mieux comprendre si les mécanismes de défense mis
en place par les plantes interagissent directement avec les mécanismes de croissance et de

reproduction, en prenant pour exemple le mais et un de ses ravageurs principaux, la pyrale du mais.
1. Relation plantes-insectes ravageurs

Le cycle de vie des plantes comprend des phases de développement, de croissance et de
différenciation, et des phases de reproduction. Pour assurer leur succes reproducteur, les plantes
doivent non seulement trouver des ressources nutritives et écologiques (température, lumiere) qui
leur permettent de se développer, former des organes reproducteurs et résister aux aléas
climatiques, mais aussi faire face a leurs compétiteurs, ainsi qu’aux attaques des agents pathogénes
et des animaux herbivores. Au cours de I’évolution, de nombreuses stratégies ont ét¢ développées
par les plantes pour se défendre contre leurs ennemis. Ces stratégies passent par la mise en place
de barrieres physiques, la production de composés chimiques, la capacité a réparer les dégats mais

aussi a éviter les attaques (Belsky et al., 1993 ; Jost & Jost-Tse, 2016).

Parmi les especes parasites des plantes, les insectes ravageurs sont particulierement étudiés en

raison des dégats importants qu’ils peuvent faire subir aux cultures. Ces dégats sont a la fois



directs, en consommant les parties vivantes ou les organes reproducteurs, et indirects, en favorisant

ou en transmettant activement des agents pathogenes ou en altérant la qualité des récoltes.
1.1 Stratégies de défense des plantes

On peut classer les stratégies de défense des plantes en trois grandes catégories. D’une part, les
stratégies de défense qui consistent & empécher ou a limiter les attaques. Il peut s’agir de défenses
physiques comme la présence de trichomes pour limiter le déplacement des insectes ou des larves,
ou le renforcement des parois cellulaires pour limiter les attaques des herbivores. La défense peut
aussi consister en la production de composés chimiques ou de métabolites secondaires (Sauvion et
al., 2013 ; Pagare et al., 2015 ; Jost & Jost-Tse, 2016 ; Ahmed, Arshad, & Khan, 2017). D’autre
part, les stratégies d’évitement permettent a certaines especes de modifier leur phénologie pour
échapper aux attaques des herbivores (Belsky et al., 1993). Enfin, les stratégies de tolérance

permettent a la plante de compenser ou réparer les dégats provoqués par I’insecte.
1.1.1 Défenses physiques

Les défenses physiques des plantes sont définies comme des modifications morphologiques de la
surface des organes ou de la texture ou de la dureté des organes qui empéchent ou réduisent la
consommation, ou alterent les pieces buccales des herbivores. Ces défenses physiques peuvent
concerner toutes les cellules de 1’épiderme (par exemple I’inclusion de cristaux dans 1’épiderme
des herbacées) ou se manifester par la présence de feuilles modifiées (par exemple les épines dans
les rosacées ou beaucoup de plantes xérophytes), ou encore par des cellules épithéliales

particulieres comme les trichomes.

Les trichomes forment des expansions de la surface des feuilles, rendant la progression des micro-
herbivores difficile et a leur acces aux feuilles (Zalucki, Clarke, & Malcolm, 2002). Par exemple,
la comparaison entre des plantes sauvages et des mutants sans trichomes d’Arabidopsis lyrata
montre que la présence de trichomes réduit la ponte et les dégats des larves de la teigne des
cruciferes Plutella xylostella (Sletvold et al., 2010). Outre leur role de défense physique, ces
trichomes peuvent également avoir un role de défense chimique car ils sont souvent spécialisés

dans I’accumulation de substances volatiles, toxiques ou méme ayant un effet phéromonal.

Le renforcement des cellules de I’épiderme peut impliquer d’autres mécanismes que 1’inclusion
de cristaux. L’épaisseur de la paroi cellulaire détermine sa rigidité et peut freiner la consommation
par des larves. Ainsi, on a observé que la rigidité de la paroi cellulaire des feuilles de mais est
associée a une résistance accrue contre O. nubilalis (Bergvinson, Arnason, & Pietrzak, 1994b ;
Bergvinson et al., 1994a). C’est le cas également pour Agrotis ipsilon qui éviterait les feuilles de

plantes agées a cause de leurs propriétés biomécaniques (Hong, Williamson, & Held, 2012). Parmi
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les facteurs de résistance liés a la rigidité des parois, on note la composition de la paroi cellulaire
en hémicellulose, cellulose et lignine (Buendgen et al., 1990 ; Barros-Rios et al., 2011 ; Santiago
et al., 2017), mais aussi le renforcement de la paroi cellulaire par des acides phénoliques, dont
I’acide paracoumarique et 1’acide férulique (Krakowsky et al., 2004 ; Santiago & Malvar, 2010 ;
Santiago, Barros-Rios, & Malvar, 2013 ; Santiago et al., 2017).

Plusieurs travaux ont démontré I’existence d une forte corrélation entre les composants de la paroi
cellulaire et les dégats de la pyrale (Bergvinson et al., 1994a ; Cardinal & Lee, 2005). Ces travaux
ont porté sur la détection de QTLs (Krakowsky et al., 2004) et des études de génétique
d’association génome wide (Li et al., 2016). Santiago et al. (2016) ont observé que les variétés a
forte teneur en acide diférulate estérifié sont moins digestibles par les ravageurs ; elles ont aussi
des tiges de plus grande taille et un meilleur rendement en grain que les variétés a faible teneur en

acide férulique estérifié.

La teneur en silice contribue aussi a renforcer les barrieres physiques dans la plante contre les
ravageurs (Buendgen er al., 1990). En effet, les essais de mais sur des sols riches en silice ont
montré une réduction de 49% des dégéts de pyrale sur les feuilles (Coors, 1987). L’usure des dents
chez de nombreux mammiferes herbivores est liée directement a la présence de cristaux dans les
feuilles, usure contournée par une croissance continue des molaires (Korth ef al., 2006 ; Park et
al., 2009). Chez les larves d’insectes herbivores, la dureté des feuilles et/ou des parois cellulaires

affecte également la forme et la dureté des mandibules (Bernays et al., 1991).



1.1.2 Défenses chimiques

Les défenses chimiques sont constituées par la production de métabolites secondaires, des produits
issus de la biosynthese des métabolites primaires (Fig 1), molécules indispensables a la vie, au
développement et a la reproduction de la plante (Royer, 2013 ; Pagare et al., 2015 ; Ahmed et al.,
2017). Les métabolites secondaires sont des composés organiques qui ne sont pas directement
impliqués dans la croissance et la reproduction; ils sont généralement utilisés dans la
pharmaceutique, la cosmétique, dans divers produits industriels et comme additifs alimentaires
(Compean, 2014 ; Tiwari & Rana, 2015). Ils sont impliqués dans la protection de la plante contre
les stress biotiques et abiotiques et se répartissent en 3 grandes familles de composés : les
alcaloides, les terpenes et les composés phénoliques et leur dérivés (Bratt, 2000 ; Cambier, Hance,
& De Hoffmann, 2000 ; Chen, 2008 ; Howe & Jander, 2008 ; Regnault-Roger, Philogene, &
Vincent, 2008 ; Sauvion et al., 2013 ; Tiwari & Rana, 2015). Les alcaloides sont des composés
azotés synthétisés a partir des acides aminés alors que les terpenes et les composés phénoliques
sont synthétisés a partir des acides carboxyliques (Foyer, Noctor, & Emden, 2007 ; Jost & Jost-
Tse, 2016). Ces composés de défense peuvent étre produits de fagon constitutive (toujours présents
dans la plante et par exemple stockés dans des vacuoles), ou induite sous ’action de stimulus
extérieur (Ballaré, 2014 ; Jost & Jost-Tse, 2016 ; Verdugo, Francis, & Ramirez, 2017). Ils sont
impliqués en général dans plusieurs mécanismes de défenses incluant I’antibiose et/ou

[’antixénose.
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Figure 1 : Schéma des voies majeures de biosynthese des métabolismes secondaires (Jost &

Jost-Tse, 2016).

L’antibiose est une association entre deux ou plusieurs organismes qui inhibe la biologie d’au
moins un d’entre eux, ou une association antagoniste entre un organisme et les compose€s
chimiques produits par 1’autre (Painter, 1951). Les composés chimiques et certaines structures de
la paroi des plantes peuvent jouer un rdle inhibiteur chez plusieurs pathogenes dont les
champignons et les bactéries, et affecter la physiologie et le comportement alimentaire de certaines

larves d’insectes (Sauvion et al., 2013).

Chez le mais, le composé secondaire le mieux connu est le DIMBOA (2 ,4-dihydroxy-7-méthoxy-
1,4-benzoxazine-3-one), qui est un benzoxazinoide produit par certaines variétés de mais. Le
DIMBOA inhibe la digestion chez la pyrale (Mumm & Hilker, 2006 ; Wouters et al., 2016),
entrainant une réduction du poids des larves et des chrysalides, et de la durée de vie des adultes
(Campos et al., 1989, 1990 ; Yan et al., 1996 ; Santiago et al., 2017). Il est synthétisé par les jeunes
plantules (Cambier er al., 2000). Les variétés de mais produisant cette molécule sont dites
résistantes, en particulier contre la premiere génération de la pyrale de mais (Mihm, 1997 ;
Niemeyer, 2009). Le DIMBOA est ¢galement efficace contre d’autres Iépidopteéres tels que

Diatraea grandiosella et Spodoptera frugiperda.



Ainsi, des essais ont montré que le poids des larves nourries sur les variétés de mais ne produisant
pas de DIMBOA (variétés sensibles) était 2 fois supérieur a celui de larves nourries sur des variétés
résistantes (Mihm, 1997). De méme les larves de S. frugiperda ayant consommé les disques
prélevés chez les variétés sensibles croissent plus vite que celles des variétés résistantes (Jin,
2017). Enfin, on observe une réduction des dégats (trous d’entrée, nombre et longueur des galeries)

causés par la sésamie (S. nanogrioides) chez les lignées de mais résistantes (Butrén et al., 1998).

L’antixénose ou la non-préférence décrit la situation ou ’attraction du ravageur pour une plante
dépend de la qualité¢ de I’hdte et/ou des composés volatils (Painter, 1951) ou gustatifs. Ces
composés peuvent avoir plusieurs fonctions de défense et de signal. Les substances de défense
peuvent avoir un effet insecticide et/ou anti-nutritif (affectant ainsi la qualit¢ de 1’hdte). Les
substances sémiochimiques (ayant un rdle de signal) n’ont pas forcément d’impact sur la
physiologie des herbivores, mais elles affectent leur comportement de prise de nourriture, et

peuvent jouer un role dissuasif au méme titre que la forme et la couleur des feuilles.

Ces substances sémiochimiques des plantes peuvent étre attractives ou répulsives pour
I’alimentation et la ponte des ravageurs. Ainsi, les adultes de pyrale du mais (O. nubilalis) sont
attirés par certains composés volatils contenus dans les feuilles (Lupoli ez al., 1990 ; Udayagiri &
Mason, 1997). Les pontes d’ceufs peuvent aussi varier en fonction de la quantité de composés
volatils émis par la plante. Chez la sésamie, il a été observé que le nombre d’ceufs pondus sur une
plante change avec la quantité de composés volatils émis par la plante (Konstantopoulou, Krokos,
& Mazomenos, 2004). Les études de déplacement des jeunes larves de plante a plante montrent
aussi qu’elles peuvent étre attirées par certains composés volatils émis par les plantes (Piesik et

al., 2013 ; Rharrabe, Jacqui-Joly, & Marion-Poll, 2014).

Chez le mais, il existe une variabilité génétique au sein de 1’espece pour la quantité et la qualité de
composés volatils émis (Degen et al., 2004). C’est vrai aussi chez d’autres espéces de plantes
(Dufay, 2003). De méme, certaines variétés de mais sont plus résistantes que d’autres a la
consommation par des larves d’insectes herbivores (Robinson, Klun, & Brindley, 1978), et le
niveau de résistance dépend de la qualité nutritive des plantes (Goldstein, Mason, & Pesek, 2010
; Razze & Mason, 2012). L’attractivité de certaines lignées de mais pour les ravageurs détermine
leur niveau de résistance. Ainsi, des lignées moins attractives ont montré un faible niveau de dégats
a une infestation artificielle de sésamie (S. nanogrioides) (Butrén et al., 1998). Ces observations
indiquent que les facteurs sémiochimiques peuvent étre sélectionnés et sont héritables, au méme

titre que les facteurs de résistance classiques responsables de 1’antixénose.



1.1.3 Stratégie d’évitement

L’évitement est une stratégie mise en place par certaines especes de plantes pour échapper aux
attaques des ravageurs (Belsky er al., 1993). Les plantes peuvent modifier leur phénologie ou
certains caracteéres phénotypiques pour €chapper aux attaques de ravageurs. C’est le cas du fenouil
potamot Potamogeton pectinatus qui est capable de réguler la profondeur de ces tubercules pour
échapper a la prédation du cygne de Bewick (Cygnus columbianus) lorsqu’il détecte leur présence
(Hidding et al., 2012). L’évitement peut aussi porter sur la vitesse de développement. C’est le cas
pour gemmifera, une sous-espece d’Arabidopsis halleri qui peut modifier sa date de floraison
lorsqu’elle détecte la présence de ravageurs. En effet, des essais en milieu naturel ont montré que
gemmifera fleurit plus tot, avant I’émergence des larves de Phaedon brassicae lorsqu’elle a été
exposée a des insectes adultes (Kawagoe & Kudoh, 2010). Chez d’autres espéces, ¢’est un retard
de la date de floraison qui leur permet d’échapper aux attaques d’herbivores. Par exemple, la
floraison tardive chez la lobélie syphilitique (Lobelia siphilitica) lui permet d’échapper aux
attaques de son parasite Cleopmiarus hisdulus (Parachnowitsch et al., 2012). Chez le mais
également, un retard de floraison permet aux plantes d’étre plus résistantes a la deuxiéme

génération de pyrales en Espagne (Ordas et al., 2013).
1.1.4 Tolérance

Les plantes tolérantes sont capables de croitre et de se reproduire, ou de réparer leurs blessures,
malgré la pression des ravageurs (Painter, 1951). On a ainsi observé que certaines plantes de mais
pouvaient produire plus de biomasse apres avoir subi une défoliation manuelle (Collantes, Gianoli,
& Niemeyer, 1998). Le plus souvent la tolérance est associ€e a un autre mécanisme de défense de
la plante, mais son expression peut étre masquée par certaines conditions environnementales. Pour
Franeta et al. (2019), la tolérance pourrait étre liée a I’antibiose et elle est difficile a quantifier au
sein d’une méme espece. Ainsi, chez le mais, plusieurs QTLs identifiés sont impliqués en méme
temps dans plusieurs mécanismes, dont la tolérance contre certains ravageurs de feuilles, foreurs
de tiges et dans les défenses chimiques et physiques (Meihls, Kaur, & Jander, 2012). Cependant,
les travaux de Butrén et al. (1998) sur les mécanismes de défense chez certaines lignées de mais
et leurs hybrides n’ont pas pu mettre en évidence I’existence simultanée de la tolérance et de
I’antibiose. Les lignées qui expriment la tolérance contre la sésamie (S. nanogrioides) n’ont pas
d’antibiose et vice versa. La méme observation avait été faite par Mihm (1997) sur la tolérance a

S. frugiperda.



Pour conclure, les plantes, pour mieux résister aux attaques des différents pathogenes et
ravageurs, mettent en place plusieurs stratégies de défense dont I’évitement, la
production de défenses physiques et chimiques, ou la tolérance. La mise en place de ces
stratégies est probablement cofiteuse pour la plante, car elle implique la synthese de

composés ou d’organes, ou des décalages des périodes de croissance.

1.2 Coiit de la défense

La production des défenses nécessite une mobilisation d’énergie pour la biosyntheése, la
modification, le transport, le stockage de nouveaux composés, mais aussi pour assurer les fonctions
de maintenance (Strauss et al., 2002 ; Stamp, 2004; Ziist & Agrawal, 2017). Ce colit peut varier
d’une plante a une autre. Il dépend de la disponibilité des ressources, du taux de renouvellement
des métabolites, de leurs caractéristiques chimiques et de leur colt de production (Skogsmyr &
Fagerstrom, 1992 ; Cipollini, Walters, & Voelckel, 2017). Il peut se quantifier par différentes
mesures comme la quantité de dioxyde de carbone (CO2) requise par gramme (g) de métabolite
produit, le taux de photosyntheése, ou la baisse de rendement!. Ainsi, la production de trichomes
chez Arabidopsis lyrata, qui lui confere une résistance contre la teigne des cruciferes Plutella
xylostella, entraine une réduction de la taille des rosettes (Sletvold et al., 2010). De méme,
I’induction de la défense par le jasmonate chez Nicotiana attenuata entraine la baisse du nombre
de grains (Baldwin, 1998). Cependant, en présence de ravageurs, la baisse de rendement est moins
importante chez les plantes induites que chez les plantes non induites par le jasmonate. Chez les
sapins, le processus de différenciation des canaux résiniferes initié par certaines especes en
conditions de stress entraine une baisse de la croissance de la plante (Ferrenberg, Kane, &
Langenhan, 2015). Han & Lincoln (1994) ont aussi démontré que Diplacus aurantiacus perd 2,1
g de biomasse en investissant 2,52 g de son glucose pour produire 1 g de résine. Pour le taux de
photosynthese, un modele mathématique a montré que la production de glucosinolates chez les
Brassicaceae augmente la photosyntheése de 15% au moins (Bekaert ef al., 2012), en conditions
de ressources non limitantes. L’augmentation de la photosynthése au profit de la synthese de
glucosinolates entraine une réduction de 1’énergie allouée pour la croissance des feuilles de
rosettes. Le colit peut aussi varier selon le type de molécule produite. Par exemple, la production

des alcaloides est plus cofliteuse que celles des glucosides cyanogenes et terpénoides. En effet, leur

! Rendement : Production de grain ou de biomasse, caracteres morphologiques comme taille

des fleurs, taille des rosettes etc.
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production nécessite respectivement 5, 2,8 et 2,6 g de CO2 par gramme (g) de métabolite (Gulmon
& Mooney, 1986). Le cofit de la défense peut aussi se mesurer en termes de métabolites primaires
alloués a la biosynthese de métabolites secondaires. L’induction des mécanismes de défense chez
Nicotiana attenuata entraine la production de métabolites secondaires comme la nicotine, la
caffeoylputrescine, la dicafeoylspermidine et le 17-hydroxygeranyllinalool diterpene glycosides
(DTGs). Inversement, on observe une réduction des substances de réserve (I’amidon) et de
plusieurs métabolites primaires incluant le glucose, le fructose et le sucrose dans les feuilles, puis
une diminution de la croissance (Machado, Baldwin, & Erb, 2017). Le cofiit de 1’allocation de
I’énergie pour la production de métabolites secondaires est la réduction des sucres solubles, puis

la croissance des feuilles.

Ainsi, I'investissement des plantes dans la production de composés de défense a un coit
énergétique qui se traduit par une diminution de I’investissement dans d’autres fonctions, ou alors
par une utilisation plus importante des ressources. A ressources constantes, une plante ne peut pas
investir a la fois dans toutes ses fonctions et un compromis doit étre trouvé entre les fonctions de
croissance et celles de défense (Garland, 2014). La production des défenses, bien qu’elle soit
coliteuse, permet cependant a certaines plantes de maximiser leur valeur sélective (Cipollini et al.,

2017).
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1.3 Le compromis entre croissance et défense

Ce compromis existe du fait que les plantes, pour maximiser leur fitness, doivent simultanément
assurer au moins trois fonctions importantes : la croissance, la reproduction et la défense contre
les agressions (Herms & Mattson, 1992a ; Stamp, 2003 ; Cipollini et al., 2017). Lorsque les

ressources sont limitées, I’allocation a une fonction se fait au détriment des autres (Fig 2).

/ Defense ——— Herbivory
//“ [

Growth |:| Competition

N

\

/i

Reproduction » Fitness

Figure 2 : Compromis entre croissance et défense et entre croissance et reproduction. Les

fleches représentent une relation positive, les barres une relation négative (Ziist & Agrawal, 2017).

La fonction de croissance joue un role particulier puisqu’elle consomme des ressources, mais en
produit aussi, au travers de 1’augmentation des surfaces photosynthétiques. La croissance d’une
plante augmente sa compétitivité, mais elle est ralentie par la compétition avec d’autres plantes.
Enfin, les défenses limitent I’impact des herbivores, mais ces derniers limitent aussi la croissance.
Au total, on attend une corrélation négative entre des caracteres liés aux défenses des plantes et
les caracteres liés a la croissance et la reproduction, et une corrélation négative entre croissance et
reproduction. Les plantes doivent réguler ces trois principales fonctions en fonction de la
disponibilité des ressources au cours de leur vie. Par exemple, chez certaines especes végétales de
prairie, les différents compromis peuvent &étre liés a leurs traits d’histoire (Lind et al., 2013). En
regle générale, la domestication des plantes cultivées a ét€ conduite en favorisant la croissance des
plantes au détriment de leurs capacités de défense contre leurs ennemis. C’est vrai pour le mais
domestiqué et son ancétre sauvage (téosinte) qui est mieux défendu mais moins productif

(Rosenthal & Dirzo, 1997).

Face a la variété des situations environnementales et des pressions parasitaires rencontrées sur
I’ensemble de 1’aire de répartition d’une espece, on peut s’attendre a trouver du polymorphisme

génétique aux loci impliqués dans la mise en place des réactions de défense de plantes. Ainsi, au
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sein des collections mondiales d’accessions de Arabidopsis thaliana, on trouve deux alleles
différents au locus ACD6. L’all¢le Est-1 confere aux plantes une meilleure résistance a différents
pathogenes, incluant des bactéries du genre Pseudomonas syringae pv. Tomato DC3000 et des
champignons du genre Golovinomyces orontii T1, mais entraine une réduction de la biomasse.
L’autre alléle, col-0, confere une meilleure croissance mais une sensibilité a ces différents
pathogenes (Todesco et al., 2010). L’existence d’un tel polymorphisme génétique au sein d’une

espece est une preuve de I’existence du compromis entre croissance et défense.

Parmi les mécanismes moléculaires impliqués dans ce compromis pour I’allocation des ressources
aux différentes fonctions, les phytohormones jouent un role important. En particulier, 1’acide
jasmonique et I’acide salicylique sont impliqués dans la stimulation des réactions de défense, alors
que I’auxine et 1’acide gibbérellique stimulent la croissance (Huot ef al., 2014). Chez certaines
espéces en C3 comme le riz, le niveau d’expression du facteur de transcription WRKY70 controle
I’équilibre entre la production de métabolites de défense induite par 1’acide jasmonique et la
croissance induite par 1’acide gibbérellique (Ziist & Agrawal, 2017). L’activation des mécanismes
de défense par 1’acide jasmonique entraine une réduction de la croissance des plantes (Zhang &
Turner, 2008 ; Attaran et al., 2014). En exploitant cette voie d’inhibition de la croissance par le
jasmonate, Campos et al. (2016) ont pu créer un mutant (jazQ phyB) chez Arabidopsis capable a
la fois de croitre et d’assurer sa défense. Cette expérience montre qu’il est possible de rompre la

relation négative entre croissance et défense.

De facon plus générale, plusieurs hypotheses, non exclusives, ont été avancées pour expliquer

comment ce compromis difficile pouvait étre contourné.
1.3.1 Hypothese de la défense optimale

Selon cette hypothese la répartition des métabolites secondaires dans la plante varie en fonction
de I’'importance et de la valeur des parties a protéger (Coley, Bryant, & Stuart Chapin, 1985 ;
Stamp, 2003 ; Alba, Bowers, & Hufbauer, 2012). Les plantes en compétition pour la lumiere auront
tendance a protéger les parties aériennes parce qu’elles sont plus accessibles aux herbivores (risque
d’attaque), mais aussi importantes pour la photosynthése (Ballaré, 2014 ; De Vries, Evers, &
Poelman, 2017). Chez certaines especes, la concentration de métabolites secondaires est plus
élevée chez les jeunes feuilles par rapport aux feuilles agées (McCall & Fordyce, 2010 ; Alba et
al., 2012). Or, les larves d’insectes attaquent de préférence les feuilles plus jeunes (Mraja et al.,
2011). Ainsi le DIMBOA, métabolite secondaire synthétisé par certaines variétés de mais, est en

concentration élevée dans les jeunes feuilles tendres (Cambier et al., 2000). En somme,
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I’hypothése de la défense optimale est que la plante alloue des ressources a la défense au bon

moment et au bon endroit de la plante.
1.3.2 Hypothese du ratio carbone/azote ou des contraintes environnementales

Selon cette hypothese, la voie de la synthese constitutive de défenses chimiques par la plante est
déterminée par les contraintes environnementales, et en particulier par le ratio carbone sur azote
(C/N) présent dans I’environnement (Herms & Mattson, 1992a ; Stamp, 2003), car les trois grandes
familles de composés des plantes sont issues soit du métabolisme de 1’azote (alcaloides), soit des

voies métaboliques du carbone (Fig 1).

Cette hypothese suppose que les plantes préférerent investir dans les défenses a base de carbone
lorsque le facteur limitant de la photosynthése est 1’azote et non la source de lumiere ou la teneur
en CO2. Inversement, lorsque le facteur limitant de la photosynthese est la quantité de lumiere ou
d’autres nutriments, les plantes alloueront le surplus en azote pour la syntheése de composés
chimiques de défense (Stamp, 2003 ; Cipollini et al., 2017). Par exemple, des essais en milieu
naturel et en laboratoire ont montré que les algues rouges Asparagopsis taxiformis
(Bonnemaisoniaceae) synthétisent des métabolites secondaires azotés dans un milieu ombraggé,
pauvre en lumiere. Inversement, elles synthétisent des métabolites secondaires riches en carbone
lorsqu’on augmente la disponibilité en CO2 dans le milieu (Mata, Gaspar, & Santos, 2012). Les
mémes résultats ont été observé chez la tomate par la régulation du ratio C/N (Royer et al., 2013).
En effet, on observe une corrélation positive entre le ratio C/N et les métabolites secondaires a
carbone tels que I’acide chlorogénique (C16H1809), le kaempferol-rutinoside (C27H30015) et la
rutine (C27H30016). Cependant, on note une corrélation négative entre le ratio C/N et la tomatine
(C50H83NO21), un métabolite secondaire azoté. En résumé, I’hypotheése des contraintes
environnementales suppose que les défenses constitutives de la plante sont modulées en fonction

de la nature des ressources disponibles dans I’environnement.
1.3.3 Hypothese du taux de croissance ou disponibilité de ressources

Selon cette hypothese, le taux de croissance intrinseque est lié a la disponibilité de ressources
(Coley et al., 1985). Elle suppose que le taux de croissance de la plante régule le niveau des

ressources et donc I’investissement possible dans la défense (Fig 2), avec plusieurs conséquences :

e Lorsque les ressources sont abondantes, les especes a croissance lente peuvent utiliser I’exces
de ressources pour produire de fagon constitutive des métabolites qui sont stockés et dont la
concentration va augmenter avec 1’age de la plante (Coley et al., 1985 ; Stamp, 2003). Les

especes a croissance rapide mobilisent leurs ressources pour la croissance et auront plutot
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tendance a utiliser des défenses induites, synthétisées seulement lorsque le besoin s’en fait

sentir.

N

e Lorsque les ressources sont limitées, les plantes qui croissent moins peuvent continuer

o

investir de fagon plus modeste dans la production de défenses constitutives. Les plantes

fablg

croissance rapide auront du mal a synthétiser des défenses induites et seront donc plus
susceptibles aux attaques d’herbivores (Coley et al., 1985 ; Coley, 1987 ; Herms & Mattson,
1992b).

Pour cette hypothése du taux de croissance, on s’attend a trouver un lien entre vitesse de

croissance, niveau de ressources, et importance et nature des défenses produites.
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1.3.4 Hypothese du compromis entre croissance et différenciation

Au sens large, la croissance comprend I’ensemble des processus développementaux aboutissant a
I’apparition de nouveaux phytomeres et leur croissance en volume. Elle décrit la production des
feuilles, tiges et racines et implique des mécanismes liés a la division et I’¢longation des cellules.
La différenciation est 1’amélioration de la structure et des fonctions des cellules telles que la
maturation et la spécialisation. La production de trichomes, de métabolites secondaires, ou
I’épaississement de la cuticule des feuilles, qui font partie des stratégies de défense des plantes,
sont des processus de différenciation. Ainsi, le compromis entre croissance et défense est un

compromis entre croissance et différenciation (Herms & Mattson, 1992b ; Stamp, 2003).

Selon cette hypothese, la photosynthese est limitée par les ressources, notamment 1’azote et les
minéraux. L’accroissement des ressources entraine une augmentation de la photosynthése, jusqu’a
atteindre un plateau (Fig 3). La croissance est limitée a la fois par les ressources disponibles dans
I’environnement et par la photosynthese, mais il y a un décalage entre I’augmentation de la vitesse
d’assimilation photosynthétique et 1’augmentation de la vitesse de croissance (Fig 3). Enfin, la
différenciation ne peut se produire que lorsque le différentiel entre assimilation photosynthétique
et croissance est important, c’est-a-dire lorsque les métabolites produits par la photosynthese ne
sont pas entieérement consommés pour la croissance. Ainsi, ¢’est pour un niveau de ressources

intermédiaires que le niveau de différentiation sera le plus élevé (Fig 3B).

En résume, la disponibilité en ressources dans 1’environnement conditionne les capacités de la
plante a engager des processus de croissance et de différenciation. L’investissement dans la

différentiation est maximal pour des niveaux de ressources intermédiaires.
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Figure 3 : Illustration du compromis entre croissance et différentiation. Relations entre le
niveau de ressources extérieures et le taux d’assimilation photosynthétique NAR (net
assimilation rate), la croissance relative RGR (relative growth rate) et la différenciation

(Secondary metabolism) (Herms & Mattson, 1992b ; Stamp, 2003).
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En résumé, les plantes peuvent mettre en place différentes stratégies contre les insectes
ravageurs qui incluent des mécanismes de défense, d’évitement, ou de tolérance. La mise
en place de ces stratégies est coliteuse d’un point de vue énergétique et se traduit pour
la plante par un compromis a réaliser pour 1’allocation des ressources entre les fonctions
de croissance et reproduction, et la fonction de défense. Les mécanismes utilisés par les
plantes pour contourner ce probléme d’allocation de ressources sont mal connus. Les

hypothéses comprennent :

* Une allocation de ressources pour la défense ciblée dans certains organes ou dans le

temps (réponses induites). C’est ’hypothese de défense optimale.

* Différents mécanismes de défense chimique selon la disponibilité des différentes
ressources, et notamment de la balance carbone/azote. C’est I’hypothése des contraintes

environnementales.

* Une régulation de la nature des défenses par le taux de croissance, avec une
accumulation du niveau de défenses constitutives avec 1’age chez les plantes a croissance

plus lente. C’est I’hypothése du taux de croissance.

* Une régulation du niveau des défenses par la capacité photosynthétique, a travers le

compromis entre croissance et différenciation.

2. Le mais et la pyrale du mais

2.1 L’importance du mais

Le mais (Z. mays) occupe la premiere place de production céréaliere dans le monde devant le blé
et le riz. En 2018, sa production dans le monde était estimée a pres de 1,2 milliard de tonnes sur
une superficie totale d’environ 200 millions d’ha (FAOSTAT, 2018). Selon la méme source, la
France a produit 13123044 tonnes sur 1444438 ha la méme année. Cette production est
principalement destinée a 1’alimentation animale et humaine mais elle concerne aussi la production

d’amidon et de biocarburant tel que 1’éthanol.

En Europe, plusieurs facteurs abiotiques et biotiques constituent des contraintes majeures a la
productivité du mais. Des conditions climatiques extrémes telles que la sécheresse et les gréles
peuvent entrainer des stress hydriques et la destruction des feuilles. Parmi les facteurs biotiques,
les oiseaux (corbeaux et pigeons) et les insectes ravageurs peuvent occasionner d’importants
dégats. Les corbeaux s’attaquent aux jeunes plants pour se nourrir des graines. Les insectes par

contre, s’attaquent au mais depuis la mise en terre jusqu’a la récolte. Ainsi, on note des ravageurs
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post-levée qui s’attaquent aux graines en germination et aux jeunes plantules. On peut citer les
taupins (Agriotes et Athous) et mouches des semis (Delia platura). Puis, viennent les ravageurs du
stade 3 a 7 feuilles, tels que les limaces (Deroceras reticulatum, Arion sp), la géomyze (Geomyza
tripunctata) et 1’oscinie (Oscinella frit). Certains ravageurs s’attaquent au systéme racinaire
comme les scutigérelles (Pratylenchus sp.), les nématodes (Scutigerella immaculata), les vers gris
(Agrotis segetum, Agrotis ipsilon) et la chrysomele (Diabrotica virgifera virgifera). On a
également les ravageurs du stade développement et maturité de la plante tels que la cicadelle
commune (Zyginidia scutellaris), les pucerons (Rhopalosiphum padi), I’héliothis (Helicoverpa
armigera) et les acariens (Tetranychus urticae et T. turkestani). Enfin, les 1épidopteres foreurs de
tiges, qui s’attaquent aux parties aériennes de la plante sont la sésamie (Sesamia nanogrioides L.)

et la pyrale du mais (O. nubilais ) (ARVALIS, 2017).
2.2 La pyrale du mais

La pyrale du mais (O. nubilalis) est I’un des ravageurs les plus importants du mais dans le monde
(Jean & Boisclair, 2001, 2009) avec des dégats pouvant atteindre 80% des plantes et 93% d’épis
abimés chaque année (Beres, 2012). C’est un Lépidoptere de la famille des Crambidae dont les
larves sont essentiellement phytophages. Il a ét€ identifié pour la premiere fois en Europe en 1796
(Hiibner, 1805). Par la suite, il a été accidentellement introduit sur le continent Nord-Américain
en 1917 (Brindley & Dicke, 1963) et s’est ensuite propage dans le Nord-Ouest de 1’ Afrique et dans
I’Asie de I’Ouest (Mutuura & Munroe, 1970). En France, la pyrale a évolué de facon divergente
en plusieurs races, la spéciation (encore incompléte) s’accompagnant d’une spécialisation d’hotes.
Les femelles de ’espece Z, O. nubilalis, pondent spécifiquement sur le mais. Celles de I’espece
E, O. scapulalis, préferent I’armoise (Artemisia vulgaris L.) et le houblon doré (Humulus lupulus
L.) (Thomas et al., 2003 ; Bethenod et al., 2005 ; Malausa et al., 2008). Les croisements entre les
deux especes sont encore possibles. Ainsi, on parle indifféremment d’espéce ou de race. Roelofs
et al. (1985) ont décrit I’existence de trois races de pyrale dont deux races spécialisées sur le mais
: une race univoltine avec une génération par an, et une race bivoltine pouvant produire deux
générations par an ; et une race multivotine spécialisée sur 1I’armoise et le houblon. Chez le mais,
les deux races de pyrale peuvent cohabiter dans un méme environnement (Derron, Goy, &

Breitenmoser, 2009).
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2.2.1 Cycle biologique de la pyrale du mais

Le cycle biologique de la pyrale peut varier suivant la disponibilité de son hote et les conditions
environnementales. La pyrale du mais O. nubilalis peut avoir une seule génération (race
univoltine) ou deux générations (race bivoltine) en une année. Quelle que soit la race de pyrale,
les larves passent la période hivernale sous forme de diapause au stade 5. Puis, elles reprennent
leur développement normal a partir du printemps pour donner des chrysalides. Les adultes se
reproduisent et les femelles pondent des ceufs sur les jeunes plants. Les larves se développent en
se nourrissant de la plante et vont passer successivement par cinq stades larvaires (fig. 4). Les
conditions climatiques du printemps et d’été déterminent la venue de la seconde génération chez
la race bivoltine. Par rapport a la race univoltine, la race bivoltine est caractérisée par 1) une courte
durée de postdiapause qui lui permet d’émerger plus tot ; 2) une sensibilité a la photopériode qui

déclenche, pour une partie des larves, la formation de chrysalides au lieu de I’entrée en diapause.
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Figure 4 : Cycle biologique des races univoltines et bivoltines chez le mais. Synthese de la
situation observée en 2008 : La somme des températures (DD) en degrés-jours, la photopériode
(DLP) en heures et la date sont les moyennes de 2000 a 2008 (Derron ef al., 2009). La durée de la
postdiapause est de 15,6 jours pour la race bivoltine et de 33 jours pour la race univoltine a 20 °C.
La photopériode critique pour la venue de la seconde génération de la race bivoltine est de 15,8 h

a 20 °C et une somme des températures de 700 degrés-jours.
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On constate une bonne synchronisation entre le cycle de vie de la pyrale et celui du mais (Fig 5).
Les insectes adultes de premiere génération se reproduisent entre mai et juin et pondent sur les
jeunes plants de mais. Les vols de la seconde génération interviennent généralement entre aolit et
septembre, suivant les conditions climatiques, lors de la période de remplissage des grains chez le
mais. Cependant, la cohabitation des deux races de pyrale (univoltine et bivoltine) pourrait réduire
I’effet des differents mécanismes de défense du mais contre ce ravageur. En pratique, la mise en

place des stratégies de lutte est toujours difficile contre les deux races simultanément.

lére génération 2éme génération

Figure S : Synchronisation des cycles biologiques de la pyrale et du mais. Exemple de cycle

d’une race bivoltine, inspiré de Derron et al. (2009) et AGPM (2017).
2.2.2 Choix de ponte

Le choix de ponte des 1épidopteres est influencé par les composés sémiochimiques émis par les
plantes (Sauvion et al., 2013). Les insectes peuvent percevoir les odeurs a travers les sensilles
olfactives situées sur leurs antennes, mais aussi les palpes maxillaires ou sur I’ovipositeur. On note
également chez certains dipteres le role du systéme olfactif dans le choix de I’hdte. C’est le cas de
la mouche du pommier Rhagoletis pommella attirée par I’odeur de 1’hexanoate de butyle, le
principal composé volatil des fruits du pommier mais repoussée par le 3-méthlbutan-1-ol du fruit
de I’aubépine (Le Guyader, 2020). L’olfaction peut étre aussi associée a la vision pour la sélection
de I’hdte. Chez le papillon de vigne Lobesia botrana, I’interaction entre I’olfaction et la vision

augmente la ponte des femelles (Tasin et al., 2011).

Des substances non volatiles peuvent aussi influencer la ponte. Ainsi, pour la pyrale du mais, le
choix de ponte serait influencé par la teneur en sucre des feuilles (Fiala, Derridj, & Jolivet, 1985),
mais aussi par certaines n-alkanes des parois cellulaires (Udayagiri & Mason, 1997). Les femelles
pondent les ceufs sur la face inférieure des feuilles (Suverkropp et al., 2008 ; Goldstein et al., 2010)

entre les rangs foliaires 8 a 13 (Lupoli et al., 1990).
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La qualité¢ de I’hdte peut aussi influencer la répartition des ceufs au champ. Chez la pyrale, les
femelles semblent éviter de pondre sur des plantes déja colonisées par des larves de leurs
congéneres, qu’elles détectent grace aux odeurs de leurs feces (Harmon, White, & Andow, 2003).
Par contre, les ceufs pondus sur des plantes déja infestées par des pucerons ont un taux de survie
plus élevé que ceux pondus sur les plantes sans infestation comme observés par Musser & Shelton
(2003). Ces auteurs ont montré que la présence simultanée de pucerons sur une plante permet de
réduire la prédation des ceufs de pyrale par Orius insidiosus (Say), Coleomegilla maculata
(DeGeer), et Harmonia axyridis (Pallas). En effet, les jeunes larves de C. maculata et H. axyridis
se nourrissent spécialement des ceufs de pyrale. Par contre O. insidiosus, consomme également les
larves de O. nubilalis. La présence du parasite peut réduire la population des larves de pyrales dans

les aisselles, gaines, tiges et épis jusqu’a 80% (Coll & Bottrell, 1992).
2.2.3 Le mouvement des larves

Les composés volatils émis par les plantes jouent non seulement un role pour la ponte des adultes,
mais peuvent attirer ou repousser les larves. Les larves de 1épidopteres ont des antennes capables
de détecter ces composés et de s’orienter. Rharrabe er al. (2014) ont montré que les larves de
Spodoptera littoralis sont attirées ou repoussées en fonction de leur concentration. Par exemple,
les composés comme le (Z)-3-hexenyl acétate (Z3HAC) et le (Z)-3-hexenal (Z3HAL) sont
attractifs a faible concentration et répulsifs a forte concentration pour les larves de pyrale (Piesik

etal.,2013).

Les larves de pyrale et d’autres 1épidopteres peuvent se déplacer passivement sur des distances
assez importantes en se laissant entrainer par le vent, portées par un fil de soie qu’elles ont tissé
elles-mémes (Goldstein et al., 2010 ; Razze & Mason, 2012). Cependant, en regle générale, les
déplacements restent réduits dans I’espace et entrainent une mortalité importante. Seulement 6%
des larves peuvent survivre jusqu’au 6°™ jour aprés leur émergence (Coll & Bottrell, 1992), et 1/3
peut se retrouver sur les plantes adjacentes en 48h (Goldstein et al., 2010). Rarement les larves
vont au-dela de la deuxieme plante adjacente (Ross & Ostlie, 1990), soit 3,6 m pour les larves de

Busseola fusca (Lepidoptera: Noctuidae), (Visser et al., 2020).

La qualité de 1’hote peut jouer un rdle important dans le mouvement des larves. Des essais en
milieu naturel ou contr6lé ont montré que les jeunes larves de pyrale ont tendance a ne pas rester
longtemps sur les plantes transgéniques de mais BT apres I’émergence. Par contre, elles ont
tendance a rester plus longtemps sur les plantes non transgéniques (Goldstein et al., 2010 ; Razze
& Mason, 2012). Les larves se mettent a I’abri des prédateurs dans les gaines, les bourgeons

terminaux et les soies des €pis. On observe aussi des comportements semblables lors de la

22



diapause. Les larves de O. nubilalis descendent vers le bas de la tige au moment de la diapause,
contrairement a leur espece sympatrique O. scapulalis (Calcagno et al., 2017). Ce comportement
est interprété comme une adaptation aux pratiques culturales du mais, et permet aux larves en
diapause de passer I’hiver dans les résidus de culture. Au cours de leur développement, les larves
de pyrale passent par 5 stades larvaires (Fig 5) au cours desquels elles occasionnent d’importants

dégats.
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2.2.4 Les dégats provoqués par la pyrale

Pendant tous les stades larvaires, les pyrales se nourrissent sur toutes les parties aériennes du mais.
Des I’émergence, les jeunes larves font des petits trous caractéristiques appelés « coup de fusil »
pour se nourrir. Elles perforent les feuilles enroulées au niveau du bourgeon terminal laissant par
la suite des rangées consécutives de petits trous sur les feuilles (Fig 6A). Ensuite, les larves
perforent les tiges vers le bas de ’entrenceud (Fig 6B) pour se nourrir sur la moelle des tiges
(Bergvinson, Larsen, & Arnason, 1995 ; Velasco et al., 2007 ; Beres P. K, 2012), la panicule et les
épis (Jean & Boisclair, 2001, 2009 ; Velasco et al., 2007). Les galeries réalisées dans les tiges et
les panicules provoquent une fragilité et des risques de ruptures en cas de coup de vent (Fig 6C).
L’alimentation des larves a I’intérieur des tiges entraine une réduction de la production en termes

de nombre de grains et de fourrage.

Le niveau de dégats peut se mesurer en pourcentage de plantes ou d’épis abimés dans une parcelle.
Chez certains hybrides résistants, les dégats des larves varient entre 0,5 et 0,7% des plantes du
champ, alors qu’ils avoisinent les 40-44% chez les variétés susceptibles (Beres, 2010). On observe
une variabilité de la sévérité des dégats entre types variétaux et entre les parties de la plante. Chez
le mais fourrage, la sévérité des dégats peut varier de 58 a 80,2% des plantes et de 29,5 a 42,2%
des épis. Chez le mais doux, les chiffres varient de 89,5 a 93% des plantes et de 53,5 a 76 % des
épis (Piesik et al., 2013). La densité des larves peut varier de 0,2 a 3,2 par plante (Camerini et al.,
2016) en fonction du niveau d’infestation. Les larves réalisent également des galeries au niveau
des épis puis laissent derriere elles des striures (fig.6D). Elles se nourrissent également sur les

jeunes grains laiteux.
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Figure 6 : Dégits des larves de la pyrale sur les parties aériennes du mais : A) petits trous ou
"coup de fusil" sur les feuilles, B) trous dans les tiges, C) panicule cassée et D) épis endommagés

avec des sciures visibles (photos Inoussa Sanane).

Les attaques des €pis peuvent constituer des sources d’infestation d’autres maladies fongiques
comme les champignons du genre Aspergillus (Lillehoj et al., 1982) et Fusarium (Sobek &
Munkvold, 1999 ; Magg et al., 2002 ; Alma et al., 2005 ; Blandino et al., 2015). La contamination
des épis pas les mycotoxines produites par les champignons (fumonisine et zearalinone) constitue
un probléme sanitaire pour I’alimentation humaine et animale (Hussein & Brasel, 2001 ; Reddy et

al., 2010 ; Edite Bezerra da Rocha et al., 2014).
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En conclusion, la pyrale est I’un des principaux ravageurs du mais en Europe et dans le
monde entier. L’adulte est un papillon crépusculaire et les larves se nourrissent sur les
parties aériennes du mais. Les dégats des larves peuvent €tre directs et indirects. Les
dégats directs sont la réduction des rendements. Les dégats indirects sont la réduction

de la qualité par la contamination par des mycotoxines.

En résumé le cycle de vie de la pyrale est en synchronie avec celui du mais, son hote principal.
Plusieurs stratégies de défense sont mises en place par les plants de mais contre les ravageurs. Pour
le cas de la pyrale, le mais est confronté a I’insecte durant chacune des phases de son

développement :

- Les adultes, principalement les femelles, qui choisissent une plante pour y déposer leurs
ceufs. Ces adultes ne s’alimentent pas sur la plante et font leur choix principalement en
fonction de signaux sensoriels, liés aux odeurs et aux composés de surface provenant de la
plante, et des ravageurs ou microorganismes déja établis. Ils ont des capacités de
déplacement importants et effectuent des choix.

- Les larves qui éclosent des ooplaques ont une premiére phase d’alimentation a la surface
des feuilles et ensuite percent le bouquet de feuilles pour entrer dans la tige. Ces larves
s’alimentent sur la plante et peuvent éventuellement la quitter a un stade précoce (par
ballooning) ou ultérieurement par locomotion. Les facteurs qui gouvernent 1’alimentation
de la larve sont la valeur nutritive des tissus (richesse en sucres), la dureté des tissus, la
quantité de substances de défenses de la plante, et dans une moindre mesure 1’odeur de la

plante.

Du c6té de la plante, les recherches ont mis en évidence des facteurs de résistance dans le mais,
facteurs dont le réle n’est pas toujours bien établi comme pour le DIMBOA. En fait, le mais et
d’autres plantes de ce type sont plutdt considérées comme échappant a la pression parasitaire

en adoptant une croissance rapide (Collantes et al., 1998).
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3. Expériences de sélection divergente du Plateau de Saclay

Durant ces dernieres décennies, d’importants progrés ont été faits dans le domaine de
I’amélioration des plantes ; et ils concernent a la fois les méthodes de sélection et la connaissance
des bases génétiques des caracteres d’intérét. Chez le mais, qui est une céréale allogame,
I’exploitation du phénomeéne de vigueur des hybrides (hétérosis) a conduit a la production de
lignées pures par autofécondation de plants issus des populations traditionnelles cultivées. Les
variétés commercialisées sont des hybrides F1 obtenus en croisant deux lignées complémentaires.
La sélection consiste en la production de nouvelles lignées pures par croisement. Ainsi, les
ressources génétiques de ’espéce sont aujourd’hui constituées par des panels de lignées pures,
divisés en groupes d’aptitude a la combinaison pour la production des hybrides. Dans le chapitre
4 de la these, j’ai utilisé un core-panel de 18 lignées de mais représentatives de la diversité
génétique des plantes cultivées en Europe et aux Etats-Unis, en incluant des lignées sensibles et

résistantes a la pyrale, pour comparer 1’appétence de larves de pyrales entre les différentes lignées.

La sélection consiste a croiser des lignées d’un méme groupe et autoféconder les descendants du
croisement pour produire des lignées recombinantes possédant un mélange des combinaisons
d’all¢les des deux parents. L’évaluation des nouvelles lignées produites est établie sur la base de
leur performance en croisement avec des lignées de groupes complémentaires. Le choix des
lignées a croiser et I’évaluation des performances des hybrides peut étre réalisé dans des dispositifs
expérimentaux, ou par génotypage des lignées candidates (sélection génomique). Un enjeu actuel
est de mieux comprendre les bases génétiques des caracteres agronomiques d’intérét, pour orienter

les choix des croisements.

Les méthodes classiques pour identifier des régions génomiques impliquées dans la variation de
caracteres d’intérét agronomique sont la détection de QTLs, impliquant 1’é¢tude de populations
issues du croisement entre deux lignées, et la génétique d’association génome-wide, impliquant
I’étude de panels de lignées représentant la diversité de I’espece (Lorant, Ross-Ibarra, & Tenaillon,
2020). Plus marginalement, les expériences de sélection divergente permettent de constituer, a
partir d’'une méme population initiale, des populations fortement différenciées pour le caractere
cible de la sélection. La comparaison entre les populations évoluées permet d’identifier les régions
génomiques ciblées par la sélection, mais aussi les caracteres qui ont changé en méme temps que
le caractere cible. La réponse a la sélection permet aussi d’estimer 1’héritabilité du caractere ciblé

par la sélection.

Chez le mais, les expériences de sélection divergente les plus célebres sont les expériences de

sélection divergente de I’Illinois (Moose, Dudley, & Rocheford, 2004) pour la teneur en huile et
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la teneur en protéine des grains. On peut également citer deux expériences de sélection divergente
sur 3 générations successives qui ont été initiées chez le mais respectivement pour la teneur en
acide diférulique estérifié (Barros-Rios et al., 2012) et la date de transition juvénile-adulte (Revilla
et al., 2005). La premiere expérience a permis de sélectionner deux populations divergentes, ’'une
avec une forte teneur et I’autre une faible teneur en acide diférulique estérifié a 1’intérieur de la
tige. On constate que la réponse a la sélection pour une forte teneur en acide férulique estérifié a
indirectement renforcé certains caracteres de la plante, comme la taille des tiges et la productivité
en grain. La seconde expérience a permis de sélectionner deux populations divergentes, dont ’'une

précoce et I’autre tardive pour la date de transition juvénile-adulte.
3.1 Les expériences de sélection divergente de Saclay

Les expériences de sélection divergente pour la date de floraison du mais du plateau de Saclay ont

été initiées a partir de deux lignées de mais, F252 et MBS847, elles visent a :

e Mesurer le role des mutations sur la variabilité pour la date de floraison ;
e Comprendre le déterminisme génétique de ce caractere ;
e Mesurer les limites physiologiques pour la date de floraison ;

e FEtudier les réponses corrélatives sur d’autres caractéres.
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Massal pedigree selection for flowering time at the population level.

Figure 7 : Sélection divergente pour la date de floraison de Saclay. Chaque famille dérive par
autofécondation d’une plante de la génération GO. Les familles sont structurées selon la lignée de
départ (MBS ou F252) et le type de sélection (Précoce ou Tardif). Au total, huit familles différentes
sont évaluées chaque année dans des conditions agronomiques sur le Plateau de Saclay, et

sélectionnées pour leur date de floraison.
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Dans chacune des lignées, deux populations, une population précoce et une population tardive ont
été formées a partir des graines de deux plantes, qui forment deux familles indépendantes (Fig 7).
Par la suite, on sélectionne chaque année 10 épis issus d’autofécondation dans chaque population.
L’¢évaluation est réalisée dans des conditions agronomiques sur le Plateau de Saclay en semant 100
graines pour chacune des 10 plantes sélectionnées sur un dispositif expérimental constitué de 4
blocs randomisés. Parmi les 1000 plantes évaluées dans chaque population, on en sélectionne 10
chaque année, sur la base de leur précocité ou leur tardiveté de floraison, en respectant la contrainte
de maintenir deux familles indépendantes dans chaque population. Les plantes sélectionnées sont
autofécondées. Chaque année, des plantes de quatre populations différentes sont observées, selon
la lignée d’origine et le type de sélection. Le dispositif inclut aussi des plantes témoins, issues du
lot de semence initial. Chaque population est structurée en deux familles (huit familles au total).

Les plantes d’une méme famille dérivent par autofécondation d’une seule plante de la génération

GO.

Il ne peut pas y avoir de réponse a la sélection sans variabilité génétique. Dans cette expérience,
les sources de variabilité génétique sont I’hétérozygotie résiduelle des lots de semence initiaux et
la mutation. Deux plantes d’'une méme famille différent donc a priori par un tout petit nombre de
locus, les locus qui étaient hétérozygotes a la génération précédente. On peut donc considérer qu’a
une génération donnée, les différences génétiques entre plusieurs plantes de la méme famille sont
suffisamment faibles pour que les descendants d’une plante de la famille suffisent a représenter la
famille entiere. Durant la these, j’ai utilisé des génotypes représentant quatre familles évaluées a
la génération G18 de I’expérience de sélection divergente : les familles précoces FE036 (issue de
la lignée F252) et MEOS52 (issue de la lignée MBS), et les familles tardives FLL317 (issue de la
lignée F252) et MLO040 (issue de la lignée MBS). J’ai mesuré pour chaque génotype 1’appétence

de larves de pyrales pour des disques foliaires issue de plantes au champ.

La comparaison entre les génotypes précoces et tardifs issus d’'une méme lignée de
départ permet de voir si la sélection pour changer la date de floraison a également
modifié ’appétence des larves de pyrale. Selon certaines hypothéeses liées au compromis
entre croissance et défense, on s’attend a ce que les génotypes précoces, pour lesquels
la période de croissance est plus courte, aient accumulé moins de défenses constitutives

et que les larves montrent plus d’appétence pour ces génotypes.
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3.2 Résultats de ’expérience de sélection divergente

L’expérience de sélection divergente de Saclay a permis de sélectionner par des autofécondations
successives sur plusieurs générations deux familles précoces et deux familles tardives dans chaque
lignée (Durand et al., 2010, 2015). La réponse a la sélection provient de la fixation de
polymorphismes présents sous forme d’hétérozygotie résiduelle dans les premieres générations et
de ’apparition de mutations au cours de I’expérience (Durand et al., 2012, 2015). Globalement,
on observe que les familles précoces deviennent de plus en plus précoces, quelle que soit la lignée
de départ. De méme, les familles tardives deviennent de plus en plus tardives (Fig. 8). A
I’exception de la population F252-tardive, les deux familles d’une méme population se comportent
de la méme fagon. Pour la population F252-tardive, une famille se distingue par une tres forte
réponse a la sélection. A la génération G13, aucune plante de cette famille n’a fleuri et la famille

a été perdue. Il est possible qu’une limite physiologique ait été atteinte.
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Figure 8 : Réponse a la sélection. La date moyenne de floraison de chaque famille est représentée
en fonction de I’année de sélection (en nombre de générations). La famille tres tardive « Vlate

F252 » a été perdue en génération 13 (Durand et al., 2015).
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La figure 9 montre la distribution des dates de floraison des génotypes précoces, tardifs et témoins
pour les 2 fonds génétiques F252 et MBS, observée en 2016. Globalement, les génotypes issus de
la lignée F252 sont plus précoces que ceux issus de la lignée MBS. La floraison débute mi-juillet
pour les génotypes F252 précoces et s’étale jusqu’a la fin du mois de juillet pour les génotypes
F252 tardifs. Chez MBS, les génotypes précoces fleurissent vers la fin juillet, et les génotypes
tardifs vers la fin du mois d’aolit. Les écarts observés entre les populations précoces et tardives
different selon le fonds génétique. Ils sont d’environ 15 jours pour le fonds génétique F252, et
presque un mois pour le fonds génétique MBS. Au total, les floraisons s’étalent de mi-juillet a

début septembre, soit une bonne partie de 1’été.
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Figure 9 : Distribution des dates de floraison des génotypes précoces, tardifs et témoins des
2 fonds génétiques lors de I’évaluation de la génération G22. Les couleurs représentent les

familles. Le code couleur attribué a chaque famille est indiqué dans la 1égende de la figure.

Chaque année, une nouvelle génération de I’expérience de sélection divergente est implantée, dans
des conditions agronomiques, sur le plateau de Saclay. Les terrains expérimentaux subissent une
infestation naturelle par la pyrale du mais. En 2018 et 2019, un suivi hebdomadaire plante a plante
des dégats causés par les larves de pyrale a été réalisé tout au long de la saison, entre I’apparition
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des premiers dégats vers la fin du mois de juin, et le début de la période de maturation des grains,
vers la mi-septembre. La dynamique de progression de 1’épidémie a pu étre établie pour tous les
génotypes des générations G22 et G23 des expériences de sélection divergente. La comparaison
de la prévalence des dégats entre les quatre populations permet de tester différentes hypotheses, et
d’évaluer I’efficacité d’une stratégie d’évitement. En effet, les plantes des différentes populations
ne sont pas au méme stade de croissance lorsque 1’attaque par les larves débute, et ce décalage
persiste presque tout au long de la saison. Les larves ont le choix, au sein d’'une méme zone de
dimensions réduite, entre plusieurs types de plantes, qui different a la fois pour leur génotype et
leur vitesse de croissance. Si la stratégie d’évitement fonctionne, on s’attend a trouver des
différences au minimum entre les populations issues de F252, qui fleurissent en juillet, et celles
issues de MBS, qui fleurissent en aoit. On s’attend aussi a ce que la population de mais dont le
cycle de vie est le mieux coordonné avec le cycle de vie de la population naturelle de pyrales soit

la plus infestée.

En conclusion, le matériel végétal des expériences de sélection divergente de Saclay est
un matériel de choix pour étudier les stratégies de défense du mais contre les 1épidopteres
foreurs de tige. Les populations tardives et précoces d’'un méme fonds génétique
different principalement pour la date de floraison, et donc pour la longueur de la phase
de croissance, toutes choses égales par ailleurs. Leur comparaison permet de tester des
hypotheses sur le compromis entre croissance et défense. Disposer de populations issues
de fonds génétiques différents permet aussi de comparer des populations dont la date de
floraison s’¢étale tout au long de la saison d’été, et qui ne sont pas forcément toutes en
phase avec le cycle de vie de la population naturelle de pyrales du Plateau de Saclay.

Leur comparaison permet aussi de tester ’efficacité éventuelle de stratégies d’évitement.
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4. Objectifs et démarche

Les objectifs de ma these étaient de mettre en évidence des différences de défense des plantes
contre la pyrale entre populations précoces et tardives de mais issues des expériences de sélection

divergente de Saclay, et de tester certaines hypotheses du compromis entre défense et croissance.

Dans un premier temps, j’ai cherché a mettre en évidence des différences entre génotypes de mais
pour la consommation des feuilles par les larves de pyrale. Il s’agissait de mettre au point une
méthode permettant d’évaluer, a grande échelle et de facon non destructive, I’appétence des larves
de pyrale pour des feuilles de mais. La vitesse de consommation des larves, mesurée au laboratoire
a partir de disques foliaires prélevés sur des plantes vivantes, est utilisée comme un proxy de 1’état

physiologique des plantes et de leur niveau de défense.

Le Chapitre 2 de la theése décrit le dispositif de test de consommation, et sa validation par
I’utilisation de substances antiappétentes. Il est écrit sous la forme d’un projet d’article qui sera
soumis a la revue PLOS-Biology. Je démontre dans ce chapitre que les larves de pyrale ont des
comportements variables lorsqu’elles sont mises en présence d’un disque foliaire de mais, et qu’il
est possible d’établir une typologie de leurs comportements alimentaires. Chaque type
d’échantillon de feuilles peut étre caractérisé de facon reproductible par la fréquence de chacun
des types de comportement alimentaire des larves d’insecte. En présence d’une substance
antiappétente comme le NeemAzal, la fréquence des comportements de non-consommation
augmente avec la concentration de la substance. Les résultats présentés dans ce chapitre constituent

une validation de la méthode.

Dans le Chapitre 3, j’ai utilis¢ le test de consommation pour comparer le comportement
alimentaire des larves de pyrales face a des plantes cultivées au champ et issues des lignées
précoces et tardives des expériences de sélection divergente de Saclay. Je montre qu’il est possible
de caractériser de fagon reproductible Dattractivité des différents génotypes de mais par
I’appétence des larves de pyrales pour des disques foliaires prélevés au champ. Cette expérience,
répétée deux années successives, révele que la famille précoce issue de la lignée MBS est beaucoup
plus appétente pour les larves que la famille tardive issue de la méme lignée. Les différences entre
les familles précoces et tardives issues de la lignée F252 sont moins importantes, et significatives
uniquement en 2019. Or, les familles MBS présentent des différences beaucoup plus importantes

de dates de floraison que les familles F252 (Fig 9).

Dans ce chapitre, je décris aussi la dynamique d’infestation naturelle par les larves de pyrale, au
cours de la saison d’été, des génotypes des générations G22 et G23 des expériences de sélection

divergente. Une fois encore, on trouve des différences importantes pour le niveau de prévalence
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entre les génotypes MBS précoces et tardifs, les familles précoces étant toujours plus infectées.
Enfin, des analyses de la composition chimique des parois réalisées sur des échantillons de plantes
de la génération G23 mettent en évidences des différences importantes entre les familles MBS
précoces et tardives. Ainsi, les génotypes les plus contrastés pour la date de floraison présentent
des différences importantes a la fois pour I’appétence des larves pour les feuilles, pour la
prévalence des larves sur les plantes au champ, et pour la qualité des parois cellulaires. En
particulier, les génotypes MBS précoces sont particulierement plus tendres que leurs homologues
tardifs. Ils contiennent plus d’eau et ont une paroi cellulaire plus mince. Ces résultats sont

conformes a I’hypothése du trade-off entre croissance et défense.

Enfin, le test de consommation a été utilisé pour mesurer la variabilité génétique d’un panel de 18
lignées de mais pour I’appétence des larves de pyrales. Les résultats sont présentés dans le
Chapitre 4 de la these. Ce travail a fait I’objet d’une collaboration avec 1’unité expérimentale
INRAE de Saint-Martin de Hinx, avec Stéphane Nicolas de 'UMR GQE-Le Moulon et a été
financé par I'IDEEV. Dans cette expérience, les plantes ont été cultivées en serre, et j’ai réalisé
des semis décalés pour comparer des génotypes de précocité différentes, évalué a un méme stade
de développement. Je confirme I’existence, au sein du panel, d’une grande variabilité entre lignées
pour I’appétence des larves de pyrale. Les controles, qui étaient constitués par deux variétés de
mais, ['une tolérante, ’autre résistante a la pyrale, se comportent comme attendu, la variété

tolérante étant plus appétente que la variété résistante.

Au total, au cours de ma these, j’ai mis en place un dispositif de test de consommation
sur des disques foliaires de mais pour mesurer la vitesse de consommation des larves.
Ensuite, j’ai démontré 1’existence du compromis (trade-off) entre croissance et défense
pour la précocité de floraison chez le mais. Enfin, I’étude d’une core-collection de
lignées de mais a montré des différences importantes pour I’appétence des larves de

pyrale entre des lignées contrastées de mais.
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Dans ce chapitre 2, nous présentons la partie méthodologique de la mise en place du dispositif de
test de consommation des larves sur disques foliaires. Ce nouveau dispositif sera utilisé dans les
autres chapitres (3,4) pour mesurer la vitesse de consommation des larves entre des génotypes
contrastés pour leur date de floraison d’une part, et entre des lignées de mais caractérisées pour

leur variabilité génétique d’autre part. Ce chapitre est présenté en trois parties :

v Une premicre partie sous forme de projet d’article qui sera soumis a la section « Methods »
de la revue PLOS-Biology. Dans cette partie, on présente le dispositif de test de
consommation avec tous les outils de mise en place, d’analyse d’images et des données
issues de la consommation des larves. On a aussi montré dans cette partie que le dispositif
peut bien marcher lorsqu’on traite les disques foliaires avec différentes concentrations de
molécules antiappétentes. Un preprint de 1’article est disponible sur BioRxiv

(https://doi.org/10.1101/2020.08.02.232256). Par ailleurs, les plans et patrons pour la

fabrication du dispositif, les données et les scripts d’analyse ont été déposé dans le
dataverse CORNPESTS et sont libre d’accés a [D’adresse  suivante

:https://data.inrae.fr/dataverse/cornpests

v Dans la deuxiéme partie, sous forme de complément, on montre que la variable t50 n’est
pas la meilleure méthode par rapport a celle utilisée dans I’article pour comparer les vitesses
de consommation des larves. En effet, on trouve qu’il y a une forte dispersion des valeurs
de consommation des larves autour de la médiane pour la plupart des concentrations de
substances antiappétentes. Méme si ces résultats sont apparemment comparables a ceux de
la catégorisation des types de comportements alimentaires, ils ne sont pas interprétables du

fait de la non indépendance des résidus.

v' Dans la troisiéme partie, également en complément a I’article méthodologique, on étudie
I’effet de 1I’éthanol sur I’appétence des larves. On a trouvé que 1’éthanol se comporte comme
un antiappétent, et masque 1’effet dose réponse des substances utilisées sur la consommation
des larves. Malgré le faible nombre réplicats réalisés, ces résultats étaient suffisamment
convaincants pour motiver le choix d’utiliser I’eau a la place de 1’éthanol comme solvant

pour la validation de ce nouveau dispositif de test de consommation.
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Abstract

Lepidopteran pests cause considerable damage to all crops over the world. As larvae are directly
responsible for these damages, many research efforts are devoted to find plant cultivars which are
resistant or tolerant to pest attacks. However, such studies take time, efforts and are costly,
especially when one wants to not only find resistance traits but also to evaluate their heritability.
We present here a high throughput approach to screen plants for resistance or chemicals for their
deterrence, using a leaf-disk consumption assay, which is both suitable for large scale tests and
economically affordable. To monitor larvae feeding on leaf disks placed over a layer of agar, we
designed 3D models of 50 cages plates. One webcam can sample simultaneously 3 of such plates
at a rate of 1 image/min, and follow individual feeding activities on each leaf disk and the
movements of 150 larvae. The resulting image stacks are first processed with a custom program
running under an open-source image analysis package (Icy) to measure the surface of each leaf
disk over time. We further developed statistical procedures running under the R software, to
analyze the time course of the feeding activities of the larvae and to compare them between
treatments. As a test case, we compared how European corn borer larvae respond to quinine,
considered as a bitter alkaloid for many organisms, and to NeemAzal containing azadirachtin,
which is a common antifeedant against pest insects. We found that increasing doses of azadirachtin
reduce and delay feeding. However, contrary to our expectation, quinine was found poorly
effective at the range of concentrations tested. The 3D printed model of the cage and the camera
holder, the plugins running under Icy, and the R scripts are freely available, and can be modified
according to the particular needs of the users.

Keys words: plant-insect warfare, feeding preferences, digital image analysis, high-throughput

device
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Introduction

Crops are exposed to increased pressure from insect pests, partly due to climate warming which
changes the distribution of pest insects [1,2]. It is also a consequence of the globalization of human
activities, which allow pests to cross natural barriers and invade new ecosystems, causing massive
direct and indirect economical costs [3]. Such pests often become invasive because they lack their
usual natural enemies, and they face plants which may have poor defenses against them [4]. When
confronted to new biotic and abiotic conditions, they may become more adaptable [5]. Invasive
pests require the design of new strategies to protect cultures including swift detection and efficient
measures to contain their spread [4].

To cope with pests, resistant or tolerant crop varieties can be developed but the whole process is
both costly and time-consuming [6]. To facilitate the process, high-throughput laboratory assays
are needed to identify plants potentially carrying resistance traits, within traditionally bred
varieties or material derived from global germplasm. This can be done by growing plants either in
a field or in a controlled environment and then, by measuring the impact of specific pests on the
final yield or on plant organs exposed to the pest.

Leaf-disk assays are commonly used to evaluate plant resistance against insects with chewing
mouthparts [7,8] by measuring the area of tissues consumed. They can be used also on mites,
thrips, aphids, whiteflies, or even fungi by monitoring visual changes related to the damaged areas
of the leaves [9]. While disk assays have drawbacks such as the damage inflicted to the tissue,
several studies demonstrate that resistance scores obtained using this approach are comparable to
those completed on detached or attached leaves [9].

Leaf-disk assays are particularly well adapted to evaluate antibiosis factors against Lepidoptera
larvae feeding on leaves [10]. They are even relevant to study larvae feeding within the stem
because adult females deposit their eggs on the plant surface. Therefore, first instar larvae hatching
from the eggs need to graze on the leaf surface, and bore a tunnel through the leaves to reach the
inner tissues. Leaf-consumption by young larvae can thus be used as a proxy to evaluate plant
resistance, and to find and evaluate the effectiveness of feeding deterrents extracted from plants or
of synthetic origin [10-14].

So far, very few systems have been described to perform such tests on a large number of insects
at once. Most experimental setups used image analysis to measure leaf disk area consumed by few
larvae either visually [7,10], or digitally [15—19]. These approaches are well suited to laboratory
investigations on small scale series, but handle a limited number of repetitions and often make use

of specialized and expensive hardware.
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Here, we describe a fast and reliable testing protocol that can be performed using a minimum of
hardware components [20], based upon measuring the consumption of leaf disks by larvae. Our
approach combines three elements (i) a novel and flexible feeding bioassay whereby the
consumption and movements of 150 larvae can be followed across several days with a webcam,
(ii) programs to analyze the stacks of images (RoitoRoiArray and AreaTrack), written as plugins
running within the free bio-image software ICY [21], and (iii) a new cutting-edge statistical
approach to compare the kinetics of larval feeding [22], taking into account the diversity of
behavioural responses in the insect population. As an example, we monitored the feeding
behaviour of European corn borer (ECB) second instar larvae on maize leaf disks treated with
different concentrations of NeemAzal and of quinine, which are considered as antifeedants for a

number of insect species.

41



Results

The typology of feeding behaviours results from a novel, high-throughput feeding bioassay
We designed a high-throughput feeding bioassay to analyse the feeding behaviour of second instar
larvae (L2) from European corn borer Ostrinia nubilalis Hiibner (Lepidoptera: Crambidae) on
maize leaf disks. We examined the feeding behaviour of cohorts of larvae given access to maize
disk treated with different amounts of two antifeedant products. Although considerable variation
exists between larvae, we showed that their behaviour can be classified into six categories
(behavioural types). Differences between behavioural types relate to the time to engage into
sustained consumption and to the consumption rate. The building-up of behavioural typologies
relies on three innovations:

A custom recording system: each recording unit (Fig 1) includes three plates of 50 cages, placed
over a white LED panel and monitored by a webcam mounted on a custom stand. The bottom of
each plate is made of a transparent glass plate. Each cage is first filled with a 2-3 mm layer of agar
on which a freshly cut leaf-disk is deposited. Then one larva is placed in each cage and a second
glass plate is placed on the top to close cages. The cost of one system (including the webcam, the
LED panel and the plates) is less than 400 $ US. The camera can record images at regular intervals
(1 per minute) using a surveillance camera security software (VisionGS). This allowed us to
register the feeding behaviours of 150 larvae, distributed into three plates, during several days.
Each plate received a different treatment corresponding to different concentrations of antifeedant
product. One standard computer could easily control 4 webcams that is to say it is possible to
record feeding bioassay tests with 600 larvae at a time on one computer. The limiting factor is the
time required to introduce insect larvae into the cages. For this reason, it is difficult for one operator
alone to start more that two experiments including 300 larvae at a time, as was done here. In this

paper, a single bioassay or batch corresponded to two cameras, each monitoring three plates.
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Fig 1. Feeding bioassay device for real-time image video recording. A. One feeding bioassay

corresponds to one batch, that includes three 50-cages plates numbered a, b, ¢, and a webcam that

is connected to a computer for image registration. B. One plate consists 50 cages, each representing

an experimental unit. C. Profile view of one plate covered with two transparent glasses that shows

larvae feeding on leaf disks during the run of an experiment.
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An open-source software for image analysis: the analysis of the image stacks (1920 x 1080
pixels; RGB 24 bits) is performed with 2 plugins written in Java, and running under the open-
source bio-imaging software, Icy [21]. The main steps of image analysis are described in Fig 2. A
first plugin, RoitoRoiArray is used to help users creating areas defining the contour of each cage,
and attributing a unique ID number to each one. A second plugin, AreaTrack is used to measure
the leaf area at each time point. Leaves are isolated from the background, either with a set of pre-
defined image filters transforming the image into a grey image on which a simple threshold is
applied, or with user-defined arrays of colours (see Methods section). The number of pixels
matching these filters is monitored over time and exported as a csv file. Each csv file contains the

time in lines and 50 columns, with the pixels measured in each cage at each time point.
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Fig 2. Image analysis plugins. RoitoRoiArray (left) automatically delimits the cages. a.
Sequence of instructions in the plugin interface that need to be run step by step by the user. b.
image of the three plates of a batch at the beginning of the experiment. AreaTrack (right)
measures intact leaf disks area at each time point. ¢. Sequence of instructions in the plugin
interface. d. Examples of intact leaf areas (in orange) detected in four cages at the beginning (left)

and the end (right) of the experiment.
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Freely-available R-scripts for data-processing and model-based data analysis: We propose a
statistical method to compare treatments considering the variability of individual behaviours. One
experiment may consist in several bioassays/batches. The statistical unit is a curve corresponding
to the consumption of a single leaf disk measured over time (Fig 3.1). In this paper, we ran a total
of four batches to compare the larvae responses to different concentrations of NeemAzal and
quinine. Each batch consisted in one bioassay with two cameras moninoring a total of six plates
(Table 1). Five concentrations of each of the two antifeedant product were tested. Controls
consisted in a water treatment without any antifeedant. For each treatment, two plates were done
and distributed among the batches (see Methods for details). Overall, we obtained 1200
consumption curves. Data analysis includes two steps. First, we define a typology of possible
behaviours taking into account the whole dataset. Second, we compare the distribution of
behavioural types between treatments of the same product. The different steps of the analysis,
including data processing and data analysis were coded into R scripts that are freely available,

along with the user manual [22].

46



A:b Ag Al
o | o | @ ]
[ =] o (=]
£ [l 3 - 34 A
a [l o] -]
'\q N N e e e e (e s s e e e s S B B
< B E 0 1000 2000 0 1000 2000 0 1000 2000
ton | metos o
i 0 ;]J B:c B:d B:h
VQ o | o | = |
T T °© < <
zEE = : < : <]
g] = (=] (=1
o] o] i _
T e rrTr1rrrrr1°© Trrrri e  rrrrri
<] 0 1000 2000 0 1000 2000 0 1000 2000
i N’.:.,;"‘ C:n C:k C:m
E o | o | i
: o [~ (=1
-‘. »j e %] ‘: ]
o (=] o
: o - o
s rmrrTT T T STrrrrrTT ° T T T T
0 1000 2000 0 1000 2000 0 1000 2000
D:j D:i
> | ]+
L= o
= : A ]
=] o
=] : o ]
S TrT I T T 1S T 71717171
0 1000 2000 0 1000 2000
E:e E:f
@ | = |
o (=]
< =
=] o
s ] o
S Tr1T 1T 1T 17 1° T 7171711
0 1000 2000 0 1000 2000
A ¢ F F:a
---'_i-l—-_._
| | @ ]
Neem 10mM i
-
N T[T o d
Water = ]
S T rrrri
7 g 7 0 1000 2000
Quin 100mM B D ! g V 4 ‘ >
= Time (mn)
3. Behavioural profile. 2. Twofolds clustering.

Fig 3. Data processing. 3.1 Raw data processing. Images are converted into (i) a pile of pdf files
that allows the manual checking of the consumption curves and (ii) R data frames were each line
corresponds to a cage and each column to a number of pixel at a time point. 3.2 Twofolds
clustering. First, SOTA classification results into into 14 clusters. Each cluster is represented by a
vignette showing the median consumption curve (color line) and the variations around the median
at each time point (grey area). Second, SOTA clusters are grouped into six behavioural types using
the median value of characteristic times t20, t50, t80 and total consumption representing the
clusters. At the end, the consumtion curve of each cage is attributed a behavioural type, between
A and F. 3.3 Distribution of behavioural types for each treatment. As an example, distribution
of behavioural types in three treatments, NeemAzal 10mM, Water (control), and Quinine 100mM

are represented as pie charts. Each line sums to one.
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Consumption behaviours can be classified into 6 different types :the SOTA algorithm (Self
Organizing Tree Algorithm) is an unsupervised neural network associated with a binary tree
topology in which terminal nodes are the resulting clusters [23]. It is particularly adapted to the
classification of temporal data. We ran this method on the 1200 consumption curves and it resulted
in 14 different clusters of curves having similar profiles (Fig 3.2). As shown in Figure 3.2,
variations of individual behaviours around the cluster median are moderate during the first 24h.
The average within-cluster coefficient of variation ranges from 3% after one hour to 25% after 16
hours. It increases up to 125% at the end of the experiment. Each cluster was further characterized
by behavioural traits like the time to consume 20%, 50% or 80% of the leaf disk (noted 20, t50,
t80), as well as the total consumption at the end of the experiment. Median values of clusters
behavioural traits were used to group the 14 clusters into six behavioural types (Fig 3.2):
e A-type larvae immediately start to feed (low t20), consume fast (low t50, t80) and finish
the leaf disk before the end of the experiment.
e B-type larvae tend to wait before consuming (high t20) but consume fast after the waiting
time and generally consume all the leaf disk.
e (C-type larvae consume fast in the beginning (low t20) but reduce their consumption rate
through time, resulting in low t50 but high t80.
e D-type larvae show a behaviour intermediate between B and C, with high t20 and high t50.
e E-type larvae are reluctant to start feeding, showing high t20, t50 and t80, but achieving a
significant consumption at the end.
e F-type larvae do not consume the leaf disk.
Each individual curve can be assigned to a single behavioural type. The comparison between
treatments result in comparisons between the proportions of each behavioural type within each
treatment (Fig 3.3). Figure 3.3 shows that when maize leaves are treated with water, most larvae
choose the A or B feeding behaviour and consume the maize disk fast. The treatment with 100mM
quinine gives almost the same results. However, when maize leaves are treated with 10mM

NeemAzal, most of the larvae do not consume the leaves and are classified into the F behavioural

type.

Altogether, this analysis revealed the diversity of behavioural responses of ECB larvae when
feeding on maize leaf disks. Notice that even with the water control treatment, a fraction of the

larvae did not consume the leaf disk.
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At the end, each individual curve can be assigned to a single behavioural type. The comparison
between treatments result in comparisons between the proportions of each behavioural type within
each treatment (Fig 3.3). Fig 3.3. shows that when maize leaves are treated with water, most larvae
choose the A or B feeding behaviour and consume the maize disk fast. The treatment with 100mM
quinine gives almost the same results. However, when maize leaves are treated with 10mM
NeemAzal, most of the larvae do not consume the leaves and are classified into the F behavioural
type. Finally, the classification of each individual observation into six behavioural types was

analysed with a multinomial regression to compare the different treatments using statistical tests.

Altogether, our experimental design revealed the diversity of behavioural responses of ECB larvae
when feeding on maize leaf disks. Notice that even with the water control treatment, a fraction of

the larvae did not consume the leaf disk.

Bioassays confirm NeemAzal as an antifeedant for ECB larvae

After using the whole dataset to attribute a behavioural type to each individual (Fig 3), the effect
of each treatment (i.e. antifeedant concentration) was analyzed separately for each antifeedant
product by a multinomial regression (see Methods). Each analysis included the data of each dose
of antifeedant and the controls, and resulted in the estimations of the probability distribution
among behavioural types for each concentration of each product that are represented on Fig 4. A
Wald test was used to test the significance of the comparisons between treatments (SI-Table 1 and
SI-Table 2).

In the NeemA-zal bioassays, an increasing concentration of the product is clearly associated with
a decreasing proportion of A and B behavioural types, and an increasing proportion of E and F
behavioural types, while intermediate concentrations correspond to a higher proportion of C, D, E
behavioural types (Fig 4a). Without antifeedant, the high proportion of A and B behavioural types
correspond to larvae that immediately start consuming (A-type) or wait a short time (B-type) but
then fastly consume the whole leaf disk. For intermediate concentrations of the antifeedant, a large
fraction of the larvae start consuming at a lower rate (C-type) or wait and consume slowly (D-
type). They generally don’t finish the leaf disk. Finally, with the highest NeemAzal concentration
(10mM) 98% of the larvae are classified into the F behavioural type, that correspond to the absence
of consumption.

These results are confirmed by contrast estimates relative to behavioural type E (SI-Table 1). A
positive value of the contrast between treatments 1 and i’ means that the proportion of behavioural
type w (w being A, B, C, D or F) relative to behavioural type E is greater in treatment i than in
treatment 1’. All contrasts between 10 mM NeemAzal and lower concentrations are significantly

negative for behavioural types A, C, D, and significantly positive for behavioural type F, indicating
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a strong deficit of behavioural types A, C, D and a strong excess of behavioural type F in the
10mM NeemAzal treatment. Notice that for the B behavioural type, the comparisons lead to
negative but non-significant contrasts. This may indicate a lack of power of the experimental
design. NeemAzal treatments 0.ImM and 0.01mM are generally non-significantly different from
the control, except for behavioural types A, B C. The negative value of the significant contrasts
always indicate an excess of behavioural types A, C, and C in the control. Altogether, the analyses
indicate that ECB larvae detect NeemAzal as an antifeedant, and change their feeding behaviour

according to the concentration of the product.

In the quinine bioassay, we hardly saw any effect of the antifeedent concentration on the
distribution of behavioural types, except for a slight excess of feeding types C, D, E in the 100mM
treatment as compared to 10 mM (Fig 4b). This result is comforted by the contrasts that were
hardly significant (SI-table 2). Even when leaf disks were treated with 100 mM quinine, the
proportion of larvae showing an A/B feeding behaviour was still elevated. This indicates that
quinine, when diluted with water, has no effect on larvae feeding behaviour and that most larvae

consume the leaf disk entirely although a fraction do not start to consume immediately.

a b
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Fig 4. Distribution of behavioural types for the different treatments. For each treatment (row),
the estimated probability of each behavioural type is represented as a pie. Each row sums to one.
(a) Neemazal treatments. The Neemazal concentrations are indicated in the row names and
represented by the red colour gradient. « None » corresponds to the control with water. (b)
Quinine treatments. The Quinine concentrations are indicated in the row names and represented

by the blue coulour gradient. « None » corresponds to the control with water.
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Discussion

Insect feeding bioassays are of importance for plant health, and particularly plant breeding
programs. They allow to evaluate plant resistance against insects with chewing mouthparts by
measuring the area of tissues consumed. Here, we propose a new fast and reliable feeding bioassay
based upon measuring the consumption of leaf disks by insect larvae. We set-up a high-throughput
semi-automated design able to follow the feeding activities and movements of 150 larvae at a time
using a single webcam. This system was built with on-the-shelf readily available elements and can
be duplicated and adapted to different situations [24]. While similar systems were proposed in the
past, using videographic analyses to measure leaf consumption from a limited number of larvae,
this is the first time such a system is demonstrated to run on such a large sample of insects. Such
performances are made possible by the current evolution of the technology and because we chose
to sample images at a relatively low frequency rate. Previously described approaches using
videographic analyses were combining the measure of leaf areas with feeding phases and
movements of the larvae, using movies acquired at 30 images per second from a single larva [19]
or from a group of twelve larvae [17]. Our approach allows to monitor 150 larvae at a time.
Actually, the limiting factor is the time to prepare the setups, and more specifically, the time to
collect the larvae and to introduce them into individual cages. However, one operator can start two
different batches a day, using two experimental devices. For example, the whole NeemAzal
experiment (600 larvae) presented here was realized in two days, using four feeding bioassays
devices in parallel.

One drawback of this method, is that the feeding activities are measured on excised tissue. This
has three consequences. First, the excised tissue is deprived of its normal input of nutriments and
it is prone to desiccation, changing its physiology and shape. Maintaining the moisture of leaf
disks punched on the plant can limit desiccation during the experiment [16,19,25]. Second, the
leaf disk characteristics changed over the course of the experiment, their colour sometimes turning
yellowish or becoming paler. This is why we fill the cages with 1% agarose the day before the
experiment [25], and sandwich them between two glass plates as shown in Fig 1. Lastly, leaf disks
are mechanically excised, thus wounding the tissues, especially along the border of the disk. As
reported in [9], several studies found no differences between detached/attached leaves and leaf
disc assays. Nevertheless, the results obtained with leaf disks ought to be considered as a proxy
precisely because of these limitations. Notice that the use of excised leaf disk allows a physical
separation between the production of the plants and the location where the pest insects are held,

and therefore minimizes the risks of contamination of the plant production site.
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As a test case, we analysed here how European corn borer larvae modulate their feeding activities
when leaf disks are treated with one potential antifeedant, either NeemAzal, which contains
azadirachtin, or quinine, which an alkaloid detected as bitter by many organisms including
humans. Azadirachtin is a triterpenoid, and a complex molecule, which is often considered as a
universal antifeedant for insects [26,27]. NeemAzal is a commercial extract containing mainly
azadirachtin and it was previously shown that it is indeed antifeedant for ECB larvae [10,15],
showing both antifeedant and insecticide activities [10,26—-28]. We found here that NeemAzal has
a strong impact on the distribution of consumption curves (Fig 4a). As a second test compound,
we tested the alkaloid quinine, which is found in the bark of Cinchona and Remijia trees [29]. This
compound is used as an antimalarial agent and is used at low doses for its bitter taste to humans.
It is an antifeedant for different animals, including Drosophila [30], and several Lepidoptera [31—
34]. Interestingly, ECB larvae did not respond to quinine in our tests. Scattered observations in the
literature reported the absence of bitterness of quinine in another Lepidoptera [35] and mantids
[36]. While this observation is new for O. nubilalis, it remains to be tested whether the lack of
response to quinine is species-specific. Actually, immature insect stages may exhibit different taste
responses as shown in one Diptera [37] and one Lepidoptera [38]. This lack of sensitivity could
concern only the specific larval stage (L2) tested here.

Our approach introduces original statistical analyses which are new for this field. We designed a
rigorous statistical approach to compare the time course of feeding activities. Classical
consumption tests usually rely upon comparing feeding after fixed interval(s) of time
[10,11,16,39-43]. With the approach developed here, we can characterize properly the different
feeding strategies adopted by several insects confronted to the same situation. While the classical
approach and our approach may globally obtain comparable results, we will be able to better
characterize whether plant resistance factors or externally applied chemicals have an immediate
sensory effect or if they are the consequence of post-ingestive effects.

Lastly, the system described here, with its cutting edge methodology, its affordability and its
possibility to test large number of insects opens up new possibilities to evaluate the variability of

feeding behaviours within populations of insects.

Materials and Methods

Insect rearing
Ostrinia nubilalis Hbn. eggs were obtained from Bioline AgroSciences (France). Eclosed larvae
were maintained in Petri dishes on an artificial diet (1.32 1 water, 27 g agar powder, 224 g corn

flour, 60 g dried yeast, 56 g wheat germ, 12 g L-ascorbic acid, 4 g vitamin mixture and minerals
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(Ré£.0155200), 0.8 g chlortetracycline, 2 g hydroxybenzoic acid methyl, 1.6 g sorbic acid and 4 g
benzoic acid), under 16 :8 (light: dark) photoperiod at 70% humidity and at 26°C. Second instar

larvae (10 days old) were used for the feeding bioassays.
Maize plants

Seeds from the maize inbred line MBS847 NLN14 were obtained from Saclay’s Divergent
Selection Experiments [44]. Seeds were pre-germinated in Sprouting Trays before being
transferred into individual pots (4 1) containing Jiffy® premium substrate. Plants were grown in a
greenhouse at 16 h light: 8 h darkness with the temperature between 21-24°C and 70% humidity.
Leaf disks of 1 cm diameter were taken from mature leaves of the same leaf rank (rank 8). To
obtain samples of 50 leaf disks, approximately 10 leaf disks were sampled on five different plants

at the same developmental stage, so that the experiment is not destructive.
Bioassays

Each plate was designed as a plate of 10 x 5 square cages of (13 x 13 x 11 mm) separated by 1 mm
walls [24]. The bottom of the plate was designed with two grooves to slide in a glass plate cut to
the corresponding dimensions. The plate was first half-filled with 1% agar solution to maintain
leaf disk moisture during the experiment [25]. One leaf disk and one larva (10 days old) was added
in each cage [45]. The top of the plate was then covered with a second glass plate and maintained
in place with two rubber bands, to prevent larvae to escape (Fig 1). The webcam was inserted into
a stand made from MDF (Medium Density Fiberboard) cut by laser cutting (Fig 1). This stand
enclosed an area fitting three plates, and ensured that images were taken at the same distance and
under the same angle. The plates and the stand were placed on top of an A3 white LED light panel
(white 4000K; Display Concept, Brussels, Belgium), lying flat on a table. In this paper, one
bioassay consisted in setting-up two experimental systems at a time, with simultaneously
monitoring six plates with two webcams.

Instructions for the making-up of the experimental system are deposited on a dataverse [24] and
are freely available. Plates were designed with AutoCAD software with a 3D printer (Ultimaker
2+) using white PLA (polylactic acid) filament (Ref.RS Stock No. 134-8192), at a resolution of
0,6 mm [24].

Experimental system

Leaf disks were deposited on the 50-cages plates onto 1% agarose gel immediately after sampling
to avoid dehydration. The bioassays consisted in testing the leaf consumption by the larvae in the
absence or in the presence of an antifeedant. Two products at different concentrations were tested:

an extract from neem seeds, NeemAzal (AMM n° 2140090 *) that contains azadirachtin, and
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quinine hydrochloride (Sigma Aldrich; CAS number: 6119-47-7). Leaf disks were sprayed with
10 ul (as spraying volume) of the substance with distilled water as solvent and kept 15 to 20 min
at ambient temperature to let the solution dry before starting the experiment. This spraying has
been done with repeater sprayer (Repeater ® E3/E3x) on one side of leaf disk. Five concentrations
were used for either NeemAzal and quinine according to experimental design (Table 1). One larva
(second instar) was deposited in each cage. Plates were placed in the monitoring device and larvae
were allowed to feed for 48 hours at ambient temperature. A treatment (i.e. one specific
concentration of the product) was tested in two 50-cages plates with 50 leaf-disks treated with the
same concentration of the product. For each product, we conducted two bioassays/batches that
started on two consecutive days (Table 1). In each batch, treatments were randomly assigned to
the plates. As we tested two antifeedant products, this experimental design led to the acquisition

of 1200 O. nubilalis larvae feeding curves (2 products * 6 treatments * 2 replicates * 50 leaf disks).

Table 1. Experimental design. Each batch corresponds to an experiment performed on the same
day with six different plates. One plate in a batch corresponds to one treatment. The plates are
identified by letters corresponding to their position in the experimental set-up. Plates a, b, ¢ are
connected to the same camera, as well as plates d, e, f. Neem corresponds to NeemAzal treatment

and Quin to Quinine treatment.

Batch

19-06-18 19-06-19 | 19-06-27 |19-06-28
Control 00 d e a b

0.01
0.1
Neem (mM) 1
3
10
0.01 - -
0.1 - -
Quin (mM) 1 - -
10 - -
100 - -

Antifeedant Concentration

S| |0 |
o m|alT|o
1
1

o0 |||
(ORI N =T el
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Image acquisition and analysis

Image acquisition: Webcams (Logitech Pro C970) were connected to the USB port of a PC
computer, with sufficient disk memory to store the images. Notice that one standard computer
could easily control the 4 webcams, although we only used two webcams here. Time-lapse images
were taken every minute by a video surveillance software (VisionGS BE 3.1.0.4;

http://www.visiongs.com) as 1920 x 1080 pixels jpg files, named with a time stamp.

Image analysis: Image analysis of the stacks was performed semi-automatically, with the help of
custom programs working within the bio-imaging open-source program ICY [21]. In order to
follow the consumption of each leaf-disk, regions of interest (ROIs) must first be defined to locate
each cage or disk. This is done semi-automatically with a plugin called RoitoRoiArray

(http://icy.bioimageanalysis.org/plugin/roitoarray/). The plugin automatically analyses the

image stacks and makes a first proposal for the ROIs, that need to be refined by the user. Then,
the plugin generates arrays of ROIs, gives them a unique ID and saves them into an XML file (Fig

2a&b). A second plugin, Areatrack (http://icy.bioimageanalysis.org/plugin/areatrack/), allows

users to load stacks of images, browse or display them as a time-lapse movie, and analyses them
(Fig 2cé&d). After loading the ROIs from the previous file, each image of the stack is filtered and
thresholded to keep only the pixels corresponding to the leaf areas. Movements of the larvae can
also be detected by performing image to image subtraction followed by thresholding. These
measures can then be displayed or saved as a CSV file. As considerable variation of lightning and
colour of the leaf disks occurred, two detection strategies were implemented. The first approach
was to transform the RGB image by transforming it into a grey plane and applying a unique
threshold. The filters implemented are: R, G, B, 2R-(G+B), 2G-(R+B), 2B-(R+G), (R+G+B)/3, or
converting the image into the HSB space and extracting one component H (HSB), S(HSB) and B
(HSB). Although this approach is satisfactory in most cases, some experiments could not be
analysed this way. We introduced another approach, consisting in letting the user point at dots on
the screen to build a matrix of colours. These colours were stored either in the RGB, HSV or
H1H2H3 space. The user could threshold the image using a distance around these colours, L1 or

L2. The distance L1 between colour c1 and c2 is defined in the RGB space as distance

L1 =|R¢1 — Rzl + 1Gey — Gea| + 1By — Beal.
Distance L2 is defined as distance
L2 = \/((Rm —R¢2)? + (Gey — G2)? + (Ber — Bez)?) .

Both approaches let the user display the thresholded image as an overlay over the original images

and thus choose the best adapted threshold. As these experiments generate huge amount of data,
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additional procedures were implemented behind the screen to fetch data from the disk in advance,
and also to explore and analyse only a fraction of the data, for example one image under 10 or
under 60. Once the detection was done, by analysing all images of the stack or a subset of them,
the resulting data were exported as an excel file, including three type of measures: the raw data
(i.e. the number of pixels over the threshold in each cage), a running average and a running median
of the raw data using a user-defined span (usually n=10). While this analysis can be run on the
three plates at once, it was found more convenient to perform the analysis plate by plate, so that
the measures performed on each 50-cages plate were saved into one separate file. Although
recordings were performed on longer time periods, this paper reports analyses made over a 48h

period, corresponding to stacks of 2,880 images per plate.
Data analysis

Series of R scripts were written for data processing and statistical analysis. The scripts, along with
the raw data and a documentation were deposited in a dataverse [22] and are freely available.
Metadata: raw files were stored using lab storage facilities on specific directories. Directories
names contain information about the date of the experiment and the camera number. Csv filenames
contained all the information about the experiment: date, camera ID, plate ID, insect population,
plant genotype, plant environment, plant coordinates, substance name, substance concentration.
After image analysis, all csv files to be analysed together were copied under a single sub-directory
Standardization: first, pdf images of leaf consumption through time are produced. Each pdf file
corresponds to one plate and contains 50 plots, one for each cage. Cages that produced abnormal
plots, identified by their row and column coordinates, were manually removed from the analysis.
Then, we standardized the data by dividing the leaf area by the total leaf area at time 70. Hence,
the basic measure became the fraction of intact leaf disk from each cage at each time-point. We
defined tmax=2500mn (40 hours), and only retained the data taken before tmax.

Data clustering: the whole dataset, comprising the experiments performed with NeemAzal
quinine and the control (four batches, 24 plates, 1200 cages corresponding to 1200 consumption
curves), was used to run unsupervised clustering algorithm SOTA [23] on the individual curves in
order to obtain 14 clusters. The total number of clusters was empirically chosen to avoid having
clusters containing only a couple of curves and proved to be robust over the different experiments.
Typology of feeding behaviour: each curve was characterized by the time after which 20%, 50%
and 80% of the leaf disk was consumed, respectively noted t20, t50, t80, and the fraction of the
leaf disk consumed at fmax. When less than 20%, 50% or 80% of the leaf disk was consumed at
tmax, the corresponding variable was given the value of tmax. Then, each cluster was characterized

by the median t20, t50, t80 and total fraction consumed, using the values of the curves belonging
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to the cluster (Fig 3.2). We then arranged the 14 clusters into 6 groups based on their median values
for t20, t50, t80 and total fraction consumed using the K-means algorithm [45]. Each group
corresponded to a different feeding behaviour named by a letter from A to F (Fig 3.2). All the
curves belonging to the same behavioural group were assigned the same letter and are referred as
“behavioural type” below and in the results section

Data transformation: at the end of the analysis, each cage 1, corresponding to treatment i, batch
j and plate k was characterized by the feeding behavioural type (A to F) of the group to which it
belongs. Hence, the observations of a single cage can be summarized into a vector of zeros and
ones Zjjy = (Ziljkl, s ik ...,Zi'jfkl), (1) where w represents one feeding behaviour, with w in
{A,B,C, D, E, F}, and Zj, = 1if the observed feeding behaviour is w, and Zijiu = 0 if else.
For a given cage subscripted by ijkl, ZV”V’ZlZi‘”j’kl =1

Statistical analysis: a separate analysis was conducted for each product (NeemAzal and Quinine).
Zjji 18 the result of one multinomial sampling in

Zijia = M(L, 00 Dk - 1) (1)

where pif = P(z Tkl = w) is the probability that a single observation falls into the feeding
behaviour w. We used the logistic multinomial regression [46] to estimate the probabilities. For a
given

For a given product, the full model writes

pW
log( ld,") =W +al + B+l
ijk

where a}” is the treatment effect, E]‘-"’ is the batch effect, and y}}, is the interaction between plate and
treatment effects.
The experimental setting was highly imbalanced. For example, only control plates from the two
quinine batches were added to the NeemAzal experiment, so that it was not possible to test for the
batch effect. Similarly, because we used only two plates for each treatment (except for the
controls), interactions between plates and treatments cannot be estimated. We therefore used the
submodel (2) to infer the effects of the treatments, that writes:
log (%) =W +a” (2)

Dijk
wherep" is the average proportion of the feeding behaviour w, a}” is the effect of treatment i, and
W is the reference feeding behaviour. Submodel (2) was compared to a model were the differences

between the observations were only due to the plates, whatever the treatment

tog (55) = + 1 3

4
Dijk
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Models (2) and (3) were compared using the Akaike Information Criterion (AIC) [47]. In the two
experiments, model (2) was chosen by the AIC criterion, meaning that probabilities that one cage
falls in one given behaviour group rather than another depends more on the treatment (product
concentration) than the plate it belonged to.

The multinomial regression (2) provided an estimation of the probabilities associated with each

treatment, using

ea""+&‘i”

P =

- Y
1+Zve(l +&y

that were used for the graphical representations (Fig 4).

A Wald test was performed to compare the treatments [48]. Contrasts between two treatments 1
and i’ are computed as the differences a — a}}. A positive value of the contrast means that the
proportion of feeding type w relative to feeding type W is greater in treatment i than in treatment
1. With multinomial regression, the choice of the reference is tricky. The best reference is the
category were the observations are equally distributed between the treatments. We chose the
feeding type F as the reference for the quinine experiment, and the feeding behaviour E for the

NeemAzal experiment.

Acknowledgments

This work was supported by a scholarship from the Islamic Bank of Development to Inoussa
Sanane (N° BID: 600033174) and a grant from the BASC labex (ITEMAIZE project) supported
by IDEX Paris-Saclay. We are grateful to Stephane Dallongeville (Institut Pasteur), for his
constant help and support for the development of the ICY plugins. We warmly thank members of
J Legrand’s and F Marion-Poll’s laboratories for discussion and support during this work and

R Jeannette for his help for the insects rearing.

Reference

1. Battisti A, Larsson SA, Bjorkman C, Niemeld P. Climate change and insect pest distribution
range. In 2015.

2. Castex V, Beniston M, Calanca P, Fleury D, Moreau J. Pest management under climate
change : The importance of understanding tritrophic relations. Science of The Total
Environment. 2018 ; 616—617 :397-407. academia.edu/40167318.

3. Bradshaw CJA, Leroy B, Bellard C, Roiz D, Albert C, Fournier A, et al. Massive yet grossly
underestimated global costs of invasive insects. Nature Communications. 2016 ;7(1) :
12986.nature.com/articles/ncomms12986.

58



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Sakai AK, Allendorf FW, Holt JS, Lodge DM, Molofsky J, With KA, et al. The Population
Biology of Invasive Species. Annual Review of Ecology and Systematics. 2001 ;32(1) :305—
32. doi : 10.1146/annurev.ecolsys.32.081501.114037.

Little CM, Chapman TW, Hillier NK. Plasticity Is Key to Success of Drosophila suzukii
(Diptera : Drosophilidae) Invasion. J Insect Sci. 2020 ;20(3). doi : 20/3/5/5837529.

Goggin FL, Lorence A, Topp CN. Applying high-throughput phenotyping to plant—insect
interactions : picturing more resistant crops. Current Opinion in Insect Science. 2015 ;9 :69—
76. doi : S2214574515000334.

Jones CG, Coleman JS. Leaf disc size and insect feeding preference : implications for assays
and studies on induction of plant defense. Entomologia Experimentalis et Applicata. 1988
;47(2) :167-72. doi :10.1111/j.1570-7458. 1988.tb01132. x.

Nandy S, Chen Q, Yang J, Beasley D, Li H, Goettel M. Use of a detached leaf screening
method for segregating Colorado potato beetle (Leptinotarsa decemlineata Say) resistant

Solanum hybrid lines. Canadian journal of plant science Revue canadienne de phytotechnie.
2008 ;88(4) :633—638. doi :10.4141/CIJPS07047.

Visschers IGS, Dam NM van, Peters JL. An objective high-throughput screening method for
thrips damage quantitation using Ilastik and ImagelJ. Entomologia Experimentalis et
Applicata. 2018 ;166(6) :508—15.doi :10.1111/eea.12682.

Descoins C. Perception de substances antiappétentes par des chenilles de 1épidoptéres
phytophages. L’ Année Biologique. 2001 ;40 :55-73. doi : S0003501701720855.

Arnason JT, Philogéne BJR, Donskov N, Hudon M, McDougall C, Fortier G, et al.
Antifeedant and insecticidal properties of azadirachtin to the European Corn Borer, Ostrinia
nubilalis. Entomologia Experimentalis et Applicata. 1985 ;38(1) :29-34. doi:10.1111/j.1570-
7458. 1985.tb03494. x.

Belles X, Camps F, Coll J, Piulachs MD. Insect antifeedant activity of clerodane diterpenoids
against larvae of Spodoptera littoralis (Boisd.) (Lepidoptera). J Chem Ecol. 1985 ;11(10)
:1439-45. doi :10.1007/BF01012143.

Yencho GC, Renwick JAA, Steffens JC, Tingey WM. Leaf surface extracts of Solanum
berthaultii hawkes deter colorado potato beetle feeding. J Chem Ecol. 1994 ;20(5) :991-
1007. doi :10.1007/BF02059737.

Shields VDC, Smith KP, Arnold NS, Gordon IM, Shaw TE, Waranch D. The effect of varying
alkaloid concentrations on the feeding behaviour of gypsy moth larvae, Lymantria dispar (L.)
(Lepidoptera : Lymantriidae). Arthropod-Plant Interactions. 2008 ;2(2) :101-7. doi
:10.1007/s11829-008-9035-6.

Guthrie WD, Dicke FF, Neiswander CR. Leaf and sheath feeding resistance to the European
corn borer in eight inbred lines of dent corn. 1960 ; doi :1811/62651.

Isman MB, Koul O, Luczynski A, Kaminski J. Insecticidal and antifeedant bioactivities of
neem oils and their relationship to azadirachtin content. J Agric Food Chem. 1990 ;38(6)
:1406-11. doi :10.1021/j00096a024.

Escoubas P, Lajide L, Mitzutani J. An improved leaf-disk antifeedant bioassay and its
application for the screening of Hokkaido plants. Entomologia Experimentalis et Applicata.
1993 ;66(2) :99-107. doi :10.1111/5.1570-7458.1993.tb00697 ..

Alchanatis V, Navon A, Glazer I, Levski S. PA—Precision Agriculture : An Image Analysis
System for measuring Insect Feeding Effects caused by Biopesticides. Journal of Agricultural
Engineering Research. 2000 ;77(3) :289-96. doi : S0021863400906103.

59



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Rowley M, Stitt J, Hanson F. Image analysis of small animal feeding behaviour. Behaviour
Research  Methods, Instruments, & Computers. 2003 ;35(3) :447-51. doi
:10.3758/BF03195522.

Ji CW, Park C-G, Lee S-W, Kim J-H, Choi BR. Continuous measuring of leaf area for
analyzing feeding behaviour of Spodoptera litura (Lepidoptera : Noctuidae) larva. Journal of
Asia-Pacific Entomology. 2017 ;20(2) :491-5. doi : S1226861516303508.

Chaumont F de, Dallongeville S, Chenouard N, Hervé N, Pop S, Provoost T, et al. Icy: an
open bioimage informatics platform for extended reproducible research. Nature Methods.
2012 ;9(7) :690-6. doi : nmeth.2075.

Sanane I, Dillmann C, Legrand J, Marion-Poll F. R scripts and datas for the analysis of
Lepidoptera feeding bioassays. V1 ed. Portail Data INRAE ; 2020. doi :10.15454/CRIUDY.

Herrero J, Valencia A, Dopazo J. A hierarchical unsupervised growing neural network for
clustering gene expression patterns. Bioinformatics. 2001 ;17(2) :126-36.
doi:17/2/126/182096.

Sanane I, Dillmann C, Marion-Poll F. Instructions for the building of the Sanane lepidoptera
larvae feeding bioassay device. V1 ed. Portail Data INRAE ; 2020. doi :10.15454/UVXKDJ.

Jin S. Maize defense responses to caterpillars at the molecular, phenotypic and ecological
scales. [PhD Thesis]. Pennsylvania State University ; 2017.

Schmutterer H. Potential of azadirachtin-containing pesticides for integrated pest control in
developing and industrialized countries. Journal of Insect Physiology. 1988 ;34(7) :713-9.
do0i:0022191088900820.

Mordue (Luntz) AJ, Blackwell A. Azadirachtin : an update. Journal of Insect Physiology.
1993 ;39(11) :903-24. doi :0022191093900018.

Bezzar-Bendjazia R, Kilani-Morakchi S, Maroua F, Aribi N. Azadirachtin induced larval
avoidance and antifeeding by disruption of food intake and digestive enzymes in Drosophila
melanogaster (Diptera : Drosophilidae). Pestic Biochem Physiol. 2017 ;143 :135-40.

Ruiz-Mesia L, Ruiz-Mesia W, Reina M, Martinez-Diaz R, de Inés C, Guadafio A, et al.
Bioactive Cinchona Alkaloids from Remijia peruviana. J Agric Food Chem. 2005 ;53(6)
:1921-6. doi :10.1021/jf048880e.

Sellier M-J, Reeb P, Marion-Poll F. Consumption of bitter alkaloids in Drosophila
melanogaster in multiple-choice test conditions. Chem Senses. 2011 ;36(4) :323-34.

Minnich DE. An experimental study of the tarsal chemoreceptors of two nymphalid
butterflies. Journal of Experimental Zoology. 1921 ;33(1) :172-203. doi
:10.1002/jez.1400330105.

Ramaswamy SB, Cohen NE, Hanson FE. Deterrence of feeding and oviposition responses of
adult Heliothis virescens by some compounds bitter-tasting to humans. Entomologia
Experimentalis et Applicata. 1992 ;65(1) :81-93. doi :10.1111/j.1570-7458.1992.tb01630.x.

Shikano I, Akhtar Y, Isman MB, Rankin CH. Dishabituating long-term memory for gustatory
habituation in the cabbage looper, Trichoplusia ni. Behav Neurosci. 2010 ;124(5) :701-5.

Salloum A, Colson V, Marion-Poll F. Appetitive and Aversive Learning in Spodoptera
littoralis Larvae. Chem Senses. 2011 ;36(8) :725-31. doi :36/8/725/266361.

Pszczolkowski MA. Pharmacological analysis of the feeding response of codling moth
(Cydia pomonella ; Lepidoptera : Tortricidae) neonates to bitter compounds. 2017 ;

60



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

Mebs D, Wunder C, Toennes SW. Coping with noxious effects of quinine by praying mantids
(Mantodea) and spiders (Araneae). Toxicon. 2019 ;162 :57—-60. doi : S0041010119300959.

Stidler E, Schoni R. High sensitivity to sodium in the sugar chemoreceptor of the cherry fruit
fly after emergence. Physiological Entomology. 1991 ;16(1) :117-29. doi :10.1111/5.1365-
3032.1991.tb00548 .x.

Sandoval M, Albert PJ. Chemoreception of sucrose and amino acids in second and fourth
instars of the spruce budworm Choristoneura fumiferana (Clem.) (Lepidoptera : Tortricidae).
Journal of Insect Physiology. 2007 ;53(1) :84-92. doi : S0022191006001855.

Menezes Jr. AO, Oliveira A, Mikami AY, Ide AK, Ventura MU. Feeding preferences of
Microtheca punctigera (Achard) (Coleoptera : Chrysomelidae) for some Brassicaceae plants
in multiple-choice assays. Scientia Agricola. 2005 ;62(1) :72-5. doi: SO0103-
90162005000100014&Ing=en&nrm=iso&tlng=es.

Clark EL, Isitt R, Plettner E, Fields PG, Huber DPW. An Inexpensive Feeding Bioassay
Technique for Stored-Product Insects. Journal of Economic Entomology. 2014 ;107(1) :455—
61. doi:10.1603/EC13283.

O’Neal ME, Landis DA, Isaacs R. An Inexpensive, Accurate Method for Measuring Leaf
Area and Defoliation Through Digital Image Analysis. J Econ Entomol. 2002 ;95(6) :1190—
4. doi :95/6/1190/863513.

Huang J, Nuessly GS, McAuslane HJ, Nagata RT. Effect of screening methods on expression
of romaine lettuce resistance to adult banded cucumber beetle, Diabrotica balteata
(coleoptera : chrysomelidae). Florida Entomologist. 2003 ;86(2) :194-8. doi:10.1653/0015-
4040(2003)086%5B0194:EOSMOE%5D2.0.CO%3B2.

Vigneault C, Barkiré B, Martel P. Méthode de mesure de surface de feuilles utilisée dans
I’évaluation d’insecticides. Cahiers Agricultures. 1995 ;4(1) :53-55 (1). doi : 29868.

Aguirre-Liguori JA, Gaut BS, Jaramillo-Correa JP, Tenaillon MI, Montes-Hernadndez S,
Garcia-Oliva F, et al. Divergence with gene flow is driven by local adaptation to temperature
and soil phosphorus concentration in teosinte subspecies (Zea mays parviglumis and Zea
mays mexicana). Molecular Ecology. 2019 ;28(11) :2814-30. doi :10.1111/mec.15098.

Janior ALB, Souza BHSD, Costa EN, Ribeiro ZA, Stout MJ. Facteurs influencant
I’expression de 1’antixénose dans le soja a Anticarsia gemmatalis et Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera : Noctuidae). Journal of Economic Entomology. 2015 ;108(1) :317-25. doi
:10.1093/jee/tou007

Hartigan JA, Wong MA. Algorithm AS 136 : A K-Means Clustering Algorithm. Journal of
the Royal Statistical Society Series C (Applied Statistics). 1979 ;28(1) :100-8. doi :2346830.

Venables WN, Ripley BD. Modern Applied Statistics with S [Internet]. 4th ed. New York :
Springer-Verlag; 2002. (Statistics and Computing). doi :9780387954578.

Akaike H. Information Theory and an Extension of the Maximum Likelihood Principle. In :
Parzen E, Tanabe K, Kitagawa G, editors. Selected Papers of Hirotugu Akaike. New York,
NY : Springer ; 1998. p. 199-213. (Springer Series in Statistics). doi :10.1007/978-1-4612-
1694-0 15.

Davidson R, Mackinnon JG. ‘The Method of Maximum Likelihood : Fundamental Concepts
and Notation’. Estimation and Inference in Econometrics. New York : Oxford University
Press. p. 89. ISBN. 1993. doi : ged.econ.queensu.ca/ETM/etm-info.html.

61



62



Supplementary information

SI_Table 1: Contrasts between the different concentrations of NeemAzal treatments within
each typology of feeding behaviour. Contrasts are exprimed on the logit scale, relative to the
reference feeding behavioural category E. For each contrast and each behavioural type, the levels
of significance is indicated by the colour filling. Darkgray = significant at the 1%o risk level.l.

Lightgrey = significant at the 1% risk level. White = non significant at the 1% risk level.

Contrast A B C D F

neem 10-3mM -10,84 | -8,32 2,17 | -12,11 | 4,59
neem 10-1mM -12,61 | -11,29 | -15,31 | -14,44 | 4,78
nem 10-0,1mM -15,34 | -12,25 | -16,22 | -14,98 | 5,00
neem 10-0,01mM -17,13 | -13,96 | -16,70 | -15,27 | 4,88
neem 10mM-Control -18,07 | -15,26 | -17,29 | -15,08 | 2,75
neem 3-1mM -1,77 | 297 | -17,48 | -2,33 0,18
neem 3-0,1mM -4,50 | -3,93 | -18,39 | -2,87 | 041
neem 3-0,0lmM -6,29 | -5,64 | -18,87 | -3,16 0,29
neem 3mM-Control -723 | -6,94 | -19,46 | -297 | -1,85
neem 1-0,1mM -2,73 | -0,96 | -0,91 | -0,54 | 0,22
neem 1-0,0lmM -4,52 | 2,67 | -1,39 -0,83 0,11
neem 1mM-Control -5,46 | -397 | -198 | -0,64 | -2,03
neem 0,1-0,01mM -1,79 | -1,71 -0,48 -0,29 | -0,12
neem 0,1mM-Contol -2,73 | -3,01 -1,07 -0,10 | -2,25
neem_0,01mM-Control -0,94 | -1,30 | -0,59 0,18 | -2,13
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SI-Table 2: Contrasts between the different concentrations of Quinine treatments within
each typology of feeding behaviour. Contrasts are on the logit scale, relative to the reference
behavioural type F. For each contrast and each behavioural type, the levels of significance is
indicated by the colour filling. Darkgray = significant at the 1%o risk level. Lightgrey = significant
at the 1% risk level. White = non significant at the 1% risk level.

A B C D E
quin_100-10mM -1,3 -0,08 16,06 (16,47 |15,12
quin_100-1mM 0,14 0,49 0,742 10,657 [1,099
quin 100-0,1mM -1,94 |-0,75 |-0,42 1,216 {0,118
quin_100-0,01mM 0,05 0,41 1,738 12,683 |15,17
quin_100mM-Control -0,62 0,55 -0,13 1,453 1,558
quin_10-1mM 1,44 0,57 -15,3 -15,8 -14
quin_10-0,1mM -0,64 |-0,67 |-16,5 -15,3 -15
quin_10-0,01mM 1,35 0,49 -14.3 -13,8 0,054
quin_10mM-Control 0,68 0,63 -16,2 -15 -13,6
quin_1-0,1mM 2,08 |-1,24 |-1,16 0,559 |-0,98
quin_1-0,01lmM -0,1 -0,09 10,996 (2,026 |14,07
quin ImM-Control -0,76 0,05 -0,88 0,796 10,46
quin_0,1-0,01mM 1,98 1,15 2,16 1,467 |15,05
quin_0,1mM-Control 1,32 1,29 0,288 10,237 |1,441
quin_0,01mM-Control -0,66 (0,14 -1,87 -1,23 -13,6
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2.2 Résultats complémentaires sur la mise au point des tests de consommation

En complément de I’article présenté dans ce chapitre, soumis a la revue PLOS-Biology, différents
essais ont été réalisés pour la mise au point des tests de consommation et sont présentés ici. Tout
d’abord, I’'une des originalités du test de consommation que j’ai mis au point est de prendre en
compte I’ensemble de la dynamique de consommation pour chaque larve, mais aussi la variabilité
des comportements individuels des larves d’insecte soumises a un méme traitement. Les tests de
consommation pratiqués de facon courante n’utilisent en général qu'une seule information, le
temps mis par une larve pour consommer 50% d’un disque foliaire (£50). Je présente ici les
résultats du jeu de données utilisé pour 1’article (Sanane et al., 2020) en utilisant la variable 50
pour comparer les traitements. Par ailleurs, j’ai également réalisé des tests pour évaluer 1’effet de

1’¢éthanol sur I’appétence des larves, dont je présente les résultats préliminaires.

2.2.1 Utilisation de la variable t50 pour comparer les vitesses de

consommation des larves

Le dispositif expérimental mis au point a été utilisé pour mesurer la réponse des larves de pyrale
Ostrinia nubilalis (ECB) a différentes concentrations de deux molécules supposées
antiappétentes : 1’huile de neem (NeemAzal) et la quinine. Le prétraitement des données fournit
un fichier contenant, pour chaque unité expérimentale (un puits d’une plaque de 50 puits soumis
au méme traitement), différentes statistiques décrivant la courbe de consommation, dont le temps
mis par la larve pour consommer 50% de la surface du disque foliaire (z50), et aussi une lettre
correspondant au type de consommation, appartenant a I’'une des six catégories identifiées (typo).
La variable fypo est une variable qualitative, dont les variations peuvent étre analysées en utilisant
des méthodes de régression multinomiale (Sanane et al., 2020). La variable 50 est une variable
quantitative, dont les variations peuvent étre analysées par régression linéaire. Les résultats
présentés ici, basés sur 1’analyse du 750 telle qu’elle est pratiquée classiquement, montrent
pourquoi ce modele de régression linéaire basé sur le 50 n’est pas adapté pour analyser la

consommation des larves de pyrale sur des disques foliaires de mais.
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Matériel et méthodes

Pour chaque expérience, des disques foliaires d’environ 1cm de diamétre ont été prélevés sur des
feuilles matures de rang 8 de plants de mais de la lignée MBS847_MLN14 cultivés en serre.
Chaque réplicat consiste en 50 disques foliaires déposés sur une plaque et traités par pulvérisation
de 10 pl de solution aqueuse pouvant contenir du NeemAzal (AMM n° 2140090 *) ou de la quinine
(Sigma 295 Aldrich ; CAS number : 6119-47-7) a différentes concentrations. Pour chaque
molécule et chaque concentration, deux réplicats sont réalisés. Les réplicats sont organisés en
batch. Chaque batch comprend un ensemble de six plaques étudiées le méme jour dans les mémes
conditions. Le plan d’expérience est résumé dans le tableau 1. Une unité expérimentale est
identifiée de facon unique par le batch, la plaque, et les coordonnées du puits. Les unités
expérimentales d’une méme plaque et d’'un méme batch ont recu le méme traitement. Au début de
I’expérience, une larve est déposée dans chaque puits. Les larves sont issues d’une population
d’¢élevage maintenue par Bioline AgroSciences (France). Pour chaque expérience, des larves au
stade L2 et de taille similaire sont choisies dans la population pour étre déposées dans chaque
puits. L’enregistrement débute lorsque toutes les plaques d’un méme batch sont disposées a leur

place dans le dispositif.
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Tableau 1. Plan d’expérience. Chaque batch correspond a une expérience réalisée le méme jour
avec six plaques différentes. Une plaque d’un batch correspond a un traitement. Les plaques sont
identifiées par des lettres correspondant a leur position dans le dispositif expérimental. Les plaques

a, b, c sont reliées a une méme caméra, de méme que les plaques d, e, f.

Traitement Batch
Neem  |Quin (mM)| Label 19-06-18 19-06-19 | 19-06-27 | 19-06-28
(mM)
0 0 Control d e a b
0.01 0 nl a c
0.1 0 n2 c b
1 0 n3 e d
3 0 n4 f f
10 0 nS b a
0 0.01 ql d f
0 0.1 q2 b c
0 1 q3 f d
0 10 gs c a
0 100 q6 e e
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Les images sont enregistrées chaque minute durant 24h. Les étapes d’analyse d’image et de
prétraitement des données permettent d’obtenir un fichier .csv avec une mesure par puit. Pour le
150, la variable al€atoire est Y;j; correspondant a la mesure du 750 pour le traitement i, dans le
batch j et le puits k. Les sources de variation prises en compte sont 1’effet fixe traitement ¢t; et

Ieffet al¢atoire de la plaque P;; :
Yijk =+t + Pij + Ejj

Dans ce modele, les effets aléatoires de la plaque sont supposés identiquement et indépendamment

distribués selon une loi normale de moyenne nulle et de variance 2.

Les résidus sont supposés identiquement et indépendamment distribués selon une loi normale de
moyenne nulle et de variance o2. Le package R nlme (Pinheiro, Bates, & DebRoy, 2018) a été
utilisé pour I’étude du modele a effet aléatoire. La significativité des effets plaque et des effets

traitement a ét€é mesurée par comparaison de modeles emboités : Confere tableau 2 ci-dessous.

Tableau 2. Modéles emboités utilisés pour tester I’effet du traitement et I’effet de la plaque.
La comparaison entre les modeles M1 et M2 permet de tester 1’effet traitement. La comparaison

entre les modeles M2 et M3 permet de tester 1’effet plaque.

Modéle Décomposition Description

Mil Yijk = u+t; + P + Ejj, | Modele complet avec un effet du traitement et un effet
plaque

M2 Yiik = u+ Py + Ejji Modele sans effet traitement

M3 Yijg =0+t +Ejj Modele sans effet plaque

Le modele M1 a été utilisé pour estimer la moyenne du t50 pour chaque concentration, et son
intervalle de confiance. Les deux traitements NeemAzal et Quinine ont été étudiés séparément. Un
graphe des résidus a été produit pour chaque traitement pour valider I’hypothése d’indépendance

des résidus.
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Résultats

Chaque traitement, NeemAzal et Quinine, a été analysé séparément. Cependant, pour augmenter
la puissance des tests, les données correspondant au contrdle (eau) des expériences Quinine ont
été agrégées au traitement NeemAzal, et inversement. Les principaux résultats sont représentés de

facon graphique sur la figure 1.

Forte variabilité des comportements individuels des larves. Les figures 1a (NeemAzal) et 1d
(Quinine) représentent les données brutes sous forme de boxplot en fonction de la concentration
du traitement. On peut constater une forte dispersion des valeurs autour de la médiane, a
I’exception du traitement 10mM de NeemAzal (n5), pour lequel le t50 est presque toujours égal a
la durée maximale d’enregistrement. Pour cette concentration de NeemAzal, les disques de mais
ne sont en général pas consommés par les larves. Dans les autres cas, on constate que la médiane
est rarement au centre de ’intervalle entre les quantiles a 5% et 95%, ce qui indique que les
données, pour une concentration donnée, ont une distribution asymétrique. Pour une concentration
donnée du traitement, la dispersion des points autour de la médiane peut étre due a des effets

résiduels générés par la variabilité du comportement des larves, ou des différences entre plaques.

Des effets significatifs de la concentration de chaque molécule. Pour chaque traitement,
I’analyse de variance permet de tester globalement 1’effet de la concentration de la molécule et
I’effet de la plaque. Les résultats sont résumés dans le tableau 3. On trouve un effet significatif de
la concentration pour les deux traitements. L’effet plaque n’est significatif que dans les
expériences avec la quinine au seuil 1%. Il faut noter que I’interprétation des tests statistiques n’est
valable que si les hypotheses des modeles sous-jacents sont satisfaites, en particulier, I’hypothése

d’indépendance des résidus.

Tableau 3. Synthése de I’analyse de variance. Pour chaque traitement, les p-values sont

associées au test de 1’effet concentration et au test de I’effet plaque.

Traitement Effet concentration Effet plaque
NeemAzal <0.0001 0.9989
Quinine 0.0101 0.0194
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Figure 1. Principaux résultats de I’analyse du t50. A gauche (a, b, c) les données du traitement
NeemAzal. A droite (d, e, f) les données du traitement Quinine. a, d. Boxplot des données brutes
selon le niveau de concentration du traitement. b, e. Graphe des résidus en fonction des valeurs
prédites. ¢, f. Moyennes estimées par concentration (points). Les barres représentent I’intervalle

de confiance a 95% autour de la moyenne.
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Non indépendance des résidus. Les figures 1b et 1e représentent la relation entre valeurs prédites
par le modele et les résidus. Quel que soit le traitement, on constate que lorsque la concentration
du produit augmente, les résidus ont tendance a devenir négatifs. L hypothese d’indépendance des

résidus n’est donc pas satisfaite.

Interprétation des différences de moyennes. Les figures Ic et 1f montrent, pour chaque
concentration, la valeur moyenne estimée du t50 et son intervalle de confiance. On constate que la
concentration de NeemAzal a un effet tres clair sur le temps t50 mis par les larves pour consommer
50% de la surface d’un disque foliaire. Ce temps augmente avec la concentration de NeemAzal.
Pour la quinine, le niveau de concentration de la molécule ne semble pas avoir d’effet sur le t50.
Les différences significatives sont trouvées entre les concentrations ImM et 100mM par rapport
aux concentrations 0.1mM et 10mM et ne sont pas interprétables en termes d’effet répulsif des

molécules.

Discussion

Le comportement des larves face a différentes concentrations de molécules supposées
antiappétentes a été étudié ici en utilisant une variable communément utilisée dans la littérature
pour quantifier la consommation des larves, a savoir le temps tS0 mis par une larve pour
consommer 50% de la surface d’un disque foliaire. Nos résultats montrent qu’il est difficile
d’utiliser les outils statistiques classiques en utilisant cette variable pour des tests de comparaison,
pour deux raisons principales : d’une part, sur de larges gammes de concentrations de molécules

antiappétentes, la distribution du t50 n’est pas continue. D’autre part, la forte variabilité des

comportements individuels des larves brouille le signal.

Les tests de comparaison de moyenne s’appliquent pour des variables aléatoires quantitatives dont
la distribution est supposée continue. Le dispositif expérimental proposé enregistre la
consommation d’un disque foliaire de mais par une larve de pyrale sur une période de temps fixée
a I’avance. Les valeurs possibles de t50 sont donc comprises dans un intervalle borné entre 0 et
tmax, la longueur de I’enregistrement. Si moins de 50% de la surface du disque ont été consommés
a I’issue de la période d’enregistrement, la valeur de t50 est fixée a tmax. Il est donc difficile de

considérer la mesure comme résultant d’un échantillonnage d’une variable aléatoire continue.

L’une des hypotheses cruciales pour déterminer la distribution de la statistique de test sous
I’hypothese HO et la valeur de la pvalue est I’indépendance des résidus par rapport aux valeurs

prédites, qui peut €tre validée par I’examen du graphe des résidus. Les Fig 1b et 1e montrent
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clairement une relation négative entre le résidu et la prédiction et invalident 1’utilisation du mod¢le

linéaire pour la comparaison des traitements.

Le résultat du modele linéaire est représenté en figures lc et 1f. En I’absence des étapes de
validation (Figs lab et Figs 1de), on pourrait conclure faussement a un effet de la concentration

de NeemAzal sur I’allongement du 750, et a ’absence d’effet de la concentration de quinine sur le

150.

En conclusions, ’analyse de la variable t50 sur ce jeu de données conduit a des résultats
comparables a ceux présentées dans I’article, mais non interprétables du fait de la non
indépendance des résidus. L’analyse statistique présentée dans 1’article modélise correctement

I’ensemble du comportement alimentaire des larves et doit étre préférée.
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2.2.2 L’évaluation de D’effet éthanol sur I’appétence des larves

Lors des premiers essais réalisés pour valider le test de consommation, nous avions utilisé 1’éthanol
a 95% comme solvant des molécules supposées antiappétentes, la quinine et le NeemAzal. Nous
avons ¢galement testé différentes concentrations d’éthanol comme seul traitement des disques
foliaires. Les résultats présentés ici montrent que 1’éthanol semble avoir un effet antiappétent pour

les larves de pyrale.

Matériel et méthodes

Trois expériences différentes ont été réalisées, en utilisant comme traitement la quinine, le
NeemAzal, ou 1’éthanol seul. Chaque traitement est étudié dans un seul batch. Le plan
d’expérience est donné dans le tableau 4. Les 50 disques foliaires dans chacune des plaques ont
été poingonnés a partir des rangs foliaires 9™, 10°™ et 11°™ sur 3 plantes de mais de la lignée
MBS847_MLNI14 cultivées en serre. Ensuite, les disques foliaires été traités avec 10ul des
différentes concentrations d’antiappétents (tableau 4) a I’aide d’une multipette manuelle
(multipette ® E3/E3x). Les contrdles ont ét¢ réalisés en déposant 10ul d’eau sur chaque disque
foliaire. Une larve L2 de pyrale a été déposée dans chaque puit, suivant le protocole du dispositif
de test de consommation (Sanane et al., 2020). La typologie des comportements alimentaires a été
réalisée en utilisant I’ensemble des données (Fig 2). Par la suite, les trois traitements ont été
analysés séparément. Le modele logit de régression multinomiale permettant de tester, pour chaque
traitement, un effet de la concentration (Sanane et al., 2020) a permis de comparer les
comportements alimentaires des larves. Le traitement contrdle (eau) du batch avec le traitement
¢thanol n’a pas été pris en compte car le profil de consommation était atypique, par rapport a tous

les autres controles.
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Tableau 4. Plan d’expérience. Chaque batch correspond a une expérience réalisée le méme jour
avec six plaques différentes. Une plaque d’un batch correspond a un traitement. Les plaques sont
identifiées par des lettres correspondant a leur position dans le dispositif expérimental. Les plaques
a, b, ¢ sont reliées a une méme caméra, de méme que les plaques d, e, f. Dans ces expériences, la

quinine et le NeemAzal sont dilués dans de 1’alcool a 95%.

Traitement Batch
Neem (mM) | Quin (mM) | Ethanol (%) | Label | 19-02-22 | 19-02-08 | 19-04-07
0 0 0 w a e
0 0 0 e c
0 0 95 es5 e
0,01 0 95 nl c
0,1 0 95 n2 f
0,5 0 95 n3 d
1 0 95 n4 b
0 0 95 es5 a
0 0,01 95 ql b
0 0,1 95 q2 d
0 0,5 95 q3 c
0 1 95 q4 f
0 0 25 el b
0 0 50 e2 a
0 0 70 e3 f
0 0 85 e4 e
0 0 95 es d
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Résultats
Les courbes de consommation des trois expériences ont été utilisées pour réaliser la typologie des

comportements alimentaires des larves. Les résultats sont résumés sur la Figure 2. Les types de
comportement sont nommés par une lettre majuscule. Le type A correspond a une consommation
immédiate et complete du disque foliaire. Le type B correspond a une consommation moins rapide
et souvent incomplete. Le type C correspond aux situations ol les larves attendent avant de
commencer a consommer. Pour le type D, la consommation est lente et toujours incomplete. Pour

le type E, la consommation est encore plus lente. Enfin, le type F correspond a la quasi absence de

consommation.
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Figure 2 : Typologie des comportements alimentaires. Chaque vignette représente un ensemble
de courbes d’allure similaire regroupées par 1’algorithme SOTA et identifiée par une lettre
minuscule. Les ensembles ont ensuite ét€ agrégés en types de comportements, identifiés par une
lettre majuscule. Sur chaque vignette, la courbe en gras représente le pourcentage moyen de
surface restante de disque foliaire en fonction du temps. A chaque pas de temps, les intervalles
grisés comprennent 95% des courbes individuelles. La derniere vignette représente le pourcentage

de chaque type de comportement sur I’ensemble du jeu de données.
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Par la suite, les trois expériences, correspondant chacune au test d’une molécule, ont été analysées
séparément. Les deux réplicats du contrdle (eau) des expériences NeemAzal et quinine ont été
inclus dans le jeu de données de chaque expérience. Sur la figure 3 sont résumées les proportions
moyennes estimées de chaque type de comportement alimentaire en fonction des concentrations

des substances antiappétentes.

Les comparaisons de moyennes correspondant au traitement au NeemAzal sont données dans le
tableau 5. Pour le NeemAzal dilué dans 1’éthanol a 95%, on observe un déficit de comportements
alimentaires de types A, B, C et D pour toutes les concentrations de I’antiappétent, par rapport au
controle (w = eau). Le méme déficit est observé lorsque les disques foliaires sont traités avec un
controle éthanol a 95%. Pour les traitements e5 (éthanol 95%) et n4 (NeemAzal 1mM), on trouve
aussi un déficit significatif de comportements alimentaires de type E : pour ces deux traitements,
la plupart des larves ne consomment pas les disques foliaires et le type F est majoritaire (Fig 3A).
Lorsque I’on compare les traitements NeemAzal au traitement éthanol, on trouve quelques
différences significatives pour les proportions des types A, B, C, D : par exemple, il y a un déficit
de types C et D dans le traitement éthanol 95% par rapport au traitement NeemAzal ImM, un
déficit de type A dans le traitement 0,1mM de NeemAzal, et un déficit de type B dans le traitement
0,01mM de NeemAzal. Enfin, il y a un exces de types C et D dans les traitements nl, n2, n3 par

rapport au traitement n4 qui pourrait indiquer un effet de la dose de NeemAzal.

Concernant les traitements a la quinine, des résultats similaires sont observés (Fig 3B et Tableau
6). On retrouve un déficit de types alimentaires A, B, D pour tous les traitements contenant de
I’éthanol, quelle que soit la concentration de quinine. Dans les comparaisons entre éthanol 95% et
les traitements contenant de la quinine, il y a un déficit des comportements alimentaires de type B
pour les traitements éthanol 95%. Enfin, on trouve un exces significatif des types C et D lorsque

I’on compare de fortes concentrations de quinine (q4, q3) a la concentration la plus faible.

Nous avons aussi comparé le comportement des larves sur des disques foliaires soumis a
différentes concentrations d’éthanol (Figure 3C et Tableau 7). Une fois encore, quelle que soit la
concentration d’éthanol, on trouve un déficit de comportements alimentaires de types A, B, C ou
D sur les feuilles traitées a 1’éthanol par rapport a I’eau. On trouve aussi des différences entre la
plus forte concentration d’éthanol (e5, éthanol a 95%) et les autres concentrations (e0-e4) : lorsque
I’éthanol est moins concentré, on trouve plus de comportements alimentaires de types A, et C, et
moins de comportements alimentaires de types E et F. A noter que dans ce batch, le controle sans
éthanol (e0) ne se comporte pas comme les autres contrles et présente un fort exces de

comportements alimentaires de type E.
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En résumé, pour toutes les concentrations de NeemAzal et de quinine diluées dans de I’éthanol, et
pour tous les traitements éthanol, les comportements alimentaires sont similaires, avec une
surreprésentation des types E et F, qui correspondent a des larves s’alimentant trés peu (E), voire
pas du tout (F). Lorsque 1I’on compare les traitements éthanol entre-deux, on trouve toujours une
plus forte proportion de larves ne s’alimentant pas du tout (type F) avec la plus forte concentration

d’éthanol. Il semble donc que 1’éthanol en soi ait un effet antiappétent sur les larves de pyrale.
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Figure 3 : Répartition des comportements alimentaires en fonction de la concentration des
antiappétents. Les valeurs représentées par des camemberts sont les proportions estimées. Chaque
ligne correspond a un traitement. La somme de chaque ligne vaut un. Les colonnes correspondent
aux types de comportement alimentaires notés de A a F (Fig 2). Les amplitudes de couleur, de
jaune a rouge, de bleu clair a foncé et de vert clair a vert bleu foncé symbolisent la concentration
de ’antiappétent. A-Disques foliaires traités avec le NeemAzal. B-Disques foliaires traités avec la
quinine. e5 est le traitement a 1’éthanol 95% et w, le traitement a I’eau. C-Disques foliaires traités

avec 1’éthanol.
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Tableau 5 : Comparaisons de moyennes entre traitements par type de comportement
alimentaire pour le batch NeemaZal. Les différences de moyennes sont exprimées sur 1’échelle
logit par rapport au comportement alimentaire de type F, utilis€ comme référence. Les couleurs de
la cellule représentent le niveau de significativité par contraste pour chaque type. Gris sombre =
significatif au seuil de 1%o. Gris clair = significatif & 1%. Blanc = non-significatif a 1%. Les

niveaux de concentration de chaque molécule sont indiqués par des lettres (Tableau 4).

A B C D E
neem_e5-w -4,3095 -17,9417 -2,9232 -3,0773 -1,5018
neem_n4-w -4,3094 -4,2224 -21,5399 -19,4416 -1,4033
neem_n3-w -2,8679 -3,8795 -1,8871 -3,4275 -0,8372
neem_n2-w -21,6627 -2,5231 -2,7279 -1,3779 -0,5306
neem_nl-w -4,0109 -20,7739 -21,5422 -1,6802 -0,9330
neem_n4-e5 0,0000 13,7192 -18,6167 -16,3643 0,0984
neem_n3-e5 1,4416 14,0622 1,0361 -0,3502 0,6645
neem_n2-e5 | -17,3533 15,4186 0,1953 1,6994 0,9712
neem_nl-e5 0,2985 -2,8323 -18,6190 1,3971 0,5688
neem_n4-n3 -1,4415 -0,3429 -19,6528 -16,0141 -0,5661
neem_n4-n2 17,3533 -1,6994 -18,8120 -18,0637 -0,8727
neem_n4-nl -0,2985 16,5515 0,0024 -17,7614 -0,4703
neem_n3-n2 18,7948 -1,3564 0,8408 -2,0496 -0,3066
neem_n3-nl 1,1430 16,8945 19,6551 -1,7473 0,0957




Tableau 6 : Comparaisons de moyennes entre traitements par type de comportement
alimentaire pour le batch quinine. Les différences de moyennes contrastes sont exprimées sur
I’échelle en logit par rapport au comportement alimentaire de type F, utilisé comme référence. Les
couleurs de la cellule représentent le niveau de significativité par contraste pour chaque type. Gris
sombre = significatif au seuil de 1%o. Gris clair = significatif a 1%. Blanc = non-significatif a 1%.

Les niveaux de concentration de chaque molécule sont indiqués par des lettres (Tableau 4).

A B C D E
quin_e5-w -4,3094 -22,3107 -2,9231 -3,0773 -1,5017
quin_g4-w -3,1780 -20,6458 -1,7916 -2,6391 -0,6021
quin_q3-w -22,0607 -2,5802 -2,7849 -2,1282 -0,4134
quin_q2-w -4,0944 -4,0072 -2,4203 -2,4567 -1,0704

quin_ql-w -16,9275 -3,9240 -21,3350 -20,7313 -0,6585

quin_q4-e5 1,1314 1,6649 1,1314 0,4382 0,8996
quin_q3-e5 -17,7513 19,7305 0,1382 0,9491 1,0884
quin_q2-e5 0,2150 18,3035 0,5028 0,6206 0,4313

quin_ql-e5 -12,6181 18,3867 -18,4119 -17,6540 0,8432

quin_g4-q3 18,8827 -18,0657 0,9933 -0,5109 -0,1888

quin_qg4-q2 0,9164 16,6386 0,6286 -0,1824 0,4683

quin_gd-ql | 13,7495 | -16,7219 | 19,5433 | 18,0922 0,0564

quin_g3-q2 | -17,9663 14271 -0,3646 0,3285 0,6570

quin_q3-ql -5,1332 1,3438 18,5501 18,6031 0,2451
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Tableau 7 : Comparaisons de moyennes entre traitements par type de comportement
alimentaire pour le batch éthanol. Les différences de moyennes contrastes sont exprimées sur
I’échelle en logit par rapport au comportement alimentaire de type F, utilisé comme référence. Les
couleurs de la cellule représentent le niveau de significativité par contraste pour chaque type. Gris
sombre = significatif au seuil de 1%o. Gris clair = significatif a 1%. Blanc = non-significatif a 1%.

Les niveaux de concentration de chaque molécule sont indiqués par des lettres (Tableau 4).

A B C D E
eth_e0-w | -16,8269 | -2,8680 | -17,2051 | -1,7228 0,8421
eth_el-w | -16,4253 | -16,9785 | -17,2736 | -2,0412 0,4710
eth_e2-w | -17,4601 | -2,3980 | -17,0703 | -1,2528 1,3862
eth_e3-w | -17,4158 | -2,1747 -0,5877 0,3567 1,4271
eth_ed4-w | -17,1094 | -2,5804 -1,6865 -0,3366 1,0497
eth_e5-w -4,3871 -3,8946 -2,7131 -2,1433 -0,8035
eth_e4-e5 | 12,7223 -1,3142 -1,0266 -1,8067 -1,8533
eth_e3-e5 | 13,0288 -1,7199 -2,1253 -2,5000 -2,2307
eth_e2-e5 | 13,0730 -1,4966 14,3572 -0,8905 -2,1898
eth_el-e5 | 12,0383 13,0840 14,5605 -0,1020 -1,2746
eth_e0-e5 | 12,4398 -1,0265 14,4920 -0,4205 -1,6457
eth_e3-e4 | -0,3065 0,4057 1,0987 0,6933 0,3774
eth_e2-e3 | -0,0443 -0,2233 | -16,4825 | -1,6095 -0,0409
eth_el-e2 1,0348 -14,5805 | -0,2033 -0,7884 -0,9152
eth_e0-el -0,4016 14,1105 0,0685 0,3184 0,3711
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Discussion

Lors de la mise au point du test de consommation, les premiers essais de molécules antiappétentes
ont été réalisés avec des molécules diluées dans 1’alcool a 95%. Les différences trés importantes
entre le comportement des larves traitées avec des concentrations tres faibles de substances
antiappétentes et leur comportement sur des feuilles non traitées nous ont amenés a suspecter un
effet répulsif du solvant lui-méme. Les données présentées ici correspondent aux trois expériences
qui visaient a établir cet effet répulsif de 1’éthanol. Comme ce n’était pas 1’objet principal de la
thése, nous n’avons pas répliqué ces expériences. Ces résultats restent donc préliminaires.
Néanmoins, ils nous semblent suffisamment clairs pour conclure a un effet répulsif de 1’éthanol
pour les larves de O. nubilalis. En effet, lorsque le NeemAzal ou la quinine sont dilués dans I’eau,
on trouve d’une part un effet antiappétent tres clair du NeemAzal associé a un effet dose, et d’autre
part, une absence d’effet de la quinine (Sanane et al., 2020), Fig 3). Lorsque les mémes molécules
sont diluées dans 1’éthanol 95%, on trouve, quelle que soit leur concentration, une majorité de
comportements de types E ou F, soit des larves qui consomment tres peu ou pas du tout les disques
foliaires de mais (Fig 3). Le méme comportement de refus de consommation est observé lorsque
les disques foliaires sont traités a 1’éthanol seul, quelle que soit sa concentration, dans les gammes

de concentrations testées.

Dans la littérature, I’effet de 1’éthanol sur la consommation des animaux semple contrasté. Il est
possible que la concentration d’éthanol utilisée ici (95%) soit trop ¢élevée et masque 1’effet
antiappétent du NeemAzal sur les larves de O. nubilalis (Descoins, 2001). Chez les dipteres, on a
observé que la mouche Drosophila melanogaster a une préférence pour des aliments contenants
10% d’éthanol (Pohl et al., 2012). Par contre, I’éthanol a 0,2% a un effet insecticide dans
I’alimentation du lepidoptere Spodoptera frugiperda Smith (Noctuidae) et du diptere Aedes

aegypti L., (Culicidae) (Silva et al., 2017). Il commence a devenir toxique a partir d’une

concentration de 1% chez le poison zebre (Vera et al., 2018).

Dans notre étude, I’effet antiappétent de 1’éthanol pour les larves d’O. nubilalis est observé quelle
que soit la concentration d’éthanol. Cependant, 1’unique expérience du batch éthanol constitue
seulement un résultat préliminaire. Ainsi, un exces de comportements de types E et F est aussi
observé dans la plaque contrdle (e0) traitée avec de I’eau. Il est probable que 1’évaporation de
1’éthanol dans les cinq autres plaques du batch a perturbé la consommation des larves. Pour tester
correctement 1’effet de la concentration en éthanol sur la consommation des larves, il faudrait

réaliser des expériences avec plusieurs batchs, comportant chacun une majorité de plaques traitées
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avec de I’eau, et une ou deux plaques traitées a 1’éthanol. Nous avons choisi de ne pas poursuivre

ces expériences, qui s’écartaient du sujet principal de la thése.

En conclusion, I’éthanol semble se comporter comme un antiappétent pour les larves de pyrale, au
moins dans les conditions de notre étude. Il masque I’effet des molécules antiappétentes sur la
consommation des larves. Cette étude préliminaire justifie le choix de diluer ces molécules dans

I’eau pour la validation de notre dispositif.
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2.3 Conclusions

Dans ce chapitre de ma thése, je présente un dispositif original permettant de mesurer 1’appétence
de larves d’insectes pour des disques foliaires de plantes. Les insectes herbivores constituant des
ravageurs importants des plantes cultivées, ce type de test de consommation permet de comparer
le comportement des larves d’insectes face a différents traitements des disques foliaires, mais aussi
de comparer des variétés différentes de plantes d’'une méme espéce et pourrait étre utilisé en

amélioration des plantes. L’approche développée ici est originale pour deux raisons :

v" D’une part, elle permet des comparaisons a relativement grande échelle (suivi de 150 larves
d’insecte dans la méme expérience) grace a un dispositif innovant et des programmes
dédiés semi-automatisés d’analyse d’images.

v D’autre part, la dynamique de consommation des larves est analysée par des méthodes
statistiques adaptées, qui prennent en compte la diversité des comportements individuels

des larves soumises a un méme traitement.

Les tests de consommations sont souvent réalisés avec des populations d’¢levage d’insecte. La
population de larves de pyrale que nous avons utilisée provient d un élevage de la société BioLine.
Bien que cette population soit probablement partiellement consanguine, nous observons une forte
diversité des comportements individuels. Méme en 1’absence de traitement, on observe presque
toujours sur une méme plaque I’ensemble des types de comportements que nous avons identifiés.
Cette variabilité de comportements individuels explique que la caractérisation du comportement
par une seule mesure comme le temps t50 mis pour consommer la moitié¢ du disque foliaire n’est
pas pertinente, car la dispersion autour de la moyenne est trop forte dans les traitements témoins,
et trop faible dans les traitements pour lesquels le comportement majoritaire est I’absence de
consommation. Je montre dans cette étude que ce qui varie réellement d’un traitement a I’autre est
le pourcentage de chaque type de comportement alimentaire, qui peut &tre comparé par régression
multinomiale. Cette méthode permet de réaliser des comparaisons fiables de différents traitements.
En particulier, j’ai pu mettre en évidence 1’effet antiappétent du NeemAzal pour les larves de
pyrales Ostrinia nubilalis, qui augmente avec la concentration de la molécule. J’ai aussi montré
I’effet antiappétent de 1’éthanol, et un comportement neutre des larves vis-a-vis de la quinine. Dans
les chapitres suivants, j’ai utilisé la méthode pour mettre en évidence des différences significatives
de comportement de nourrissage des larves de pyrales mises en présence de différentes variétés de
mais.

Au terme de ces 3 années de travaux, nous avons essayé de comprendre les mécanismes li€s aux

défenses chez le mais. Cela nous a amené a mettre en place un dispositif de test de consommation
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robuste et accessible a la communauté scientifique. Cependant, certaines interrogations n’ont pas
¢été¢ bien €lucidées. D’abord, lors de la mise en place et la validation du dispositif de test de
consommation on a constaté que 1’éthanol se comporte comme un antiappétent. Par ailleurs, c’est
un des solvants utilisés dans 1’extraction et/ou la dilution de certaines molécules destinées a des
tests de consommation. Nous aurions voulu réaliser des essais plus exhaustifs pour comprendre

I’effet de 1’éthanol sur les substances antiappétentes.

84



Chapitl‘e R






Dans ce chapitre 3, on a testé 1’existence d’un compromis entre croissance et défense chez mais.
Selon cette théorie, les plantes a croissance plus lente devraient étre plus résistantes aux ravageurs
que celles a croissance rapide parce qu’elles auraient accumulé plus de substances chimiques et/ou
renforcé leurs défenses physiques au cours du temps. Nous avons utilisé un matériel génétique
original issus des expériences de sélection divergente du Plateau de Saclay pour la date de
floraison. Des comparaisons deux a deux entre familles précoces et tardives issues d’un méme
fonds génétique ont permis de caractériser certaines composantes de la résistance du mais contre

la pyrale Ostrinia nubilalis Hiibner. Au total, trois approches ont été utilisées :

v Le test de consommation des larves sur disques foliaires a partir de plantes ayant poussé
au champ.

v' L’évaluation de la prévalence des larves issues d’infestation naturelle sur des plantes au
champ pendant deux années consécutives (2018 et 2019).

v Des analyses biochimiques sur toute les parties vertes de plants de mais récoltés au champ

(2019).

A I’issue de ces essais, on a trouvé que les lignées précoces issues du fonds génétique MBS sont
plus appétentes pour les larves que leurs homologues tardives. Egalement ces familles précoces
sont non seulement plus attaquées par les larves au champ mais se démarquent des familles tardives
par leur tendreté et de leur teneur élevée en eau. L’ensemble des résultats sont en faveur de
I’existence d’un compromis entre croissance et défense. Pour le fonds génétique F252, les
différences entre familles précoces et tardives sont moins importantes pour tous les caracteres, y-
compris la date de floraison, et les résultats sont plus difficile a interpréter. Les analyses
biochimiques ont été réalisées en collaboration avec des collegues de la Plateforme « Observatoire

du végétal » de I’lIPB (Versailles). L ensemble des résultats de nos travaux ont été présentés sous

forme de projet d’article qui sera soumis ultérieurement a une revue scientifique.
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3.1 Introduction

Au cours de leur développement les plantes doivent faire face aux attaques de ravageurs et aux
agents pathogenes. Pour mieux résister a ces derniers, elles mettent en place plusieurs stratégies
de défense dont 1’évitement, la production de défenses physiques et chimiques, ou la tolérance
(Belsky et al., 1993 ; Pagare et al., 2015 ; Ahmed, Arshad, & Khan, 2017). La mise en place de
ces stratégies est probablement cofliteuse pour la plante, car elle implique la synthése de composés
ou d’organes, ou des décalages des périodes de croissance. Les ressources étant limitées, les
plantes doivent faire un choix dans 1’allocation de leurs ressources entre différentes fonctions.
Plusieurs auteurs font ainsi I’hypothese de 1’existence d’un compromis entre croissance et défense
(Stamp, 2003 ; Garland, 2014 ; Ziist & Agrawal, 2017). Ce compromis peut se mettre en place de
différentes facons, et des hypotheses non exhaustives ont ét¢ avancées. L hypothese de la défense
optimale (Alba, Bowers, & Hufbauer, 2012) suppose que I’allocation des ressources a la défense
est limitée a certains organes ou a certaines phases du développement des plantes. L hypothése du
ratio carbone/azote ou des contraintes environnementales (Mata, Gaspar, & Santos, 2012 ; Royer
et al., 2013) suppose que I’environnement détermine, a travers le ratio carbone/azote, la nature
chimique des défenses. L hypothése taux de croissance (Coley, Bryant, & Stuart Chapin, 1985 ;
Coley, 1988) suppose que le taux de croissance de la plante régule le niveau des ressources et donc
I’investissement possible dans la défense. Enfin, I’hypothése du compromis entre croissance et
différenciation (Herms & Mattson, 1992 ; Stamp, 2004) propose que la différenciation des organes
de défense ne peut se produire que lorsque le différentiel entre assimilation photosynthétique et

croissance est important, ¢’est-a-dire lorsque les métabolites produits par la photosynthese ne sont
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pas enticrement consommés pour la croissance. De fagon plus générale, I’existence d’un
compromis entre croissance et défense devrait entrainer des différences de niveaux de résistance
des plantes selon la vitesse de croissance. Les plantes résistantes devraient croitre moins vite et

celles a croissance rapide devraient étre plus susceptibles aux ravageurs.

L’existence d’un tel compromis entre croissance et défense est bien documenté par des
comparaisons entre especes. Ainsi, dans une étude impliquant 700 populations de 500 especes de
plantes de prairies observées dans 39 habitats différents (Lind et al., 2013), les auteurs mesurent
I’aptitude des populations a bénéficier de suppléments de ressource par le gain en croissance suite
a I’apport d’¢éléments nutritifs. IIs mesurent aussi la vulnérabilité face aux mammiferes herbivores
par le gain en croissance apres la pose de barrieres protectrices. Ils démontrent de fagon indirecte
la corrélation négative entre croissance et défense en montrant que les especes qui profitent le plus

des suppléments de ressources sont aussi les plus vulnérables face aux herbivores.

Au niveau intra-spécifique, la persistance d’un polymorphisme génétique au sein des collections
mondiales d’Arabidopsis thaliana au locus ACDG6 est également en faveur de 1’existence d’un tel
compromis. L’all¢le Est-1 confere aux plantes une meilleure résistance a différents pathogenes,
comme une bactérie, Pseudomonas syringae pv. Tomato DC3000 et un champignon comme
Golovinomyces orontii T1, mais entraine une réduction de la biomasse. L’autre all¢le, col-0,
confere une meilleure croissance mais une sensibilité a ces différents pathogenes (Todesco et al.,
2010). Ces travaux ont aussi démontré que la résistance de A. thaliana aux différents pathogenes
ci-dessus serait liée a I’activation des défenses constitutives par I’acide salicylique chez la plante.
La synthese de cet acide phénolique est souvent liée aux facteurs environnementaux chez certaines
especes de A. thaliana (Todesco et al., 2010 ; Janda et al., 2014 ; Ding & Ding, 2020). Cela suggere
que le niveau du compromis entre et croissance défense chez A. thaliana pourrait étre modulé par

I’environnement.

Chez le mais, Kaan et al. (1983) ont rapporté que la résistance a la pyrale Ostrinia nubilalis Hbn
(Lepidoptera : Crambidae) est corrélée a la tardiveté de floraison et a la maturité du grain chez
certaines lignées. Cette corrélation n’est pas retrouvée dans des expériences de sélection

divergente pour le passage de la transition juvénile a la phase végétative chez le mais (Revilla et

al., 2005).

Apres trois cycles de sélection pour une transition juvénile-adulte (JA) plus précoce ou plus
tardive, les auteurs observent des changements importants de la date de transition JA, qui passe de
la feuille 7 dans la population synthétique de départ, a la feuille 6 dans les populations précoces,

et a la feuille 10 dans les populations tardives. Pourtant, aucune différence n’est observée entre
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populations précoces et tardives pour la résistance a des infestations contrélées par la pyrale O.
nubilalis ou la sésamie S. nonagrioides, que ce soit au niveau de la prévalence des larves dans les

plantes, ou des composantes du rendement.

Dans notre étude, nous disposons d’un matériel génétique tout a fait original pour tester les
relations entre croissance et défense au sein d’une méme espéce. Ce matériel est issu des
expériences de sélection divergente de Saclay pour la date de floraison. Chacune de ces
expériences, conduites depuis plus de 20 ans sur le Plateau de Saclay, a permis de créer des lignées
contrastées pour leur phénologie, mais descendant par autofécondations successives d’un unique
lot de semence (Durand et al., 2010, 2012). Nous disposons ainsi de génotypes précoces et tardifs
issus de la lignée F252, et de génotypes précoces et tardifs issus de la lignée MBS et nous avons
montré que la sélection pour la date de floraison a entrainé des modifications importantes de la
phénologie des plantes, avec des décalages de la date de transition florale (Tenaillon ez al., 2019).
Nous proposons d’utiliser ce matériel génétique pour étudier I’interaction entre les plants de mais
et 'un de leurs ravageurs, le 1épidoptére foreur de tige O. nubilalis, la pyrale du mais. La
comparaison entre les génotypes précoces et tardifs issus d’une méme lignée ancestrale permettra
de voir si la sélection pour changer la date de floraison a également modifié I’appétence des larves
de pyrale. Selon certaines hypothéses liées au compromis entre croissance et défense, on s’attend
a ce que les génotypes précoces, pour lesquels la période de croissance est plus courte, aient
accumulé moins de défenses constitutives et que les larves montrent plus d’appétence pour ces

génotypes.

Nous avons évalué la défense des génotypes issues de I’expérience de sélection divergente de trois
facons différentes. Tout d’abord, nous avons mis a profit I’existence d’un test de consommation
permettant de mesurer 1I’appétence des larves de pyrale pour des disques foliaires de mais (Sanane
et al., 2020) et comparé des lignées précoces et tardives dans chaque fonds génétique. Puis, nous
avons utilisé les dispositifs de I’expérience de sélection divergente implantés en 2018 (génération
22) et 2019 (génération 23) sur le Plateau de Saclay et soumis a I’infestation naturelle de pyrales
pour 1) mesurer la prévalence des larves sur les différents génotypes et 2) caractériser les plantes
pour leur phénologie, mais aussi pour des caractéristiques biochimiques des parois des tiges grace

a la spectrométrie proche infra-rouge.

A D’issue de ces évaluations, avons démontré que les génotypes les plus contrastés pour la date de
floraison présentent des différences importantes a la fois pour I’appétence des larves pour les
feuilles de mais, pour la prévalence des larves sur les plantes au champ, et pour la qualité des

parois cellulaires. Ces résultats sont conformes a la théorie du compromis entre croissance et
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défense. En particulier, les génotypes issus de la population MBS847 précoce sont
particulierement attaqués au champ, leurs feuilles sont consommeées rapidement par les larves. Ils
présentent une paroi cellulaire plus mince et une teneur en eau plus importante, qui rendent

probablement les tiges et les feuilles plus tendres et plus appétentes pour les larves de pyrales.

3.2 Matériel et méthodes

3.2.1 Matériel animal

La population artificielle de pyrales de mais (Ostrinia nubilalis H.) utilisée pour les tests de
consommation provient des ceufs de I’élevage de Bioline AgroSciences (France). Les ceufs sont
gardés dans une étuve jusqu’a I’émergence des larves a 26+1°C, avec une photopériode de 16h de
jour et 8h de nuit et 70% d’humidité. Dés 1’émergence, les larves sont nourries avec un milieu
artificiel (composition 1.321 d’eau, 27g d’agar, 224g de farine de mais, 60g de levure de biere, 56g
de germe de blé, 12g d’acide ascorbique, 4 g de mélange vitaminé¢ (Réf.0155200), 0.8g
d’ Auréomycine/Tétracycline, 2g de Nipagine, 1.6g d’acide sorbique et 4 g d’acide benzoique).
Les larves agées de 10 jours apres émergence sont utilisées pour réaliser les tests de consommation.
Pour les mesures de prévalence au champ, les populations de pyrale sont les populations infestant

naturellement les champs de mais du Plateau de Saclay.
3.2.2 Matériel végétal

Le matériel végétal est issu des expériences de sélection divergente du Plateau de Saclay pour la
pures, F252 et MBS. Les résultats de cette expérience sont la production dans chaque fonds
génétique de deux populations, une population précoce et une population tardive qui different
principalement pour la date de floraison. Dans chaque population, les plantes extrémes sont
autofécondées pour former la génération suivante avec comme contrainte de conserver dans
chaque population des descendants de deux plantes différentes de la génération G1. Ainsi, chaque
population précoce ou tardive est elle-méme composée de deux familles indépendantes. Chaque
famille dérive par autofécondation et sélection d’une unique plante de la génération G1. Pour F252,
les familles précoces sont FP036 et FP039 et les familles tardives sont FT317 et FT318 (Fig 1).
Pour MBS, les familles précoces sont MP049 et MP052 et les familles tardives MT040 et MT053
(Fig 1). Pour les tests de consommation, nous avons profité¢ de I’implantation, en 2018 et 2019
d’une expérience d’évaluation du progres génétique. Quatre génotypes de la génération G18, issus
respectivement des familles FP036 (F252 précoce), FT317 (F252 tardif), MP052 (MBS précoce)
et MT040 (MBS tardif) étaient implantés sur le Plateau de Saclay en 2018 et 2019. Des
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prélevements non destructifs de disques foliaires ont été réalisés a différentes périodes, au cours
de la saison, sur les plantes représentant chacune de ces quatre familles. Par ailleurs, les
générations G22 (2018) et G23 (2019) du dispositif de sélection ont été utilisées pour caractériser
les huit familles des expériences de sélection de Saclay. A chaque génération, des descendants par
autofécondation de I’ensemble des plantes sélectionnées a la génération précédente sont évalués
dans un dispositif en blocs. Pour chaque génotype sélectionné, quatre lignes de 25 plantes sont
semées. Un bloc est constitué de 11 lignes correspondant aux 10 génotypes de la méme population
et d’une ligne témoin semée avec des graines de la lignée ancestrale correspondante. Ainsi,
chacune des quatre populations F252 précoce, F252 tardif, MBS précoce, MBS tardif est

représentée par quatre blocs de 11 lignes.

F252 MBS
Lignée ancestrale Lignée ancestrale

FT317 FT318 MP049 MPO052 MT040 MP053

Lignées évoluées F252 Lignées évoluées MBS

Figurel : Représentation schématique des lignées évoluées des expériences de sélection
divergente du Plateau de Saclay. Les couleurs indiquent les différentes familles évoluées par

fonds génétique. Les fleches indiquent le sens de sélection.
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3.2.3 Tests de consommation

Le test de consommation (Sanane et al., 2020) a été utilisé pour comparer I’appétence de larves
L2 de pyrales, issues d’élevage, pour quatre génotypes représentant quatre familles différentes de
la génération G18 des expériences de sélection de Saclay. Pour chaque génotype de mais, des
disques foliaires ont été prélevés a différents stades de développement des plants de mais et utilisés
dans le dispositif créé pour le test de consommation. Les dates de prélevement étaient les mémes

pour tous les génotypes :

v En 2018 des disques foliaires ont été prélevés quatre fois, respectivement sur les rangs
foliaires 8, 10, 12 et 14. Le premier préleévement a eu lieu avant la floraison, le second au
moment de la floraison du témoin F252, le troisieme au moment de la floraison du témoin
MBS, et le quatrieme prélevement apres la floraison de tous les génotypes.

v En 2019, les disques foliaires été prélevés six fois, respectivement sur les rangs foliaires 9
a 14 a deux semaines d’intervalle. La date du premier prélévement a été choisie pour

caractériser les plantes avant floraison.

Tableau 1 : Date de prélevements des disques foliaires au champ en fonction des stades de

développement
2018 2019
pitlaéc‘lzndeem Date Rang foliaire Date Rang foliaire
Stade 1 22 juin 8 10 juillet 9
Stade 2 - - 16 juillet 10
Stade 3 12 juillet 10 23 juillet 11
Stade 4 - - 30 juillet 12
Stade 5 23 juillet 12 6 aofit 13
Stade 6 8 aolit 14 12 aofit 14

A chaque date de prélévement, 50 disques foliaires d’environ 1cm de diametre ont été prélevés sur
au moins cing plantes différentes de chaque génotype. Les mémes plantes ont été utilisées pour les

prélevements successifs.
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3.2.4 Obtention des données

Les disques foliaires prélevés sont immédiatement placés dans une plaque de 50 puits (5x10) sur
de I’agarose a 1% pour éviter le dessechement des disques foliaires (Jin, 2017). Cette partie a été
réalisée au champ avec les plaques préparées la veille. Puis au retour au laboratoire, les plaques
sont utilisées pour le test de consommation décrit au Chapitre 2. Brievement, une larve L2 est
placée dans chaque puits sur chaque disque foliaire (Junior et al., 2015). Les plaques sont prises
en sandwich entre 2 plaques de verre transparents pour maintenir les larves dans leur puits pendant
I’expérience. Le dispositif équipé d’une caméra enregistre une image toutes les minutes pendant
48 heures. Les piles d’images ont été analysées a 1’aide de deux programmes (RoitoRoiArray et
Areatrack) développés a cet effet par et installés comme plugins dans le logiciel d’analyse
d’images Icy (Chaumont et al., 2012). Les plugins permettent de délimiter les puits et les disques
foliaires de facon semi-automatique, puis de suivre dans la pile d’images les changements de
nombre de pixels attribués a chaque disque foliaire. L’analyse génére des mesures en pixels par
minute pour chaque disque foliaire dans un puits, qui sont exportées dans un fichier Excel, converti

ensuite en fichier de format CSV pour étre traités sous R.
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3.2.5 Analyse de données

Un script R permet de tracer les courbes de consommation de chaque larve par puits (Fig 2.1),
montrant 1’existence d’une variabilit¢ de comportement entre larves soumises aux meémes
conditions. Les courbes de consommation sont ensuite regroupées en 14 clusters classés par une
lettre @ a n (Fig 2.2). Chaque cluster est caractérisé par différentes variables comme les temps
moyens T20, T50 et T80 mis par les larves pour consommer respectivement 20, 50 et 80% du
disque foliaire dans chaque puits, ou la consommation totale moyenne. Pour réduire le nombre de
clusters, I’algorithme Kmeans est appliqué sur la matrice décrivant chaque cluster par les valeurs
moyennes des différentes statistiques résumées. Le choix du nombre de groupes est déterminé en
utilisant le critere du coude, de facon a minimiser la part de variance intra-groupe dans la variance
totale, sans augmenter de facon trop importante le nombre de groupes. On obtient alors six
groupes, nommés de A a F. Chaque groupe correspond a un type de comportement alimentaire des
larves (Fig 2.3). A I’issue de cette étape de prétraitement des données, on attribue a chaque puits,
qui constitue I'unité expérimentale de base, un type de comportement alimentaire, selon le groupe
[A-F] auquel il appartient. Soit Y;;;,, dans {A, B, C, D, E, F} le type de comportement alimentaire
mesuré dans le puits correspondant a un disque foliaire prélevé sur le progéniteur i, au stade j,
mesuré dans le puits m de la plaque 1. On appelle Pl-'j-lm =P (Yi jim = k) la probabilité que le
comportement alimentaire de la larve soit de type k. Un modele de régression logistique
multinomiale a été utilisé pour tester les différences entre génotypes précoces et tardifs d’une

méme lignée ancestrale et I’effet du stade de prélevement. Le modele utilise la fonction logit :

pk
In (é) (1)
pour comparer les probabilités relatives de chaque type de comportement alimentaire. Ici, I’indice
k représente la catégorie [A a F] et K est la catégorie de référence choisie. Chaque probabilité
relative est décomposée selon un modele linéaire qui dépend des conditions définies par les
indices. Par exemple, le modele suivant :

In (m

prend en compte un effet du génotype et de la date de prélevement, sans interactions entre le
génotype et la date. Différents modeles ont été comparés en utilisant le critere AIC. Quel que soit
le fonds génétique, le meilleur modele était toujours un modele avec un effet de la date de

prélevement et un effet du génotype, mais sans interactions (2).
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3. Exemple de profil de consommation par
progéniteur. Chaque progéniteur est caractérisé
par un pourcentage moyen de chacun des six
types de comportement alimentaire.

Figure 2 : Représentation des différentes étapes permettant la classification des courbes de
consommation en six types de comportement alimentaires des larves. 1. Représentation
graphique des courbes de consommation individuelles, regroupées par plaque (50 courbes/ plaque)
et montrant la variabilité des comportements alimentaires des larves au sein d’une méme plaque ;
2. Classification des courbes en 14 clusters a 1’aide de I’algorithme SOTA, et regroupement des
clusters en six types de comportements alimentaires a 1’aide de la fonction Kmeans sous R.
3.Chaque condition peut étre caractérisée par une table de contingence mesurant le nombre de
courbes individuelles pour chaque type de comportement alimentaire. Cette distribution peut étre
représentée graphiquement sous la forme de camemberts. A titre d’exemple, sont représentées les
proportions de chaque type de comportement alimentaire trouvées pour les progéniteurs MP052

et MP040, tous stades de prélevement confondu.
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Un test de Wald a été utilisé pour les comparaisons de moyennes. Ensuite, les proportions des

différentes catégories ont été estimées a chaque stade de prélevement et pour chaque génotype.

3.2.6 Prévalence de la pyrale au champ

Les différences entre les génotypes des expériences de sélection de Saclay pour la résistance a la
pénétration des larves de pyrale ont été mesurées sous infestation naturelle au champ. Les
observations ont été conduites 2 années successives (2018 et 2019), sur les 22°™ et 23°me
générations (G22 et G23) de I’expérience de sélection divergente pour la précocité de floraison.
Un suivi hebdomadaire plante a plante des dégats causés par les larves de pyrale a été réalisé tout
au long de la saison. Les dégats ont ét€ notés sur toutes les parties aériennes de la plante (Velasco
et al., 2007). Les criblures sur les feuilles, ou coups de fusil, sont notées vers la fin du mois de juin
et début juillet. Puis, les trous dans les tiges et les panicules sont notés au cours du mois de juillet
jusqu’a mi-aoft. Ensuite, les dégéts sur les épis et les cassures des tiges sont notés en fin de cycle,
de fin aolt a début septembre. Au cours de chaque passage, la présence de larves a la base des
plantes est également vérifiée ainsi que les signes de pénétration dans la tige. En 2018, la
prévalence a été évaluée par un comptage régulier de toutes les plantes présentant les dégats. Une
légere modification du protocole en 2019 a permis de mettre des bagues de différentes couleurs
autour des plantes attaquées sur la génération G23 de sorte a ne plus repasser sur les plantes déja
attaquées. Chaque semaine est représentée par une couleur différente, puis un relevé de toutes les
couleurs est fait toutes les 4 semaines. Les données ont ensuite été rangées au méme format pour
faciliter les analyses statistiques a I’aide d’'un modele binomial. L’individu statistique est une ligne
d’environ 25 plantes. Les variables mesurées sur chaque ligne et a chaque date sont le nombre de

plantes infestées sur la ligne (entre z€ro et nbtot) et le nombre total de plantes (nbtot).

Le modele binomial Y;jym, = ,B(Ni temo P jklm) avec une fonction de lien logit a été utilisé pour
évaluer la prévalence des plantes attaquées par la pyrale au champ. Pour chaque ligne du dispositif
et a chaque date d’observation, Y, représente le nombre de plantes attaquées, Njjy;m le nombre
total de plantes et P;j;; la probabilité que la plante soit attaquée. Y;jx;, st le nombre de plantes
attaquées sur le bloc m, pour le progéniteur 1, appartenant a la famille k, issue de la population j et
de la lignée i. Un modele emboité a permis de tester la significativité globale des différents effets
a chaque date de mesure. Les comparaisons de moyennes deux a deux ont été réalisées pour chaque
fonds génétique séparément : le fonds génétique F252 d’une part et le fonds génétique MBS
d’autre part. Le mod¢ele complet décrivant les données est le suivant :

Pij .
lOg (1_;:;1:;m) = Wi + llni + popij + famijk + PROGEUkl + Bijklm (1)
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Ce modele prend en compte deux effets aléatoires, le bloc et le progéniteur. Dans ce modele, le
progéniteur (3 a 5 génotypes par famille) est emboité dans une famille (huit familles), une
population (tardif ou précoce) et une lignée (F252 ou MBS), aussi appelée fonds génétique. Les

variantes de ce modele complet sont les suivantes :

M1 = py; + famj, + PROGEji; + Bijjm (1) Dans cette variante du modele complet, les effets

fonds génétique et population ne sont pas distingués, et sont inclus dans 1’effet famille.

M2 =y, + popfond;; + PROGE;j; + Bijim (2) Ce modele suppose des différences entre
populations issues de chaque fonds génétique, mais pas de différences entre familles a I’intérieur

des populations.

M3 = u3 + fond; + PROGE;jy; + Bijim (3) Ce modele suppose des différences entre lignées,

mais suppose qu’il n’y a pas de différence entre populations, le progéniteur et bloc sont en effets

aléatoires.

M4 = p4 + PROGEjji; + Bijuum (4) Ce modele prend en compte uniquement des effets

progéniteur et bloc.

M5 = us + fam;jx + Bijiim (5) Ce modele suppose que les différences entre progéniteurs ne sont

dues qu’a des différences entre famille ¢’est-a-dire que les progéniteurs d’une méme famille ont

la méme valeur.

M6 = ug + fam;j, + PROGE;jy; (6) Ce dernier modéle ne prend pas en compte I’effet al€atoire
du bloc.

Ensuite les différents modeles ont été comparés 2 a 2 pour tester la significativité des différents

effets du modele complet.
M1/M6 : HO B,,, = B,,, = 0 pour tous les m et m’, les effets bloc sont nuls, on teste 1’effet bloc.

MI/M5 : HO PROGE;j, = PROGE;; i, = 0 Les effets progéniteurs sont nuls.

M1/M2 : HO fam;j, = fam;j, = 0 On teste I’effet famille intra-population d’un méme fonds
génétique.
M2/M3 : HO popfond;; = popfond;;, = 0 pour tous les j et j’, on teste I’effet entre populations

d’un méme fonds génétique.

M3/M4 : HO fond; = fond;, = 0 pour tous i et i’, on teste ’effet fonds génétique (différences
entre MBS et F252).
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Le modele complet (M1) a été validé graphiquement d’une part, pour vérifier I’indépendance des
résidus (Fig_S1), et d’autre part, pour vérifier que les effets blocs étaient indépendants du type de
population (précoce ou tardive). Les moyennes des familles ont été estimées et comparées deux a
deux, pour chaque fonds génétique indépendamment. Nous avons aussi estimé les moyennes pour

chaque progéniteur a chaque date.

3.2.7 Caractérisation des plantes de ’expérience de sélection divergente

Les plantes de la 23°™ génération de ’expérience de sélection divergente pour la précocité de
floraison ont été caractérisées pour différentes variables dont la date de floraison, la hauteur des

plantes au champ et différentes caractéristiques biochimiques.
3.2.8 Date de floraison et hauteur des plantes

Le nombre de plantes fleuries a été relevé par ligne, chaque jour a partir du 17 juillet, date a laquelle
la premiere plante fleurie a été observée, et jusqu’au 30 aofit. Les données journali¢res ont été
agrégées pour obtenir la médiane de la date de floraison pour chaque ligne. Pour la hauteur des
plantes, elle a été mesurée du sol a la panicule (cm) sur toutes les plantes autofécondées. Les

données par plante ont été agrégées pour obtenir une valeur moyenne par ligne.
3.2.9 Analyses biochimiques

Des échantillons de tige ont été prélevés au stade de la récolte ensilage (Tableau 2). Au préalable,
trois plantes non attaquées par les pyrales représentatives de chaque ligne ont été choisies et
marquées par une €tiquette au mois d’aolit. Deux lignes (parmi les quatre) ont été choisies au
hasard pour chaque génotype. Lors du prélevement, chaque plante est coupée entre la base des
racines aériennes et la panicule, et les €pis sont éliminés. Chaque échantillon a ét€ broyé puis séché
dans une étuve a 60°C pendant 48h (Zhang et al., 2019). La poudre de matiere seche a été analysée
a ’IIJPB selon le protocole utilisé par El Hage et al. (2018). Les analyses biochimiques et les
spectres NIRS ont portés sur une vingtaine de variables incluant les constituants de la paroi

cellulaire et la digestibilité de la plante entiere.
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Tableau 2 : Date de prélevements et caracteristiques des plantes prélevées pour les analyses

biochimiques.
Lignée Prélevements hi[atiére Florai,sgn Florai/sQn—prélévement
seche (%) (degré/jour) | (degré/jour)

F252-précoce | 09/09/2019 32,2 74 47
F252-témoin 09/09/2019 33,4 77 44
F252-témoin 17/09/2019 36,6 76 53
F252-tardif 17/09/2019 33,4 82 46
MBS-précoce | 17/09/2019 26,7 85 43
MBS-témoin 01/10/2019 294 87 41
MBS-témoin 10/10/2019 28 88 50
MBS-tardif 21/10/2019 33,3 100 47
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3.2.10 Analyses statistiques

Toutes les données des notations au champs et des analyses biochimiques ont été regroupées en
un jeu de données pour les analyses statistiques, constituant un jeu de données issu de 172
observations sur la 23°™ génération de D’expérience de sélection divergente de Saclay, et
comprenant 64 variables, dont 17 descripteurs (variables qualitatives) et 45 variables quantitatives.
Tout d’abord, nous avons réalisé une analyse de variance pour tester I’effet global des différentes

sources de variation en utilisant le modele mixte suivant :
Yijlum = line; + pop;j + famj + proge;ji + B + Ejjram (1)

Pour chaque variable, une ligne correspond a une mesure Yijxim dans le bloc m pour le progéniteur
|1 de la famille k, appartenant a la population j et issue de la lignées ancestrale i. les lettres
minuscules sont des effets fixes, et les lettres majuscules (effet bloc B et résiduelle E) des effets
aléatoires. Un test du maximum de vraisemblance a permis de comparer les modeles emboités, et
tester la significativité des effets lignée, population, famille et progéniteur. Le modele complet a
été validé par ’examen manuel des graphes des résidus. Il a été utilisé pour estimer la valeur
moyenne de chaque progéniteur et son intervalle de confiance. L’héritabilité au sens large de
chaque caractere a été calculée a partir de la variable qui correspond a la valeur de la variable apres

en avoir soustrait les effets moyens du bloc Z;jxim = Yijkim—Bm-

Les composantes de la variance génétique (entre progéniteurs) et résiduelle (entre plantes d’un

méme progéniteur) ont été estimées a I’aide du mode¢le suivant :
Zijkim = PROGEjjq+Eijiim (2).
L’héritabilité au sens large de chaque caractere est calculée comme

2
0“PROGE

H2= ————

0“PROGETO0“E

Pour finir, les moyennes estimées par progéniteur pour chaque caractere ont été utilisées pour

étudier les corrélations génétiques entre caracteres par une analyse en composantes principales.
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Figure 3 : Répartition des comportements alimentaires selon le stade de développement des

plantes pour chaque progéniteur. Pour chaque progéniteur représenté par une famille, les

proportions estimées de chaque type de comportement alimentaire [A-F] sont représentées sur le

barplot. Les barplots sont organisés selon le stade de prélevement de S1 a S6. a. rappel de la

dynamique de consommation moyenne pour chaque type de comportement alimentaire, ’aire en

grisée représente la variabilité de la consommation au sein de chaque type. b. Données 2018. c.

Données 2019.
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3.3 Résultats

3.3.1 Appétence des larves de pyrales pour des disques foliaires de plants de

mais prélevés au champ

Nous avons suivi, a I’aide d’un dispositif original (Sanane et al., 2020) la consommation des larves
de pyrale sur des disques foliaires prélevés au champ sur des plants représentatifs de familles
précoces et tardives de chaque fonds génétique, a différents stades de développement, durant deux
années consécutives. Chaque échantillon a été caractérisé€ par un type de comportement alimentaire
des larves, parmi six catégories nommeées par des lettres de A a F et mesurant le degré d’appétence
des larves pour les disques foliaires. La lettre A correspond a une consommation rapide de
I’ensemble du disque foliaire. La lettre F correspond a I’absence de consommation. Les lettres
intermédiaires correspondent a des comportements intermédiaires (Sanane et al., 2020). Le modele
d’analyse utilis¢ permet de tester, pour chaque année, les effets du stade de développement et du
progéniteur sur la répartition des comportements entre les six types alimentaires. Dans tous les
cas, on observe I’absence d’effets d’interaction entre le progéniteur et les différents stades de
prélevements des disques foliaires. Les différences observées pour les stades de prélevement sont
indépendantes du progéniteur, et les différences entre les progéniteurs sont indépendantes du stade

de prélevement.

Effet du stade de prélevement : le tableau 3 montre le résultat des tests de comparaison de
moyennes deux a deux entre stades de prélevement. Les proportions estimées de chaque type de
comportement alimentaire pour chaque génotype et a chaque stade de prélevement sont

représentées par des barplots (Fig 3).
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Tableau 3 : P-value des contrastes entre les différents stades de prélevement des disques foliaires
pour chaque type de comportement alimentaires des larves. A noter que seuls les stades S1, S3, S5
et S6 ont été évalués en 2018 (Tableau 1). Dans chaque case, « - » indique une comparaison
impossible, « R » est la catégorie de référence utilisée pour 1’année correspondante. Les cases

grisées correspondent a des comparaisons significatives au seuil 5%.

A B C D E F

2018 2019 2018 2019 2018 2019 2018 2019 2018 2019 2018 2019

S1-S2 - 0,0201 - 0,1153 - 0,1876 - 0,5477 - R R 02113

S1-S3 0 0,0007 0,0154 0,0571 0,2698 0,4328 0,0005 0,9548 0,0032 R R 0,1104

S1-S6 O 0  0,0001 0 0,7302 0,0909 0,0005 0,0245 0,0008 R R 0,0008
S2-8S3 - 0,4694 - 0,8455 - 0,6941 - 0,6976 - R R 0,8268
S3-54 - 0,0008 - 0,0389 - 0,3331 - 0,3335 - R R 10,5479

S3-S5 0,9702 0,0026 0,193 0,0027 0,2906 0,1552 0.8607 0,3441 0.6594 R R 0,2959

S4 -85 - 0,6269 09111 0,3326 0,1019 0,6412 0.8519 09748 0.4765 R R 10,6434

S5-S6 0,3209 0,8957 - 0,368 - 0,7603 - 0,5151 - R R 0,9865

En 2018, nous avons réalisé des prélevements aux stades S1, S3, S5 et S6. On observe un exces
des types de consommation A et B au stade S1, et un exces des types de consommation C, D, E et
F aux stades S3-S6. Les différences observées sont toutes significatives (Tableau 3). En 2019,
nous avons réalisé des prélevements aux stades S1 a S6. On observe, comme en 2018, un exces de
types de consommation A au stade S1 par rapport aux autres stades, et un déficit de types de
comportement D, E, F (Tableau 3). En particulier, le comportement alimentaire de type F est plus
important au stade S6 qu’au stade S1. L’exces de types de consommation A et B perdure jusqu’au
stade S3, avec des comparaisons significatives entre S3 et S4, S3 et S5 (Tableau 3), et aussi S3 et

S6.

En résumé, on observe clairement des changements du comportement alimentaire des larves en
fonction de I’age des plantes, quel que soit leur génotype. La fréquence des comportements
alimentaires A et/ou B diminue au cours du temps, alors que la fréquence des comportements

intermédiaires C, D, E, augmente, ainsi que la proportion de larves refusant de se nourrir (type F).

106



Ces résultats montrent que les larves ont une préférence de consommation pour les jeunes plantes.
On observe aussi des différences entre les deux années d’expérimentation. En 2019, les exces de
comportements de types A ou B sont observés aux stades S1, S2, S3, alors qu’ils ne sont observés

qu’au stade S1 en 2018.

Effet du génotype : En plus des différences dans la préférence des larves en fonction du stade de
la plante, on observe des différences entre génotypes précoces et tardifs dans les deux fonds

génétiques (Tableau 4).

Tableau 4 : Comparaisons de moyennes entre les familles précoces et tardives par type de
comportement alimentaire. Les différences de moyennes sont exprimées sur 1’échelle logit par
rapport au comportement alimentaire de types F (2018) et E (2019), utilisés comme référence. Les
couleurs de la cellule représentent le niveau de significativité par contraste pour chaque type. Gris
sombre = significatif au seuil de 1%o. Gris clair = significatif a 1%. Blanc = non-significatif a 1%.

« R » est la catégorie de référence utilisée pour I’année correspondante.

A B C D E F

2018 2019 2018 2019 2018 2019 2018 2019 2018 2019 2018 2019

FPO36- 057 040 078 023 -140 047 018 057 044 R R 030
FT317
MP052
i 096 112 003 08 -1.63 055 007 073 002 R R 06
MT040

Dans le fonds génétique MBS, se trouve il y a un exces de comportement alimentaire de type A
pour la famille précoce MP052 par rapport a celle tardive MT040 quelle que soit I’année (Tableau
4). En 2018, on a un exces significatif de comportements de type A chez MP052, associé a un
déficit de comportements de type B, C, D (contrastes négatifs). En 2019, on observe un exces
significatif de comportements de type A et B chez MP052, alors que le comportement majoritaire

chez le génotype tardif MT040 est le type E.

Dans le fonds génétique F252, on trouve également des différences significatives entre génotypes.
En 2018, la famille tardive FT317 présente un exces de comportements de type A, B, C et D par
rapport a la famille précoce FP036, bien que seuls les exces des types B et C soient significatifs.

En 2019, c’est la famille précoce FP036 qui présente un exces de comportements de type A, B, C,
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D, les exces des types C et D étant significatifs. Pour le fonds génétique F252, les préférences des

larves semblent donc dépendre de I’année d’expérimentation.

En résumé, cette expérience montre que les larves de pyrales ont une préférence significative pour
le génotype précoce de la lignée MBS par rapport a son homologue tardif. Par contre, il est difficile

de conclure pour ce qui concerne les deux génotypes précoces et tardifs issus de la lignée F252.

3.3.2 Prévalence des dégats de pyrale

La prévalence de la pyrale a été évaluée par un suivi hebdomadaire dans les parcelles pour relever
le nombre de nouvelles plantes infectées entre début juillet et fin septembre en 2018 et 2019. La
figure 4 représente I’évolution des moyennes par famille de la prévalence a chaque date de mesure.
Globalement la prévalence augmente, mais on n’a pas les mémes résultats d’une année a 1’autre.
En 2018, le nombre de plantes attaquées augmente a partir du début du mois de juillet puis plafonne
autour de 30% avant d’augmenter brutalement a nouveau, dés la fin du mois d’aolt. A la mi-
septembre, la prévalence moyenne atteint presque 100% dans certaines familles. En 2019, la
prévalence augmente entre le 19 juillet et le 23 aofit, ou elle atteint un plateau autour de 20 a 30%
selon les familles. On observe une légere augmentation de la prévalence a la derniere mesure du
mois de septembre. Ces observations sont compatibles avec I’existence de deux générations
successives de pyrales. Une premiere au printemps, avec des dégits observables sur les plantes
des juillet. Une seconde génération a la fin de 1’été, dont les larves colonisent les plants de mais
entre fin-aolit (2018) et mi-septembre (2019). La seconde génération de pyrale a clairement été

plus précoce en 2018 qu’en 2019.

Sur la figure 4 les différentes familles sont représentées par des codes couleurs. On voit clairement
que pour chacune des deux années, la prévalence est toujours plus importante chez les familles
précoces et témoins MBS que chez les autres familles. L’analyse de variance, dont les résultats
sont résumés dans le tableau 5, permet de décomposer les sources de variation entre les différents
facteurs explicatifs. L’effet planche est souvent significatif mais il est général assez faible
(Fig_S2). Pour toutes les dates de mesure, on trouve chaque année des différences significatives
entre les deux fonds génétiques F252 et MBS. On trouve aussi, pour différentes dates de mesure,
des différences significatives entre populations précoces et tardives d’un méme fonds génétique.
En 2018, les différences sont significatives vers la fin de 1’été, lors de la I’invasion de la seconde
génération. En 2019, les différences sont significatives en juillet et début aofit, lors de I’invasion
par la premiere génération. Dans tous les cas, cet effet population est dii a des différences entre les
populations précoces et tardives du fonds génétique MBS (Fig 4). L’effet famille n’est jamais

significatif : les deux familles d’une méme population montrent des niveaux de prévalence
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similaire. Par contre, on trouve des différences significatives entre progéniteurs d’une méme
famille lors de la seconde génération de pyrales, c’est-a-dire fin aofit/début septembre en 2018, et
le 24 septembre en 2019. Ces différences entre progéniteurs concernent surtout la famille FP036
(F252 précoce) en 2018, et toutes les familles en 2019 (Fig_S3). En 2018, les progéniteurs de la
famille FP0O36 sont plus attaqués que les autres progéniteurs du fonds génétique F252 en fin de

saison (Fig 4 et Fig_S3).
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Figure 4 : Prévalence des dégats de pyrale par famille au cours du temps en 2018 (a) et 2019
(b) : prévalence sur I’axe des ordonnées et temps sur abscisses. Les axes abscisses sont les
Jjours de notation de la prévalence. En ordonnées on a les moyennes par famille plus les intervalles
de confiance (lignes verticales). Chaque famille est représentée par une couleur. Les lettres

correspondent a la comparaison des moyennes 2 a 2 entre famille (Tableaux S4&S5).
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En résumé, 1’évaluation de la prévalence au champ montre que les familles précoces MBS
semblent Etre plus susceptibles que les familles tardives face aux attaques de pyrale. Pour F252,
on ne trouve pas de différence significative entre populations, mais certains progéniteurs de la
famille précoce FP036 sont plus attaqués que les autres progéniteurs du méme fonds génétique.
Ces observations au champ sont en accord avec nos résultats de consommation qui ont montré une

préférence des larves de pyrale pour les mémes familles précoces MBS.
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Tableau 5 : Résultats de I’analyse de variance pour la prévalence des dégats au champ. La
p-value correspondant au test de chaque effet planche, progéniteur, famille, population et fonds
génétique, est donnée pour chaque année et chaque semaine de mesure. Les valeurs significatives

a 5% sont indiquées par un fond grisé. Le symbole « - » indique que le test n’a pas pu étre réalisé.

Planche Progéniteur Famille Population géljl(:értli(ilsue
2018 2019 2018 2019 2018 2019 2018 2019 2018 2019
5 juil. 1 - 1 - 0,1649 - 0,043 - 0,0000 -
12 juil. 1 1 1 1 0,1494  0,9923 0,1566 0,8426 0,0000 0,0000
19juil.  0,1405  0,0316 1 0,4174  0,9587  0,9862 0,0656 0,3823 10,0000 0,0000
26 juil.  0,1205 0,5435  0,5939 1 0,4536  0,4867 0,0647 0,0066 0,0000 0,0000
2ao0t 00175 0,0516  0,1583 1 0,288  0,5485 0,1755 0,0008 0,0000 0,0000

9aolt  0,0023 02184  0,1143  0,1306 0,274  0,5606 0,1373 0,0074 0,0000 0,0000

16 aoGt 0,0001  0,2582  0,2633  0,0913 0,0797  0,8348 0,1091 0,0602 0,0000 0,0000

23 aoGt  0,0001 0,2844  0,0191 1 0,23 0,3896 0,1992 0,0215 0,0000 0,0000
30 aoGt 0,0008 00,4153 0,0455 1 0,2117  0,3978 0,2213 0,0095 0,0000 0,0000
6 sept - 0,3373 - 1 - 0,4959 - 0,0091 - 0,0000
7 sept 0,1906 - 0,0502 - 0,0762 - 0,0000 - 0,0000 -

13 sept  0,0101 0,3315 0,0001 1 0,16 0,3974 0,0031 0,0149 0,0000 0,0000
20 sept  0,0146 - 0,0012 - 0,0722 - 0,02 - 0,0000 -

24 sept - 0,0015 - 0,0127 - 0,6691 - 0,1779 - 0,0000
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3.3.3 Composition chimique des plantes

En 2019, les plantes de la génération G23 de ’expérience de sélection divergente ont également
été caractérisées par un ensemble de mesures phénotypiques comprenant la date de floraison, la
hauteur des plantes, et des variables mesurant la composition chimique des tiges de mais. Comme
pour la prévalence des dégits de pyrales, une analyse de variance a permis d’identifier, pour
chaque caractere, les principales sources de variation. Les résultats de ’ANOVA sont contenus
dans le tableau 6. Les caracteres sont ordonnés selon leur héritabilité (H2), qui varie entre 0,20
(Digestibilité de la paroi calculée in vitro) et 0,92 (hauteur des plantes et date de floraison). On peut
noter cependant que la plupart des variables biochimiques sont tres héritables. La majorité des
caracteres mesurés montre des différences significatives entre fonds génétiques (lignées) et entre
populations. Seules les variables biochimique pH et Faest, ainsi que le poids frais des feuilles et
de tiges (pdsgreen) montrent des différences significatives entre F252 et MBS, mais pas entre
populations tardives et précoces d’un méme fonds génétique. Ainsi, la sélection pour la date de
floraison semble avoir accentué les différences entre populations pour la plupart des variables
mesurées. Les caracteres les plus héritables montrent aussi, pour la plupart, des différences
significatives entre familles et, pour certains, des différences significatives entre progéniteurs

(Tableau 6).

Pour étudier les corrélations entre ces caracteres et voir comment ils différencient les progéniteurs,
nous avons réalisé une analyse en composante principale (ACP) a partir des moyennes estimées

par progéniteur.
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Tableau 6 : Résultats de I’analyse de variance. Les variables ont été classées en groupes sur la
base d’un clustering hiérarchique pour I’héritabilité au sens large (H2) et les p-value des effets
lignée (pvallig), population (pvalpop), famille (pvalfam) et progéniteur (pvalproge). La
significativité de 1’effet bloc est indiquée de fagon qualitative (*). La moyenne (mu) et I’écart-type
résiduel (sigma) sont indiqués pour chaque caractere. Les noms des différentes variables

biochimiques sont expliqués dans la page iii dans la liste des abréviations.

trait Mu sigma H2 Pvallig pvalpop pvalfam pvalproge bloc
medflo 89,88 2,65 0,92 0 0 0 0 ok
mhau 117,39 5,82 091 0 0 0 0,10 ok
H 14,85 0,74 091 0 0 0 0 i
pS 47,19 0,94 0,88 0 0 0 0,03 *ok
SoverG 0,96 0,04 0,88 0 0 0 0,01 *oE
pG 50,28 0,95 0,84 0 0 0 0,01 ok
NDF 53,54 1,62 082 0,17 0 0 0,05 ns
ADF 27,11 1,02 0,81 0,09 0 0 0,14 *
cellulose_ms 24,69 0,91 0,80 0,12 0 0 0,14 *
CWI 62,00 1,86 0,79 0,06 0 0 0,20 ns
IVDMD 49,85 1,73 0,79 0,02 0 0 0,05 *
kl_ms 9,32 0,39 0,77 0,01 0 0 0,13 *k
ADL 2,55 0,15 0,75 0,02 0 0 0,03 *ok
pH 1,69 0,34 0,73 0 0,44 0 0 *ok
S 286,96 18,31 0,72 0,59 0,03 0 0 ok
cendre_ms 6,96 0,66 0,70 0 0,01 0,15 0,35 *
ms 31,43 1,90 0,69 0 0 0 0,05

HGS 614,57 45,71 0,69 0,12 0 0 0 *k
Faeth 2,68 0,05 0,68 0,01 0 0 0,04 *ok
G 302,06 26,65 0,68 0,01 0 0 0 *ok
Hemicellulose_ms 26,57 0,87 0,65 0,97 0 0 0,21 ns
KLADL_NDF 4,48 0,20 0,61 0 0 0,54 0,68 *ok
pdstot 1170,81 202,61 0,60 0 0 0 0,39 ns
mpdsel 40,04 9,96 0,58 0 0 0,02 0 *
pdsgreen 513.37 82.71 0.57 0 0.16 0 0.2 ns
PCAest 10,79 0,59 0,56 0 0 0,08 0,29 ns
hemicellulose_NDF 49,77 0,80 0,47 0 0 0,86 0,87 *k
abl_cwr 16,76 041 046 0,02 0 0,23 0,21 ok
IVCWRDm 38,76 1,25 0,46 0 0,03 0,03 0,04 *
Faest 4,33 0,24 041 0,01 0,59 0 0,01 *ok
kl_cwr 15,00 0,33 0,37 0 0 0,38 0,29 *
Fatot 6,81 026 035 0,10 0,50 0 0 ok
cellulose_NDF 45,91 0,66 0,35 0 0,01 0,77 0,70 ok
IVCWRDc 20,61 1,28 0,20 0 0,01 0,01 0,23 ns
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Les résultats de 1’analyse en composantes principales (ACP) montrent que les trois premiers axes
expliquent 87% de I’inertie totale (Fig 5). Les corrélations des variables avec les axes sont données

dans le tableau 7.

L’axe 1 de ’ACP permet de différencier les lignées F252 et MBS, et les populations précoces et
tardives de chaque lignée. Les variables positivement corrélées a 1’axe 1 sont la date de floraison
(medflo), la hauteur des plantes (mhau), le poids des parties vertes (pdsgreen), et les variables
biochimiques telles que la teneur totale en lignine par matiere seche (KI_ms), lignine de la paroi
(kI_cwr), acide p-coumarique estérifi¢ (PACest), I’acide férulique éthérifié (FAeth) et de cellulose
par matiere seche (cellulose-ms), le taux de silice par gramme de matiere seche (cendre_ms) et
les sous-ensembles lignine + cellulose (ADF), hémicellulose + lignine + cellulose (NDF). La
digestibilité de la paroi (IVDMD ou IVCWRD) est corrélée négativement a 1’axe 1. Ainsi, ’axe
un de I’ ACP sépare les progéniteurs selon leur précocité de floraison, mais aussi pour des variables
biochimiques liées a la digestibilité de la paroi. Les progéniteurs de la population MBS tardive
fleurissent le plus tard, ont une teneur élevée en lignine et cellulose et sont moins digestibles. A
I’inverse, les progéniteurs de la population F252 précoce fleurissent le plus tot, ont des plantes
plus courtes, de faibles teneurs en lignine et cellulose, et des parois plus digestibles. Les
progéniteurs des populations F252 tardive et MBS précoce sont intermédiaires. Comme pour les
analyses précédentes, on trouve moins de différences entre les populations F252 précoces et

tardives qu’entre les populations MBS précoces et tardives.

L’axe 2 de I’ACP isole la population de MBS précoce des autres populations (Fig 5). On observe
que les populations précoces MBS se démarquent par leur poids total des plantes plus élevé
(pdstot) et leur faible teneur en matiere séche (ms) d’une part, et leur faible teneur en lignine dans
la paroi (abl cwr) d’autre part (Tableau 7). Cela montre que ces populations sont les moins
lignifiées et présentent une teneur d’eau plus élevée, par conséquent sont plus tendres que leur

homologue tardives ou que les populations issues du fonds génétique F252.

L’axe 3 de I’ACP montre des différences entre progéniteurs au sein méme des familles issues du
fonds génétique F252 (Fig 5). Les différences sur 1’axe 3 sont expliquées par des différences pour
les variables biochimiques comme la sommes des sous-unités de la lignine (HGS) et 1’acide
férulique estérifié 1’acide férulique total (estérifié¢ + éthérifi€) et la sous-unité S de la lignine. Pour
tous ces caracteres, Les progéniteurs de MBS ont des valeurs identiques et intermédiaires. Par
contre, on trouve de fortes différences entre progéniteurs d’'une méme famille dans le fonds
génétique F252. On notera que les 4 variables qui expliquent I’axe 3 de ’ACP sont les moins

héritables.
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En résumé, ces résultats montrent qu’il existe une différence de la teneur en lignine et en cellulose
totale entre les progéniteurs issus de MBS et F252 selon le gradient de précocité. Cette différence
existe non seulement entre les populations précoces et tardives, mais aussi entre les progéniteurs
d’une méme population. Par contre, les populations précoces MBS se démarquent en particulier

par leur tendreté et leur forte teneur en eau.
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Figure 5 : Analyse en composantes principales (ACP). Les couleurs indiquent les familles. Les
témoins F252 sont en gris, et les témoins MBS en gris clair. F252 précoce en orange, tardif rouge-

orange, MBS précoce en bleu et MBS tardif en violet.
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Tableau 7 : Résultats des variables explicatives sur les trois axes principaux de ’ACP. Les
variables corrélées sont décroissantes sur les axes, 1,2 et 3 ; (-) représente lorsque la corrélation

inférieure a 50% en valeur absolue pour cet axe.

Variables Axe 1 Axe 2 Axe 3
medflo 0,95 - -
pS 0,95 - -
SoverG 0,94 - -
KLADL_NDF 0,93 - -
PCAest 0,92 - -
ADL 0,90 - -
mhau 0,89 - -
kl cwr 0,87 - -
CWI 0,87 - -
ADF 0,87 - -
cellulose_ms 0,85 - -
cellulose NDF 0,85 - -
NDF 0,82 - -
cendre_ms 0,82 - -
Faeth 0,81 - -
pdsgreen 0,62 - -
hemicellulose_ms 0,60 - -
pG -0,92 - -
H -0,92 - -
kl_ms 0,92 - -
hemicellulose NDF -0,91 - -
IVDMD -0,91 - -
pH -0,75 - -
IVCWRDm -0,71 - -
G -0,55 - -
ms - 0,88 -
abl_cwr - 0,85 -
pdstot - -0,88 -
IVCWRDc - - 0,56
Fatot - - -0,92
S - - -0,92
HGS - - -0,87
Faest - - -0,86
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3.4 Discussion

Nous avons ici utilisé un matériel végétal original pour caractériser les différences génétiques entre
lignées de mais pour différentes composantes de 1’interaction avec la pyrale Ostrinia nubilalis
Hbn. Les tests de consommation permettent de mesurer 1’appétence des larves pour les feuilles.
La mesure de la prévalence au champ caractérise la sensibilité des différentes plantes attaquées
lors des infestations naturelles. Enfin, les variables biochimiques permettent de mesurer les
défenses physiques et/ou chimiques de la plante. Pour tous ces caracteres, on trouve des différences
importantes entre les familles issues des populations précoces de MBS et celles issues des
populations tardives. Les plantes des familles MBS précoces ont des feuilles plus appétentes lors
des tests de consommation, elles présentent une prévalence des larves au champ plus élevée, et se
caractérisent par une teneur en matiere seche plus faible et un taux de lignine plus faible dans les
parois cellulaires. Ces résultats sont en faveur de 1’existence d’un compromis entre croissance et

défense dans le fonds génétique MBS.

De telles différences entre familles précoces et tardives ne sont pas retrouvées pour le fonds
génétique F252. 11 faut noter que pour cette lignée, les différences de date de floraison entre les
familles issues des populations précoces et celles issues des populations tardives sont relativement
faibles (5 jours de temps thermique) alors que plus de 15 jours de temps thermique séparent en
moyenne les familles MBS précoces et tardives (Fig_S6). Les mutations intervenues au cours de
la sélection divergente (Durand et al., 2010) peuvent induire des modifications dans la physiologie
et la morphologie de certaines lignées (Santiago et al., 2016). Elger et al. (2009) ont observé que
les changements physiologiques durant le développement permettent de renforcer les défenses
physiques et chimiques des plantes de certaines especes. Etant donné que les familles MBS
précoces sont restées tres proches de la lignée de départ (témoin MBS), on peut faire I’hypothese
que dans le fonds génétique MBS la sélection pour la tardiveté de floraison, en ralentissant la
vitesse de développement des plantes, a permis 1’accumulation de réserves et la constitution de
parois végétales plus riches en lignine et en matiere seche, et moins appétentes pour les larves de

pyrales.

Les tests de consommation montrent clairement une préférence des larves pour les feuilles plus
tendres de plantes jeunes par rapport aux plantes plus dgées. A un méme stade de prélevement, la
préférence des larves pour les plantes MBS précoces, présentant une plus forte teneur en eau et
des parois plus minces corrobore cette observation. Cela porte a croire que les jeunes larves sont
plutdt sélectives dans leur alimentation (Guthrie, Dicke, & Neiswander, 1960). Chez O. nubilalis

la qualité de 1I’aliment des larves peut améliorer la fitness de I’espece (Saad et al., 2012). Plusieurs
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facteurs peuvent influencer les choix des larves, dont la texture de I’aliment (sa dureté, la présence
de silice, la teneur en lignine), la qualité des tissus (sa teneur en éléments assimilables, en sucres),
et la présence de composés antinutritionnels (tanins, autres composés secondaires). C’est le cas
des larves de pyrales qui préferent les jeunes feuilles tendres a celles dgées (Bergvinson, Hamilton,
& Arnason, 1995), du fait de la morphologie de leurs mandibules moins développées (Bernays et

al., 1991).

Contrairement a ce qui est attendu, nous n’observons pas de relation claire entre teneurs en lignine
totale par matiere seche (KI_ms), en acide p-coumarique estérifi¢ (PACest), en acide férulique
éthérifié (FAeth), en silice par matiere séche (cendre_ms) et en cellulose par matiere seche
(cellulose-ms) et la prévalence des larves au champ ou 1’appétence des larves. Pourtant, ces
variables sont le plus souvent liées a la rigidité de la paroi cellulaire (Coors, 1987) et peuvent
permettre le renforcement des barrieres physiques des plantes (Buendgen ez al., 1990 ; Bergvinson
et al., 1994 ; Barros-Rios et al., 2011, 2012 ; Santiago et al., 2016, 2017). Elles ont permis
d’augmenter la résistance de certaines variétés contre les dégats de 1épidoptéres (Bergvinson, 1993
; Barros-Rios et al., 2012 ; Santiago et al., 2016) et d’autres pathogénes (Santiago, Barros-Rios,
& Malvar, 2013). On notera que, dans notre étude, toutes ces variables sont tres corrélées a la
précocité de floraison. Les génotypes les plus précoces présentent moins de barrieres physiques

que les génotypes les plus tardifs.

Cependant, notre dispositif ne nous permet pas de tirer de conclusion générale concernant la
résistance des plantes. D’une part, parce que la quantité de plante consommeée n’est pas forcément
un bon indice de la qualité de la plante. Les travaux de Farrar, Lawrence, & Blackburn (2014) ont
montré que les larves de Plutella xylostella améliorent plutdt leur efficacité digestive en
consommant des lignées résistances de Arabidopsis thaliana. Cela leur permet d’avoir la méme
croissance que leur homologue consommant des plantes de lignées susceptibles de la méme
espece. D’autre part, nous avons mesuré dans notre étude la prévalence des dégats, mais pas leur
importance, ni le nombre de larves par plante attaquée. De plus, les mesures de prévalence ont été
faites sous infestation naturelle. Ainsi, la prévalence des larves au champ était plus élevée en 2018
qu’en 2019. On observe environ 2 semaines de différence dans I’apparition des premiers dégats
entre 2018 (5 juillet) et 2019 (19 juillet) (Fig3 a, b). De plus, I’'invasion des plantes par la seconde
génération de pyrales est précoce (mi-aofit) et trés visible en 2018, alors qu’elle n’intervient que
mi-septembre en 2019. Velasco et al. (2007) ont trouvé que la dynamique de la population de O.
nubilalis peut varier d’'une année a I’autre et que cela pourrait étre lié¢ a plusieurs facteurs dont la

durée du jour, les précipitations et d’autres parametres du climat.

118



Concernant les analyses biochimiques, on trouve des spécificités pour les MBS précoces
notamment le pourcentage de matiere seche (%ms). Cependant, les prélevements visaient le stade
ensilage a des dates fixes (Tableau 2). Les MBS précoces ont plus de matiere seche que les F252
tardifs a la méme période de prélevement. Donc la tendreté des MBS précoces est due a un
ralentissement du développement, ils présentent une paraoi cellulaire mince, un poids frais élevé
et un faible pourcentage de matiere seche. A la méme date de prélevement, les F252 tardifs avaient

atteint le stade ensilage, mais les MBS précoces ne 1’avaient pas atteint.

En conclusion, ’ensemble des observations réalisées dans cette étude montre des différences
importantes entre familles précoces et tardives du fonds génétique MBS, avec une préférence des
larves de pyrales pour les plantes MBS précoces, a la fois au champ et lors de tests de
consommation. Cette préférence pourrait s’expliquer par une plus forte teneur en eau et la tendreté
de la paroi cellulaire des génotypes précoces par rapport aux génotypes tardifs du méme fonds
génétique. Les génotypes tardifs, bénéficiant d’un temps de développement plus long, pourraient
accumuler plus de matiere seche et consolider leur paroi cellulaire. Par ailleurs, nous montrons
qu’il existe une corrélation positive trés forte entre la précocité de floraison et le niveau de défense
des plantes, mesurée par des variables biochimiques liées a la digestibilité des parois. Toutes ces
observations sont en faveur de 1’existence d’un compromis entre croissance et défense chez le
mais, et de I’existence d’une variabilité génétique importante pour le niveau de défense contre les

1épidopteres foreurs de tige au sein de I’espece.

Dans ce travail, nous avons principalement étudié le comportement des larves. Cependant, chez
les 1épidopteres comme O. nubilalis, le choix de ponte est le fait des femelles qui sont attirées par
les composés volatils émis par la plante. Il serait donc intéressant de caractériser les composés
volatils impliqués dans cette interaction entre O. nubilalis et les lignées des expériences de

sélection divergente du Plateau de Saclay pour la date de floraison.
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3.6 Données supplémentaires
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Figure-S1 : Graphe des résidus en fonction des valeurs prédites du modele 1 (M1) avec la
famille en effet fixe, le progéniteur et le bloc en effet aléatoire : Les couleurs indiquent les
familles. Les témoins F252 sont en gris, et les t€moins MBS847 en gris clair. F252 précoce en
orange, tardif rouge-orange, MBS847 précoce en bleu et MBS847 tardif en violet. Les graphes a
et b correspondent a deux dates de prélevement en 2018. Les graphes ¢ et d, a deux dates de

prélevement en 2019.
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Figure-S2 : Estimation de I’effet bloc en fonction de la position du bloc dans le dispositif
expérimental. En abscisse, le numéro du bloc indique sa position dans le dispositif. Les huit
premiers blocs contiennent des progéniteurs précoces (orange) ou tardifs (rouge-orange) de F252.
Les huit blocs suivants contiennent des progéniteur précoces (bleu) ou tardifs (violet) de MBS. En
gris, la valeur de I’effet bloc mesuré sur la ligne témoin. En couleurs, la valeur de I’effet bloc
estimée sur les progéniteurs de 1’expérience de sélection. Les graphes a et b correspondent a deux

dates de mesure en 2018. Les graphes c et d correspondent a deux dates de mesure en 2019.
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Figure-S3 : Prévalence moyenne des dégats de pyrale par progéniteur au cours du temps en
2018_(a)26 juillet 2018 ;(b) 13 septembre 2018. Les progéniteurs sont représentés sur I’axe des
abscisses. En ordonnée, la valeur moyenne est représentée par un point, et I’intervalle de confiance
par un segment de droite. Les couleurs indiquent les différents progéniteurs. Les témoins F252
sont en gris, et les témoins MBS847 en gris clair. F252 précoce en orange, tardif rouge-orange,

MBS847 précoce en bleu et MBS847 tardif en violet.
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Tableau-S4 : Résultats des comparaisons de moyennes entre les familles de chaque fonds
génétique pour la prévalence de pyrale en 2018.

19-juil 26-juil 2-aoiit 9-aoit 16-aoit 23-aoiit 30-aoiit 7-sept 13-sept 20-sept

F252-FP036 1 1 0,9999 0,9875 10,7704 0,9710 0,4896 0,0007 0 0
F252-FP039 1 1 0,8401 0,9999 1 0,9707 1 1 0,983 1
F252-FT317 0,9938 0,898 1 1 1 1 1 1 0,1248  0,0773

F252-FT318 0,9999 0,2705 0,8614 0,4381 0,1751 0,5264 0,5384 0,4601 0,0689  0,5068

FP036-FP039 1 1 0,7026 0,9051 0,5931 04828 0,4865 0,0051 0,0003 0

FP036-FT317 0,9994 0,9338 1 0,9997 0,9339 0,9804 0,7057 0,0097 0,1743 0,1824

FP036-FT318 1 0,4963 0,9973 0,9944 0,999 0,9993 1 0,6002 0,4906  0,0826

FP039-FT317 0,9958 0,9313 0,7998 0,9989 1 0,9971 1 1 0,8757  0,4486

FP039-FT318 0,9999 0,4012 0,2461 04213 0,2916 0,2371 0,7461 0,8368 0,69 0,8719

FT317-FT318 1 0,9693 0,9696 0,6724 0,2292 0,441 0,5512 0,6763 0,9999  0,9994

MBS847-MP049 0,9624 0,9922 0,9785 0,5688 0,7962 0,879 0,9005 0,7518 0,4092 0,2593

MBS847-MP052 0,9731 0,9959 0,9999 1 1 1 1 0,9371 0,998  0,6456
MBS847- 0,03 0,1053 0,3137 0,0037 0,0043 0,0107 0,019 0 0,0108  0,9405
MT040

Mggg;”- 0,0023 0,0085 0,0065 0,0063 0,0065 0,0129 0,0287 0 0,0001 0,806

MP049-MP052 1 0,8201 0,9001 0,68 0,6808 0,8597 0,8006 1 0,8536  0,9989

MP049-MT040 0,6385 0,7388 0,9801 0,7745 0,6358 0,6943 0,7511 0 0,0013 0,07

MP049-MT053 0,2088 0,2598 0,3475 0,8459 0,7068 0,7276 0,8234 0 0,0001  0,0329

MP052-MT040 0,6397 0,0769 0,37 0,0474 0,0299 0,076  0,0707 0 0,0213 0,229

MP052-MT053 0,2137 0,0087 0,0195 0,0674 0,0401 0,0863 0,0951 0 0,001  0,1228

MT040-MT053 0,9972 0,9968 0,8862 1 1 1 1 1 0,9851 1

Pour chaque contraste, la pvalue du test de comparaison de moyennes est donnée a chaque date de

mesure. Les cellules sont grisées lorsque la différence est significative entre les familles.
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Tableau-S5 : Résultats des ANOVA comparaisons de moyennes entre les familles de chaque

fonds génétique pour la prévalence de pyrale en 2019.

19-juil 24-juil 2-aotit 9-aoiit 16-acit 23-aolit 30-aoiit 6-sept 13-sept 24-sept

F252-FP036 0,6067 0,9667 1 0,9999 1 1 0,9888 0,9991 0,9985 0,9889

F252-FP039 0,7781 10,0321 0,4035 09112 0,9832 0,9489 09391 0,9707 0,8958 0,5838

F252-FT317 0,7943 0,4584 10,9435 0,1423 0,7443 0,6634 00,8786 0,9068 0,8825 0,8992

F252-FT318 06227 04060 1 ! 1 09999 09987 0998 09977 1
FP036-FP039 I 06613 07484 09991 09972 09552 0.6817 08640 0724 02946
FP036-FT317 I 09981 09966 07356 09353 0.8067 0.6441 08083 07565 0.7006
FP036-FT318 109924 1 1 1 09998 09120 09714 09557 0.9937
FP039-FT317 I 09579 09965 09525 09996 09999 1 | | |
FP039-FT318 I 09959 09337 09840 09967 09998 1 | 1 09057
FT317-FI318 | 109994 04172 08991 09796 09998 09999 09999 09716
MBSS47-

Voo 0.8571 08732 09941 09583 08104 1 | | I 09995
Mgﬁ;‘;”' 0.8044 04187 09996 09937 09773 09998 09918 09955 09955 09995
31;3237' I 00792 00041 00004 00017 00005 00005 00007 00007 00227
M]Tgﬁgg% 00996 0.1230 00147 00066 00163 01935 02006 02086 02083 00774
MPO49-MP052 | 1 1 1 09995 1 ! ! | |

MP049-MT040 0,9751 0,7313 0,0789 0,0485 0,3207 0,0125 0,0123 0,0189 0,0189 0,3339

MP049-MT053 0,9942 0,7296 0,1502 0,2150 0,6200 0,5570 0,5518 0,5691 0,5683 0,4949

MP052-MT040 0,9840 0,8693 0,0296 0,0110 0,0638 0,0095 0,0192 0,0256 0,0255 0,2243

MP052-MT053 0,9981 0,8592 10,0694 0,0747 0,2199 0,5751 0,7124 0,6953 0,6946 0,3813

MT040-

MT053 1 1 1 0,9998 1 0,8106 0,8813 0,9213 09214 1

Pour chaque contraste, la pvalue du test de comparaison de moyennes est donnée a chaque date de
mesure. Les contrastes entre les familles dans la premiere colonne, chaque cellule représente la
pvalue du contraste pour ce pas de temps et 1Les cellules sont grisées lorsque la différence est

significative entre les familles
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Figure-S6 : Boxplot des dates de floraison des 8 familles des deux fonds génétiques ainsi que
leurs témoins. Les différentes progéniteurs sont représentés sur 1’axe des abscisses. En ordonnée
le nombre de jours avant floraison en temps thermique. Chaque boxplot correspond a un

progéniteur. Les familles sont représentées par les différentes couleurs.
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Dans ce chapitre 4, on a testé la variabilité génétique d’un core-panel de 18 lignées représentant la
diversité génétique des variétés de mais de cultivés en Amérique du Nord et en Europe pour leur
appétence aux larves de pyrale Ostrinia nubilalis Hiibner. Ces lignées étant tres variables pour leur
date floraison (20 jours de décalage en temps thermique entre la lignée la plus précoce et la plus
tardive), nous avons réalisé des semis décalés afin de conduire les tests de consommation avec des

disques foliaires prélevés sur des plantes a un méme stade de développement.

Les résultats mettent en évidence 1’existence de différences importantes entre lignées du panel
pour I’appétence des larves de pyrale, et confirment, pour certaines lignées, des données de la
littérature concernant leur résistance ou leur tolérance face aux insectes foreurs de tige. Ils
suggerent aussi que les lignées les plus précoces seraient plutdt moins appétentes que certaines

lignées plus tardives.

Pour 12 des lignées du panel, les résultats des tests de consommation ont pu €tre comparés avec
des données enzymatiques et métaboliques existantes, ce qui nous a permis d’explorer les
corrélations entre les caractéristiques métaboliques des plantes et leur appétence pour les larves de
pyrale. Nous avons identifié une dizaine de variables liées au métabolisme des feuilles corrélées a

certains types de comportements alimentaires des larves.

Ces travaux ont été réalisés grace a un financement de 'IDEEV (Institut Diversité, Ecologie,
Evolution du Vivant) et ont impliqué des collaborations avec des collegues de ’'UMR GQE-Le
Moulon pour le choix des lignées du core-panel et leur description, I’obtention des semences et
des données métaboliques, et les analyses préliminaires. L’ensemble des résultats de nos travaux
sont aussi présentés sous forme de projet d’article qui sera ultérieurement soumis a une revue

scientifique.
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Evaluation d’un panel de 18 lignées de mais d’Europe et d’Amérique pour

I’appétence a Ostrinia nubilalis Hiibner (Lepidotera : Crambidae)

Inoussa Sanane'®?, Stéphane Nicolas!, Cyril Bauland!, Frédéric Marion-Pol1>*? & Christine

Dillmann'

(1) Université Paris-Saclay, INRAE, CNRS, AgroParisTech, GQE - Le Moulon, 91190, Gif-
sur-Yvette, France.

(2) Université Paris-Saclay, CNRS, IRD, UMR Evolution, Génomes, Comportement et
Ecologie, 91198, Gif-sur-Yvette, France.

(3) Université Paris-Saclay, AgroParisTech, Paris, France.

4.1Introduction

Le mais est la céréale la plus produite dans le monde devant le blé et riz. Il fait I’objet d’attaques
parasitaires, et les Iépidopteres foreurs de tige constituent I’une des contraintes majeures a sa
production (Meihls, Kaur, & Jander, 2012). La pyrale du mais Ostrinia nubilalis (Hiibner) est le
ravageur le plus néfaste du fait de la spécificité des dégats occasionnés. A elle seule, la pyrale peut
occasionner jusqu’a 93% de dégats sur la plante (galeries dans la tige, trous dans les feuilles) et
76% au niveau des épis (Beres, 2012). Chez certains hybrides commerciaux, une seule larve de O.
nubilalis peut entrainer jusqu’a 6,05% de perte de rendement grain (Bohn et al., 1999). Selon les
mémes auteurs, une perte de 0,28% sur le rendement grain correspond a 1% de dégats occasionnés

par les larves.

Sous la pression des ravageurs, les plantes peuvent mettre en place des mécanismes de défense.
Ceux-ci peuvent €tre physiques par 1’¢laboration de structures particulieres dissuasives, ou
chimiques par la production de métabolites contre ces ravageurs (Odjakova, Hadjiivanova, &
Tsankov, 2001 ; Fatima et al., 2018 ; Tariq & Saleem, 2018). Dans le cas du mais, certaines
variétés sélectionnées pour leur capacité de synthese de DIMBOA (2,4-dihydroxy-7-methoxy-1,4-
benzoxazin-3-one) sont plus résistantes aux attaques de la pyrale (Cambier, Hance, & De
Hoffmann, 2000). Par ailleurs, la composition de la paroi cellulaire (lignines, acides p-coumarique)
(Barros-Rios et al., 2011 ; Santiago, Barros-Rios, & Malvar, 2013) permet d’augmenter leur

résistance contre ce ravageur (Bergvinson, 1993).

Une fagon d’évaluer la résistance des plantes aux insectes phytophages est de mesurer I’appétence
des larves sur disques foliaires. On peut aussi €évaluer I’effet antiappétent de certaines molécules

sur les larves de 1épidopteres a partir de cette méthode (Magrini et al., 2015 ; Ningombam et al.,
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2017 ; Sanane et al., 2020). Elle a non seulement permis de phénotyper des plantes de Brassicaceae
pour leur appétence par des larves de Microtheca punctigera (Menezes Jr. et al., 2005) mais aussi
d’identifier des variétés résistantes du riz au lépidopteéres Cnaphalocrocis medinaiset (Bentur &

Kalode, 1990).

Pour caractériser une espéce ou un groupe génétique par ces méthodes, il faut dans 1’idéal pouvoir
disposer d’un petit nombre de variétés représentatives de la diversité génétique ou du groupe
considéré. Une core-collection est un sous-ensemble de variétés qui représente la diversité
génétique existant au sein d’une espece ou d’une collection (Brown, 1989 ; Diwan, Mclntosh, &
Bauchan, 1995). Par exemple, ’évaluation d’un panel de 85 lignées représentant la collection de
mais de toute I’Europe a permis d’identifier les lignées non seulement résistantes a la Sesamia
nonagrioides et a O. nubilalis en infestation artificielle (Malvar et al., 2004) mais aussi celles qui

produisent mieux sous la pression de ces ravageurs (Malvar et al., 2007).

Dans notre étude, nous avons évalué a 1’aide d’un dispositif de test de consommation (Sanane et
al., 2020) la variabilité de 1’appétence des larves de pyrales pour des disques foliaires de mais au
sein d’un panel de 18 lignées choisies pour représenter la diversité génétique des variétés cultivées
en Europe et en Amérique du Nord (Bouchet ef al., 2013), mais aussi pour leur variabilité
concernant la résistance a la pyrale (Anglade et al., 1998 ; Willmot et al., 2004), et la digestibilité
des parois (El Hage et al., 2018 ; Zhang et al., 2019). Nous avons confronté les résultats des tests
de consommation a des données physiologiques, métaboliques et enzymatiques obtenues sur une

partie du panel dans une étude précédente (Cafias et al., 2017).

A la suite de cette évaluation, nous montrons qu’il existe une variabilité génétique au sein du panel
pour I’appétence des larves de pyrales pour les feuilles de mais, qui peut étre corrélée a des
différences liées au métabolisme. Nos résultats laissent entrevoir des marges de progres génétique

concernant la résistance des variétés de mais a la pyrale.
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4.2 Matériel et Méthode

4.4.1 Matériel animal

La population de pyrale de mais (Ostrinia nubilalis) utilisée pendant notre thése provient des ceufs
de I’¢levage de Bioline AgroSciences (France). Les ceufs sont gardés dans une étuve jusqu’a
I’émergence des larves a 26+1°C, avec une photopériode de 16h de jour et 8h de nuit et 70%
d’humidité. Dés I’émergence, les larves sont nourries avec un milieu artificiel (composition 1,321
d’eau, 27g d’agar, 224g de farine de mais, 60g de levure de bicre, 56g de germe de bl¢, 12g d’acide
ascorbique, 4 g de mélange vitaminé (Réf.0155200), 0,8g d’Auréomycine/Tétracycline, 2g de
Nipagine, 1,6g d’acide sorbique et 4 g d’acide benzoique). Les larves agées de 10 jours apres

émergence (stade L2) sont utilisées pour réaliser les tests de consommation.
4.4.2 Matériel végétal

Construction de la core-collection : Le matériel végétal utilis€é comprend 18 lignées au total
(Tableau 1). 12 lignées sont issues d’une core-collection de 19 lignées de mais représentant la
diversité génétique de variétés cultivées en Amérique du Nord et en Europe (Camus-Kulandaivelu
et al., 2006 ; Bouchet et al., 2013). Ces lignées ont été caractérisées a deux stades de
développement pour leur variabilité enzymatique et en métabolites secondaires dans les feuilles
ainsi que pour différents caracteres physiologiques (Cadas et al., 2017). Nous avons ajouté a ce
panel trois lignées (F66, F271, CM484) présentant des différences pour la digestibilité des parois
(El Hage et al., 2018 ; Zhang et al., 2019), et trois lignées connues pour leur sensibilité ou leur
résistance a la pyrale : Mol7 et B73 sensibles (Willmot et al., 2004), F618 tolérante (Anglade et
al., 1998), et F918 également tolérante et dérivée de la lignée F618 (INRA, 2001).Toutes les
lignées sont maintenues au Centre de Ressources Biologique INRAE de Saint-Martin de Hinx

(France).

Réalisation de semis décalés : Dans le but de comparer les différentes lignées au méme stade de
développement, des semis décalés ont été réalisés en se basant sur les données connues de date de
la floraison femelle. Nous disposions pour une partie des lignées de la date de floraison femelle
mesurée en degré-jours (Bouchet ef al., 2013), et pour une autre partie de la date de floraison
mesurée en temps thermique (nombre de jours a 20°C avant floraison) a la station expérimentale
de Saint-Martin de Hinx. Les données de floraison en temps thermique étant incomplétes, nous
avons réalisé une régression linéaire entre les dates de floraison mesurées en degré-jours et en
temps thermique pour prédire, pour chaque lignée, la date de floraison en temps thermique. Nous
avons constitué quatre groupes de précocité (GRP, Tableau 1) sur la base des prédictions de la date

de floraison en temps thermique (flopred, Tableau 1).
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Tableau 1. Caractéristiques des lignées du core-panel et dates de semis. Les lignées ont été
ordonnées en fonction de leur précocité de floraison de la plus tardive a la plus précoce d’apres le
temps thermique prédit. FFLW : date de floraison femelle en degré-jours (Bouchet ez al., 2013).
floF_SMH : date de floraison femelle en temps thermique (C. Bauland, comm. pers.). flopred :
date de floraison prédite en temps thermique. LFNB= nombre de total de feuilles. GRP = groupe
de semis. dec = nombre de jours de décalage de semis réalisés pour chaque groupe de semis. Dans
les colonnes « Date de semis », une case de couleur indique les jours de semis du mois d’octobre

de la lignée correspondante. Chaque couleur correspond a un réplicat.

Lignée Description Groupe FFLW | floF_SMH | LFNB | flopred | GRP | dec Date de Semis (Octobre)
génétique
1 4 7 11 14 18 21 25
PI-186.223 European
F64 (Argentine) PN 218 79 19 79 A 0
sa2qu | Pop-com (South | Combelt |5, NA 20 77,3 A 0
American) dent
Pop-corn (Super European
HP301 Gold) P 218 NA 20 75,91 A 0
F6182 tolérant
2
F918 pyralel X FO302 | e grane | NA 75 20 75 A 0
tolérant pyrale 2 -
1374245
B73 BSSC5 Stiff Stalk | 217 74 21 74 A 0
L032 Isola Basso European | =, 74 17 74 A 0
flint
Mol7 CI187-2 x C103 Cogre‘ntieh 217 73 17 73 B 3
MBSS847 |  Pioneer 3901 Coégn'ie“ 210 71 18 71 B 3
Nostrano
dell'Isola(PPS686, | European
Lo3 Cécile Rebourg flint 209 71 17 7 B 3
PhD)
F618 Lignée tolérante | g i g | NA 70 18 70 B 3
a la pyrale
NYS302 | Black Mexican N‘g:ﬁfm 207 66 15 66 C 6
Purple Flour x
C105 Early Yellow Northern 66 18 66 C 6
flint
Dent
F186xCo125- Corn belt
Fv252 82334 ot 199 63 16 63 D 10
COIZSXWI03 | (o
F271 (19.3x8.5)- ot 198 NA 15 62,02 D 10
44.1.1.1.1
(Canada-Morden-
Cmd8d | oe0 00 2+ 1 NA NA 62 NA 62 D 10
Lacaune 2.9.1.1.3 European
Fv2 (PPS 15, PHD urop 196 61 14 61 D 10
flint
CR)
Sost-15.8 (PPS European
F66 |1, PHD CR) i NA 61 NA 61 D 10
ND3¢ | Manitoba Yellow | Northern 1o, NA 13 | 5925 | D 10
Flint flint
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En utilisant la date moyenne de floraison prédite dans chaque groupe, nous avons déterminé le
nombre de jours de décalage de semis a réaliser pour chaque groupe (dec, Tableau 1). L objectif
¢tait de pouvoir évaluer ’ensemble des 18 lignées au méme stade de développement. Au total,
nous avons réalisé pour chaque lignée, trois semis de trois graines, a une semaine d’intervalle, de
fagon a obtenir trois réplicats. Les semis se sont échelonnés du 1 au 25 octobre 2019. Les plantes
ont été cultivées en serre (16h de lumicre et 8h d’obscurité) a une température comprise entre 21
et 24 ° C et a 70% I'humidité. Les graines ont été pré-germées dans des plaques de semis, puis les
plantules rempotées au stade 3-4 feuilles dans des pots de 4 L avec du substrat Jiffy® premium.
Les plantes ont été arrosées a raison de deux fois par semaine dans un tablar permettant de
maintenir une certaine quantité d’eau. Pour chaque réplicat, les pots des trois plantes d’un méme
génotype sont disposés de facon randomisée sur un tablar contenant les 3 plantes de chacune des

18 lignées (photo 1).

2T AN
£ I AN

-

Photol : Un réplicat est constitué de trois plantes de chacune des 18 lignées disposées sur un méme
tablar et semées de fagon décalée. On peut constater qu’a la date de la photo (entre 4 et 5 feuilles
ligulées), toutes les plantes sont a peu pres au méme stade de développement. (Photo Inoussa

Sanane)
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4.4.3 Obtention de données de consommation

Pour chaque réplicat, les prélevements ont été réalisés environ au méme stade de développement,
lorsque I’ensemble des plantes du tablar avaient entre 5 et 7 feuilles ligulées. Le nombre moyen
de feuilles ligulées des trois plantes de chaque lignée et chaque réplicat est indiqué dans le tableau
2 (nblig). Pour chaque réplicat et chaque lignée, 50 disques foliaires ont été poinconnés sur la 6°™
feuille des 3 plantes, qu’elle soit ligulée ou non. Pour des raisons de capacité du dispositif de test
de consommation, chaque réplicat a été réparti en trois batchs de six lignées, a raison d’un batch
par jour, suivant le plan d’expérience décrit dans le Tableau 2. Chaque jour de prélévement, les
disques foliaires prélevés sont immédiatement placés dans une plaque de 50 puits (5x10) sur de
I’agarose a 1% pour éviter le desséchement des disques foliaires (Jin, 2017). Ensuite, une larve L.2
est placée dans chaque puits sur chaque disque foliaire (Junior ef al., 2015) suivant le dispositif de
test de consommation (Sanane et al., 2020). La consommation des larves dans chaque puits est
enregistrée pendant 48h dans le dispositif. Puis, les piles d’images ont été analysées a 1’aide de
deux programmes (RoitoRoiArray et Areatrack) développés a cet effet et installés comme plugins
dans le logiciel d’analyse d’images Icy (Chaumont efr al., 2012). Les plugins permettent de
délimiter les puits et les disques foliaires de facon semi-automatique, puis de suivre dans la pile
d’images les changements de nombre de pixels attribués a chaque disque foliaire. L’analyse génere
des mesures en pixels par minute pour chaque disque foliaire dans un puits, qui sont exportées

dans un fichier Excel, converti ensuite en fichier de format CSV pour étre traité sous R.
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Tableau 2. Plan d’expérience réalisé pour mesurer ’appétence des lignées de la core
collection pour les larves de pyrale. Chaque réplicat correspond a trois batchs de six lignées,
réalisés a un jour d’intervalle. Un batch comprend six plaques de 50 disques foliaires d’une méme
lignée monitorées par deux caméras, une pour les plaques a, b, c, et une autre pour les plaques d,
e, f (Sanane et al., 2020). La date de prélevement au mois de novembre est indiquée dans les
colonnes Batch. Nblig = nombre total de feuilles ligulées au moment des prélevements de disques
foliaires. JAS = date du prélevement en nombre de jours apres semis. 13-11 = 13 novembre 2020

pour la date de prélevement.

1¢r réplicat 28me péplicat 3¢me péplicat

Lignée Batch Batch nblig JAS Batch

nblig \JAS 1311 14-11 |15-11 blig JAS 50_11 |21-11 22-11 27-11 [28-11 |29-11
F64 5 |44 d 6 |45 c 6 |44 | D
SA24U | 6 |43 | e 6 |44 | a 7 |44 A
HP301 | 6 |43 | f 6 |44 | d 6 |44 | C
F918 6 |43 d 6 |44 | f 7 |44 | B
B73 6 |43 | ¢ 6 |44 b 7 (44| E
L032 6 |43 a 6 |44 | e 6 |44 | F
M017 5 |41 5 |42 e 5 42 b
MBS847 | 6 | 41 b 6 |42 a 6 |41
L03 5 |41 e 6 |42 b 5 141 d
F618 6 |41 a 6 |42 f 7 |4 c
NYS302 | 6 |38 f 6 |39 d 6 |41 b
C105 7 137 b 7 138 ¢ 7 139 f
Fv252 | 5 |35 d |5 36 e | 6 |39 a
F271 5 |35 b | 5 36 d |5 |36 d
Cmd84 | 5 |35 e | 5 |36 c | 5 |36 e
Fv2 5 135 c |5 |36 f |5 |36 a
F66 5 135 f |5 |36 b | 5 36 c
ND36 5 135 a | 5 |36 a | 5 |36 f
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Figure 1 : Typologie de comportements alimentaires des larves. Chaque vignette représente la
courbe de consommation moyenne (en gras) et son intervalle de variation (zones grisées
comprenant 90% des courbes a chaque pas de temps) d’un cluster identifié par 1’algorithme SOTA
(lettre de « a » a «n »). Les 14 clusters SOTA sont ensuite regroupés en six types A, B, C, D, E,
F, de comportements alimentaires a ’aide de I’algorithme Kmeans. Chaque type de comportement
alimentaire est représenté par une couleur, et permet d’associer a chaque traitement, une proportion
de comportements alimentaires de chaque type. En bas, un barplot représente les proportions de

chaque type de comportement alimentaire pour les deux lignées les plus extrémes du panel, F618

et LO32.

Time (mn)
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4.4.4 Analyse de données de consommation

L’analyse des données de consommation s’effectue en deux temps (Sanane et al., 2020). Dans un
premier temps, un script R permet de tracer les courbes de consommation de chaque larve par
puits. Pour prendre en compte 1’existence d’une variabilité de comportement entre larves soumises
aux mémes conditions, les 2700 courbes de consommation correspondant aux 3 réplicats des 18
lignées sont regroupées en 14 clusters identifiés par une lettre de @ a n par ’algorithme SOTA
(Herrero, Valencia, & Dopazo, 2001) qui réalise une analyse non supervisée. Pour diminuer le
nombre de groupes, chaque cluster est ensuite caractérisé par différentes variables comme les
temps moyens T20, TS50 et T80 mis par la larve pour consommer respectivement 20, 50 et 80% du
disque foliaire dans chaque puits, ou sa consommation totale. Les clusters sont ensuite regroupés
en 6 types de comportement alimentaire [de A a F] en utilisant ’algorithme Kmeans (Hartigan &
Wong, 1979). A la suite de cette analyse préliminaire, on peut attribuer a chaque courbe de
consommation, correspondant a un puits d’une plaque, un type de comportement alimentaire, et
estimer la proportion de chaque type de comportement alimentaire pour chaque réplicat et/ou

chaque lignée (Fig 1).

Dans un second temps, nous avons utilisé un modele de régression multinomiale pour identifier
les sources de variation et comparer les lign€es. Soit Y, dans {A, B, C, D, E, F} le type de
comportement alimentaire mesuré dans le puits correspondant a un disque foliaire prélevé sur la
lignée i, pour le réplicat j, mesuré dans le puits m de la plaque 1. On appelle Pi’j-lm = P(Yijim = k)
la probabilité que le comportement alimentaire de la larve soit de type k. Un modele de régression
logistique multinomiale a été utilisé pour tester 2 a 2 les différences entre les lignées. Le modele

utilise la fonction logit :

pk
m () a

) (D
pour comparer les probabilités relatives de chaque type de comportement alimentaire. Ici, I’indice
k représente la catégorie [A a F] et K est la catégorie de référence choisie. Chaque probabilité
relative est décomposée selon un modele linéaire qui prend en compte les effets de la lignée, du

réplicat, et ’interaction entre lignées et réplicats. Différents modeles ont été comparés en utilisant

le critere AIC. Le meilleur modele, retenu par le critere AIC est le modele sans interactions :

In (M) = 4k + ak + B (2)

P(Yj=K)
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ou u est la moyenne, o I’effet de la lignée, et B, ’effet du réplicat. Un test de Wald a été utilisé
pour les comparaisons de moyennes entre les lignées. Ensuite, les proportions des différentes

catégories ont été estimées pour chaque lignée de mais.
4.4.5 Corrélations avec le métabolisme des plantes

Douze des lignées de notre panel étaient caractérisées a deux stades de développement pour
différentes variables physiologiques, enzymatiques, et métaboliques : au stade végétatif (V), a
I’apparition de la sixieme feuille, et 15 jours apres floraison femelle (15DAS) (Cafias et al., 2017).
On notera que le stade de prélevement utilisé dans notre étude est proche, mais ultérieur au stade
V choisi par Canas et al. (2017). En effet, le stade « 6eme feuille ligulée » choisi dans notre étude
est bien antérieur a la floraison, mais correspond a ’apparition de la 8™ ou 9°™ feuille. Nous
avons néanmoins utilisé ces données liées au métabolisme pour étudier leur corrélation avec les
proportions estimées de chaque type de comportement alimentaire. Le jeu de données comprenait
I’activité enzymatique (Vmax) de 29 enzymes du métabolisme carboné central et la concentration
relative de 155 métabolites aux deux stades de développement (V et 15DAS). Il comprenait
également la mesure de variables physiologiques : le rendement, le nombre de grains par €pi, et le
poids de 1000 grains a maturité, ainsi que le taux de matiere seche, le ratio C/N, la teneur en
carbone, azote et nitrates durant la phase végétative (V) et au remplissage des grains (15DAS). Au
total, 399 variables ont été mesurées, dont 242 présentaient un écart-type non-nul entre lignées.
Parmi ces 242 variables, nous avons recherché celles qui présentaient une corrélation significative

avec un type de comportement alimentaire, ou avec la date de floraison au seuil 5%.
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4.3 Résultats

Nous avons évalué, a 1’aide d’un dispositif de test de consommation (Sanane et al., 2020)
I’appétence des larves de pyrale Ostrinia nubilalis Hbn sur un core-panel de 18 lignées de mais
représentant la diversité génétique des variétés de mais cultivés en Amérique du Nord et en Europe,
et couvrant une large gamme de précocité de floraison (Tableau 1). A partir des courbes
individuelles de consommation des disques foliaires mesurées pour chaque lignée, nous avons
classé les comportements alimentaires des larves de pyrale en six classes au moyen d’une méthode
de clustering non-supervisé (SOTA) aboutissant a 14 clusters, puis en agrégeant les groupes
formés par la méthode des Kmeans, sur la base de statistiques résumées. Les 14 clusters de types
de courbes sont présentés sur la Figure 1, de méme que les six groupes de comportements
alimentaires. Le type A correspond a une consommation immédiate et complete du disque foliaire
avant 24h. Le type B correspond a une consommation moins rapide et souvent incomplete. Le type
C correspond aux situations ou les larves attendent avant de commencer a consommer. Les type
D a E sont des comportements alimentaires intermédiaires et correspondent aux situations ou les
larves attendent avant de commencer a consommer lentement et terminent rarement le disque
foliaire. Enfin, le type F correspond a la quasi-absence de consommation. Ainsi, malgré la
variabilité inter-individuelle importante de comportement des pyrales, nous avons pu comparer les

lignées entre elles.
4.3.1 Les larves de pyrales ont des préférences pour certaines lignées

Les proportions estimées de chaque type de comportement alimentaire pour chaque lignée sont
représentées sur la figure 2, sur laquelle les lignées sont ordonnées selon leur proportion de
comportements de type A. La proportion de comportement de type A (consommation rapide et
immédiate par les larves) diminue de maniere significative entre la lignée LO32 (42%), et la lignée
F618 (12%) tolérante a la pyrale. A I’inverse, la proportion de comportements de type F (absence
de consommation) augmente significativement entre la lignée L032 (2%) et la lignée F618 (18%).
On notera que la lignée F918, avec 29% de comportements de type A et 9% de comportements de
type F semble étre plus appétente que la lignée F618 dont elle est issue par croisement. Pour les
comportements intermédiaires (B, C, D, E), les classements des lignées sont différents, avec par
exemple une proportion importante de comportements de type B pour les lignées ND36 et FV2, et
une tres faible proportion de comportements de type D pour les lignées B73 et C105. Les
différences de moyennes deux a deux et leur significativité sont données sur I’échelle logit dans le
tableau S1 pour le type A, et dans le tableau S2 pour le type F. Concernant le type A, les différences

de moyennes sont significatives entre LL0O32 et les lignées les moins appétentes, a partir de la lignée
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F918, excepté ND36 et FV2 (Tableau S1). On trouve aussi des différences significatives entre B73
et les lignées LO3, NYS302, Cm848 et F618, qui se situent en fin de classement, et aussi entre les
lignées SA24U et Cm848. Pour le type F, les différences de moyennes sont significatives entre les
lignées B73 et LO32, et entre la lignée B73 et les lignées FV2, F618, NYS302, ND36, F66, FV252
et MO17, avec un exces de comportements de type F pour LO32 et B73. Pour les types de
consommation intermédiaires D, on observe une différence significative uniquement entre les
lignées B73 et F271 pour le type D (p-value = 0,0338 < 0,05). Il n’y a pas de différence
significative entre les lignées pour la proportion de larves avec un comportement alimentaire de

type B, C, ou E.
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Figure 2 : Répartition des proportions de chaque type de comportement alimentaire pour
les différentes lignées du panel. Pour chaque lignée, les proportions estimées de chaque type de
comportement alimentaire [A-F] sont représentées sur le barplot. Les lignées sont ordonnées selon
leur proportion alimentaire de type A. Les vignettes du haut montrent des courbes de
consommation caractéristiques de chaque type. Chaque type de consommation est associé a une

couleur.
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Au total, les 18 lignées du panel présentent globalement des différences génétiques pour leur
appétence pour les larves de pyrales. Elles se différencient essentiellement par la fréquence des
comportements de types A et F, qui sont tres négativement corrélés (r = -0,87, p-value=0,005, Fig
3) : les lignées pour lesquelles la proportion des larves consommant rapidement et entierement le
disque foliaire (type A) est élevée montrent aussi une faible proportion de larves qui refusent de
s’alimenter (type F), et inversement. Sur la base de ces deux types de comportement et de I’examen
de la figure 3, on peut classifier les lignées en 3 groupes d’appétences : a) les lignées les moins
appétentes : F618, FV2 et NYS302, b) les lignées les plus appétentes : LO32 et B73, c) celles

montrant une appétence intermédiaire.

r=-0.87 (0
< —
§ 2 032
o © | B73
o 4+|
c
§ - #5
= e)
Q o LO3
O ] FV2
o Cm48HYS302
o | F618
S [ | [ [

0.05 0.10 0.15 0.20

Proportion de type F

Figure 3 : Corrélation entre les types A et F. Les lignées sont représentées par les différentes
couleurs. Le pourcentage type A est représenté par 1’axe des abscisses et celui du type F sur I’axe
des ordonnées. R représente le coefficient entre les deux types A et F. La parenthese () : la
significativité de la corrélation. Les lignées situées vers le haut de I’axe des ordonnées sont les

moins appétentes et celles situées a proximité des abscisses les plus appétentes.

4.3.2 L’appétence des larves est faiblement corrélée avec la précocité de

floraison

Les fréquences des types de comportements alimentaires A et F sont faiblement corrélées avec la
précocité de floraison des lignées (Figd b & c). Cette corrélation avec la précocité de floraison est
positive mais non significative pour le type A (r = 0,46, ns) et légerement significative entre la

fréquence des types F (r =-0,52, p-value = 0,03).
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Ainsi, les lignées les plus précoces (floraison < 70 jours aprés semis en temps thermique) sont

plutdt moins appétentes, avec une faible proportion de comportements de type A (=20%), et une

proportion élevée de comportements de type F (=15%). Par contre, parmi les lignées plus tardives

(floraison > 70 jours apres semis en temps thermique), on observe des différences plus marquées

pour les proportions de comportements de type A et F. On retrouve en effet dans ce groupe a la

fois les lignées les plus appétentes, comme L.O32 et B73, et la lignée la moins appétente F618,

mais aussi des lignées intermédiaires comme F64 et Mo17.
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Figure 4 : Exemples de corrélations entre les proportions de types de consommation A, D ou

F et différents caracteres métaboliques, enzymatiques, et physiologiques. Chaque vignette

représente la corrélation entre deux caracteres sous la forme d’un nuage de points. Chaque point

relie les valeurs moyennes des deux caracteres pour une lignée. Les lignées sont identifiées par

leur noms et un code de couleur représentant le groupe génétique. Pour chaque paire de caracteres,

la valeur du coefficient de corrélation (r) est indiquée, ainsi que la p-value (entre parentheses).
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4.3.3 Les différences d’appétence peuvent étre reliées aux caractéristiques

biochimiques des lignées

Pour finir, nous avons analysé la corrélation entre les variables étudiées par Caiias et al. (2017) et
les proportion des différents types de comportements alimentaires des larves d’O. nubilalis.
Quinze variables parmi les 242 présentent une corrélation significative au seuil 2% avec la
proportion d’un type de comportement alimentaire : A, F ou D (Tableau 3). Parmi ces quinze
variables, une seule est également corrélée a la précocité de floraison : I’activité de 1’enzyme
alanine-aminotransférase au stade végétatif, mais deux autres sont corrélées a la précocité de
floraison aux seuils de 3% (activité de la malate déshydrogénase) et 6% (activité de I’enzyme
malique). Plusieurs types de corrélations sont observés, et sont illustrés sur la figure 4. On trouve
des corrélations significatives du fait de valeurs extrémes prises par une ou deux lignées. C’est le
cas pour la concentration en sitostérol apres floraison, qui est non détectable pour la lignée LO32
et associée a la forte appétence (proportion élevée de type A et faible de type F) de cette lignée.
C’est aussi le cas pour la concentration en diaminopropane, qui est nulle chez les lignées B73 et
C105 et associée a une faible proportion de comportements de type D. Toutes les autres
corrélations sont de type linéaire, avec toutes les réserves a apporter du fait de la faible taille de
I’échantillon. Trois exemples sont représentés sur la figure 4 : la corrélation positive entre la
fréquence des comportements de type D et la concentration en citrate apres floraison, la corrélation
positive entre [’activit¢ de la phosphofructokinase au stade végétatif et la proportion de
comportements de type A, la corrélation positive entre la concentration en digalactosylglycérol
apres floraison et la fréquence des comportements de type F. Si I’on considere les métabolites, on
observe que les métabolites corrélés avec la fréquence de comportements de type D sont plutot
associés au métabolisme des acides aminés (Tableau 3). Les métabolites corrélés avec les
fréquences des comportements de type A et F font partie du métabolisme secondaire : le tocophérol
est un antioxydant, le digalactosylglycérol est un intermédiaire du métabolisme des lipides, et la
caffeoylquinate est un phénypropanoide. Concernant I’activité¢ des enzymes, on peut noter que
I’activité de la phosphofructokinase au stade végétatif est corrélée positivement a la fréquence des
comportements de type A, et négativement a la fréquence des comportements de type F,

indépendamment de la date de floraison des lignées.
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Tableau 3 : Corrélations entre les variables métaboliques et les variables de consommation.
Pour chacune des 15 variables du jeu de données de Cafias er al. (2017) sont indiquées les
corrélations avec la proportion des types de consommation A, F et D, ainsi qu’avec la date de
floraison femelle des lignée (flopred). Les métabolites sont en caractere normal, et les activités
d’enzymes en italique. Les stades de prélévement des plantes pour les caractéres métaboliques
sont le stade végétatif (V) ou 15 jours apres floraison femelle (15DAS). La fonction métabolique
est indiquée dans la colonne Fonction. Les cellules grisées correspondent a des corrélations

significatives au seuil de 5%.

Name Fonction Corrélation
A F D |flopred
1SDAS_Sitosterol sterol, kernel 0,68 | 0,61 | 0,16 | -02
development
15DAS_Tocopherol vitamine £, 0,73 | 0,68 |-0,15| 0,58
antioxydant
15DAS_Digalactosylglycerol lipids, fatty acids -0,77 | 0,75 |[-0,11| -0,52
15DAS_NADH.ME : Malic Enzyme |C4 photosynthesis -0,74 | 0,61 0 -0,55
15DAS_ Aspartate Amino-acid -0,32 (0,14 [ 0,72 | 0,32
15DAS_Caffeate lignin biosynthesis -0,3 | 0,07 0,66 | 0,6
Acetyl-CoA and
15DAS_Citrate flavonoids -0,23 |1 0,18 | 0,72 | 0,49
biosynthesis
[SDAS_NADPH.MDH : Malate |y o ioconthesis | 0,61 | 0.7 | 0.1 | 0,61
deshydrogenase
15DAS_Unk.3193.5.333 0,7 1-0,65]-0,26| 0,44
Caffeoylglucarate
V_5. Caffeoylquinate. trans : biosynthesis . 0,68 |-0,61 |-0,16| 0,2
(phenylpropanoids
comme ac. Ferulique)
V_PFK.Pi : phosphofructokinase Glycolyse 0,74 | -0,6 [-0,02| 0,42
V_AlaAT : Alanine-aminotransferase |N 0,68 -0,8 [-0,27 | 0,65
V_NADH.GDH : glutamate N 0.14 0 069 -042
deshydrogenase
V_Phosphate Cofactor -048 | 0,3 |10,68 | 0,25
V_1.3.diaminopropane Ammo-ac@s -0,27 | 0,28 | 0,69 | -0,01
biosynthesis
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4.4 Discussion

Dans notre étude, nous avons utilisé un nouveau dispositif de test de consommation (Sanane et al.,
2020) sur disques foliaires pour évaluer I’appétence des larves de Ostrinia nubilalis Hbn au sein
d’un core-panel de 18 lignées tempérés de mais. La plupart des tests de consommation classiques
caractérisent la courbe de consommation d’un disque foliaire par une larve par un parametre
instantané comme le temps mis par la larve pour consommer 50% du disque foliaire (Menezes Jr.
et al., 2005 ; Shields et al., 2008 ; Clark et al., 2014) restent peu puissants, du fait de la variabilité
du comportement individuel des larves (Bentur & Kalode, 1990), mais aussi parce que les larves
d’insectes n’ont pas toujours un comportement linéaire au cours du temps (Ji et al., 2017). Notre
dispositif a haut débit (chaque répétition pour une lignée est caractérisée par 50 courbes de
consommations différentes), alli€ a une méthode originale de classification des courbes de
consommation, nous permet d’identifier six grands types de comportements alimentaires des
larves, nommés par des lettres de A a F, et allant de la consommation immédiate et rapide de
I’ensemble du disque foliaire (type A), a ’absence de consommation (type F). Il nous permet

également de caractériser chaque lignée par une proportion de chaque type de comportement.

On observe, au sein du panel de lignées de mais, une variabilité importante pour le comportement
alimentaire des larves. Notre étude confirme ainsi I’existence de variabilité génétique au sein des
lignées de mais pour un caractere possiblement lié a la tolérance contre les insectes ravageurs du
mais. Par exemple, Badji et al. (2020) ont identifié, en utilisant une approche de génétique
d’association a I’échelle du génome dans une population de plus de 350 lignées de mais, des QTLs
impliqués dans la variabilit¢ de résistance au lépidoptere Spodoptera frugiperda Smith
(Lepidoptera: Noctuidae) et au coléoptere Sitophilus zeamais Motsch (Coleoptera/

Curculionidae).

Les lignées de notre panel se différencient particulierement par la fréquence de deux types de
comportement : le type A (consommation rapide et totale du disque foliaire), et le type F, (absence
de consommation). Les fréquences respectives de ces deux types de comportements permettent de
mesurer 1’appétence des larves de pyrale pour une lignée. Une lignée est considérée comme
appétente si elle présente une proportion élevée de comportements de type A, et une faible
proportion de comportements de type F. Cette mesure qualitative de I’appétence peut refléter en
partie la sensibilité des lignées aux attaques de larves de pyrale. Ainsi, la lignée F618, réputée
tolérante a la pyrale (Anglade et al., 1998), est la lignée la moins appétente du panel, tandis que
la lignée B73, réputée sensible (Willmot et al., 2004) fait partie des lignées les plus appétentes.
Nous trouvons aussi un classement relatif de trois lignées B73 (37% de type A et 3% de types F),
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HP301 (30% de types A et 9% de types F) et Mo17 (26% de types A et 12% de types F) comparable
a celui obtenu en mesurant la vitesse de croissance de larves de S. frugiperda Smith sur des disques

foliaires de ces trois lignées.

De méme, nous ne trouvons pas de corrélation tres nette entre la date de floraison des lignées et
I’appétence des larves. Pour éviter la confusion entre des effets génétiques et des effets de la
phénologie, nous avons comparé les lignées au méme stade de développement. On observe que les
lignées génétiquement les plus précoces font partie des lignées les moins appétentes, et qu’il existe
une diversité plus importante au sein des lignées génétiquement tardives. Ces différences peuvent
étre dues a des pertes ou gains aléatoires de fonctions, liées a I’histoire démographique des lignées
du panel, ou alors a un effet d’adaptation locale entre la phénologie des plantes et celle des insectes.
On pourrait imaginer par exemple que dans des environnements favorables a la culture de lignées
précoces de mais, les insectes aient adapté leur phénologie en attaquant les plantes plus
précocement, les conduisant ainsi a mobiliser des ressources pour leur défense a un stade de
développement plus précoce. Pour aller plus loin, il elit été intéressant de réaliser les tests de
consommations a différents stades de développement des plantes. Dans une autre étude (Chap 3),
nous avons montré que le comportement des larves pouvait changer selon le rang foliaire des
feuilles de mais. Ici, I’étude a été réalisée sur des plantes relativement jeunes (stade 6 feuilles
ligulées), ce qui explique peut-étre la prédominance des comportements alimentaires des larves de
type A et B. Une étude a des stades plus tardifs et sur des feuilles de rang foliaire plus élevé aurait

peut-étre été plus discriminante.

Indépendamment de la précocité de floraison, notre étude nous a permis de relier des variations du
comportement alimentaire des larves de pyrale a des variations du métabolisme des plantes. Nous
avons identifié un petit nombre de métabolites ou d’activités d’enzymes corrélés négativement
(sitostérol, tocophérol, digalactosylglycérol, trans-caffeoylquinate.trans, enzyme malique) ou
positivement  (Unk.3193.5.333, malate déshydrogénase, phosphofructokinase, alanine-
aminotransférase) a ’appétence des larves. Il est cependant difficile d’établir, dans notre étude,
des relations causales. D’une part, les caractéristiques métaboliques et les tests de consommation
n’ont pas ét€¢ mesurés aux mémes stades de développement des plantes. D’autre part, 1’analyse
corrélative réalisée dans le cadre de cette étude ne permet pas d’établir de liens de causalité. Tout
au plus permet-elle de suggérer des candidats pour des études fonctionnelles. Il aurait été
intéressant de disposer dans notre étude de la concentration de métabolites connus comme
impliqués dans la résistance du mais contre O. nubilalis, comme le 2,4-dihydroxy-7-méthoxy-1,4-
benzoxazin-3-one (DIMBOA) (Wouters et al., 2016)., ou de ’activité d’enzymes comme le 2-
oxoglutarate, qui serait impliquée dans la voix de syntheése du DIMBOA (Frey et al., 2003)., ou
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I’oxalate oxydase qui régule la voix de syntheése du peroxyde d’hydrogéne (H20,) et réduit la
consommation des larves de O. nubilalis sur les feuilles de mais (Ramputh ez al., 2002). Ces

métabolites/enzymes auraient permis de valider notre approche.

En conclusion, le dispositif de test de consommation utilisé ici nous a permis de mettre en évidence
I’existence d’une variabilité pour I’appétence des larves de pyrales au sein d’un core-panel de
lignées de mais. Nos résultats semblent étre en accord avec les données existantes sur la tolérance
et la susceptibilité de certaines lignées et suggerent que cette méthode pourrait €tre utilisée pour
identifier des lignées tolérantes contre la pyrale du mais. Nos résultats montrent aussi que les
différences d’appétence entre lignées peuvent étre reliées avec leurs caractéristiques métaboliques.
Nous proposons ici quelques voies métaboliques candidates dont le lien avec la tolérance a la

pyrale pourrait étre exploré par des études fonctionnelles chez le mais.
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4.6 Données supplémentaires

Tableau-S1 : Comparaisons de moyennes entre les lignées pour le type de comportement
alimentaire A. Les différences de moyennes sont exprimées sur 1’échelle logit par rapport au
comportement alimentaire de type C, utilis¢é comme référence. Les couleurs de la cellule
représentent le niveau de significativité par contraste pour chaque type. Gris sombre = significatif
au seuil de 1%o. Gris clair = significatif a 1%. Blanc= non-significatif a 1%.

L032 | B73 |SA24U |HP301 | F918 | Mol7 | C105 |FV252 | ND36

L032 0,6902 | 0,7201 | 0,9498 | 1,1184 | 1,0530 | 1,0747 | 1,3007 | 0,6287
B73 -0,6902 0,0299 | 0,2596 | 0,4282 | 0,3628 | 0,3844 | 0,6105 |-0,0615
SA24U -0,7201 | -0,0299 0,2298 | 0,3983 | 0,3329 | 0,3546 | 0,5806 |-0,0914
HP301 -0,9498 | -0,2596 | -0,2298 0,1686 | 0,1031 | 0,1248 | 0,3508 |-0,3211
FI918 -1,1184 | -0,4282 | -0,3983 | -0,1686 -0,0654 | -0,0438 | 0,1823 | -0,4897
Mo1l7 -1,0530 | -0,3628 | -0,3329 | -0,1031 | 0,0654 0,0217 | 0,2477 | -0,4243
C105 -1,0747 | -0,3844 | -0,3546 | -0,1248 | 0,0438 |-0,0217 0,2260 | -0,4459
FV252 -1,3007 | -0,6105 | -0,5806 | -0,3508 | -0,1823 | -0,2477 | -0,2260 -0,6720
ND36 -0,6287 | 0,0615 | 0,0914 | 0,3211 | 0,4897 | 0,4243 | 0,4459 | 0,6720

MBS847 | -1,3387 | -0,6485 | -0,6187 | -0,3889 | -0,2203 | -0,2858 | -0,2641 | -0,0381 | -0,7100

F66 -1,1660 | -0,4757 | -0,4459 | -0,2161 |-0,0475 | -0,1130 | -0,0913 | 0,1347 | -0,5372
F271 -1,3348 | -0,6446 | -0,6147 | -0,3850 |-0,2164 | -0,2818 | -0,2602 | -0,0342 | -0,7061
L03 -1,4177 | -0,7275 | -0,6976 | -0,4679 | -0,2993 | -0,3647 | -0,3431 | -0,1170 | -0,7890
Fé64 -1,3008 | -0,6106 | -0,5807 | -0,3509 | -0,1824 | -0,2478 |-0,2261 | -0,0001 | -0,6721
FV2 -0,8323 | -0,1421 | -0,1122 | 0,1176 | 0,2861 | 0,2207 | 0,2424 | 0,4684 | -0,2036

NYS302 |-1,5185 | -0,8283 | -0,7984 | -0,5687 |-0,4001 |-0,4655 | -0,4438 | -0,2178 | -0,8898

Cm484 -1,7252 | -1,0350 | -1,0051 | -0,7754 |-0,6068 | -0,6722 | -0,6506 | -0,4246 | -1,0965

F618 -1,7004 | -1,0102 | -0,9803 | -0,7505 |-0,5820 | -0,6474 | -0,6257 | -0,3997 | -1,0717
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Tableau-S1 suite :

MBS847 |F66 F271 |L03 Fé64 FV2 |NYS302 [ Cm484 F618

LO32 1,3387 | 1,1660 | 1,3348 | 1,4177 | 1,3008 | 0,8323 | 1,5185 1,7252 | 1,7004
B73 0,6485 |0,4757 | 0,6446 | 0,7275 | 0,6106 | 0,1421 | 0,8283 1,0350 | 1,0102
SA24U 0,6187 |0,4459 | 0,6147 | 0,6976 | 0,5807 | 0,1122 | 0,7984 | 1,0051 | 0,9803
HP301 0,3889 |0,2161 | 0,3850 | 0,4679 | 0,3509 |-0,1176 | 0,5687 | 0,7754 |0,7505
FI18 0,2203 | 0,0475 | 0,2164 | 0,2993 | 0,1824 |-0,2861 | 0,4001 | 0,6068 | 0,5820
Mo017 0,2858 |0,1130 | 0,2818 | 0,3647 | 0,2478 |-0,2207 | 0,4655 | 0,6722 | 0,6474
C105 0,2641 |0,0913 | 0,2602 | 0,3431 | 0,2261 |-0,2424 | 0,4438 | 0,6506 | 0,6257
FV252 0,0381 |-0,1347|0,0342 | 0,1170 | 0,0001 |-0,4684 | 0,2178 | 0,4246 | 0,3997
ND36 0,7100 |0,5372 | 0,7061 | 0,7890 | 0,6721 | 0,2036 | 0,8898 1,0965 | 1,0717
MBS847 -0,1728 |-0,0039 | 0,0790 |-0,0380 |[-0,5065 | 0,1797 | 0,3865 | 0,3616
F66 0,1728 0,1689 | 0,2518 | 0,1348 |-0,3337| 0,3525 | 0,5593 | 0,5344
F271 0,0039 |-0,1689 0,0829 |-0,0341 |-0,5026 | 0,1837 | 0,3904 | 0,3655
LO03 -0,0790 |-0,2518 |-0,0829 -0,1169 |-0,5854 | 0,1008 | 0,3075 |0,2827
Fé64 0,0380 |-0,1348|0,0341 | 0,1169 -0,4685| 0,2177 | 0,4245 | 0,3996
FV2 0,5065 |0,3337 | 0,5026 | 0,5854 | 0,4685 0,6862 | 0,8930 | 0,8681
NYS302 | -0,1797 |-0,3525 |-0,1837 |-0,1008 |-0,2177 |-0,6862 0,2067 | 0,1819
Cm4384 -0,3865 |-0,5593 |-0,3904 |-0,3075 |-0,4245 |-0,8930 | -0,2067 -0,0248
F618 -0,3616 |-0,5344 |-0,3655 |-0,2827 |-0,3996 |-0,8681 | -0,1819 | 0,0248
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Tableau-S2 : Comparaisons de moyennes entre les lignées pour le type de comportement
alimentaire F. Les différences de moyennes sont exprimées sur 1’échelle logit par rapport au
comportement alimentaire de type C, utilis¢é comme référence. Les couleurs de la cellule
représentent le niveau de significativité par contraste pour chaque type. Gris sombre = significatif
au seuil de 1%o. Gris clair = significatif a 1%. Blanc = non-significatif a 1%.

FV2 | F618 |NYS302 | ND36 | F66 |Fv252| C105 | F64 | F271

FV2 0,3592 | 0,7883 | 0,2954 | 0,8234 | 0,8322 | 1,0913 | 0,9714 | 1,0463
F618 -0,3592 0,4291 |-0,0638 | 0,4642 | 0,4730 | 0,7321 | 0,6122 | 0,6871
NYS302 |-0,7883 |-0,4291 -0,4929 | 0,0351 | 0,0439 | 0,3030 | 0,1831 | 0,2580
ND36 -0,2954 | 0,0638 | 0,4929 0,5280 | 0,5368 | 0,7959 | 0,6760 | 0,7509
F66 -0,8234 |-0,4642 | -0,0351 |-0,5280 0,0088 | 0,2679 | 0,1480 | 0,2229
FV252 -0,8322 |-0,4730 | -0,0439 |-0,5368 |-0,0088 0,2591 | 0,1391 | 0,2141
C105 -1,0913 |-0,7321 | -0,3030 |-0,7959 |-0,2679 |-0,2591 -0,1200 | -0,0451
F64 -0,9714 | -0,6122 | -0,1831 |-0,6760 |-0,1480 |-0,1391 | 0,1200 0,0749
F271 -1,0463 | -0,6871 | -0,2580 |-0,7509 |-0,2229 |-0,2141 | 0,0451 |-0,0749

MBS847 | -1,1515 |-0,7923 | -0,3632 |-0,8561 |-0,3281 |-0,3193 |-0,0602 |-0,1801 |-0,1052

Mo017 -0,9181 |-0,5590 | -0,1298 |-0,6227 |-0,0948 |-0,0859 | 0,1732 | 0,0532 | 0,1281

Cmd84 |-1,2154|-0,8562 | -0,4271 |-0,9200 |-0,3920 |-0,3832 |-0,1241 |-0,2440 | -0,1691

SA24U |-0,9846 |-0,6255 | -0,1963 |-0,6892 |-0,1613 |-0,1524 | 0,1067 |-0,0133 | 0,0616

HP301 -1,1834 |-0,8242 | -0,3951 |-0,8880 |-0,3600 |-0,3512 |-0,0921 |-0,2120 |-0,1371

FI918 -1,3337 |-0,9746 | -0,5454 |-1,0383 |-0,5104 |-0,5015 |-0,2424 |-0,3624 | -0,2875
L03 -1,4844 |-1,1252 | -0,6961 |-1,1890 |-0,6610 |-0,6522 |-0,3930 |-0,5130 |-0,4381
B73 -2,1752 |-1,8161 | -1,3869 |-1,8798 |-1,3519 |-1,3430 |-1,0839 |-1,2039 |-1,1290
L032 -2,2860 |-1,9269 | -1,4977 |-1,9906 |-1,4627 |-1,4538 |-1,1947 |-1,3147 |-1,2398
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Tableau-S2 suite :

MBS847 | Mo17 | Cm484 | SA24U | HP301 | F918 | LO3 | B73 | LO32
FV2 1,1515 | 0,9181 | 1,2154 | 0,9846 | 1,1834 | 1,3337 | 1,4844 | 2,1752 | 2,286
F618 0,7923 | 0,5590 | 0,8562 | 0,6255 | 0,8242 | 0,9746 | 1,1252 | 1,8161 | 1,9269
NYS302 0,3632 | 0,1298 | 0,4271 | 0,1963 | 0,3951 | 0,5454 | 0,6961 | 1,3869 | 1,4977
ND36 0,8561 | 0,6227 | 0,9200 | 0,6892 | 0,8880 | 1,0383 | 1,1890 | 1,8798 | 1,9906
F66 0,3281 | 0,0948 | 0,3920 | 0,1613 | 0,3600 | 0,5104 | 0,6610 | 1,3519 | 1,4627
FV252 0,3193 | 0,0859 | 0,3832 | 0,1524 | 0,3512 | 0,5015 | 0,6522 | 1,3430 | 1,4538
C105 0,0602 |-0,1732| 0,1241 | -0,1067 | 0,0921 | 0,2424 | 0,3930 | 1,0839 | 1,1947
Fé64 0,1801 |-0,0532| 0,2440 | 0,0133 | 0,2120 | 0,3624 | 0,5130 | 1,2039 | 1,3147
F271 0,1052 |-0,1281| 0,1691 | -0,0616 | 0,1371 | 0,2875 | 0,4381 | 1,1290 | 1,2398
MBS847 -0,2334 | 0,0639 | -0,1669 | 0,0319 | 0,1822 | 0,3329 | 1,0237 | 1,1345
Mo1l7 0,2334 0,2973 | 0,0665 | 0,2653 | 0,4156 | 0,5662 | 1,2571 | 1,3679
Cm484 -0,0639 |-0,2973 -0,2307 | -0,0320 | 0,1184 | 0,2690 | 0,9599 | 1,0707
SA24U 0,1669 |-0,0665 | 0,2307 0,1988 | 0,3491 | 0,4997 | 1,1906 | 1,3014
HP301 -0,0319 |-0,2653 | 0,0320 | -0,1988 0,1503 | 0,3010 | 0,9918 | 1,1026
FI18 -0,1822 |-0,4156 | -0,1184 | -0,3491 | -0,1503 0,1506 | 0,8415 | 0,9523
LO3 -0,3329 [-0,5662 | -0,2690 | -0,4997 | -0,3010 |-0,1506 0,6909 | 0,8017
B73 -1,0237 |-1,2571 | -0,9599 | -1,1906 | -0,9918 |-0,8415 |-0,6909 0,1108
LO32 -1,1345 |-1,3679 | -1,0707 | -1,3014 | -1,1026 |-0,9523 |-0,8017 |-0,1108
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Chapitl‘e S






Discussion et perspectives

L’objectif de la these était d’étudier la dynamique des interactions entre le mais et les 1épidoptéres
foreurs de tiges. L hypothése centrale de notre travail est que 1’adaptation a une date de floraison
tardive ou précoce modifie les capacités de défense de ces plantes a I’encontre de la pyrale du mais

Ostrinia nubilalis Hbn.

Nous avons tout d’abord développé un nouveau dispositif de test de consommation semi-
automatique sur disque foliaire ; puis nous avons utilisé ce nouveau dispositif pour comparer des
génotypes précoces et tardifs de mais issus des expériences de sélection divergente de Saclay pour
la précocité de floraison. Les résultats des tests de consommation ont aussi été comparés a des
observations de dégats de pyrale au champ a la suite d’infestations naturelles, et a des analyses
biochimiques de la composition des tiges de mais. Nos résultats renforcent I’hypothése de
I’existence d’un compromis entre croissance et défense chez le mais. Enfin, nous avons utilisé le
test de consommation pour tester la variabilité de I’appétence des larves de pyrales Ostrinia
nubilalis au sein d’un panel de 18 lignées représentant la diversité génétique des variétés cultivées
en Europe et en Amérique du Nord. Pour le test de consommation, notre hypothese est que la
mesure de la vitesse de consommation des larves permet d’évaluer 1’état physiologique d’une

plante, a travers 1’appétence des feuilles.

Nous avons tenu a développer ce nouveau dispositif de test de consommation semi-automatisé afin
d’en faire un outil en libre acces pour tout utilisateur (Sanane, Dillmann, & Marion-Poll, 2020b).
Des outils d’analyse d’images (RoitoRoiArray & Areatrack) sont implémentés sous forme de
plugins dans le logiciel d’analyse d’images ICY (Chaumont et al., 2012). Les étapes d’analyse des
données, a 1’aide de scripts R, sont documentées (Sanane et al., 2020a). Les différentes étapes de
’analyse sont semi-automatisées et adaptables a différents plans d’expérience. L’analyse nécessite
des interventions de ’utilisateur pour vérifier la qualité des courbes de consommation individuelle,
organiser les profils de consommation, et déclarer le modele pour 1’analyse statistique

différentielle. Le manuel d’utilisation et les commentaires des scripts facilitent 1’analyse.

Ce nouveau dispositif de test de consommation des larves a d’abord été validé avec un extrait de
plante antiappétente, le NeemAzal (AMM n° 2140090 *), et une molécule généralement amere, la
quinine (Sigma 295 Aldrich ; CAS number : 6119-47-7). Le NeemAzal est extrait des graines de
neem (Azadirachta indica) ou mangousier, et contient de 1’azadirachtine qui est antiappétent et un
biopesticide contre beaucoup de ravageurs. La quinine est un alcaloide connu pour son golit amer
pour plusieurs organismes. Les larves de pyrales ont montré une grande sensibilité aux fortes

concentrations de NeemAzal et n’ont pas présenté de réaction a la quinine. Nous avons ¢galement
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noté que 1’éthanol que nous comptions utiliser pour diluer des produits faiblement solubles dans
I’eau, s’est révélé fortement répulsif lorsqu’il est appliqué sur les disques foliaires. Ces
observations avec ces molécules antiappétentes nous ont permis de valider ce nouveau dispositif

qui donne des résultats répétables.

La plupart des tests classiques de consommation des larves produisent des courbes individuelles
de consommation, mais les caractérisent par une mesure ponctuelle, souvent le temps t50 mis par
la larve pour consommer la moitié€ du disque foliaire (Menezes Jr. et al., 2005 ; Shields et al., 2008
; Clark et al., 2014). Cette approche est insuffisante car les larves de 1épidopteres peuvent avoir
des comportements alimentaires discontinus dans le temps. Par exemple, les larves de Spodoptera
litura consomment en alternant les périodes d’activité et de repos (Ji et al., 2017). La dynamique
de consommation peut aussi dépendre du stade de développement larvaire. Dans les tests de
consommation on ne choisit pas toujours les larves du méme stade parce qu’il est un peu difficile

de séparer les ceufs avant leur émergence.

Plut6t que de mesurer la consommation apres un temps donné comme dans la plupart des
expériences de ce type, nous avons suivi au cours du temps la consommation des disques foliaires
de mais par les larves. Cette approche nous a conduis a proposer une nouvelle approche statistique
consistant a comparer des courbes de consommation, en classant les comportements en 6
catégories (A a F). Ces catégories de comportements alimentaires sont observables quel que soit
le matériel végétal, mais la proportion d’individus de chaque classe varie selon les traitements, les
variétés de mais, ou I’age des feuilles. Il est probable que la variabilit¢ des comportements
alimentaires soit d’origine génétique et refléte la diversité des larves que nous avons utilisées,
larves qui sont issues de populations naturelles. Cette variabilité comportementale est
généralement négligée mais décroit fortement lorsque les insectes sont élevés dans des conditions

artificielles pendant de nombreuses générations.

Les travaux de Bentur & Kalode (1990) ont démontré que la variabilit¢ de consommation
individuelle des larves de Cnaphalocrocis medinalis (Guenée) sur le riz peut étre maintenue a une
limite acceptable en utilisant au minimum 5 réplicats. Notre modele d’analyse, basé sur la
dynamique d’évolution des courbes de consommation, est probablement plus complet et pourrait

étre un bon outil pour étudier la variabilité de comportement alimentaire des larves.
Le dispositif que j’ai développé a été appliqué a un ensemble de génotypes de mais sélectionnés
pour leur différence de date de floraison. Il nous a permis de tester certaines hypotheéses du

compromis entre croissance et défense, et d’étudier les mécanismes de défense impliqués dans la

résistance a la pyrale O. nubilalis (Menezes Jr. et al., 2005). La prévalence des dégats de pyrale

162



au champ montre que les génotypes précoces issus de la lignée MBS sont toujours moins attaqués
par rapport au témoin et a leurs homologues tardifs. De méme, les tests de consommation réalisés
sur des feuilles prélevées sur des plantes au champ montrent une appétence plus forte des larves
de pyrale pour les génotypes MBS précoces. L’analyse de la composition biochimique des tiges a
permis de montrer que cette préférence des larves pour les génotypes MBS précoces pourrait étre
due au fait que les parois cellulaires sont plus tendres et contiennent plus d’eau. Chez les
1épidopteres, la qualité de 1’hote peut effectivement déterminer son niveau d’attractivité pour les
larves (Goldstein, Mason, & Pesek, 2010). Cependant, cette étude ne nous permet pas de
démontrer un lien direct entre I’importance des dégats de pyrale au champ, 1’appétence des larves,

et la qualité nutritive des feuilles.

Pour montrer le lien entre I’appétence des larves et la qualité nutritive des feuilles, il aurait fallu
réaliser des tests de choix entre les génotype précoces et tardifs (Menezes Jr. et al., 2005). En effet,
il n’y a pas toujours de lien entre le choix des larves et leur préférence de consommation (Farrar,
Lawrence, & Blackburn, 2014 ; Franks et al., 2018). De plus, nous n’avons pas réalisé les tests de
consommation et les analyses biochimiques sur les mémes parties de la plante, ni aux mémes
stades. Les tests de consommation ont ét€ réalisés sur des prélevements foliaires autour de la
période de floraison, alors que les analyses biochimiques ont été réalisés sur des extraits broyés

des parties vertes des plantes lors de la maturation des grains au stade ensilage.

De méme, le lien entre prévalence des dégats au champ et appétence des larves pour les feuilles
n’est probablement pas causal. En effet, le choix préférentiel des génotypes précoces MBS lors
des infestations naturelles au champ est sans doute directement 1ié aux choix de site de ponte des
femelles qui ne s’alimentent pas sur ces feuilles. Chez la pyrale O. nubilalis, le choix de ponte des
femelles est influencé par les composés volatils émis par la plante hote (Fiala, Derridj, & Jolivet,
1985 ; Udayagiri & Mason, 1997). Ces variables n’ont pas été mesurées dans notre étude. Par
ailleurs, I’appétence des feuilles mesurée dans les tests de consommation ne représente pas
forcément I’appétence de la plante entiere. Comme nous [’avons montré, 1’appétence dépend de

I’age de la feuille au moment du prélévement, et de son rang foliaire.

Malgré ces réserves, les différentes caractéristiques mesurées constituent un faisceau d’indices
tendant a montrer que les génotypes MBS précoces sont plus sensibles a la pyrale que les autres
génotypes de 1’étude, et en particulier, de leurs homologues tardifs. Si 1I’on considere la précocité
de floraison comme un proxy de la vitesse de croissance, ce résultat est en faveur de 1’existence
d’un compromis entre croissance et niveau de défense. Par ailleurs, on trouve, en considérant

I’ensemble des génotypes testés, une corrélation tres forte entre la précocité de floraison et un
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ensemble de caractéristiques liées a la digestibilité des plantes pour les mammiferes herbivores
comme la teneur en lignines, en hémicelluloses ou en acides p-coumariques. Les génotypes les
plus précoces de I’étude, issus de la lignée F252 sont moins attaqués par les pyrales au champ,
bien qu’ils posseédent a priori des niveaux de défense plus faibles car moins de parois cellulaires
et moins lignifiées. Cela s’explique peut-Etre par un décalage entre la phénologie des plantes et le

cycle de vie naturel des pyrales.

Pour tester cette hypothese, nous avons réalisé le test de consommation sur un panel de 18 lignées
de mais différentes, montrant un gradient de précocité important, et des profils métaboliques des
feuilles variables (Caiias et al., 2017). Des semis décalés ont permis de comparer ces 18 lignées
au méme stade de développement. On montre des différences importantes pour I’appétence des
larves entre les lignées du panel, mais une corrélation tres faible entre appétence des larves et
précocité de floraison, allant plutdt dans le sens contraire de I’attendu : dans les comparaisons au
méme stade de développement, les lignées les plus précoces sont moins appétentes. Ainsi, le lien
entre précocité de floraison et tolérance a la pyrale n’est pas complétement clair. Par contre, nous
trouvons dans cette étude des corrélations plus importantes entre 1’appétence des larves et la

composition biochimique des feuilles.

L’ensemble des résultats obtenus permet de mieux comprendre les mécanismes de défense des
plantes contre la pyrale O. nubilalis. 1ls montrent qu’il existe chez le mais une forte variabilité
génétique pour 1’appétence des larves de pyrale, en partie en lien avec la précocité de floraison et
le temps disponible pour I’accumulation de substances de défense par les plantes. A niveau de
défenses chimiques €gales, la tendreté et la teneur en eau des parois peuvent étre des facteurs de
sensibilité a la pyrale. Ensuite, nous avons pu démontrer que la sélection divergente pour la date
de floraison chez le mais a induit une modification des mécanismes de défense chez certaines
lignées. Est-ce une relation causale ? Si oui, on pourrait envisager de mettre en place un dispositif
inverse, consistant a sélectionner des mais pour leur résistance a la pyrale et observer si les mais
les plus résistants sont ceux qui ont une date de floraison plus tardive. Enfin, la variabilité des
comportements alimentaires des pyrales est un parametre que nous n’avons pas étudié. Le test
comportemental que nous avons développé pourrait nous permettre une étude a plus grande échelle
afin d’étudier la variabilit¢ du comportement alimentaire entre populations de pyrales et
d’identifier les caractéres comportementaux ou sensoriels qui sont transmis d’une génération a

I’autre.
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Annexe 1 : SANANE, I., DILLMANN, C. & MARION-POLL, F. (2020b) Instructions for the building

of the Sanane lepidoptera larvae feeding bioassay device. Portail Data INRAE.
https://doi.org/10.15454/UVXKD]J.






How to design the high-throughput larvae feeding bioassay devices
1. Sanane, F. Marion-Poll, C. Dillmann
August 1st, 2019

Here, we describe the design of the two devices used for the construction of the high-throughput
larvae feeding bioassay described in

Sanane 1., Legrand J., Dillmann C., Marion-Poll F. (2020) A semi-automated design for high-
throughput Lepidoptera larvae feeding bioassays. Doi : BioRxiv, 2020.08.02.232256.

1. Plate designing
The experimental unit of the feeding-bioassay is a 3D printed 50-cages plastic plate with two

transparent glasses, one for the bottom and another one to slide at the top.

50-cages plastic plate. The plate was designed using AutoCAD software and its total dimensions
are L=14.1cm length, 1=7.7 cm width, and h=1.1cm height. Each plate was designed as a plate of
10 x 5 square cages of (1,3 x 1,3 x 1,1 cm) separated by 1 mm walls. A thick spaces of 2,2 mm
heigth was added on each top side of the plate to enable the the sliding of the top transparent glass.
The plate file was transformed into 3D printing format Stereo-Lithography that are provided with
in the dataset (slt format). The 3D printer (Ultimaker 2+) was used to print out each plate with
white PLA (polylactic acid) filament (Ref.RS Stock No. 134- 8192), at a resolution of 0,6 mm.
We designed to versions of the plate. Plates used in the article were designed for non-choice
bioassays, with a single insect larvae per cage (Figl.1 and stl file non-
choice_test_plate_design.stl). A version to perform a choice bioassay was also built (Figl.2 stl file
choice_test_plate_design.stl). In this version, a single larvae can move between two adjacent cages
and has the choice between two different leaf disks that can either come from different plant

genotypes or be treated with different molecules.
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1. Plate for non-choice feeding bioassay

2. Plate for choice feeding bioassay

Figure 1 : Experimental units. 3D AutoCAD representation of the two versions of the plates.
1.1 Non-choice feeding bioassay. Each cage is designed to contain a leaf disk and a single insect
larva and is suitable for consumption tests. 2.2 Choice tests. Each pair of cages do communicate.

The larvae can choose between two different leaf disks.

Transparent glasses. The plate comes with two transparent glasses cutted to the following
dimensions :

Bottom glass : length I=14.1cm, width w=7.7 cm and thickness t=0.2cm

Top glass : length 1=14.1cm, width w=7.1 cm and thickness t=0.2cm.



2. Monitoring device

The monitoring device was conceived to support the camera which can monitor three different
plates that form a single experimental batch. It has been designed with Corel draw software and is
represented in fig 2. The height of the device and the position of the camera was chosen to make
sure that all images will be taken at the same distance and angle and depend on the resolution of
the camera. Each device is 240 mm length, 142 mm width and 235 mm height. The material chosen
was Medium-density Fiberboard (MDF) of 3mm thickness. The file .pdf provides with the pattern
for laser cutting (fig 2.1). After laser-cutting, the different parts were put together with super glue
(fig 2.2). Notice that the the device height strongly depend from the camera resolution and need to
be adapted accordingly.
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2. Mounted device

Figure 2 : Fiberboard device for image acquisition. 2.1. Pattern for laser-cutting. The
different pieces are identified by letters. 2.2. Mounting instructions. Pieces are put together using

super-glue.



Annexe 2 : SANANE, 1., DILLMANN, C., LEGRAND, J. & MARION-POLL, F. (2020a) R scripts and

datas for the analysis of Lepidoptera feeding bioassays. Portail Data INRAE.
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Statistical methods for analysing high-throughput
Lepidoptera larvae feeding bioassays

Christine Dillmann, Judith Legrand, Inoussa Sanane

14 juillet 2020

This document describes the R scripts that allow data processing and statistical analyses of the Laepidoptera
larvae feeding bioassays presented in (Sanane et al. 2020).

1. General organization of the data

Project directory

The project directory must contain five subdirectories:

e DataCsv: contains the raw csv files producted by the image analysis step. Be carefull, this directory
and all subdirectories must contain only the raw csv files of the project!

e figs: the figures produced during the analysis are stored in this subdirectory.

e rawpdfs: the pdf images of the raw data, that need to be checked manually.

e RData: intermediate tables generated by the analysis and stored as RData files + output csv files.

e Rscripts: the R scripts, along with input files for the estimations and contrasts.

The user must define the Rscripts directory as the R Working Directory.
Rawdatas from image analysis
For each plate monitored by the device, the image analysis step produces one csv file that contain the number

of pixels left in the leaf disk at each time step and for each 50 cages. Each cage is identified by its row and
column numbers in the plate (e.g R08:C03).

Encoding the experimental design into the rawdata filenames

Details about the experimental design are encoded into different items of the filename, separated by _:
camera_plate_insectpopulation_plantenvironment_plantgenotype_date_product_concentration.csv

were the different items are the following:

Ttem Description Example
camera camera ID related to the device Cam01
plate name of the plate f
insectpoulation a single word describing the insect population popbiol
plantenvironment a single word describing the plant environment greenhouse
plantgenotype name or ID of the plant genotype MBS-847
date date of the experiment in the AAAA-MM-DD format 2019-06-20
product leaf disk treatments neemazal
concentration concentration of the treatment product 0.001




2. Reading the raw data files and creating the aggregated data
table

The R script create_aggregated_data_table.R automatically reads all the files contained in the DataCsv
directory, including subdirectories.

2.01 Reading the raw data files

e The fplot function reads the data file and generates a pdf image stored in the rawpdfs directory that
has exactly the same name as the csv file. The function also uses a smoothing algorithm and superpose
the smoothed curves to the observations. The pdf images need to be checked manually. Below is one
curve extracted from the file Cam01_a_popbiol_serre_MBS-847_2019-06-18_neeme_0.00001.pdf:

R08:C04

2500

1000

0

0 1000 2500 |

Graphical representation of a single experimental unit. The figure is extracted from one pdf image
file. It shows the data obtained from the cage R08:C04. In black, the intact leaf disk area in pixels as a
function of time. In red, the smoothed data. For some reason, the number of pixels increased after 1500mn,
probably indicating that the caterpillar have been confounded with the leaf disk. This cage needs to be
discarded from the analysis.

e The file todrop.txt is a text file that need to be created in the Rscripts directory and that lists the
filames and the cage coordinates of the cages that need to be discarded:

tab <- readLines("todrop.txt")
print(tab)

## [1] "CamOl_a_popbiol_serre_MBS-847_2019-06-18_neeme_0.00001.csv;R08C04"
## [2] "CamO3_e_popbiol_serre_MBS-847_2019-06-18_neemc_0.001.csv;R04C01"
## [3] "Cam02_d_popbiol_serre_MBS-847_2019-06-28_quinc_0.001.csv;R01C02"
## [4] "Cam02_d_popbiol_serre_MBS-847_2019-06-28_quinc_0.001.csv;R02C02"
## [5] "Cam02_d_popbiol_serre_MBS-847_2019-06-28_quinc_0.001.csv;R03C02"
## [6] "Cam02_e_popbiol_serre_MBS-847_2019-06-28_quina_0.1.csv;R09C03"

## [7] "Cam02_f_popbiol_serre_MBS-847_2019-06-28_quine_0.00001.csv;R06C03"
## [8] "Cam03_e_popbiol_serre_MBS-847_2019-06-27_quina_0.1.csv;R09C03"



2.02 Making data-frames from raw data

The raw datas consist in a total of nbcurves different cages that correspond to the experimental units. For
example, in a bioassay with one device and three plates, there are 3 x 50 = 150 experimental units. After
reading all the datas, the script produces three data-frames. The metadata are the corresponding rawdata
filenames.

o Z is a matrix (nbcurves x tmax) that stores the pixels
o tabZ (nbcurves x 3) contains information about the lines of Z (metadata, cage ID, plate ID)
o tabC (nbcurves x 9) = metadata and summary statistics of the curves

For each curve, summary statistics are computed after smoothing. They contain characteristic times like 20,
t50 and t80, as well as the percentage of leaf disk consumed at tmax. At the end of the procedure, pixels are
normalized by the maximum value at t0 and leaf areas are expressed in percentage of the full leaf disk area
at the beginning of the experiment.

2.03 Clustering and grouping

The last step consists in running the SOTA algorithm to obtain the 14 clusters, describing each cluster by
the average value of the summary statistics, and running the Kmeans algorithm to group the clusters into six
different groups.

At the end of this step, the tabC dataframe contains two additional columns that describe each experimental
unit:

o Stypo is the letter (from a to f) corresponding the the SOTA cluster
e Mtypo is a number (from 1 to 6) corresponding to the Kmeans group.

The summary statistics that characterize each cluster are represented in the first two axes of a principal
component analysis and allow the user to attribute a wise meaning letter (from A to F') to each Kmeans

group:
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PCA biplot showing the attributions of the SOTA clusters to Kmeans groups. Each point
corresponds to a SOTA cluster identified by its letter and the number of the Kmeans group. The arrows
indicate the contributions of the clusters summary statistics to the PCA axes.

Because Kmeans is a stochastic algorithm, the group identifiers change each time the algorithm is run. The
correspondance between Kmeans groups and letters needs to be done by the user. In the example above, the
choice would be:

typo Mtypo Stypo Description

A 2 b,g1l full consumption and low t20, t50, t80

B 1 ¢, d,h  low t50 and t80 but higher t20

C 3 k,m,n low t20 and t50 but higher t80

D 4 i j Intermediate values of summary statistics
E 6 e f High t50 and t80



typo  Mtypo Stypo Description
F 5 a High t20, t50, t80

3. Attribute wise meaning letters to Kmeans groups and perform
graphical representations

The R script 02_attribute_wise_meanging_ letters_to_groups.R need to be changed by the user to define
the letter associated with each Kmeans group. The script also produces graphical representations.
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Barplot of the summary statistics associated with each cluster. For each cluster, the three bars are
t20, t50 and t80. The colour is the colour attributed to the Kmeans group.
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Feeding behaviour associated with each SOTA cluster. Each cluster is represented by a scatterplot
where x-axis is the time, and y-axis is the percentage of leaf disk consumed.The cluster average feeding
behaviour is represented by the colour line. Colour codes identify the Kmeans groups. For each plot and at
each time point, the grey area represents the 5% and 95% quantile of the percentage of leaf disk consumed
for all experimental units belonging to the cluster. The radar plot shows the distribution of experimental
units between the six Kmeans groups.

Ouput

The end of the procedure consists in producing two separated data files, one for each treatment. Notice that
to increase the number of replicates for the control, the controls used in the Neemazal bioassay were added to

the Quinine dataframe, and the controls used in the Quinine bioassay were added to the Neemazal dataframe.



quindata <- c(grep("quin",as.character(tabC$cond)),grep("None",as.character(tabC$cond)) )
tabquin <- droplevels(tabC[quindata,])
save(tabquin,thecolours, file="../RData/quin.RData")

neemdata <- c(grep('"neem",as.character(tabC$cond)),grep("None",as.character(tabC$cond)) )
tabneem <- droplevels(tabC[neemdata,])
save(tabneem,thecolours, file="../RData/neem.RData")

4 Multinomial regression

Here we describe the multinomial regression using the Neemazal bioassay. The aggregated data table is stored
in the neem.RData file, and the corresponding R script is 03_multinomial_regression_neem.R

4.01 Building-up predictor variables from the experimental design

The first step of the analysis consists in building-up the predictor variables from the experimental design and
transform them into explanatory factors. To do this, we used the metadata embedded in the filenames of the
raw data and stored in the column tabC$cond of the tabC dataframe.

temp <- matrix(unlist(strsplit(as.character(tabC$cond),"_ ")) ,ncol=nitems,byrow=TRUE)
head (temp)

#it [,1] [,2] [,3] [,4] [,5] [,6] [,7]

## [1,] "CamO1" "a" ‘"popbiol" "serre" "MBS-847" "2019-06-18" "neeme"
## [2,] "CamO1" "a" "popbiol" "serre" "MBS-847" "2019-06-18" "neeme"
## [3,] "CamO1" "a" "popbiol" "serre" "MBS-847" "2019-06-18" "neeme"
## [4,] "CamO1" "a" "popbiol" "serre" "MBS-847" "2019-06-18" "neeme"
## [5,] "CamO1" "a" ‘"popbiol" "serre" "MBS-847" "2019-06-18" "neeme"
## [6,] "Cam01" "a" "popbiol" "serre" "MBS-847" "2019-06-18" '"neeme"
#it [,8]

#t [1,] "0.00001"

#t [2,] "0.00001"

## [3,]1 "0.00001"

## [4,] "0.00001"

## [5,]1 "0.00001"

## [6,] "0.00001"

Here, two factors may be of interest.

o The Neemazal concentration (temp[,8]) which needs to be transformed into a factor. We used the
following encoding for the concentration level, stored in tabC as a factor named conc :

Metadata Neemazal concentration conc level

0.0000 Control (water) control
0.00001 0.01lmM nl
0.0001 0.1lmM n2
0.001 1mM n3
0.003 3mM n4
0.01 10mM nd

o The series of cages that belonged to the same plate at a single date of the experiments. This factor was
called a bloc and built by merging the values of plate and date from the metadata.



e An additional factor called grp was created by merging the values of conc and bloc.

4.02 Visualizing the data : Factorial Correspondence Analysis

A factorial correspondence analysis (Escofier and Pages 2008) was run to vizualise the data, using the corresp
function of the MASS library (Venables and Ripley 2002, Gower and Hand (1996)). Briefly, the method allows
to represent a contingency table in a two-dimensional space were both grouping factors and categories are
represented with the same metrics, which is the chi-squared distance. Whenever one level of the grouping
factor is graphically close to one category, this means that the grouping factor is enriched in this category.
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Representation of the Neemazal dataset in the two dimensions of the factorial correspondence
analysis. The control and nl treatments are enriched in A and B feeding types. n2 Nemazal treatment
is enriched in C feeding behaviour, n3 is enriched with D feeding behaviours, and the highest Neemazal
concentration treatment nb5 is enriched with F feeding behaviours. The analysis also shows that the two



replicates of the same treatment are generally very close together.

As a matter of comparison, the Quinine dataset is also represented below :
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Representation of the Quinine dataset in the two dimensions of the factorial correspondence
analysis. As compared with the Neemazal dataset, the replicates of the same treatment are dispersed in
the two-dimensional space, indicating that the treatment has a small effect on feeding behaviours. Notice
however that the four control replicates tend to be enriched in A feeding behaviour.

4.03 Multinomial regression: model comparisons

The R scripts running multinomial regression were inspired from (UCLA 2020). Given the experimental
design, differences between experimental units can be explained either by differences between treatments,
i.e. an effect of the Neemazal concentration (model M1), or by chance differences between blocs i.e. the



experimental units measured in the same plate the same day (model M2). The two models were compared
using the Akaike Information Criterion (AIC) (Hirotugu 1974). The smaller the AIC, the better the model
fits the data.

tabC$typoref <- relevel(as.factor(tabC$typo), ref = "E")
regm <- multinom(typoref ~ conc, data = tabC)

## # weights: 42 (30 variable)
## initial value 1250.648110
## iter 10 value 891.172145
## iter 20 value 844.693172
## iter 30 value 841.379073
## iter 40 value 841.075860
## iter 50 value 841.071775
## final value 841.071755

## converged

reg0 <- multinom(typoref ~ bloc , data = tabC)

## # weights: 90 (70 variable)
## initial value 1250.648110
## iter 10 value 844.064072
## iter 20 value 820.574874
## iter 30 value 817.910679
## iter 40 value 817.505300
## iter 50 value 817.282127
## iter 60 value 817.228083
## iter 70 value 817.224523
## final value 817.224466

## converged

aic <- c(regm$AIC,regO$AIC)
print(aic)

## [1] 1742.144 1774.449

The best model is here the model including a treatment effect. Notice that a reference feeding group need to
be chosen to run the model. In the Neemazal Bioassay, we used the feeding group E, wich was represented in
all treatments. The results for the two bioassays, Neemazal and Quinine are summarized in the table below:

nom Neemazal Quinine
M1 1742.144  1755.637
M2 1774.449  1759.197
Reference E B

For both bioassays, the best model was the one with a treatment effect. Notice however that for the Quinine
bioassay, the difference between the two models is very small.

4.04 Treatment comparisons and contrasts

Multinomial regression provides with the estimation of the «;’ coefficients associated to each feeding type
category, relative to the reference category:

## (Intercept) concnl concn2 concn3 concn4 concnb
## A 3.3783103 -0.9358760 -2.7276476 -5.4576467 -7.227988 -18.066114
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## B 3.0905840 -1.2987602 -3.0105379 -3.9661056 -6.941098 -15.258373
## C  1.8453844 -0.5925154 -1.0721768 -1.9789493 -19.458566 -17.293239
## D 0.5101908 0.1830350 -0.1046761 -0.6437429 -2.974064 -15.082215
## F 1.8453840 -2.1328507 -2.2507536 -2.0276948 -1.845370 2.749498

as well as with the variance-covariance matrix for the estimations.

Because the names of the concentration levels (treatment) were chosen according to the alphabetical order,
(Intercept) corresponds to the coefficient associated with the control (water treatment). Comparisons between
treatments can be performed by describing the contrast matrix C into a csv file. For the Neemazal treatment,
the C' matrix is contained into the Cmat_neem.csv file in the Rscripts directory. The R script reads the
contrast matrix as:

Cmat <- read.table("Cmat_neem.csv",header=TRUE,sep=",")
rownames (Cmat) <- Cmat[,1]

Cmat <- Cmat[,-1]

colnames (Cmat) <- colnames(beta)

Cmat <- as.matrix(Cmat)

print (Cmat)
## (Intercept) concnl concn2 concn3 concn4d concnb
## neem_nb-n4 0 0 0 0 -1 1
## neem_nb5-n3 0 0 0 -1 0 1
## nem_nb-n2 0 0 -1 0 0 1
## neem_nb-nl 0 -1 0 0 0 1
## neem_nb-I 0 0 0 0 0 1
## neem_n4-n3 0 0 0 -1 1 0
## neem_n4d-n2 0 0 -1 0 1 0
## neem_n4-nil 0 -1 0 0 1 0
## neem_n4-I 0 0 0 0 1 0
## neem_n3-n2 0 0 -1 1 0 0
## neem_n3-nl 0 -1 0 1 0 0
## neem_n3-I 0 0 0 1 0 0
## neem_n2-nil 0 -1 1 0 0 0
## neem_n2-I 0 0 1 0 0 0
## neem_nl-T 0 1 0 0 0 0

Here, the first line of the C' matrix estimates the difference between the n5 and the n4 concentration levels.
Differences are stored and exported as a csv output file contrasts_neem_refE.csv

print (contrasts)

## A B C D E
## neem_nb-n4 -20.2381461 -12.4550941 -3.42250880 -28.2398282 -4.5952286
## neem_nb-n3 -22.1916615 -15.6125883 -29.38219342 -30.7525497 -4.7775481
## nem_n5-n2 -25.1449081 -16.7911973 -30.51202065 -31.5146574 -5.0006485
## neem_nb-nl -26.8188270 -18.3851010 -30.87376198 -31.6844842 -4.8827648
## neem_nb-I -25.6215044 -17.5506629 -29.33308956 -29.3681160 -2.7490192
## neem_n4-n3 -1.9535154 -3.1574942 -25.95968462 -2.5127215 -0.1823196
## neem_n4-n2 -4.9067620 -4.3361032 -27.08951185 -3.2748292 -0.4054199
## neem_n4-nl -6.5806809 -5.9300069 -27.45125318 -3.4446560 -0.2875363
## neem_n4-I -5.3833583 -5.0955688 -25.910568076 -1.1282878 1.8462094
## neem_n3-n2 -2.9532466 -1.1786090 -1.12982723 -0.7621077 -0.2231004
## neem_n3-nl -4.6271655 -2.7725127 -1.49156855 -0.9319345 -0.1052167
## neem_n3-I1 -3.4298429 -1.9380746  0.04910387 1.3844337 2.0285290
## neem_n2-nl -1.6739189 -1.5939037 -0.36174133 -0.1698268 0.1178837
## neem_n2-I1 -0.4765963 -0.7594657 1.17893109  2.1465414 2.2516294
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## neem_nl-I 1.1973226  0.8344381 1.54067242  2.3163682 2.1337457

The first lines of the contrasts matrix show that the n5 treatment is depleted in A and B feeding types, and
enriched in F feeding type. The pvalues associated to the mean comparisons are also stored in the csv output
file pval_neem_refE.csv:

print (pval)

## A B C D E
## neem_nb5-n4 0.0000 0.9715 0.0000 0.0000 0.0007
## neem_n5-n3 0.0000 0.9643 0.0000 0.0000 0.0005
## nem_n5-n2 0.0000 0.9616 0.0000 0.0000 0.0004
## neem_n5-nl 0.0000 0.9580 0.0000 0.0000 0.0015
## neem_n5-I 0.0000 0.9599 0.0000 0.0000 0.0200
## neem_n4-n3 0.1146 0.0058 0.0000 0.0072 0.8481
## neem_n4-n2 0.0000 0.0002 0.0000 0.0008 0.6885
## neem_n4-nl 0.0000 0.0000 0.0000 0.0019 0.8079
## neem_n4-I 0.0000 0.0000 0.0000 0.1191 0.0048
## neem_n3-n2 0.0003 0.0914 0.0999 0.3892 0.8294
## neem_n3-nl 0.0000 0.0006 0.0773 0.3657 0.9303
## neem_n3-I 0.0000 0.0000 0.9132 0.0193 0.0033
## neem_n2-nl1 0.0381 0.0590 0.6819 0.8739 0.9249
## neem_n2-I 0.3229 0.1436 0.0229 0.0011 0.0035
## neem_nl-I 0.0644 0.2098 0.0310 0.0060 0.0302

Notice that the contrast involving the B category and the n5 Neemazal concentration are hardly significant.

4.05 Estimating the proportions of each feeding type in each treatment

The estimation of the proportions of each feeding type in each treatment p}’ were performed as described
in (Sanane et al. 2020) using the predicted mean values Iv + &;". Predicted mean values were computed
by pre-multiplying the coefficient matrix beta by the design matrix L. For the Neemazal treatment, the L
matrix is contained into the Lmat_neem.csv file in the Rscripts directory. The R script reads the contrast
matrix as:

Lmat <- read.table("Lmat_neem.csv",header=TRUE,sep=",")
rownames (Lmat) <- Lmat[,1]

Lmat <- Lmat[,-1]

colnames(Lmat) <- colnames(beta)

Lmat <- as.matrix(Lmat)

print (Lmat)

## (Intercept) concnl concn2 concn3 concnéd concnb
## Neem-10mM 1 0 0 0 0

## Neem-3mM

## Neem-1mM

## Neem-0.1mM
## Neem-0.01mM
## None

N e
O, O O O
O O OO
O O O = O
O O O O -
O O O O O =

lsmeans <- Lmat%*’%t (beta)

A graphical output is also embedded into the R script. It shows the estimated proportion of each feeding
type for each treatment in the form of piecharts:
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Estimated proportion of each lepidopera larvae feeding type as a function of the Neemazal
concentration in the maize leaf disks Each row corresponds to the treatment of maize leaf disks with
one concentration of Neemazal diluted into water. The colour code, from yellow to red, indicates increasing
Neemazal concentrations. Each column represents one feeding type. The A and B feeding types are consumers,
while the E and F feeding types are haters and the C, D feeding types are reluctants.

For the Neemazal treatment, data clearly show that when the Neemazal concentration increases, the behaviour
of the lepidoptera larvaes changes, and they become more and more reluctant to feed on the maize leaf disk.
At 10mM Neemazal, the feeding type of the larvaes is almost exclusively E and F, with almost no feeding.
The increase of intermediate feeding types at intermediate Neemazal concentrations shows that the bioassay
can be used for a quantitative assessment of the feeding behaviour.

As a comparison, the results for the Quinine bioassay are reported below:
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concentration in the maize leaf disks Each row corresponds to the treatment of maize leaf disks with
one concentration of Quinine diluted into water. The colour code, from yellow to red, indicates increasing
Neemazal concentrations. Each column represents one feeding type. The A and B feeding types are consumers,
while the E and F feeding types are haters and the C, D feeding types are reluctants.

In the Quinine bioassay, the treatment effect is hardly significant, except that the treatment with highest
concentration of Quinine (100 mM) seems to be enriched with intermediate feeding types. However, because
of a too small number of replicates, differences are not significant.
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Résumé : Les dégits causés par les larves des Iépidopteres
foreurs de tige comme la pyrale du mais Ostrinia nubilalis
Hbn constituent 1'une des contraintes majeures a la
production de mais. La sélection de variétés résistantes ou
tolérantes a ces ravageurs est 1’un des moyens de lutte contre
les infestations naturelles. Pour identifier ces variétés, j’ai
mis au point une méthode originale permettant d’évaluer, a
grande échelle et de fagon non destructive, 1’appétence des
larves de pyrale pour des feuilles de mais. La vitesse de
consommation des larves, mesurée au laboratoire a partir de
disques foliaires prélevés sur des plantes vivantes, est utilisée
comme un proxy du niveau de défense des plantes. J’ai
démontré que les larves de pyrale ont des comportements
variables lorsqu’elles sont mises en présence d’un disque
foliaire de mais, et qu’il est possible d’établir une typologie
de leurs comportements alimentaires, avec une graduation
allant de la consommation rapide et entiere du disque a
I’absence total de consommation. Chaque variété peut ainsi
étre caractérisés de facon reproductible par la fréquence de
chacun des types de comportement alimentaire. Aprés avoir
validé ce dispositif par 1’étude des variations de
comportements alimentaires des larves en présence de
différentes concentrations de substances antiappétentes, je

I’ai utilisé sur différents jeux de données. Tout d’abord, j’ai
comparé des génotypes précoces et tardifs issus d’une
expérience de sélection divergente pour la précocité de
floraison. Je montre que les génotypes les plus contrastés
pour la date de floraison, descendants par sélection et
autofécondation de la lignée de mais MBS, présentent des
différences importantes a la fois pour 1’appétence des larves
pour les feuilles, pour la prévalence des larves sur les plantes
au champ, et pour la qualité des parois cellulaires. Les
génotypes MBS précoces sont plus appétents, plus attaquée
et plus tendres que leurs homologues tardifs. Ces résultats
confortent 1’existence chez le mais, d’un compromis entre
croissance et défense. Enfin, le test de consommation a été
appliqué a panel de 18 lignées de mais déja décrites pour un
ensemble de traits liés au métabolisme et a 1a physiologie des
plantes. L’¢tude confirme I’existence, au sein du panel,
d’une grande variabilité entre lignées pour 1’appétence des
larves de pyrale et permet d’identifier des caractéristiques
métaboliques des lignées corrélées aux variations des types
de comportements alimentaires. Dans 1’ensemble, cette
étude ouvre la voie vers de nouvelles approches pour mieux
comprendre les interactions plantes-insectes ravageurs.

Title: Components of the dynamics of interaction between maize and lepidoptera stem borers
Key-words: Plant-insect relation, life-history traits, metabolism and population dynamics.

Abstract : Damages caused by maize stem borers like the
corn borer Ostrinia nubilalis Hbn can engender considerable
yield reductions. A way to reduce the damages is to select
resistant or tolerant maize varieties. I set-up an original
highthroughput and non-destructive method to screen maize
varieties for the feeding of young insect larvae. It consists in
monitoring the feeding of single larvae on fresh maize leaf
disks, and using the consumption speed as a proxy for the
level of plant defenses. I showed that larvae exhibit variable
feeding behaviours, and developed a statistical method to
establish a typology of feeding behaviours, with a graduation
between the fast and full consumption of the leaf disk and
the absence of consumption. Each maize variety can be
reproductively characterized by the frequency of each
feeding behaviour. The method was validated by studying
the variations of feeding behaviours in response to different
concentrations of a known antifeedant molecule, and applied
on different datasets. First, I compared early and late maize
genotypes resulting from a divergent selection experiment

for flowering time. I showed that the genotypes that differed
the most for flowering time and that descended, through
selection and selfing, from the inbred line MBS, also showed
important differences concerning both feeding behaviours,
larvae prevalence in the field, and the quality of plant cell
walls. Early MBS genotypes are consumed faster in the
feeding test, show a higher larvae prevalence in the field, and
exhibit softer green parts than late genotypes from the same
ancestor line. Those results strongly suggest the existence of
a trade-off between growth and defense. Finally, the
consumption test was applied to a diversity panel of 18 maize
inbred lines, already described for series of traits linked to
plant physiology and metabolism. I showed that the panel
lines exhibited a large genetic variability for the feeding
behaviour of corn-borer larvae and identified metabolic
characteristics of the inbred lines that correlate with the
variation of feeding behaviours. Altogether, those results
open the way for a better-understanding of plant-insect
relationships.
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