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Avant-propos :

La SAS PIVERT

La SAS PIVERT a été créée le 29 mai 2012 dans le cadre du programme « Investissements
d’Avenir ». Il s’agit d’une société de droit privé issue d’un partenariat public-privé qui a notamment
pour objet de porter I'ITE P.LV.ER.T. (Institut de Transition Energétique Picardie Innovations

Végétales Enseignements et Recherches Technologiques).

Le programme de recherche GENESYS

Le programme de recherche précompétitif GENESYS vise a déterminer les bases de la bio-
raffinerie oléagineuse du futur. Le programme GENESY'S vise a lever des verrous technologiques dans
le but de développer de nouveaux produits et procédés en chimie du végétal qui pourront par la suite
étre transposés a 1’échelle industrielle dans le cadre de Projets de maturation. La recherche porte sur les
trois aspects du cycle de la biomasse : production (agronomie, récolte, logistique), fractionnement et
transformation de la biomasse, et enfin livraison de bioproduits industriels, et s’organise en sept SOuUs-

programmes (http://www.institut-pivert.com/genesys/).

Le programme GENESYS est mené par un imposant consortium constitué des meilleurs laboratoires
francais dans les différents domaines de recherche concernés par le programme GENESYS et la SAS
PIVERT.

Sous-programme n°1 (SP1) : Nouveaux systémes de cultures

Le but de ce sous-programme est d’adapter et de mobiliser les ressources agricoles oléagineuses
territoriales afin d’alimenter les bio-raffineries basées sur la valorisation des lipides et de la ligno-

cellulose.

La recherche porte sur la production et la disponibilité de la biomasse oléagineuse, en prenant
en compte tous les parametres du champ a 1’usine. Ce sous-programme permet d’anticiper, dans les
principaux territoires de production de la biomasse, la mise en place de stratégies agricoles,

environnementales et sociales respectueuses de 1’environnement.


http://www.institut-pivert.com/genesys/

Le projet ANOI

Intégré au SP1, le projet ANOI (Amélioration des caracteres pour les Nouveaux Oléagineux
d’Intérét industriel) a pour but d’étudier quatre cultures oléagineuses : deux variétés de colza, colza 00
et colza érucique (culture de référence), la moutarde d’Ethiopie Brassica carinata et la cameline

Camelina sativa, avec comme objectifs principaux :

- de fournir une connaissance exhaustive de la variabilité des caractéres d’intérét dans les plantes
oléagineuses en connexion avec les autres sous-programmes.

- de produire du matériel végétal brut provenant de plantes oléagineuses possédant un potentiel
agronomique acceptable dans les conditions de culture locales (Nord-Ouest de la France) et celui
plus spécifique issu de plantes au potentiel agronomique plus faible pour des applications ciblées
(source de genes d’intérét, composés lipidiques inhabituels...).

- d’améliorer les caractéristiques de productivité des plantes sélectionnées pour une intégration
durable de ces productions a 1’échelle des exploitations agricoles et des territoires.

- d’identifier les principaux effets régulateurs des populations de ravageurs de cultures oléagineuses

a vocation industrielle dans un contexte de protection intégrée des cultures.

Autour de Terres Inovia (Institut technique des producteurs d’oléagineux, de protéagineux, de chanvre
et de leurs filiéres), porteur du projet, les équipes impliquées sont 'ITERG (Institut des corps gras),
1I"UPJV-FRE 3498 EDYSAN (Ecologie et Dynamique des Systémes Anthropisés), I’'UTC-UMR 6022
GEC (Génie Enzymatique et Cellulaire), FRD (Fibres Recherches Développement), I’"UPJV-EA 3990
BioPI (Biologie des Plantes & Innovation) et "'UPJV — CRRBM (Plateforme de Biologie Moléculaire).

Le projet ANOI s’articule autour de trois tches essentielles :

La premiére tache consiste en I’identification et la classification des plantes oléagineuses d’intérét pour

des usages industriels.

Pour chacune des quatre plantes oléagineuses sélectionnées en 2012 (colza 00, colza érucique, cameline
et moutarde d’Ethiopie), la deuxiéme tache consiste a préciser la variabilité génétique sur des critéres
d’intérét (biomasse, phénologie, conditions de production). Elle doit également préciser les conditions
de développement des graines (cinétique de développement des embryons, taille, poids, structure, ..) et
de [l'accumulation des réserves (huile, protéines, amidon, autres substances d'intérét telles
qu'antioxydants, fibres, ...). Il s'agit aussi et surtout d'obtenir des données qualitatives et quantitatives
concernant le remplissage des graines, leur profil lipidique (acides gras, phospholipides, glycolipides...)

et d’identifier les éventuels composés indésirables (glucosinolates...).

Enfin la troisiéme tache a pour objectif I’amélioration de la productivité de ces cultures oléagineuses
d’intérét incluant I’étude physiologique (en priorité 1’é¢tude du métabolisme azoté), 1’étude de

I’intégration de ces plantes oléagineuses d’intérét dans les systemes de culture existants et, les
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interactions Plante-Parasite (effets de ces nouvelles productions sur les insectes ravageurs, auxiliaires,

les pathogenes...).

C’est essentiellement au sein de cette troisiéme tiche que ce travail de these a été réalisé. Cette tache a

été subdivisée en différentes sous-taches :

Tache 3 : Amélioration de la productivité des cultures oléagineuses sélectionnées

Sous-tache 3.1 : Besoins en Azote et incidence sur les ravageurs

Sous-tache 3.2 : Intégration dans les systémes existants

Sous-tache 3.3 : Interactions Plante-Insectes, vers une complexité croissante

3.3.1.

La cameline : un nouveau réservoir potentiel de ravageurs ?

Etude des facteurs de résistance de variétés de cameline et de moutarde

d’Ethiopie vis-a-vis des ravageurs de cultures et auxiliaires.

Etude des interactions Phytovirus — Plantes — Phytophages.



Objectifs de la these

Les travaux présentés dans ce mémoire concernent la tdche 3 du projet ANOI et ont pour but
d’étudier la complexité des interactions plante-insectes autour de la cameline dans le contexte des agro-

écosystemes du Nord de la France.

Pour cela, nous avons en premier lieu étudié le role potentiel de la cameline comme réservoir de
ravageurs (1 publication scientifique, sous-tache 3.3.1), puis les effets de différentes pratiques culturales
sur les interactions tri-trophiques cameline-pucerons-parasitoides (2 publications scientifiques, sous-
tache 3.1 et 3.2) et enfin, les effets des phytovirus sur un systéme bi-trophique cameline-pucerons
(1 publication scientifique, sous-tdche 3.3.3) et sur un systéme tri-trophique cameline-puceron-

parasitoide (1 publication scientifique, sous-tache 3.3).
1. La cameline : un nouveau réservoir potentiel de ravageur ?

Dans le chapitre n°3, nous avons cherché a étudier le réle potentiel de la cameline comme
réservoir de ravageurs, plus particuliérement les pucerons, qui seraient susceptibles de coloniser les

cultures de cameline dans le nord de la France.

Dans la perspective de réintroduire la cameline dans les agrosystémes du nord de la France, nous avons
évalué sa sensibilité vis-a-vis des principales especes de pucerons ravageurs de grandes cultures. Il nous
a semblé important de caractériser les interactions bi-trophiques cameline-puceron avant de
complexifier notre étude en intégrant des ennemis naturels de pucerons et des virus transmis par les

pucerons vecteurs.
2. Influences de pratiques culturales sur les interactions tri-trophiques.

Dans le chapitre n°4, nous avons cherché a étudier d’une part, I’impact d’une association
culturale et d’autre part, I’effet d’intrants azotés, sur le contrdle biologique des pucerons par des

parasitoides.

La premiére étude s’appuie sur certaines caractéristiques culturales de la cameline qui, utilisée en
association avec des Fabaceae ou Poaceae, peut jouer un réle de tuteur pour la plante focale. Nous avons
recherché si, en plus de ce rble de tuteur, la cameline pouvait aussi avoir un réle bénéfique dans le
contréle biologique des pucerons par des insectes auxiliaires parasitoides de pucerons. Nous avons ainsi
étudié les réponses comportementales d’une espéce de parasitoide face a une espece de puceron
identifiée comme colonisatrice de la cameline et de la plante associée (cf. Chapitre 3). Cette premiére
étude nous a permis non seulement d’approfondir nos connaissances sur I’impact de cette pratique
culturale sur le contrdle biologique des pucerons par les auxiliaires mais aussi sur le comportement de
sélection d’héte d’un parasitoide dans un environnement complexe en testant I’hypothése de « Mother

knows best ».



La deuxiéme étude concerne la caractérisation des effets d’intrants azotés sur les interactions tri-
trophiques, cameline-pucerons-parasitoides. D’aprés la bibliographie, la cameline présente de faibles
besoins en intrants azotés, cependant des doses modérées d’intrant azoté ont montré des effets
significatifs positifs sur les rendements en biomasse et la composition des huiles. Ainsi, afin d’améliorer
sa productivité, la culture recevra éventuellement des intrants azotés, ces derniers étant susceptibles de
modifier I’équilibre des interactions tri-trophiques. Cette étude nous a permis de mettre en relation le

transfert d’azote le long de la chaine trophique et les répercussions sur les différents niveaux trophiques.
3. Incidence des phytovirus sur les interactions multi-trophiques.

Le chapitre n°5 vise a caractériser 1’effet de phytovirus sur les niveaux trophiques supérieurs,

premieérement dans un contexte d’interactions bi-trophiques puis tri-trophiques.

Dans la premiere étude, nous avons caractérisé les interactions de différents pathosystémes impliquant

la cameline, deux phytovirus présentant des modes de transmission distincts et deux pucerons-vecteurs.

La seconde étude s’est intéressée aux répercussions de I’infection virale sur la régulation « bottom-up »

des deux niveaux trophiques supérieurs, et plus particulierement les parasitoides de pucerons.
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Fig. 23. Pourcentage de M. persicae aptéres ou ailés s’orientant vers une plante de Camelina sativa infectée
(orange) ou non-infectée (vert) (pour les individus aptéres : test de Wilcoxon pour échantillons appariés ; *,
P < 0,05 ; pour les individus ailés : test du Chi-deux ; *, P < 0,05). Pourcentage de M. persicae apteres ou
ailés non répondants (gris) (données non publiées). 194

Fig. 24. Plants de cameline saine (a gauche) et infectée (a droite) par un virus a transmission mécanique proche du
WWVV (Watercress white vein virus) (photo de Dr.Mark Tepfer INRA-Versailles). 196
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Introduction générale

De nos jours, I'agriculture fournit non seulement les produits de 1’alimentation humaine, mais aussi
des matiéres premiéres du secteur bioénergétique. La consommation, sans cesse grandissante, d'énergie
a I’échelle mondiale ainsi que la demande croissante en énergies renouvelables conduisent a une
progression forte de la production en matiéres premiéres agricoles destinées aux biocarburants (BP
2016; OECD.Stat 2016). Dans les régions tempérées, les principales cultures pour la matiere premiére
des biocarburants sont le mais (Zea mays L.), le colza (Brassica napus L.) et le soja (Glycine max (L.)
Merr.) (FAO 2008; Bringezu et al. 2009).

Plus récemment, les plantes oléagineuses ont suscité I’intérét du secteur bioénergétique. Au cours
de la derniére décennie, la production et la distribution de plantes oléagineuses et de leurs produits dans
le monde entier ont connu une expansion remarquable; la superficie consacrée aux plantes oléagineuses
a augmenté de 19%, tandis que la production a augmenté de 34% depuis 2005 (source USDA, 2016).
Le marché de I'huile végétale est donc soumis a une demande de rendement de plus en plus élevée, a
une demande de production plus durable des principales cultures, mais aussi a une nécessité
d’augmentation de la diversification des cultures. En effet, I’industrie chimique est un nouveau marché,
demandeur de matiéres premieres originales et a la recherche de cultures oléagineuses adaptées.
Cependant, les cultures oléagineuses traditionnelles souffrent de plusieurs inconvénients qui limitent la
diversification de leur utilisation. Elles possedent une diversité génétique relativement faible et la
longueur des cycles de croissance de ces plantes entrave le potentiel pour créer de nouvelles variétés par
sélection classique. En outre, pour de nombreuses cultures oléagineuses, le génie génétique est un
processus long et difficile. Enfin, I'expansion de ces cultures pour la production de matiére premiére a
vocation bioénergétique et sa durabilité écologique est discutables. Des critiques émergent en ce qui
concerne la fagon dont I’exploitation a grande échelle de cultures oléagineuses a des fins industrielles,
telles que la production de nouveaux lipides, va coexister avec I’utilisation de la culture oléagineuse
pour la consommation humaine. Les principaux domaines de préoccupation sont les changements
d'affectation des sols indirects (CASI), la simplification des paysages et les effets néfastes sur la
biodiversité, la rivalité de nourriture et de carburant, I'utilisation de produits agrochimiques et des
engrais (Ludeke-Freund et al. 2012). Par conséquent, la recherche de systémes de culture alternatifs et

des espéeces biocarburants de matiéres premieres est en cours.

La derniere décennie a vu I'émergence de la cameline (Camelina sativa (L.) Crantz) en tant qu’espéce
alternative pour diversifier la production oléagineuse (Fig. 1.). La combinaison de traits agronomiques
tres attractifs de la cameline et sa facilité d’utilisation pour le génie génétique (proximité avec la plante

modele Arabidopsis thaliana), en ont fait une plante idéale pour les applications en biotechnologie et en
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particulier pour les stratégies de biologie de synthese (Napier et al. 2014; Vollmann & Eynck 2015;
Bansal & Durrett 2016). Par ailleurs, la cameline reste une culture relativement mineure en termes
d’alimentation humaine et ses besoins en eau et en engrais sont faibles, signifiant qu'elle peut étre
cultivée sur des terres marginales (a faibles valeurs agriculturale) (Bansal & Durrett 2016). Donc, allier
différentes utilisations devrait étre plus facile et moins sujet a critique qu'avec les principales cultures
vivriéres oléagineuses, comme le colza, le soja ou le tournesol (Faure & Tepfer 2016).
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40
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Fig. 1. Nombre de publications sur la cameline et superficie dédiée a la cameline dans le Montana (issue de Faure

& Tepfer (2016)). Nombre de publications avec « Camelina » dans le titre dans Google Scholar (ligne pleine) et superficie de
Cameline semée dans le Montana (ligne pointillée).

Une activité de recherche récente et intense s’est donc développée aux Etats-Unis et au Canada autour
de la cameline, principalement pour le potentiel bioénergétique de son huile (Fréhlich & Rice 2005), et
ceci grace a une évaluation des émissions de gaz a effet de serre particuliérement favorable (Shonnard,
Williams & Kalnes 2010; Chen et al. 2015; Keshavarz-Afshar, Mohammed & Chen 2015). C’est
pourquoi les superficies plantées en cameline ont fortement augmenté durant quelques années dans le
Montana (Etats-Unis), mais cela a été rapidement suivi par une baisse en raison de rendements faibles
et de l'incapacité a faire concurrence aux carburants a base de pétrole (Mclaren & Sun 2015) (Fig. 1.).
Actuellement, les faibles niveaux des prix du pétrole suggerent que cultiver la cameline pour les
biocarburants est peu susceptible d'étre économiquement viable dans un avenir proche, mais que d'autres
utilisations, et en particulier I’utilisation des huiles de cameline comme matiéres premieres industrielles
semblent étre un objectif plus réaliste (Fig. 2.). En effet, plusieurs niches sont en développement pour
I’utilisation des huiles de cameline dans les cosmétiques, savons, lubrifiants... (Bonjean & Le Goffic
1999; Pilgeram et al. 2007). Pour finir, les niveaux élevés en acides gras oméga-3 dans I’huile de
cameline sont considérés comme bénéfiques pour la santé humaine (Zubr 1997; Abramovi¢ & Abram
2005) et les niveaux importants de tocophérols, tels que la vitamine E, font que ’huile de cameline est
plus stable a 1’oxydation que les autres huiles riches en oméga-3 présentes sur le marché (Abramovic,
Butinar & Nikoli¢ 2007).
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Fig. 2. Marchés potentiels pour I’huile et le tourteau de cameline (traduit de Pilgeram et al. (2007)).

Avant la production commerciale, des informations sur les interactions avec les parasites, les agents
pathogenes et les réponses aux pratiques agricoles sont essentielles pour assurer une gestion écologique
et économique durable (Fig. 3.).

Dans ce manuscrit, je commencerai par un premier chapitre qui présentera I’état de I’art sur les
interactions multi-trophiques plantes — herbivores (pucerons) — ennemis naturels (parasitoides). Ce
premier chapitre sera divisé en plusieurs sous-parties, les cascades trophiques seront tout d’abord
définies, puis les influences de pratiques culturales et des phytovirus sur les interactions trophiques
seront abordées. Le second chapitre détaillera le matériel biologique d’étude et les différentes
méthodologies expérimentales utilisées. Le troisiéme chapitre sera consacré a une étude préliminaire
statuant sur le réle potentiel de la Cameline comme plante réservoir a différentes espéces de pucerons
ravageurs. Le quatrieme chapitre sera divisé en deux sous-parties consacrées respectivement aux effets
de deux pratiques culturales, I’association culturale et la fertilisation azotée, sur les niveaux trophiques
supérieurs. Le cinquiéme chapitre présentera une premiére partie caractérisant des interactions au sein
de pathosystéme impliquant la cameline, deux phytovirus et deux pucerons vecteurs. Une seconde partie
présentera une étude des effets ascendants d’un phytovirus sur le systéme tri-trophique plante - puceron
- parasitoide en faisant un focus particulier sur les effets directs et indirects du phytovirus sur le
parasitoide de puceron. Pour finir, le chapitre six sera une synthése des résultats obtenus qui seront

discutés et abordera les perspectives issues de 1’ensemble de ces études.

-18 -



X

Parasitoides

Pucerons

Assaciation culturale Cameline Phytovirus

A

NH4NO3

Fertilisation
azotée

Fig. 3. Schématisation des effets (trait pointillé) de trois facteurs (culture en association, fertilisation azotée,
phytovirus) pouvant influencer les relations tri-trophiques (trait plein) cameline/pucerons/ parasitoides de

puceron.
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Chapitre 1.
Synthese bibliographique

Les interactions multi-trophiques

Les cascades trophiques peuvent étre définies comme des interactions fortes au sein des chaines
alimentaires qui influencent les propriétés du systéeme et incluent au moins deux niveaux trophiques
(Pace et al. 1999; Knight et al. 2005). Les deux cascades trophiques « bottom-up » (régulation
ascendante basée par exemple sur la disponibilité en nutriment) et « top-down » (régulation descendante
basée notamment sur la présence d’ennemis naturels) peuvent influencer les interactions au niveau de
la communauté mais aussi les dynamiques de population des espéces (Hunter & Price 1992; Forkner &
Hunter 2000; Polis et al. 2000; Aquilino, Cardinale & Ives 2005) (Fig. 4.). Les effets des plantes sur les
herbivores peuvent se répercuter (« cascade-up ») le long de la chaine alimentaire et déterminer la
diversité des espéces et la dynamique des populations appartenant aux niveaux trophiques supérieurs
(Hunter & Price 1992; Bukovinszky et al. 2008; Johnson 2008).

L’écologie steechiométrique étudie I'équilibre des éléments énergétiques et chimiques (par
exemple, le carbone, I'azote ou le phosphore) dans les interactions écologiques, afin de déterminer
comment les lois thermodynamiques affectent les cascades trophiques (Sterner & Elser 2002; Moe et al.
2005). En effet, il existe des différences de teneurs en azote (N) entre les niveaux trophiques indiguant
que le développement des consommateurs serait limité par la quantité en N dans leurs ressources (White
1993). La quantité d'azote est un important facteur limitant la survie et la croissance de nombreux
herbivores et prédateurs (Mattson 1980; Denno & Fagan 2003). Par conséquent, la teneur en azote dans
les plantes hotes et son accumulation par les insectes herbivores peuvent influencer les performances

des ennemis naturels (Kagata & Ohgushi 2006).
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Fig. 4. Facteurs influencant les dynamiques de populations et la structure des communautés dans les systéemes
naturels, en faisant apparaitre les boucles rétroactives. Les organismes de tous niveaux trophiques peuvent
influencer les autres niveaux trophiques par des effets en cascade ascendants ou descendants sur le systéme
(issue de Hunter & Price 1992).

Les ennemis naturels peuvent avoir des effets sur les communautés d’herbivores a travers des
interactions prédateurs-proies (« cascade-down ») et peuvent donc aussi, indirectement, influencer
I'abondance et la répartition des especes végeétales (Schmitz, Hamback & Beckerman 2000; Halaj &
Wise 2001; Schuman, Barthel & Baldwin 2012). Bien que souvent étudiés séparément, les forces
« bottom-up » et « top-down » n’agissent pas indépendamment, mais interagissent de maniére complexe
(Dicke & Hilker 2003). Cependant, leur importance relative dans la gestion des communautés
d'arthropodes continue & étre débattue (Hunter & Price 1992; Forkner & Hunter 2000; Walker, Hartley
& Jones 2008).

Les forces de régulation « bottom-up » et « top-down » peuvent toutes deux étre affectées par
des variations intraspécifiques au niveau de la plante, suite & des modifications environnementales
(stress biotiques ou abiotiques, ajouts d’intrants). Par exemple, les différences de concentrations en
métabolites secondaires de défense, chez des populations de plantes sauvages ou pour certains cultivars
de plantes domestiquées, peuvent influencer I'abondance des insectes herbivores et, par conséquent,
indirectement I'abondance de leurs ennemis naturels (régulation « bottom-up ») (Whitham et al. 2003;
Bukovinszky et al. 2008; Newton, Bullock & Hodgson 2009a; Poelman et al. 2009a). Des modifications
dans la qualité de la plante peuvent avoir des effets convergents sur les niveaux trophiques supérieurs
(Barbosa, Gross & Kemper 1991; Zvereva & Rank 2003; Kagata, Nakamura & Ohgushi 2005), de telle

sorte que les plantes a valeur nutritive supérieure (ou avec moins de défenses) augmentent les
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performances des insectes herbivores et de leurs ennemis naturels (Kagata & Ohgushi 2006), alors que
les plantes ayant des défenses importantes peuvent avoir un impact négatif sur les phytophages et
également réduire indirectement les performances des ennemis naturels (\Vos et al. 2004; Gols & Harvey
2009). D'autres études ont montré des effets opposés de la qualité des plantes sur les insectes herbivores
et leurs ennemis naturels (Holton, Lindroth & Nordheim 2003). Par exemple, les insuffisances en
nutriments ou des variations en composes de défenses peuvent réduire lI'immunocompétence générale

des insectes contre leurs ennemis naturels (Rantala et al. 2003; Bukovinszky et al. 2009).

Par ailleurs, les métabolites secondaires peuvent affecter directement les niveaux trophiques
supérieurs (Bradburne & Mithen 2000; Kessler & Baldwin 2001; Heil 2008). Des différences
intraspécifiques dans la qualité ou la quantité des Composés Organiques Volatils (COVs) émis par les
plantes peuvent également entrainer une attraction modifiée des ennemis naturels pour les herbivores
(Fritzsche-Hoballah, Tamd & Turlings 2002; Poelman et al. 2009b; Gols et al. 2009). Ces volatils
peuvent attirer des parasitoides de pucerons, dont certaines espéces peuvent discriminer entre les COVs
des plantes infestées ou non-infestées, et discriminer les plantes infestées par des hétes ou par des non-
hotes (De Moraes et al. 1998; Du et al. 1998; Rose, Lewis & Tumlinson 1998; Van Poecke et al. 2003;
Girling et al. 2006; Clavijo McCormick, Unsicker & Gershenzon 2012). Ceci peut ce qui conduire a des
différences, médiées par les plantes, dans la régulation « top-down » des herbivores par les ennemis

naturels.

Ainsi, les variations intraspécifiques au niveau des plantes peuvent donc avoir des effets
profonds sur leur qualité nutritionnelle, et influencer les communautés d'insectes ravageurs via les deux
forces de régulation « bottom-up » et « top-down » (Johnson, Lajeunesse & Agrawal 2006; Ode 2006;
Crutsinger 2006; Poelman et al. 2009a; Newton, Bullock & Hodgson 2009b; Schuman et al. 2012; Xiao
et al. 2012).
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Influences de pratiques culturales sur les interactions tri-trophiques

1. Les associations culturales

1.1. Effets des associations culturales sur les plantes

La culture en association est une pratique agricole impliquant la culture de plusieurs especes de
plantes dans un méme espace et sur une méme période temporelle (Ofori & Stern 1987; Malézieux et
al. 2009; Lithourgidis et al. 2011). C’est une pratique culturale ancienne, couramment utilisée, qui vise
a allier efficacement les besoins des plantes pour leur croissance avec les ressources disponibles mais
aussi avec les contraintes de ’exploitation en champs. Les principaux avantages de 1’association
culturale sont l'utilisation plus efficace des ressources disponibles et une productivité accrue par rapport
a celles de deux monocultures (Szumigalski & Van Acker 2006; Andersen et al. 2007; Agegnehu,
Ghizaw & Sinebo 2008; Launay et al. 2009; Mucheru-Muna et al. 2010). Des rendements supérieurs
sont observables car les ressources telles que la lumiére, I'eau et les éléments nutritifs sont absorbées et
converties en biomasse en plus grandes quantités par les cultures associées soumises a une concurrence
interspécifique accrue (Midmore 1993; Tsubo, Walker & Mukhala 2001). D’autre part, les associations
impliquant des légumineuses sont susceptibles d’enrichir le sol en fixant I'azote atmosphérique, d’une
forme inorganique vers des formes assimilables par les plantes. Cette fixation biologique de l'azote
atmosphérique peut remplacer la fertilisation azotée entierement ou en partie. Lorsque l'intrant azoté est
limité, la fixation biologique de l'azote peut devenir la principale source d'azote dans les systémes de
culture mixte légumineuse-céréale (Fujita, Ofosu-Budu & Ogata 1992). Par ailleurs, 1’association
culturale permet d’augmenter la conservation des sols, en limitant 1’érosion grace a une meilleure
couverture végétale (EI-Swaify et al. 1988). Elle offre une meilleure résistance des plantes a la verse

(plantes couchées au sol) que les monocultures (Assefa & Ledin 2001).

La cameline associée a des cultures de pois (Pisum sativum L. — Fabaceae) a un effet suppressif
significatif sur la couverture des mauvaises herbes ou « adventices » (Saucke & Ackermann, 2006). Ces
effets allélopathiques ont été également été observés avec la cameline en association avec le mais (Haan
et al. 1994). Que ce soit le pois ou le mais, leur association avec la cameline a montré de meilleurs

rendements des cultures d’intérét (Haan et al., 1994; Saucke & Ackermann, 2006).

Enfin, les cultures mixtes peuvent souvent agir sur la pression en ravageurs grace aux
mécanismes de dilutions de la culture permettant de « tromper », « attirer » ou « repousser » les

ravageurs suite a 1’émission de COVs (Lithourgidis et al. 2011).
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1.2. Effets des associations culturales sur les herbivores

Des expérimentations impliquant une augmentation de la diversité végétale dans les
agroécosystémes, soit avec une culture associée ou avec I’inter-plantation d'une culture focale avec de
la végétation non-cultivée, ont montré des résultats variables sur la régulation des populations d’insectes
ravageurs (revus par Russell 1989; Andow 1991; Knops et al. 1999; Smith & McSorely 2000). Cette
variabilité est liée a la complexité des stimuli (visuels ou olfactifs) percus par ’herbivore lors de sa
recherche de plante-héte (Costello & Altieri 1995).

Par exemple, les populations de pucerons sur les cultures annuelles sont généralement réduites
par la mise en place de cultures associées ou de couverts végétaux (Altieri, Wilson & Schmidt 1985;
Andow et al. 1986; Cartwright et al. 1990). Dans ces systémes, la diminution des effectifs de pucerons
est souvent attribuée a une réduction du nombre de migrants ailés, fortement affectés par les cultures en
arriere-plan (Costello 1995; Déring & Rohrig 2016). D’autres exemples détaillés, concernant les paillis
de couverture de légumineuses dans des cultures de brocoli, ont mis en évidence des réductions sensibles
des infestations de pucerons (Costello 1994; Costello & Altieri 1995).

En plus des effets directs sur les herbivores, la diversité végétale peut affecter la qualité de la
plante. Lorsque les especes végétales sont mélangées, la qualité de la plante hote est souvent modifiée
en raison d'une concurrence accrue aux ressources telles que la lumiére, les nutriments et I'eau (Andow
1991; Baumann, Bastiaans & Kropff 2002). Ces modifications de la qualité de la plante peuvent induire
des taux plus élevés de dispersion des herbivores (Kareiva 1982; Banks & Ekbom 1999) ou altérer
négativement les taux de croissance de la population herbivore par rapport a ceux observés dans les

monocultures (Bukovinszky et al. 2004; Bjorkman et al. 2009).

La culture en association peut étre utilisée dans des stratégies de détournement stimulo-dissuasif
(« Push-Pull ») qui ont la particularité d’avoir recours simultanément a deux stimuli (Miller & Cowles
1990; Cook, Khan & Pickett 2007; Khan et al. 2016). La premiére composante (« Push ») vise a réduire
la présence d’un ravageur sur une culture d’intérét agronomique. La deuxiéme composante (« Pull »)
permet quant a elle d’attirer le ravageur dans une zone restreinte de la parcelle. La situation de choix qui
en résulte limite les mécanismes de résistance adaptative pouvant apparaitre dans des méthodes de luttes
conventionnelles (Perry, Batterham & Daborn 2011). Ainsi, au Kenya par exemple, une stratégie de
« Push-Pull » a été mise en place avec succés pour protéger les cultures de mais associées a I’herbe a
éléphant (Pennisetum purpureum Schumach) contre certains lépidopteres (Khan et al. 2008; Hassanali
et al. 2008).
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1.3. Effets des associations culturales sur les parasitoides

L' « enemies hypothesis » prédit que les populations d'ennemis naturels d’insectes seront plus
abondantes dans les systémes de cultures diversifiés en raison de la variété des micro-habitats et/ou des
ressources alimentaires (Root 1973). Cependant, les résultats des études qui ont testé cette hypothése
pour les parasitoides sont variés. Les taux de parasitisme dans les cultures diversifiées en végétation
sont parfois améliorés, diminués ou encore restent inchangés par rapport a ceux observés en

monocultures (e.g. Letourneau 1987; Russell 1989; Bjorkman et al. 2010).

La complexité des cultures diversifiées est une des raisons invoquées concernant la baisse des
taux de parasitisme : elle peut affecter le mouvement des insectes dans la communauté végétale ainsi
que les processus biologiques plus fins tels que l'agrégation et le comportement de recherche de
partenaire sexuel. Ceci est particuliérement important pour les guépes parasitoides, qui sont souvent tres
limitées dans la gamme d'espéces d’insectes hétes qui conviennent a leur développement (Godfray
1994).

Des études de laboratoire réalisées dans un environnement contrdlé ont montré que les
parasitoides peuvent exploiter une série d'indices liés a I’hote et/ou la plante pour localiser leurs hotes
(revue dans Vet & Godfray 2007). Cependant, la facon dont les signaux sont pergus par une guépe
parasitoide peut également étre influencée par les plantes voisines d’especes différentes, qu’elles soient
infestées ou non. Par exemple, les plantes environnantes peuvent diminuer la fiabilité des signaux
chimiques émis par I'hdte ou la plante héte infestée (Bukovinszky et al. 2007; Randlkofer, Obermaier
& Meiners 2007) ou visuellement masquer la plante-héte infestée et entraver le mouvement des
parasitoides (Gols et al. 2005; Obermaier et al. 2008). Un grand nombre d'especes végétales et/ou
d’insectes non-hdtes, ainsi que des odeurs diversifiées concomitantes dans les communautés végétales
naturelles peuvent nuire a la capacité de détection de la présence d'hdtes appropriés par les parasitoides
(de Rijk, Dicke & Poelman 2013; de Rijk et al. 2016a ; b), méme a une distance relativement faible
(Randlkofer et al. 2010). Par ailleurs, les communautés végétales diversifiées peuvent étre
structurellement plus complexes, en termes de taille et d’abondance de plantes mais aussi en termes
d’arrangement de la biomasse dans I'espace ou de I'ouverture de la végétation (Andow 1991; Randlkofer
et al. 2010). Une haute complexité structurelle des plantes dans les communautés naturelles peut
représenter une contrainte physique pour les petits organismes tels que les parasitoides et pourrait avoir
pour effet de réduire leurs taux de rencontre avec les hotes. Toutefois, ces tendances en terrain restent
encore largement inexplorées (Bezemer et al. 2010) et deux études récentes semblent indiquer un faible
impact de la diversité végétale sur la recherche d’hote par les parasitoides (Wéschke et al. 2014;
Kostenko et al. 2015).

Des études sur le puceron du chou, Brevicoryne brassicae (L.), dans les systémes de culture de

Brassicaceae ont mis en évidence des densités plus faibles en pucerons ainsi que des taux supérieurs ou

-26 -



inchangés de parasitisme pour les cultures associées (ou avec couvert végétal) par rapport aux
monocultures cultivées (Smith 1976; Bukovinszky et al. 2004; Broad et al. 2008). Une étude plus
récente a montré une réduction des densités en puceron Sitobion avenae (Fabricius) mais également des
densités supérieures en prédateurs et parasitoides sur une culture de blé en association (Wang et al.
2011). Dans un autre exemple, la culture en association avec Mélinis (Melinis minutiflora), a diminué
de maniere significative les niveaux d'infestation par les foreurs de tiges Chilo partellus (Lepidoptera —
Pyralidae) et Busseola fusca (Lepidoptera - Noctuidae) dans la culture principale de mais (Zea mays) et
a également augmenté le parasitisme des larves par Cotesia sesamiae (Hymenoptera — Braconidae). Les
agents volatils produits par M. minutiflora repoussent les femelles herbivores et attirent les femelles
C. sesamiae en recherche d’hote (Khan et al. 1997).

Pour finir, certaines plantes dites « insectary plants » sont utilisées pour attirer les ennemis
naturels dans les champs et fournir des ressources florales (pollen et nectar) dont ces insectes ont besoin
pour survivre au stade adulte et se reproduire ; elles contribuent ainsi a la lutte biologique contre les
ravageurs (Parolin et al. 2012). Ces plantes font parties des « plantes de services » ou « auxiliaires » et
sont utilisées dans un second type d’association ou seule la culture d’intérét est récoltée. Il existe une
littérature importante concernant 1’utilisation de cultures associées avec ce type de plantes attirant les
ennemis naturels et améliorant significativement la lutte biologique contre les pucerons sur la laitue (e.g.
Hogg et al. 2011; Brennan 2013). Les « plantes de service » sont susceptibles d’apporter différents
services agro-environnementaux tels que la régulation des bio-agresseurs, 1’amélioration ou la
restauration de la fertilité des sols, le contréle des adventices ou la réduction des processus d’érosion
(Malézieux et al. 2009). Leur utilisation est considérée comme une forme de lutte biologique de
conservation, transformant les agro-écosystéemes fortement perturbés en des environnements plus
accueillants pour les ennemis naturels des insectes ravageurs (Landis, Wratten & Gurr 2000; Jonsson et
al. 2008).
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2. La fertilisation azotée

2.1. Effets des intrants azotés sur les plantes

L'azote (N) est un macronutriment essentiel pour les plantes et un constituant structurel clé des
molécules biologiques fondamentales, telles que les nucléotides, les acides aminés et les protéines. C’est
un nutriment essentiel au réle primordial dans la croissance et le développement des plantes et par
conséquent déterminant dans le rendement des cultures (Frink, Waggoner & Ausubel 1999; Hirel et al.
2007; Wang, Hsu & Tsay 2012; Vidal et al. 2014). En général, en réponse a une augmentation d’intrants
azotés, la concentration foliaire en azote, ’efficacité photosynthétique, le taux de croissance et la
production de biomasse aérienne augmentent (Leith et al. 1999; Hermans et al. 2006; Kusano et al.
2011).

Par conséquent, la disponibilité des nutriments azotés, leur acquisition, métabolisation et
utilisation par les plantes doivent étre associées aux phases de croissance pour assurer la survie et la
reproduction des plantes (Vidal et al. 2014). Le nitrate (NO3") et I'ammonium (NH4*) sont les formes
azotées privilégiées par les plantes, mais elles sont rares dans la plupart des écosystémes, ainsi que dans
les terres agricoles. De plus, des facteurs internes aux plantes et des facteurs environnementaux peuvent
limiter I'acquisition de NO3 par la plante. Par exemple, la concentration en NO3™ dans la solution du sol
peut varier de plusieurs ordres de grandeur selon la saison et a I’intérieur d’un méme sol (par exemple,
les sols agricoles vont en moyenne de 20 a 200 uM NH4* (Barber 1995)) (Keddy 2007; Miller et al.
2007).

Si I’azote n’est pas le seul élément nutritif essentiel, celui-ci doit cependant ,contrairement aux
autres éléments, venir de I'extérieur du systeme sol-plante puisqu’il ne peut pas étre libéré par les
minéraux dans la solution du sol (O’Brien et al. 2016). Dans les systémes agricoles, les cultures
intensives éliminent rapidement 1’azote du sol et reposent en grande partie sur I'application de grandes
quantités d'engrais azotés pour assurer une productivité soutenue au fil du temps. Malheureusement, une
grande partie de I'azote déposée dans les champs n’est pas directement absorbée par les plantes et est

perdue par lessivage (Hirel et al. 2011).

Les nutriments azotés tels que le nitrate (NO3’), I'ammonium (NH4*), et les composés
organiques en N sont en mesure de controler les deux voies de régulation locales et systémiques agissant,
dans certains cas, en tant que molécules de signalisation (Alvarez, Vidal & Gutiérrez 2012; Gutierrez
2012). En effet, NO3" peut moduler I’expression de génes et de nombreux processus parmi lesquels la
croissance des plantes, I'architecture du systeme racinaire (RSA) (Krouk et al. 2010; Alvarez et al.
2012), le développement des feuilles (Rahayu et al. 2005), la dormance des graines (Alboresi et al.
2005) et le moment de floraison (Marin et al. 2011).
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Les écologistes ont noté que la disponibilité en azote pouvait fortement influencer la résistance
des plantes aux agressions d’herbivores. De ces observations, plusieurs hypothéses (non-exclusives) ont
été proposées pour expliquer la production de composés de défense sous différents régimes d’intrants
nutritifs: 1'équilibre carbone-nutriment (Carbone-nutrient balance — CNB ; Bryant, Chapin & Klein
(1983) ; critiquée et complétée par (Hamilton et al. 2001; Lerdau & Coley 2002)); I'équilibre
croissance-différenciation (Growth-differentiation balance — GDB ; (Herms & Mattson 1992)) ; la
disponibilité des ressources (Ressource availability — RA ; (Coley, Bryant & Chapin 1985)) ; et la
défense optimale (Optimal defense — OD ; (Rhoades 1979)).

L'hypothése CNB est I’une des premiéres hypothéses proposées et a été majoritairement reprise
dans la littérature. Elle prédit que les concentrations de glucides solubles et des métabolites secondaires
varient en réponse aux changements dans la disponibilité des ressources (lumiére, carbone et minéraux)
dans I'habitat. Selon cette hypothése, 1’élévation du carbone (CO,) ou de la lumiére augmente la
photosynthése et I'accumulation de carbohydrates au-dessus des exigences de croissance de la plante, le
carbone excessif pouvant alors étre utilisé pour la production des métabolites secondaires. En revanche,
la fertilisation avec des nutriments essentiels a la croissance de la plante (par exemple 1’azote) induit
une augmentation de cette croissance et une diminution des réserves de glucides (Roe, Faulks & Belsten
1990; Lavola & Julkunen-Tiitto 1994). L’hypothése prévoit qu'une plante soumise & une quantité
abondante d’azote a sa disposition devrait allouer relativement plus aux métabolites de défense
contenant de l'azote et réduire les substances secondaires a base de carbone (Muzika 1993; Mutikainen
et al. 2000).

En réalité, les effets sont plus variables que I’hypothése ne le laisse entendre (critiques et
compléments revus par Hamilton et al. (2001) et Lerdau & Coley (2002)). En effet, selon les métabolites
et les especes végétales en question, la disponibilité en ressource azotée peut conduire a une modification
variable, positive ou négative, des niveaux de composés secondaires (Dudt & Shure 1994; Hemming &
Lindroth 1999; Cipollini, Paulk & Cipollini 2002; Lou & Baldwin 2004; Couture, Servi & Lindroth
2010; Banfield-Zanin et al. 2012).

La modification des pratiques agricoles (couverts végétaux, associations végétales...) ou du
type de fertilisation (fertilisations biologiques ou conventionnelles) d'une plante peut également
influencer les taux d’azote foliaire, ainsi que la composition et la concentration des composés de défense,
comme les glucosinolates chez les Brassicaceae (Pope et al. 2012). Au sein de I'écosysteme, ces
métabolites peuvent avoir plusieurs fonctions, mais surtout ils sont connus pour leur role de signaux
guidant les ennemis naturels & leur proie/héte herbivore (Heil 2008; Dicke 2009). La production et la
libération de COVs peuvent varier considérablement en fonction de I'état nutritionnel de la plante. En
effet, la fertilisation en N-P-K peut induire une diminution de I’émission des COVs (Gouinguené &
Turlings 2002), alors que pour une fertilisation en N, la quantité de COVs peut augmenter (Schmelz
2003; Chen et al. 2008) ou rester inchangée (Lou & Baldwin 2004; Winter & Rostas 2010).
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La concentration et la composition en acides amines libres dans les tissus végétaux (notamment
au niveau des feuilles) varient aussi considérablement en fonction des niveaux et sources des apports
azotés (Barneix & Causin 1996). Par exemple, des plantes cultivées avec un apport en ammonium
présentent souvent une concentration plus élevée d'acides aminés libres dans les tissus que les plantes

ayant recu un apport en nitrate (Allen & Smith 1986; Causin & Barneix 1993).

Puisque I’azote est souvent le macronutriment minéral le plus limitant pour les plantes dans les
écosystemes terrestres tempérés (Vitousek & Howarth 1991), la modulation d’intrant azoté peut avoir
des conséquences écologiques a travers les différents niveaux trophiques.

2.2. Effets des intrants azotés sur les herbivores

Les intrants azotés peuvent avoir des effets positifs, négatifs, ou aucun effet sur la dynamique
des populations d'insectes herbivores (Throop & Lerdau 2004; Throop 2005). En régle générale,
I'amélioration de la qualité nutritionnelle des plantes, due une augmentation de la teneur en azote des
feuilles, contribue a un meilleur développement des herbivores (Awmack & Leather 2002; Stiling &
Moon 2005) et a un taux de croissance supérieur des populations d’herbivore (Gratton & Denno 2003).
Par exemple, la fertilisation azotée a été liée avec une diminution des durées de développement, des taux
de survie plus importants, des biomasses augmentées, des fécondités augmentées et des taux intrinséque
d’accroissement supérieurs chez les herbivores (Mattson 1980; Stiling & Moon 2005; Huberty & Denno
2006; Zehnder & Hunter 2008; Winter & Rostas 2010). Les insectes phloémophages tels que les
pucerons montrent une forte réponse aux niveaux d'azote dans leurs plantes-hétes (van Emden 1966;
Khan & Port 2008) en raison de la rareté des composés azotés dans la séve élaborée du phloéme (Mattson
1980). Dans une revue des études sur la fertilisation azotée menée par Kyto, Niemela & Larsson (1996),
ceux-ci ont confirmé que la fertilisation azotée conduisait généralement a une augmentation de

I'abondance et de la performance des pucerons.

La plupart des études ont supposé que les ajouts déléments nutritifs induisaient une
augmentation de la croissance et de la reproduction des herbivores. Cependant, d'autres études portant
sur I'impact de l'ingestion d'éléments nutritifs sur les performances des herbivores ont montré une
absence d’effet ou bien des effets négatifs de la fertilisation azotée sur I'abondance ou la performance
des insectes en particulier suite & I'ingestion excessive d'éléments nutritifs (e.g. induisant une mortalité
accrue) (Simpson et al. 2004; Muller, Fellowes & Godfray 2005; Raubenheimer, Lee & Simpson 2005).
Boersma et Elser (2006) ont formalisé un concept en énoncgant que de hautes concentrations en éléments
nutritifs dans la plante pouvaient étre énergétiquement colteux pour les herbivores. Cela se produit si
les apports en éléments nutritifs conduisent a des ratios C/N/P dans les plantes-hdtes qui dépassent le
ratio élémentaire seuil des herbivores (Threshold elemental ratio - TER), a savoir que le contenu
élémentaire de la plante hote est supérieur au niveau répondant aux exigences de I’herbivore (Boersma

& Elser 2006). La plupart des animaux maintiennent activement I'homéostasie de leur composition
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élémentaire corporelle (Sterner & Elser 2002) et doivent donc excréter les éléments en excés (Boersma
& Elser 2006). Si I'excrétion est énergétiquement codteuse, alors les animaux qui consomment des
aliments qui dépassent les niveaux de TER présenteront une croissance et reproduction réduites, et donc
des taux de croissance de la population diminués (Anderson et al. 2005; Boersma & Elser 2006). En
utilisant le modéle puceron et en manipulant expérimentalement la teneur en azote foliaire, Zehnder et
Hunter (2009) ont validé ce concept et montré qu’une teneur en azote foliaire forte, en raison de l'apport

excessif d'azote, pouvait limiter le taux de croissance de la population d’herbivores.

2.3. Effets des intrants azotés sur les parasitoides

Au sein des agro-écosystémes, I'azote peut exercer une variété d'effets « bottom-up » a travers
les différents niveaux trophiques, de la plante aux ennemis naturels (prédateurs / parasitoides). Des
études récentes ont mis en évidence un déséquilibre entre les concentrations en azote des insectes
herbivores et prédateurs/parasitoides (Fagan et al. 2002), ce qui tend a indiquer que la limitation de
I'azote pourrait aussi influencer les interactions prédateur-proie (Denno & Fagan 2003) et ainsi modifier

les régulations « top-down ».

Tout d’abord, le comportement de recherche et de sélection d’hdte par les parasitoides est
influencé par les COVs, ou HIPV (Herbivore induced plant volatils), qui sont utilisés comme signaux
permettant de localiser les plantes infestées pas les herbivores. Comme précisé en 2.1, les COVS peuvent
étre modifiés quantitativement et/ou qualitativement par les intrants azotés, et seraient donc susceptibles
d’altérer directement le comportement de recherche des parasitoides. Cependant, plusieurs études
récentes ont montré que des parasitoides de pucerons et de lépidopteres ne discriminaient pas différents
traitements azotés (Winter & Rostas 2010; Staley et al. 2011; Pope et al. 2012).

Par ailleurs, le développement et les traits d’histoire de vie des parasitoides dépendant de la
gualité de leur insecte-hote, ils dépendent par conséquent, indirectement, de la qualité de la plante-héte
(Pennacchio et al. 1999; Schédler, Brandl & Kempel 2010). En effet, les intrants azotés apportés a la
plante sont susceptibles d’améliorer directement la qualité nutritionnelle du phytophage en tant qu’hote
pour le développement du parasitoide, grace a une augmentation des concentrations en azote dans le
corps des phytophages hotes (Sasaki & Ishikawa 1995; Winter & Rostas 2010). Les engrais azotés
peuvent ainsi avoir un impact sur lI'abondance des insectes ravageurs et, finalement, sur I'abondance des
parasitoides (Veromann et al. 2013). La disponibilité en azote dans les plantes peut modifier
positivement le développement des parasitoides (Chen, Olson & Ruberson 2010) par I'intermédiaire du
puceron-h6te. Plusieurs études ont montré que les intrants azotés améliorent généralement le succes de
parasitisme (Krauss et al. 2007; Aqueel et al. 2015) alors que I’espérance de vie et la fécondité des
adultes parasitoides sont augmentées par la disponibilité des nutriments chez les hétes (Kaneshiro &
Johnson 1996; Azzouz et al. 2004). A noter, toutefois, que la sex-ratio ne semble pas affectée par les
intrants azotés (Garratt, Leather & Wright 2010; Staley et al. 2011).
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Pour finir, la qualité nutritionnelle d'une plante, pour un herbivore et donc indirectement pour
ses ennemis naturels, est déterminée non seulement par les quantités/teneurs de/en composés primaires,
comme les protéines ou les carbohydrates, mais aussi par les quantités/teneurs de/en métabolites
secondaires. Ces deux facteurs sont étroitement liés puisque la disponibilité en azote peut affecter la
synthese de composeés secondaires défensifs constitutifs et induits issus des composés primaires. Selon
les métabolites et les especes végétales en question, la disponibilité en azote peut conduire a la
modification des teneurs en composes secondaires (par exemple, Dudt & Shure 1994; Cipollini et al.
2002; Chen et al. 2008; Couture et al. 2010).

Les insectes herbivores qui se nourrissent principalement sur des espéces végétales possédant
des défenses chimiques intrinseques ont développé des adaptations leur permettant d’excréter,
détoxifier, ou séquestrer ces composeés (e.g. les glucosinolates (GLSs) (revus par Hopkins, van Dam &
van Loon 2009)). Par exemple, Brevicoryne brassicae (L.) et Lipaphis erysimi (Kaltensbach),
spécialistes des Brassicaceae, séquestrent les GLSs de la séve phloémienne (Bridges et al. 2002; Kazana
et al. 2007). Pour compenser le colt potentiel de la séquestration, il a été émis I'hypothése que la
séquestration pourrait représenter un bon mécanisme de défense contre les ennemis naturels (Francis et
al. 2001; Bridges et al. 2002). Cette hypothese a été testée pour quelques prédateurs (Francis et al. 2001;
Pratt et al. 2008), mais peu de travaux concernent les effets de cette séquestration chez les pucerons et
les performances de leurs endoparasitoides. Cependant, contrairement a I’hypothése, deux études ont
montré que le parasitoide spécialiste des Brassicaceae Diaeretiella rapae M’Intosh a des performances
améliorée sur B. brassicae se développant sur des plantes a fortes concentrations en GLSs (Le Guigo,
Qu & Le Corff 2011; Kos et al. 2012)
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Incidence des phytovirus sur les interactions tri-trophiques

Des preuves croissantes suggerent que les agents pathogénes transmis par des vecteurs sont
capables de modifier le phénotype de leur plante-héte d'une maniére a influencer la fréquence et la nature
des interactions entre plante-hétes et vecteurs du pathogene (Eigenbrode et al. 2002; Lacroix et al. 2005;
Lefévre & Thomas 2008; Mauck et al. 2010, 2012; Sugio et al. 2011; Bosque-Pérez & Eigenbrode 2011,
Shapiro et al. 2012).

Dans le cas des virus de plantes - qui sont transmis principalement par des insectes tels que les
pucerons, les aleurodes, les thrips, les cicadelles et les coléoptéres - un certain nombre d'études récentes
ont documenté les effets de virus sur les traits de plante-hétes qui influencent indirectement les patterns
d’attraction, de rétention, de performance, et la dispersion des vecteurs vis-a-vis des plantes infectées
(par exemple, Eigenbrode et al. 2002; Belliure et al. 2005; Mauck et al. 2010, 2012; Bosque-Pérez &
Eigenbrode 2011). D’autres études ont également recensés des effets directs des virus sur le vecteur
virulifére (syn. porteur du virus, infectieux) en modifiant son comportement de sélection de plante-hdte
et son comportement alimentaire (Ingwell, Eigenbrode & Bosque-Pérez 2012; Moreno-Delafuente et al.
2013). Ces effets peuvent avoir des conséquences importantes sur la propagation et I'épidémiologie du
virus (Jeger et al. 2004; Sisterson 2008). En outre, si les effets, induits par le virus, observés chez le
vecteur favorisent la propagation du virus, on parlera alors de manipulation du vecteur par le virus
(Thomas, Adamo & Moore 2005).

1. Modifications phénotypiques des plantes suite a I’infection virale

L’infection virale a généralement des effets importants sur la plante-héte. Les changements
induits par le phytovirus sur l'architecture de la plante-hobte, la taille, la morphologie des feuilles, et la
couleur sont fréquents (Zaitlin & Hull 1987). Cependant, bien que certains virus se répliquent fortement
au sein de la plante héte, ceux-ci peuvent ne provoquer que des symptdmes légers voire méme aucun
(Zaitlin & Hull 1987).

Les virus de plantes peuvent également modifier les profils métaboliques et les réponses des
plantes aux stress biotiques et abiotiques (Whitham & Wang 2004; Xu et al. 2008). Ces effets se
produisent en raison de I'exploitation des ressources de la plante-héte par I'agent pathogene et a travers
des interactions directes entre les composants viraux, les protéines et structures cellulaires de la plante-
hote (Whitham & Wang 2004). Par exemple, chez les plantes infectées, la respiration est stimulée par
rapport a celles des plantes saines (Jensen 1968; Jensen & van Sambeek 1972; Fereres, Araya & Housley
1990) alors que la teneur en chlorophylle et le taux de photosynthese peuvent étre réduits dans les feuilles
infectées (Jensen & van Sambeek 1972). Les virus sont aussi susceptibles de perturber, par une

augmentation ou une diminution, les teneurs en sucres et acides aminés dans les tissus foliaires et dans
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le phloéme (Ajayi 1986; Fiebig, Poehling & Borgemeister 2004; Mauck, De Moraes & Mescher 2014a).
Ces modifications peuvent étre variables, car pour un méme virus, il peut exister des spécificités des

interactions entre souche virale et espéce de plante (e.g. Roossinck 2002).

De nombreuses voies de défense des plantes peuvent également étre activées ou supprimees par
I'infection virale, en fonction de la compatibilité des interactions virus/plante-h6te (Whitham & Wang
2004; Whitham, Yang & Goodin 2006; Lewsey et al. 2010; Mauck et al. 2014a). L'infection virale est
susceptible de renforcer la production de I'hormone volatile éthylene (Chaudhry et al. 1999; Mauck et
al. 2014a), qui agit en synergie avec d'autres substances volatiles émises par les plantes infectées (alcools
C6 et aldéhydes) sur I’augmentation des émissions volatiles totales (Ruther & Kleier 2005). L’infection
virale peut également avoir des effets sur les précurseurs des voies de défense, tels que des acides gras
de membrane, en modulant la synthése des membranes d’organites les conduisant ainsi a devenir des
structures de réplication du virus (Kim, Palukaitis & Park 2002; Whitham & Wang 2004). Pour finir,
des plants de courge infectés par le CMV ont montré des niveaux de base plus élevés en acide salicylique
(SA) et une augmentation des niveau d’acide jasmonique induits par les herbivores (JA) (Mauck et al.
2014a). De nombreux agents pathogénes (par exemple, d’autres virus, bactéries et/ou champignons) sont
incapables d’infecter les plantes hétes qui ont connu une induction préalable de la voie SA. Cette
augmentation de la synthese de SA au cours de l'infection pourrait permettre au CMV d’éviter les co-
infections (Radwan et al. 2007; Syller 2012). Concernant, la voie JA, celle-ci est principalement induite
et efficace dans la résistance contre les herbivores et les pathogénes nécrotrophes (Glazebrook 2005), et
I’infection virale pourrait donc avoir des implications importantes dans les interactions entre la plante-

hoéte et les autres herbivores non-vecteurs.

2. Effets des phytovirus sur les herbivores vecteurs

A la différence des agents pathogénes d'animaux, certains pathogénes de plantes ne se répliquent
pas dans leur vecteur, de sorte que ces vecteurs ne peuvent pas étre considérés comme des hétes des
pathogenes. Par ailleurs, alors que les agents pathogenes d'origine animale peuvent modifier le
comportement des hotes et des vecteurs et ainsi conduire & une augmentation de la fréquence des
rencontres héte définitif-hote intermédiaire ou hote définitif-vecteur (Hurd 2003; Lefévre & Thomas
2008), dans les pathosystémes végétaux, la plante-h6te est sessile, de sorte que le potentiel de
manipulation comportementale est limité au vecteur, seul élément mobile du systéeme (Ingwell et al.
2012). « L’hypothése de Manipulation du vecteur » (« Vector Manipulation Hypothesis » - VMH) a été
proposée pour expliquer I'évolution des stratégies, mises en place par les agents pathogénes de plantes,
et améliorant leur propagation vers de nouveaux hotes par leurs effets sur des vecteurs mobiles (Ingwell
et al. 2012). Dans ces pathosystémes végétaux, la transmission vectorielle d’agents pathogenes semble
donner de nombreuses opportunités a la manipulation, non seulement par le biais d’effets directs sur le

comportement des vecteurs (Stafford, Walker & Ullman 2011; Ingwell et al. 2012), mais aussi par des
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effets sur les caractéristiques de la plante-héte qui influencent indirectement l'attraction et la dispersion
du vecteur, ainsi que la probabilité d'acquisition du pathogéne par le vecteur (Lefévre et al. 2006; Mauck
et al. 2012).

2.1. Manipulation indirecte du vecteur via des modifications de la plante hote

Les premiers travaux qui ont montré des effets indirects des phytovirus sur les puceron, sans
pour autant parler d’une manipulation indirecte du vecteur par les phytovirus, ont été réalisés Montllor
& Gildow (1986) puis Castle & Berger (1993). lls ont mis en évidence que les capacités reproductives
des pucerons sur pommes de terre infectées étaient variables selon le type de virus (Potato leafroll virus
- PLRV, Potato virus Y — PVY ou Potato virus X — PV X). D’autres études ont par la suite montré qu’une
plante de pomme de terre infectée par le PLRV voit son profil en COVs modifié et provoque une
attraction supérieure des pucerons et par conséquence une propagation améliorée du virus (Eigenbrode
et al. 2002). Les résultats de ces études suggérent donc un modele variable selon le mode de transmission
des virus (Mauck et al. 2010).

La sélection n’étant pas indifférente aux effets sur les interactions héte-vecteur qui ont des
implications significatives pour la transmission des pathogénes (Poulin 2010), Mauck et al. (2010, 2012)
ont émis ’hypothése que la plupart des changements induits par les micro-organismes pathogénes dans
les phénotypes de plante-h6te auront des effets positifs (ou neutres) sur leur transmission par des
vecteurs. Les auteurs ont construit (et testé) cette hypothése en laissant consciemment de cété la
difficulté de la discrimination entre une manipulation adaptative et des sous-produits fortuits de la
pathologie (discuté par Blanc & Michalakis 2016). lls ont également émis I'hypothése que les agents
pathogenes présentant des modes de transmission similaires, et donc qui bénéficient vraisemblablement
de modéles similaires de l'interaction hote-vecteur, devraient également présenter une convergence

significative de leurs effets sur les phénotypes de plante-hdte (Mauck et al. 2012).

La distinction essentielle entre les virus a transmission persistante (PT) (cf. Chapitre 2, partie 1,
84.1., Tableau 1.) et les virus a transmission non-persistante (NPT) est que les premiers forment des
associations intimes avec les vecteurs, qui restent alors infectieux (syn. viruliferes) sur de longues
périodes, alors que les virus NPT ne forment que des associations transitoires avec les piéces buccales
des vecteurs, qui ne restent alors viruliféeres que pendant une a deux inoculations. Par ailleurs, les
phytovirus NPT sont acquis rapidement, durant de bréves pigdres de sondage (avant les phases
d’alimentation) dans les tissus épidermique de la plante ; le virus se lie alors aux sites cibles sur le stylet
des pucerons (Martin et al. 1997; Ng & Falk 2006; Hogenhout et al. 2008). Les virus NPT peuvent étre
« perdus » si les vecteurs restent sur la plante-hote infectée et initient une alimentation soutenue dans le
phloéme (Wang & Ghabrial 2002; Ng & Falk 2006). Les virus PT transmis par les pucerons sont
généralement ingérés pendant l'alimentation prolongée (d’une durée variable de quelques heures a

plusieurs jours) dans le phloeme d'une plante-héte infectée ; par conséquent, les virus PT nécessitent des
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périodes d'acquisition plus longues (Hogenhout et al. 2008). Ces différences peuvent avoir des

implications importantes pour les interactions plante-hote/vecteur et la transmission du virus.

La durée d'alimentation nécessaire a 1’acquisition des virus PT étant importante, la plupart
d’entre eux améliorent la qualité de la plante-héte pour les vecteurs et donc les traits liés a la fitness des
vecteurs (i.e. survie, fécondité et longévité améliorées) (revue dans Mauck et al. (2012)). lls induisent
aussi des modifications des signaux visuels et olfactifs émis par la plante-hdte et qui ont pour
conséquence d’améliorer 1’attraction et la rétention du vecteur (Bosque-Pérez & Eigenbrode 2011,
Mauck et al. 2012). Concernant les virus NPT, l'infection réduit souvent de maniere significative la
qualité des plantes pour les pucerons vecteurs, en partie a cause de changements importants dans le ratio
glucides/acides aminés dans le phloéme (Mauck et al. 2014a), et provoque une dispersion rapide des
pucerons des plantes infectées vers les plantes saines, conformément & 1’hypothése de transmission
efficace des virus NPT (Mauck et al. 2010). Les pucerons semblent néanmoins préférentiellement attirés
par les odeurs des plantes infectées, que ce soit par un virus PT ou NPT (Mauck et al. 2012). Malgré la
gualité réduite des plantes infectées par un virus NPT, les pucerons sont tout de méme préférentiellement
attirés par ces plantes car I’infection par un virus NPT induit une augmentation globale des émissions

volatiles de celles-ci, parfois sans modifier la composition du mélange (Mauck et al. 2010).

2.2. Manipulation directe du vecteur

La manipulation des vecteurs par les phytovirus nécessite une co-évolution étroite au sein de la
relation tripartite hote-virus-vecteur, et serait donc efficace uniquement pour des associations trés
spécifiques d'espéces de plantes-virus-vecteurs (Mauck, De Moraes & Mescher 2014b). Dans le cas
particuliers des virus persistants, les phytovirus doivent circuler dans 1’insecte-vecteur avant de pouvoir
compléter leur transmission a la plante héte, voir méme se multiplier (souvent dans plusieurs organes
tels que I’intestin et les glandes salivaires) en ce qui concerne les phytovirus persistant propagatifs. Par
conséquent, ces phytovirus sont donc plus susceptibles d’affecter directement la physiologie ou le

comportement de l'insecte vecteur (Chuche et al. 2016).

Cette hypothese a été vérifiée sur le comportement d’orientation a distance de pucerons porteurs
de deux Luteoviridae (Potato leafroll virus - PLRV et Barley yellow dwarf virus - BYDV), s’installant
préférentiellement sur des plantes non-infectées tandis que les pucerons non-viruliféres préférent les
plantes infectées (Rajabaskar, Bosque-Pérez & Eigenbrode 2014). Cet effet a également été observé
chez les pucerons qui ont acquis le virus sans contact avec les plantes infectées mais par alimentation
sur un milieu contenant des particules virales, permettant de s’affranchir de 1’effet indirect potentiel de
la plante, ce qui a permis de certifier un effet direct d’un phytovirus sur le puceron vecteur (Ingwell et
al. 2012). Cette préférence dynamique des vecteurs pour une plante infectée lorsqu’ils sont non-
viruliféres, et qui s’inverse aprés acquisition du virus en induisant une préférence du vecteur pour une

plante saine, est favorable a la propagation du virus dans une population végétale (Roosien et al. 2013).
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Les phytovirus peuvent aussi affecter directement le comportement alimentaire des vecteurs
viruliféres qui les hébergent. L’ensemble des durées totales des comportements alimentaires liés a la
vection des virus (i.e. salivation - E1, ingestion de seve phloémienne - E2 et ingestion soutenue de séve
phloémienne - s_E2) a été augmenté pour les vecteurs viruliferes sur plantes non-infectées par des virus
PT (Stafford et al. 2011; Moreno-Delafuente et al. 2013; Lei et al. 2016).

Pour finir, deux études récentes ont mis en évidence I’altération des paramétres de
mouvements/déplacements d’insectes porteurs et vecteurs de pathogénes. Un aleurode porteur du
TYLCV (Tomato yellow leafcurl virus — Begomovirus) voit sa vélocité sur plante saine diminuée de
moitié (Moreno-Delafuente et al. 2013). Au contraire, Martini et al. (2015) ont montré que la bactérie
Candidatus liberibacter asiaticus (CLas) augmente la probabilité de dispersion de son vecteur, le psylle
asiatique des agrumes (Diaphorina citri Kuwayama), en affectant son comportement de dispersion, sa

capacité de vol, et son attractivité vis-a-vis des partenaires sexuels.

Bien que le nombre d’étude s’intéressant aux effets directs ou a la manipulation directe
commence a augmenter, les travaux sont tres récents et il est encore trop tdt pour définir un paradigme

général.

3. Effets des phytovirus sur les parasitoides de vecteurs

Des nombreux travaux ont documenté les effets de phytovirus sur divers aspects de la
physiologie, morphologie et biochimie des plantes, qui sont connus pour jouer un role important dans
les interactions entre les plante-hotes et les insectes vecteurs ou non-vecteurs. On peut donc s’attendre
a observer des effets en cascade sur les niveaux trophiques supérieurs. Cependant, relativement peu
d'études ont examiné comment ces changements phénotypiques des plantes hotes, induits par des virus,
influencent les interactions avec les niveaux trophiques supérieurs ou les conséquences de ces derniers

sur la transmission et la propagation des virus (Mauck, De Moraes & Mescher 2015a).

Plusieurs virus de plantes peuvent modifier les émissions volatiles des plantes qui sont des
signaux importants de recherche pour les insectes herbivores et leurs ennemis naturels (Eigenbrode et
al. 2002; Mauck et al. 2010, 2014a; Shapiro et al. 2012). Cependant, les quelques travaux récents
réalisés ne relatent aucun effet ascendants « bottom-up » de I’infection d’une plante par un phytovirus
sur les comportements de sélection des ennemis naturels. Une étude a montré qu’un parasitoide de
cicadelle n’est pas capable de discriminer entre plantes saines et infectées (He et al. 2014). Une étude
de terrain portant sur les effets de I'infection par un virus sur les interactions d’une plante avec une large
communauté d’insectes, les prédateurs et parasitoides restent indifférents a I'infection virale et sont tout
aussi capables de localiser des pucerons sur les plantes infectées que sur des plantes saines (Mauck et

al. 2015b). Cependant, quelques études ont montré que les traits d’histoire de vie de 1’ennemi naturel,
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parasitoide ou prédateur, pouvaient étre affectés lorsque I’insecte hote se développait sur plante infectée
(Belliure, Janssen & Sabelis 2008; Calvo & Fereres 2011; Mauck et al. 2015a).

La littérature est bien plus fournie concernant les effets descendants « top-down » des parasitoides sur
la propagation des virus. Les ennemis naturels peuvent avoir des effets significatifs sur les
comportements de vecteur se rapportant a la transmission du virus (par exemple en augmentant les
réactions de fuite et donc les mouvements entre les plantes) et sur la taille des populations de vecteurs
(Chau & Mackauer 1997; Schmidt et al. 2003; Hodge & Powell 2008; Dader et al. 2012). Plusieurs
études ont rapporté une augmentation des taux de transmission du virus par des vecteurs lorsque des
ennemis naturels sont introduits dans des mésocosmes contenant des plantes-hotes saines et infectées
ainsi que des pucerons (Christiansen-Weniger, Powell & Hardie 1998; Hodge, Hardie & Powell 2011;
Jeger et al. 2011; Dader et al. 2012). Prédateurs et parasitoides peuvent avoir des effets différents sur la
propagation des virus a transmission vectorielle. Par exemple, la propagation du BYDV est plus
importante avec des plantes exposées aux prédateurs (Coccinella septempunctata) et inférieure avec les
parasitoides (Aphidius rhopalosiphi) que lorsque les populations de vecteurs (Rhopalosiphum padi) sont
laissées sur plantes contr6les sans ennemis naturels (Smyrnioudis et al. 2001). La dispersion, induite par
un ennemi naturel, des pucerons-vecteurs viruliféres pourrait donc étre spécifique a certaines
combinaisons plante-virus-vecteur, et dépendre principalement du comportement de fuite du puceron

vecteur.

Les prédateurs et parasitoides peuvent potentiellement favoriser la plante héte, non seulement en
réduisant la pression en herbivores mais aussi en réduisant la longévité et le nombre des vecteurs ainsi
qu’en diminuant I’incidence du virus au sein de la population de plantes (voir par exemple, Landis &
van der Werf 1997; Schroder & Basedow 1999).

Par ailleurs, le parasitisme peut avoir des effets complexes sur I'épidémiologie du virus. Les larves
endoparasitoide, en se développant, affectent I'efficacité du puceron comme vecteur viral. En effet, les
pucerons parasités restent viruliféres moins longtemps et infectent en moyenne moins de plantes puisque
leur durée de vie est réduite par le parasitisme (Osler et al. 1999). Cependant, les pucerons peuvent

transmettre le virus jusqu'a la momification (Osler et al. 1999; Hodge & Powell 2008).

Pour finir, une étude a mis en avant des effets négatifs d’un phytovirus sur les performances d’un
parasitoide, affectées soit par les effets directs de la circulation du virus au sein des vecteurs ou par des
incompatibilités entre les changement induits par le virus et ceux induits par le parasitoide dans la
physiologie du puceron héte (Christiansen-Weniger et al. 1998). Ces effets pourraient en retour

influencer la propagation du virus et la régulation « top-down » des populations de vecteurs.
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Chapitre 2.

Mateériels et Méthodes expérimentales

Partie 1 : Modeles biologiques

1. La Cameline (Camelina sativa L.)

1.1. Généralités sur Camelina sativa

La cameline cultivée, Camelina sativa (aussi retrouvée sous les noms de Myagrum sativum L. ; Alyssum
sativum Scop. ; Cochlearia sativa Cav ; Linostrophum sativum Schrank) est une Brassicaceae diploide
(2n = 40). La cameline, ou faux-lin, est phylogénétiquement proche des espéces sauvages bien connues,
telles que I’espéce modele Arabidopsis thaliana, I’arabette, et la mauvaise herbe cosmopolite Capsella
bursa-pastoris Medik, la bourse a pasteur (Huang et al. 2016) (Fig. 5.). Comme toutes les espéces du
genre Camelina, elle est caractérisée par des fruits en forme de poire, a deux valves (Bonnier 1985). La
cameline a une tige droite dressée et une taille, variable selon les sols et conditions climatiques, comprise
entre 30 et 160 cm. Les feuilles sont simples, entiéres, parfois Iégérement dentées, peu recouvertes de
trichomes, embrassantes et auriculées a leur base. L’inflorescence de la cameline forme une grappe ; les
fleurs sont a sépales dressés, jaunes et éclosent, selon les types de cameline et les dates de semis, entre
Mai et Juillet. La fécondation est principalement autogame. Les fruits, aussi appelés silicules, sont
ovoides (de 5a 12 mm de long pour 5 &4 6 mm de diametre). Chaque fruit contient un maximum de 25
graines rougeatres (Schuster & Friedt 1998) ; le poids de 1000 grains est faible, proche de 0,7 g pour
certains types archaiques a 1,8-2 g pour les variétés récentes. Pour finir, la racine est blanche, pivotante
et tres profonde. 1l existe des camelines de printemps et d’hiver, ces derniéres nécessitant une

vernalisation ; ainsi que plusieurs types intermédiaires (Zubr 1997).
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Fig. 5. Phylogénies des Brassicaceae établies par concaténation de 113 génes résultant d’une analyse ML
(Maximum likelyhood) sous différents modeles avec des taxons supplémentaires (rouge) en utilisant des
séquences amplifiées par PCR (issus de Huang et al. (2016)). Les chiffres entre parenthéses indiquent le nombre
de séquences amplifiées par PCR dans chaque taxon, et les valeurs proches des noeuds sont un soutien statistique de la
valeur bootstrap de I'analyse ML. Les étoiles (*) indiquent un soutien maximal.

Les plantes du genre Camelina auraient pour origines la région de 1’Anatolie et le Caucase du Sud
(Toulemonde 2010). Il est probable que C. sativa dérive de I’espéce sauvage C. microcarpa Andrz., qui
est commune en Europe et en Asie. De nombreuses preuves archéologiques montrent que la cameline a
été cultivée en Europe des 1’age du bronze (3000-1000 av J-C) (revue dans Bonjean & Le Goffic 1999).
Elle était une plante oléagineuse importante en Europe centrale et de I’Est, et a continué a étre cultivée
pour son huile (lampes a huile et alimentation). La cameline a été cultivée jusqu'au 195™ siécle en France
et, dans une moindre mesure, aux Pays-Bas, en Belgique et en Russie (Zubr 1997; Frohlich & Rice
2005). Au début du 20°™ siecle, 5000 hectares étaient encore cultivés dans le nord de la France (Bonjean
& Le Goffic 1999).

Depuis quelques années, il y a un renouveau d’intérét autour de l'utilisation de la cameline comme
aliment et comme matiere premiére de biocarburant (Moser & Vaughn 2010; Waraich et al. 2013;
Bansal & Durrett 2016). C’est une plante prometteuse en tant qu’alternative aux cultures existantes car
elle tolere une large gamme de conditions pédoclimatiques (Bonjean & Le Goffic 1999; French et al.
2009; Schillinger et al. 2012), a des rendements plus réguliers et elle semble moins onéreuse a cultiver
que les autres plantes alternatives envisagées (Moloney, Woods & Crowley 1998). De plus, la cameline
a des exigences tres faibles pour le travail du sol et le contrdle des mauvaises herbes (Putnam et al. 1993;

Vollmann et al. 2007; Urbaniak et al. 2008) et semble moins vulnérable aux attaques de ravageurs
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phytophages (Henderson, Hallett & Soroka 2004; Pavlista et al. 2011; Soroka et al. 2015). Ainsi, la
cameline semble particuliérement intéressante pour les producteurs de biodiesel qui recherchent une
matiére premiére peu colteuse qui leur permette de rivaliser avec du diesel ou de l'essence, mais
également pour la biotechnologie végétale des lipides (Chimie verte) (Bansal & Durrett 2016; Faure &
Tepfer 2016). Dans un contexte alimentaire, I'huile contient des niveaux exceptionnellement élevés
d'acides gras oméga-3, rare pour les sources végétales (Abramovi¢ & Abram 2005; Schwartz et al. 2008)
et plus de 50 % des acides gras présents dans I'huile de cameline pressée a froid sont polyinsaturés
(Abramovi¢ et al. 2007; Berhow et al. 2013). Une autre caractéristique intéressante est que le résidu
obtenu apres pressage peut étre utilisé pour I'alimentation animale (Aziza, Quezada & Cherian 2010;
Bell et al. 2010). Pour finir, en plus des utilisations précédemment citées, il existe plusieurs niches
possibles pour I'huile de cameline dans les cosmétiques, les savons, les lubrifiants, ... (Bonjean & Le
Goffic 1999; Pilgeram et al. 2007).

1.2. Cultures de la Camelina sativa

En général, les especes de cameline sont adaptées aux climats frais a semi-arides tempérées (Mulligan
2002). La cameline peut survivre dans des conditions de sol sec, a de faibles précipitations et au gel en
raison d'une courte saison de croissance (Shukla, Dutta & Artz 2002). Il est possible de semer la
cameline en hiver, avec les meilleurs résultats entre le 1*" et le 15 Novembre dans le bassin Parisien,
mais également au printemps, de fin mars a début juin (Bonjean & Le Goffic 1999). La densité des
plantes est affectée de facon significative par les différents taux de semis (Agegnehu & Honermeier
1997). Un taux de semis dans la gamme de 400-600 graines.m? (soit entre 3 kg et 8 kg par hectare) est
considéré comme optimale pour la cameline au Canada (Urbaniak et al. 2008). Selon McVay et Lamb,
(2008), le taux de semis recommandé dans le Montana est 5.55 kg.ha™* pour un peuplement uniforme et
dense de la culture. La cameline ne nécessite pas de grandes quantités d'engrais. Elle a une faible réponse
a l'azote (N), le phosphore (P) et le potassium (K) (Mcvay & Lamb 2008). Selon Zubr (1997) 100
kg.N.hal, 30 kg.P.ha et 50 kg.K.ha? étaient suffisants pour une production optimale de semences.
Cependant, il est important de noter que les intrants en azote et phosphore affectent positivement le

rendement en graines et les teneurs des graines en protéines et en huile (Szczebiot 2002).

1.3. Chimie de Camelina sativa

La résistance de la cameline aux insectes inféodés aux Brassicaceae a attiré I’attention de
nombreux scientifiques. Des observations rapportent que les altises (Phyllotreta cruciferae Goeze) se
regroupent parfois en grand nombre sur cette espéce, sans jamais s’en nourrir (Onyilagha et al. 2012).
La teigne des cruciféres (Plutella xylostella L.), la tenthréde de la rave (Athalia rosae L.) et la méligéthe
(Meligethes aenus Stephens) sont également dissuadés de s’alimenter sur C. sativa (Shudong et al.
2004). Naranjo et Stefanek (2012) ont également étudié le comportement alimentaire d’un hétéroptére

Lygus hesperus (Knight) sur quatre plantes oléagineuses & vocation industrielle dont la cameline ; ils
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ont montré un faible taux de pénétration et de prise alimentaire de I’insecte sur la cameline en

comparaison des autres cultures.

Suite & une premiére étude des flavonoides dans la famille des Brassicaceae (Onyilagha et al.
2003), la rutine, un diglycoside de la quercétine a été identifié en tant que flavonoide majeur dans les
feuilles de cameline. Ce flavonoide de quercétine sont trouvés en grande quantité dans les cotylédons
de cameline par comparaison avec le colza (Onyilagha et al. 2012). Les flavonoides ont un rdle
important dans les interactions plantes-insectes et sont susceptibles de moduler les comportements
d'alimentation et de ponte (Simmonds 2001). Cependant, il semble que la rutine ainsi que chacun des
autres dérivés de quercétine de C. sativa, soient des moyens de dissuasion alimentaire faibles voire

inefficaces face aux altises (Onyilagha et al. 2012).

Les glucosinolates (GLS) sont des métabolites secondaires défensifs caractéristiques des Brassicaceae
et hydrolysés, suite a des Iésions des tissus végétaux, par l'enzyme myrosinase (Fahey, Zalcmann &
Talalay 2001). Le systéme glucosinolates-myrosinase est parfois appelée la «mustard oil bomb»
(« bombe a moutarde ») (Grubb & Abel 2006). En fonction du type de glucosinolate, les produits
d'hydrolyse formés peuvent étre des (iso)thiocyanates ou des nitriles qui sont toxiques pour les
herbivores (surtout les généralistes) (Bones & Rossiter 2006; Halkier & Gershenzon 2006; Bruce 2014).
Les pucerons n’induisent que des lésions tissulaires minimes et sont donc plus exposés aux
glucosinolates intacts qu’aux produits d'hydrolyse (Kusnierczyk et al. 2008). Ceci pourrait expliquer
pourquoi certains génes de plante de myrosinase n'ont pas d'effet sur les performances de Myzus persicae
et Brevicoryne brassicae (Barth & Jander 2006), tandis que des changements dans les profils en GLSs
influencent la fécondité et le choix de plante-hétes des pucerons (Levy et al. 2005; Mewis et al. 2006).
Camelina sativa accumule des niveaux significatifs de trois glucosinolates dans les graines:
glucoarabine (9 - (Méthylsulfinyl) nonylglucosinolate - GS9), glucocamelinine (10 - (méthylsulfinyle)
decylglucosinolate - GS10), et 11 - (Méthylsulfinyel) undecylglucosinolate (GS11) (Berhow et al.
2013). Ces teneurs dans les graines sont variables en fonction des génotypes et sensibles aux conditions
climatiques (Farnham, Stephenson & Fahey 2005). Les structures des glucosinolates de la cameline sont
semblables a celles de la glucoraphanine (4-(methylsulfinyl)butylglucosinolate), glucosinolate produit
dans le brocoli (Brassica oleracea L. var. italica) et autres Brassicaceae. Aucune étude ne semble avoir
pour le moment dosé les glucosinolates présents dans les feuilles de cameline, cependant, des
homologues de tous les génes qui sont impliqués dans la voie de biosynthése des glucosinolates chez

A. thaliana ont été retrouves chez C. sativa (Liang et al. 2013).

Un dernier composé susceptible de modifier les interactions plantes-insectes pourrait étre la camalexine
(3-thiazol-2-yl-indole). C’est un alcaloide indole simple, trouvé chez A. thaliana et C. sativa et d'autres
Brassicaceae mais pas dans le colza (Browne et al. 1991; Kusnierczyk et al. 2008). Cette phytoalexine

a une fonction de métabolite secondaire et joue un rdle contre les agents pathogénes bactériens et
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fongiques (Nafisi et al. 2007). Récemment, une étude a mis en évidence que la résistance d'A. thaliana

a M. persicae impliquait la camalexine (Kettles et al. 2013).

2. Les pucerons

2.1. Biologie des pucerons et sélection de la plante-hote

Les pucerons font partie de 1’ordre des Hémiptéres et du sous-ordre des Sternorrhynques. Ils
sont regroupés dans une super-famille, les Aphidoidea, composée de plus de 4 700 especes, dont 450
sont des espéces colonisatrices de grandes cultures (Blackman & Eastop 2000). De nombreuses espéces
de pucerons sont répertoriées comme vecteur de virus de plante (syn. phytovirus), la plupart appartenant
a la sous-famille des Aphidinae, tels que les genres Myzus, Macrosiphum et Aphis (Fereres & Moreno
2009). C’est cette capacité a transmettre des phytovirus qui fait de ces insectes d’importants ravageurs

de cultures.

Les pucerons sont plurivoltins, ils présentent plus de deux générations par an. Leur cycle de vie
est complexe, variable en fonction des saisons, et ils peuvent étre soit monoéciques (c’est-a-dire qu’ils
réalisent la totalité de leur cycle de reproduction sur le méme hote), soit hétéroéciques (lorsqu’ils
alternent entre un héte primaire durant la période hivernale et un héte secondaire a partir du printemps)
(Blackman & Eastop 2000; Williams & Dixon 2007). Au moment de la chute des températures, en
automne, les femelles virginipares donnent des femelles gynopares qui se déplacent vers I’hdte primaire.
Ces femelles engendrent des individus males et femelles ovipares par parthénogenése deutérotoque (i.e.
l'ceuf non fécondé donne des femelles et des males). Ces individus générent alors des ceufs, résistants
aux faibles températures de 1’hiver. Au printemps, les ceufs de femelles fondatrices parthénogénétiques
éclosent et conduisent au développement de femelles parthénogénétiques ailées assurant une migration
sur un héte secondaire. Ces femelles migrantes engendrent des femelles vivipares apteres qui assurent
la multiplication de la colonie par parthénogenése thélytoque (i.e. I'ovocyte parvient a se développer
sans avoir subi de fécondation préalable). La reproduction parthénogénétique des pucerons leur permet
de générer de nombreux individus en un minimum de temps d’autant qu’elle se superpose a I’existence
de générations télescopiques, ou les embryons d’une femelle possédent eux-mémes des embryons en
tout début de développement. Ce mode de reproduction conduit a de forts taux intrinseques

d’accroissement des populations (rm) (Dixon 1998).

Les pucerons peuvent présenter une alternance de leur mode reproductif (biparental /
parthénogénétique) au cours des saisons, ils sont alors holocycliques et sont généralement distribués
dans les régions caractérisés par des hivers froids. Les especes anholocycliques peuvent se passer, quant
a elles, de la phase de reproduction sexuée biparentale (Williams & Dixon 2007). Les pucerons ont la
capacité de générer des formes apteres ou des formes ailées, ces derniéres étant nécessaires pour assurer

les migrations a longue distance lors des changements d'hétes (Dixon 1998). La production des ailés est
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sous I’influence de différents facteurs biotiques et abiotiques tels que la température, la photopériode
mais également la densité des populations ainsi que la qualité nutritionnelle de la plante-héte (Miiller,
Williams & Hardie 2001; Braendle et al. 2006; Lombaert, Boll & Lapchin 2006; Williams & Dixon
2007).

Le processus de colonisation d’une nouvelle plante hote est souvent assuré au début du
printemps par les ailés, puis se poursuit au cours des saisons sous I’influence des différents facteurs
biotiques et abiotiques cités précédemment. Les aptéres peuvent également migrer vers les plantes
voisines et permettent une dispersion de la colonie a distance plus réduite (Dixon 1998). Les morphes
apteres sont d’ailleurs moins sensibles que les morphes ailés aux stimuli de la plantes et répondent moins
aux odeurs (Nottingham et al. 1991; Quiroz & Niemeyer 1998). Les morphes ailés présentent quant a

eux une capacité de dispersion a courte, moyenne et longue distance (Dixon 1998; Lombaert et al. 2006).

Le processus de colonisation chez les pucerons ailés a été décrit par (Powell, Tosh & Hardie 2006). Il
est initié en réponse a certains facteurs biotiques et abiotiques tels que ’accroissement de la densité de
population, la diminution de la qualité nutritionnelle de 1’hdte ou encore la présence d’ennemis naturels
(Pettersson, Tjallingii & Hardie 2007). Les pucerons sont, pour la plupart des espéces, spécialisés et
utilisent des stimuli visuels, olfactifs, mécaniques et gustatifs leur permettant de sélectionner leurs
plantes hotes (Niemeyer 1990; Bernays & Chapman 1994). La colonisation de la plante peut se
décomposer en plusieurs séquences comportementales. La migration en est la premiére étape, durant
laquelle le puceron, a la recherche d’une plante-h6te adéquate, est sensible a différents stimuli visuels
et olfactifs. La seconde étape est la phase d’atterrissage durant laquelle le puceron est sensible a des
stimuli tactiles principalement. La troisieme étape consiste a sélectionner un site de piqdre afin de tester
la nature (i.e. héte ou non-héte) de la plante. Dans une quatrieme étape, le puceron entre dans une phase
de recherche du site d’alimentation qui induit une acceptation définitive de la plante et la possibilité de

reproduction. Ces deux dernieres étapes impliquent des stimuli gustatifs principalement.

Les descriptions suivantes des différentes espéces de pucerons étudiées font essentiellement référence a
Blackman & Eastop (2000).

2.2. Brevicoryne brassicae (L.)

Brevicoryne brassicae est une espece d’origine paléarctique oligophage dont la gamme d’hote
est restreinte aux Brassicaceae : la sinigrine, glucosinolate hétéroside retrouvé chez certaines plantes du
genre Brassica constitue un stimulus nécessaire a son alimentation. C’est une espéce monoécique,
holocyclique dans les régions les plus froides et anholocyclique dans les zones d’hivers doux.
Brevicoryne brassicae est une espéce de taille moyenne avec des aptéres mesurant de 1,6 a 2,6 mm de
long et des ailés de 1,6 a 2,8 mm de long. Son corps, de couleur vert grisatre, est couvert de cire farineuse

blanche-grisatre. Cette espéce de puceron est identifiée comme vecteur d’au moins 20 virus différents
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de plantes incluant le Turnip mosaic Virus (TuMV — Potyvirus) et le Cauliflower mosaic virus (CaMV

— Caulimovirus).

2.3. Myzus persicae (Sulzer)

Myzus persicae est une espéce d’origine asiatique, cosmopolite et hautement polyphage. L hote
primaire de cette espece est généralement Prunus persica, incluant différentes variétés, et ses hotes
secondaires forment un ensemble composé de plus de 40 familles différentes de plantes, la plupart
d’importance agro-économique. Myzus persicae est un puceron hétéroécique et holocyclique entre son
hote primaire et ses hotes secondaires dans les régions tempérées du monde, mais anholocyclique sur
ses hétes secondaires dans les régions ou le climat permet une survie des individus durant la saison
hivernale. Les individus, de couleur jaune a vert et méme rose/rouge pour certaines écotypes, sont de
petite taille, mesurant entre 1,2 et 2,1 mm de long pour les apteres et les ailés. Cette espéce est considérée
comme le vecteur le plus efficace de phytovirus avec au minimum 100 phytovirus recensés, parmi
lesquels des virus persistants comme le Beet western yellows virus (renommé Turnip yellows virus —
Luteovirus) et le Potato leafroll virus (PLRV — Polerovirus). L’espéce est également trés efficace dans
la transmission de virus non-persistants tel que le Cucumber mosaic virus (CMV — Cucumovirus) ou

semi-persistants tel que le CaMV.

2.4. Aphis fabae (Scopoli)

Aphis fabae est une espeéce tres répandue dans les régions tempérées de I’hémisphére Nord ainsi
qu’en Amérique du Sud et Afrique. C’est une espéce treés polyphage au niveau de ses hotes secondaires
(plus de 200 hotes recensés dans plus de 20 familles de plantes), incluant de nombreuses plantes
cultivées et particulierement les Fabaceae. Aphis fabae est un puceron de couleur noire, avec des
individus adultes arborant des marques de cires blanches sur ’abdomen, et de taille moyenne avec des
aptéres mesurant de 1,5 a 3,1 mm de long et des ailés de 1,3 a 2,6 mm de long. Ce puceron est vecteur
de plus de 30 différents phytovirus incluant des virus non-persistant des Fabaceeae, Chenopodiaceae,

Solanaceae et Cucurbitaceae mais également des Luteovirus persistants.

2.5. Rhopalosiphum padi (L.)

Espéce d’origine paléarctique probable, elle est désormais distribuée mondialement.
Rhopalosiphum padi est une espéce hétéroécique et holocyclique entre son hote primaire (Prunus padus)
et ses hétes secondaires, les Poaceae, dans les régions tempérées du monde, mais anholocyclique sur ses
hotes secondaires dans les régions ou le climat permet une survie des individus durant la saison
hivernale. Une grande partie des Poaceae cultivées sont des hdtes secondaires privilégiés de ce puceron
mais il exploite plut6t les céréales (blé, orge, avoine) parmi lesquelles il montre une préférence pour le
mais. Cette espéce est le vecteur de virus persistants tel que le Barley yellow dwarf virus (BYDV —

Luteovirus) et de quelques virus non-persistants.
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3. Les parasitoides de pucerons

3.1. Biologie et sélection de I’hote

Les parasitoides de pucerons sont regroupés principalement dans deux groupes
d’Hyménopteres, la sous-famille des Aphidiinae et la famille des Aphelinidae. Les parasitoides de
pucerons sont des endoparasitoides solitaires, c’est-a-dire qu’une seule larve se développe a I’intérieur
du puceron-héte. lls sont koinobiontes, c’est-a-dire que leur hote continue a se développer apres
I’oviposition du parasitoide. Parmi les Aphidiinae sont répertoriées plus de 400 espéces, parasitant

exclusivement les pucerons.

Chez les Aphidiinae, lors de I’oviposition, la femelle parasitoide effectue une courbure de 1’abdomen
sous le thorax et le projette a 1’avant afin de piquer 1’héte avec son ovipositeur. Cette insertion de
1I’ovipositeur n’est toujours pas synonyme d’une ponte. La durée de I’oviposition chez les Braconidae
est trés courte, entre une/deux secondes et quelques dizaines de secondes. La distinction entre une simple
insertion de 1’ovipositeur et une vraie ponte n’est pas facilement observable (description dans Ismaeil et
al. (2013)) et nécessite souvent une dissection de 1’héte. La nutrition des trois premiers stades larvaires
du parasitoide est assurée par certaines cellules spécialisées issues de la séreuse embryonnaire, les
tératocytes, qui exercent en plus diverses fonctions d’immunosuppression et de sécrétion (Dahlman
1990). Le puceron-hdte meurt durant le quatriéme stade larvaire du parasitoide, juste avant la mue
nymphale, et seule la cuticule du puceron persiste, ses organes et tissus ayant été entiérement

consommeés. Ce stade caractéristique de puceron parasité est nommé « momie ».

Le parasitoide adulte émerge ensuite de la momie en y découpant un orifice circulaire sur la
face dorsale. Les adultes sont sexuellement matures rapidement et peuvent s’accoupler dans les minutes
suivant 1’émergence de la momie. Les femelles sont considérées synovigéniques (i.e. les femelles
émergent avec au moins quelques ceufs immatures en opposition avec pro-ovogénique, lorsque les
femelles émergent avec la totalité de leurs ceufs matures Jervis et al. (2001)), cependant, il existe un
continuum en fonction des espéces qui tend vers la pro-ovigénie car méme si les femelles n’ont pas tous
leurs ceufs matures a 1’émergence, ceux-ci le sont souvent dans les 24 premiéres heures. Les femelles ne

s’accouplent qu’avec un seul male alors que ces derniers peuvent s’accoupler avec plusieurs femelles.

Le mode de reproduction des parasitoides de pucerons est biparental. Les ceufs haploides (i.e. non
fécondés) conduisent au développement de males (parthénogenése arrhénotoque), alors que les ceufs

diploides (i.e. fécondés) donnent des femelles.

La sex-ratio des femelles fécondées peut étre influencée par des facteurs internes et/ou externes du
puceron-hote comme le stade ou la taille de I’individu. De méme, les performances des adultes, tout

particulierement leur longévité, peuvent dépendre de facteurs abiotiques, tels que la température, la

-47 -



disponibilité en eau et nourriture (i.e. nectar et miellat) mais aussi par des facteurs biotiques tels que la

présence des pucerons-hotes.

La sélection des pucerons-h6tes par les parasitoides est régie par des mécanismes proximaux
par lesquels une femelle parasitoide localise puis sélectionne un héte potentiel pour la ponte. Cette
sélection suppose une hiérarchie d'étapes caractérisées initialement par Doutt (1959) et complétées par
(Rehman & Powell 2010). Cette sélection serait dépendante a la fois de facteurs environnementaux et
de facteurs liés a I'néte. Le parasitoide serait guidé vers un habitat potentiel de I'h6te et vers I'héte lui-
méme par des facteurs chimiques et physiques. Ces facteurs provoquent une série de réponses
comportementales directes chez la femelle qui permettent de réduire et de limiter la zone et les habitats

recherchés, conduisant a la localisation de 1’hote.
L'ensemble du processus de la sélection des hétes peut étre décrit suivant six étapes distinctes:

1. Localisation de I’habitat de 1’héte: La femelle parasitoide recherche des habitats ou les plantes-hotes

et les pucerons-hotes se rejoignent.

2. Localisation de I’héte: La femelle parasitoide cherche I'h6te, sur ou trés prés des plantes.

3. Reconnaissance de I'héte: La femelle parasitoide rencontre des hotes potentiels, évalue leur qualité a

’aide de ses antennes et de son ovipositeur.

4. Acceptation de I'hdte: La femelle parasitoide examine I'hote et décide de déposer un ceuf.

5. Qualité de I’héte: Le dépot d'un ceuf et son développement ultérieur dépendent de I'état physiologique
de I'note.

6. Régulation de I'néte: Le développement du parasitoide peut influencer le développement, le

comportement, la physiologie et la biochimie de son hote.

Le comportement de recherche et de sélection de 1’héte chez les parasitoides est variable au niveau intra-
spécifique, mais également chez la méme femelle au cours du temps. La théorie de 1’ « optimal
foraging » prédit que la sélection de 1’hdte par la femelle, parmi plusieurs choix possibles, amenera
celle-ci a déterminer le choix qui permettra de maximiser sa fitness. Le comportement de sélection et
d’oviposition de la femelle est donc variable en fonction de circonstances telles que 1’age, 1’état
physiologique et I’expérience de la femelle mais aussi le risque de prédation (Mackauer, Michaud &
Volkl 1996; Rehman & Powell 2010; Giunti et al. 2015).

3.2. Aphidius matricariae (Haliday) et Aphidius colemani (Viereck)

Ces deux especes d’Aphidius sont des endoparasitoides solitaires et koinobiontes. Elles sont
probablement originaires du Nord de I’Inde ou du Pakistan mais elles sont désormais largement
distribuées sur les continents américains et en Europe. Ce sont des espéces généralistes capables

d’attaquer plus de 40 espéces de pucerons différentes sur plusieurs familles botaniques de plantes
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comprenant une large gamme de composés chimiques (Schlinger & Mackauer 1963; Stary 1975). Les
deux especes sont produites commercialement en Europe pour le contrdle biologique des pucerons tels
gue M. persicae et A. gossypii, sur des cultures de Solanaceae et Cucurbitaceae.

3.3. Diaeretiella rapae (M’Intosh)

Diaeretiella rapae est un endoparasitoide solitaire et kolinobionte cosmopolite capable de
parasiter plus de 60 espéces de pucerons différentes (Pike et al. 1999). Il est couramment associée aux
pucerons des Brassicaceae tels que B. brassicae, Lipaphis erysimi ou M. persicae (Blande, Pickett &
Poppy 2004). Cette espéce utilise en effet I’odeur caractéristique des Brassicaceae (allylisothiocyanates)
pour localiser ses hotes (Read, Feeny & Root 1970) et semble attirée par les composés secondaires émis
par ces plantes aprés une attaque par les herbivores (Herbivore Induced Plant Volatils — HIPV) (Read et
al. 1970; Reed et al. 1995; Blande, Pickett & Poppy 2007; Pope et al. 2008). Diaeretiella rapae est donc

considérée comme une espéce spécialiste des pucerons se développant sur les Brassicaceae.

4. Les phytovirus

Les virus dominent le biote sur notre planéte, infectant les animaux, les plantes et méme d'autres
microbes. Les études récentes tendent a démontrer que les relations entretenues par les virus avec
d'autres organismes sont trés variées, de préjudiciables a mutualistes. La nature de ces relations est
particulierement importante pour les virus qui dépendent d'autres organismes pour leur propagation dans
I'environnement, comme cela est le cas pour la plupart des virus infectant les plantes (Casteel & Falk
2016).

Les virus sont des parasites intracellulaires obligatoires constituant un groupe bien particulier
de phytopathogénes. Ne pouvant pas se multiplier de fagon autonome, ils se développent grace au
détournement des fonctions et ressources disponibles d’une cellule hote (Lwoff 1957). Les virus ne
peuvent accomplir leur cycle de réplication qu’a I’intérieur de cellules vivantes. Leur multiplication
dépend entiérement de leurs cellules hotes pour la synthése de protéines virales et la réplication de leur
génome. Les plantes infectées peuvent parfois développer des symptdémes (par exemple, des lésions
nécrotiques, des altérations de la croissance et du développement...), résultant d’un déséquilibre au
niveau des interactions virus-héte. De plus, la compétition pour les ressources présentes dans 1’h6te peut
induire des déreglements physiologiques a cause du virus qui est susceptible de modifier I’expression
de génes impliqués dans des processus cellulaires (par exemple des régulations hormonales, des

divisions cellulaires, des transports de molécules, etc.) (Pallas & Garc1 2011).

Les virus infectant les plantes sont majoritairement constitués d’ARN de polarité positive (ARN+) mais
il existe aussi d’autres types de virus dont I’ARN génomique est de polarité négative (ARN-) ou

ambisens, ainsi que des génomes a ARN double brin (ARNdb) ou & ADN. Les acides nucléiques (ARN
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ou ADN) des virus sont associés a des protéines formant une capside protectrice et I’ensemble composé
par la capside et les acides nucléiques constitue la nucléocapside (Kummert & Lepoivre 2003). Prés de
1 200 espéces de phytovirus ont été dénombrées, réparties dans une quarantaine de familles contenant
plusieurs milliers d’isolats (Kummert & Lepoivre 2003).

De par la nature sessile des plantes, les phytovirus sont confrontés a des difficultés de
transmission et ont di s’adapter en développant différentes stratégies de dissémination. Un virus qui ne
peut pas s’échapper de la plante infectée disparaitra avec la mort de son héte. La transmission d’une
plante infectée a une plante saine est donc une étape capitale pour la survie du virus, permettant, de plus,
une dispersion géographique. Plusieurs stratégies de transmission coexistent pour les phytovirus ; le
mode de transmission utilisé dépend de plusieurs facteurs, comme 1’espéce virale, 1’espéce-hdte a

infecter mais aussi 1’hote source.

La transmission verticale d’une plante mére infectée a une plante fille s’effectue par la présence
du virus dans le pollen (Mink 1993) ou les graines (Hogenhout et al. 2008) mais aussi lors de la

multiplication végétative (i.e. bouturage ou marcottage).

Il existe un autre moyen de transmission dite horizontale qui concerne 80% des virus. Cette
transmission fait soit intervenir un vecteur permettant aux virus d’étre véhiculés d’une plante a une autre,
ou bien s’effectue par la voie mécanique, c’est-a-dire une inoculation par contact aprés blessure. Les
vecteurs sont des organismes aux origines trés variées : des arthropodes comme les acariens et les
insectes, des nématodes, ou d’autres pathogénes végétaux comme les champignons et les
plasmodiophorales. Parmi ces vecteurs, la dissémination la plus efficace semble réalisée par les insectes
pigueurs-suceurs, grace a I’adaptation de leurs piéces buccales, peu dommageables pour les cellules de
plantes (Fereres & Moreno 2009). Les Hémiptéres constituent le groupe le plus important de vecteurs
(Fereres & Moreno 2009), et tout particulierement les pucerons qui transmettent plus de 50% des
phytovirus (environ 275 especes de virus dans 19 genres) (Nault 1997). Les pucerons sont des vecteurs
efficaces car ce sont souvent des insectes polyphages qui peuvent se nourrir sur un grand nombre de
plantes. Ainsi, ils favorisent la dissémination des virus infectant plusieurs espéces de plantes hotes (Ng
& Perry 2004; Brault et al. 2010). De plus, le comportement alimentaire piqueur-suceur des pucerons
facilite I’acquisition et ’inoculation de virus, présents dans les différents tissus du végétal. En effet, le
comportement d’alimentation des puceron présente différentes phases de piqglres dans les tissus du
mésophylle et des phases d’alimentation dans les séves phloémienne et Xylémienne (Ng & Perry 2004;
Louis, Singh & Shah 2012).
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4.1. Classification

Tableau 1. Différents modes de transmission de virus de plante par les insectes piqueurs-suceurs (adapté et traduit
de Blanc, 2008 et Brault et al. 2010).

Modes de transmission Circulant Non-circulant

Persistant Persistant Non-persistant Semi-persistant

Propagatif Non-propagatif

Durée d’acquisition® Minutes a Minutes a Secondes a Secondes a

q heures heures minutes heures

, , . L . Secondes a . .
Durée de rétention® Jours a mois Jours a mois minutes Minutes a heures
Durée d’inoculation® Minutes a Minutes a Secondes a Secondes a
heures heures minutes heures

Association avec des vecteurs? Interne Interne Externe Externe
Réplication dans les vecteurs Oui Non Non Non
Besoin d’un HC® Non Non Oui et non Oui et non

a. Durée nécessaire pour 1’acquisition des particules virales par 1'alimentation sur une plante infectée.

b. Durée pendant laquelle le vecteur reste virulifére apres l'acquisition du virus.

c. Durée nécessaire au vecteur pour inoculer des particules virales infectieuses a une nouvelle plante saine.

d. Interne ; signifie que le virus pénétre dans le corps de son vecteur, en passant les barrieres cellulaires. Externe ;
signifie que le virus est lié a la cuticule du vecteur et ne passe jamais les barriéres cellulaires.

e. Un composant auxiliaire (Helper Component - HC) est impliqué dans les cas ou les particules virales ne
reconnaissent pas directement les vecteurs, agissant comme un pont moléculaire entre les deux.

Une premiere classification distingue les virus en fonction des durées des différentes étapes
nécessaires a la transmission du phytovirus d’une plante a une autre par 1’intermédiaire du vecteur

(Tableau 1.).

Cette classification établit une distinction entre trois mode de transmission (Watson & Roberts 1939;

Sylvester 1956) : persistant, semi-persistant et non-persistant.

Les virus persistants nécessitent une longue période d’acquisition par le vecteur lors de son
comportement d’alimentation. Les particules virales transitent par le tube digestif du vecteur puis
traversent la barriere épithéliale avant d’atteindre 1’hémolymphe. Elles migrent alors vers les glandes
salivaires a partir desquelles elles seront inoculées lors de futures phases de salivation (Brault et al.
2010). Le vecteur garde la possibilité de transmettre le virus (i.e. reste virulifére) pendant plusieurs jours
ou tout au long du cycle de vie. Les virus non-persistants sont acquis durant de bréves (i.e. quelques
secondes) piqtres intracellulaires et leur durée de rétention ne dépasse pas 1’heure. Les virus semi-
persistants, comme les non-persistants, sont acquis rapidement mais leur durée de rétention dans le

vecteur est plus importante, de quelques minutes a plusieurs heures.

Une seconde classification des virus, basée sur la localisation des virus au sein du vecteur,

distingue deux catégories.
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Une premiére catégorie integre les virus non-persistants et semi-persistants et correspond aux virus non-
circulants (Harris 1977), avec des durées de rétention de quelques secondes a quelques heures et aucun
processus de réplication du virus dans le vecteur. Ces virus ne sont détectés ni dans I’hémolymphe ni

dans les glandes salivaires (Gray & Banerjee 1999).

Une seconde catégorie, les virus circulants, correspondant a celle des virus persistants, distingue les
virus circulants propagatifs des non-propagatifs. Pour les premiers, le vecteur est porteur du virus
pendant toute sa vie, peut le transmettre a sa descendance et le virus se multiplie au sein des glandes
salivaires du vecteur. Pour les virus circulants non-propagatifs, le vecteur est porteur du virus pendant

toute sa vie, ne peut pas le transmettre a sa descendance et le virus ne se multiplie pas dans le vecteur.

Une troisieme et derniére classification fait référence au site de rétention du virus dans le
vecteur, les virus retenus a la pointe des stylets sont appelés « stylet-borne » (Kennedy, Day & Eastop
1962), alors que ceux retenus dans l'intestin antérieur sont appelés « foregut-borne » (Nault & Ammar
1989). Les deux sont parfois regroupés sous le terme « cuticula-borne» (Harris, Pesic-Van Esbroeck &
Duffus 1996), se référant a des virus qui sont retenus sur la paroi cuticulaire de I’appareil alimentaire du
vecteur. Pour finir, le terme « salivary gland-borne » par analogie avec le terme « cuticula-borne » a
été proposé pour se référer a des virus circulants qui sont transmis a partir des tissus salivaires (Fereres
& Moreno 2009) (Fig. 6.).

Cibarial Pump

Accessory : Precibarial
salivary gland gustatory organ . -
l : : Common :
\ Foodlduct : Duct
: 2
Salivary duct
Precibarial valve
Salivary gland-borne  |: Stylet-borne
(Luteovirus, Polerovirus, Enamovirus, Foregut-borne (Waikavirus) (Potyvirus, Cucumovirus,
Begomovirus, Curtovirus) Caul:movnrus)
Circulative Cuticula-borne

Fig. 6. Schéma représentant les sites de rétention probables (fleches) pour les virus circulants de type « cuticula-
borne » au sein des stylets, de l'intestin antérieur et des glandes salivaires de l'insecte (issus de Fereres &
Moreno (2009)).

Une fois que les virus sont acquis par un vecteur, ils ont besoin de s'attacher et de s’accumuler
dans des sites spécifiques ou ils peuvent étre protégés jusqu'a ce que le vecteur permette 1’inoculation
vers de nouvelles plantes. Certains groupes de virus requiérent une protéine codée par le virus qui permet

ou facilite le maintien du virion aux pieces buccales des insectes. Cette protéine virale ou composé
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« helper » (HC) a premiérement été décrite pour les potyvirus (Kassanis & Govier 1971), puis pour

d'autres virus « culticula-borne » comme les caulimovirus (Lung & Pirone 1974).

4.2. Le TuYV

Le virus de la jaunisse du navet (Turnip yellows virus, TuYV) (Leiser et al. 1992), anciennement
dénommé Beet western yellows virus (BWYYV), est un virus circulant (persistant) non-propagatif
appartenant a la famille des Luteoviridae et au genre des Polerovirus (Duffus 1981; Stevens, Smith &
Hallsworth 1994; Stevens, Mcgrann & Clark 2008). C’est un virus 2 ARN linéaire simple brin a polarité
positive de 5,7 kpb. Ce virus, comme tous les Luteoviridae, est limité dans la plante aux tissus du
phloéme et est transmis exclusivement par des pucerons (Brault et al. 2010). Il est capable d'infecter au
moins 13 familles de plantes, incluant les Brassicaceae (Stevens et al. 2008). Le principal vecteur de ce
virus est M. persicae mais d'autres especes seraient aussi capables d'assurer sa transmission. Le puceron
cendré du choux, B. brassicae, est reporté comme vecteur du TuYV dans certaines études (Stevens,
Smith & Hallsworth 1995; Schliephake, Graichen & Rabenstein 2000) et non-vecteur pour d’autres
(Herrbach 1994).

4.3. Le CaMV

Le Virus de la mosaique du chou (Cauliflower mosaic virus - CaMV) est I'un des virus les plus largement
répandus dans les cultures appartenant au genre Brassica dans le monde entier (Jenkinson 1955;
Raybould et al. 1999; Pallett et al. 2002). Le CaMV, de la famille des Caulimoviridae, a un génome
double brin ADN circulaire de 8 kpbh. Le CaMV est transmis par au moins 27 espéces de pucerons
(Kennedy et al. 1962) selon le mode de transmission semi-persistant non-circulant, ce qui signifie que
les particules virales ne traversent pas les membranes cellulaires du vecteur. Le CaMV utilise la «Helper
strategy» pour le processus de transmission (Pirone & Blanc 1996). Cette stratégie implique qu’une
protéine virale (Helper Component, HC) assure la fixation, et la rétention, des particules virales du
CaMV au niveau de la cuticule des stylets des pucerons (Uzest et al. 2007). Les principaux vecteurs en
champs sont M. persicae et B. brassicae (Broadbent 1957). L’acquisition du CaMV peut s’effectuer
durant de breves ponctions intracellulaires réalisées par le vecteur mais elle est fortement augmentée
apres une ingestion de seve phloémienne (Palacios et al. 2002). L'inoculation de CaMV est associée aux
phases successives de salivation par les pucerons pendant les piqdres dans les cellules de I'épiderme et

du mésophylle, avant d'atteindre les vaisseaux du phloéme (Moreno et al. 2005).
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Partie 2 : Méthodes expérimentales

Pour appréhender et caractériser les interactions multi-trophiques, différentes approches

physiologiques et/ou comportementales ont été mise en ceuvre aux différents niveaux trophiques.

A T’échelle de la plante, selon les chapitres, nous avons mesurés deux types de paramétres, soit
morphométrique (taille, masse) ou soit physiologique (activité photosynthétique), utilisés comme
proxys de fitness des plantes. Les plantes ont également été soumises a différents tests biochimiques
(test ELISA pour confirmer le statut infecté/non-infecté des plantes), ou chimiques (dosages
Carbone/Azote permettant de calculer un ratio C :N utilisé comme proxy de la qualité de la plante en

tant qu’hote pour les herbivores).

A 1’échelle des pucerons-vecteurs, I’étude des traits d’histoire de vie des différentes especes de pucerons
a été réalisée au moyen de mesures physiologiques et morphométriques. La méthode dite des « clip-
cages » a permis de mesurer les parametres de fécondité et de survie des pucerons. Des mesures
biométriques, proxy de fitness, ont été également réalisées pour les pucerons (longueur totale ou masse
fraiche). Les études comportementales concernant les pucerons se décomposent en deux dispositifs, un
premier permettant de tester [’attraction/colonisation a courte distance et un second de
dispersion/rétention afin d’évaluer les mouvements de pucerons face a deux plantes testées. Le
comportement alimentaire des pucerons a été évalué sur différentes plantes hotes grace a 1’outil EPG
(Electropénétrographie). Pour finir, afin d’estimer la qualité des pucerons comme héte pour les
parasitoides en développement, des dosages de Carbone et d’Azote ont été réalisé sur pucerons afin de

calculer un ratio C :N, ainsi que des dosages des sucres et lipides totaux.

A T’échelle des parasitoides, 1’étude des traits d’histoire de vie des différentes espéces a été réalisée au
moyen de mesures physiologiques (durée de développement, stock d’ceufs...) et morphométriques
(longueur du tibia). Le comportement d’orientation a courte distance a été testé face a différents
complexes plantes-pucerons. Puis, le comportement d’attaque des femelles parasitoides a été enregistré
pour différentes associations plantes-pucerons. Pour finir, des analyses biochimiques ont été réalisés

afin de mesurer la teneur en lipides des femelles parasitoides.

Pour plus de clarté, les protocoles seront par la suite présentés et regroupés en fonction du type

d'approche méthodologique.

1. Elevage des plantes, insectes et maintien des souches virales

Les différentes espéces de plantes utilisées dans cette étude ont été placées en phytotron dans
des conditions controlées (température 20 £1°C ; 60 + 5 % d’humidité relative (RH); photophase de 16

h & 2,5 klux). Les différentes espéces (clones) de pucerons utilisées dans cette étude ont été élevees en
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phytotron dans des conditions contr6lées identiques a celles utilisées pour les plantes. Chaque colonie a
été initiée a partir d’une femelle aptére virginipare puis maintenue par parthénogenése sur des plantes
hotes indemnes de virus dans des boites en Plexiglas® ventilées (36 x 24 x 11 cm). Le clone de
M. persicae a été prélevé en 1999 sur culture de pommes de terre du nord de la France (Loos-en-Gohelle)
et maintenu sur pomme de terre (Solanum tuberosum var. Désirée) et sur colza (Brassica napus L. var.
Adriana). Les clones de B. brassicae et R. padi ont été fournis en 2008 par le laboratoire de « Biologie
et Genétique des Interactions Plante-Parasite » de I’INRA-Le Rheu de Rennes puis maintenus
respectivement sur colza (Brassica napus L. var. Stego) et sur orge (Hordeum vulgare L. var. Cervoise).
Pour finir, le clone d’A. fabae a été fourni en 2012 par Gembloux Agro-Bio Tech (Belgique) puis
maintenu sur féverole (Vicia faba var. Maya). Les plantes utilisées ont été cultivées a partir de tubercules
pour les pommes de terre et de graines pour les autres plantes dans les conditions contrdlées détaillées

précédemment.

Les espéces de parasitoides A. matricariae et A. colemani nous ont été fournies par VIRIDAXIS
(Gosselie, Belgique) et D.rapae par IFTECH (Les Ponts de Cé, France). Les parasitoides sont
réceptionnés sous forme de momies et directement transférés dans des tubes a hémolyse en plastique
(7,5 x 1,3 cm) bouchés par un morceau de coton. Aprés émergence, les parasitoides sont sexés et
I’accouplement est permis en regroupant 3-4 males pour 6-7 femelles dans le méme tube. Les
parasitoides sont nourris ad libitum avec une solution 1 :1 eau : miel (volume/volume) jusqu’a leur
utilisation pour les expériences. lls sont maintenus dans une piéce climatisée dans des conditions
controlées (température 20 +1°C ; 60 + 5 % d’humidité relative (RH); photophase de 16 h a 2,5 klux).
Les femelles « standardisées » utilisées dans les expériences sont agées de trois a cing jours, accouplées,

nourries et sans expérience d’oviposition ou d’odeur de plante hote.

La souche du virus TuYV a été fournie par Véronique Ziegler-Graff de I’IBMP-CNRS (Strasbourg,
France) par l'intermédiaire d'une plante de Claytonia (Montia perfoliata - Portulacaceae) virosée. Au
laboratoire, le TuYV a été maintenu sur des plants de Claytonia par transmission horizontale impliquant

M. persicae.

2. Etudes physiologiques et morphométriques

2.1. Suivi physiologique des pucerons en « Clip-cages »

Les études physiologiques ont été initiées en utilisant des néonates de pucerons agées de moins
de 24 h placées dans des « clip-cages » sur les plantes hétes a tester (MacGillivray & Andersen 1957).
Les néonates de moins de 24 h sont obtenues a partir de pucerons adultes préalablement positionnés sur
une feuille de la plante héte fixée dans de 1’agar (1.5 %) dans une boite de Pétri. Une « clip-cage »
renfermant 5 néonates est positionnée sur la 2¢™ feuille pleinement développée de chaque plante et un

minimum de 20 plantes est utilisé par modalité testée (soit au minimum 20 x 5 pucerons par modalité).
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Les « clip cages » sont construits en utilisant un cylindre en acrylique transparent (15 mm de diametre,
8 mm de profondeur) couvert sur le dessus par une gaze en nylon (Fig. 7.). Du feutre a été utilisé comme
barriere physique entre le cylindre et la surface de la feuille. Le cylindre a été fermé par un disque en
plastique de 20 mm de diametre. Le cylindre et le disque sont tenus ensemble par une pince cosmétique
Mezzo®. L’état de survie des pucerons a été relevé quotidiennement jusqu’a ce que 1’un d’entre eux se
reproduise. A ce stade nous considérons que les pucerons ont atteint le stade adulte. Lorsque cela est
possible, deux pucerons survivants par « clip-cage » ont alors été conservés et 1’un des deux pucerons
est transféré dans une « clip-cage » positionnée sur la feuille supérieure de la méme plante. La survie et
la fécondité des adultes ont ensuite été contrdlées quotidiennement sur un minimum de 22-23 pucerons
par modalité. Ces expeériences ont été effectuées dans une salle climatisée en conditions controlées
(20 £ 1° C et 60 + 5 % d'humidité relative en photophase 16 :8 L :D a 2,5 klux). Les paramétres de
survie et fécondité adulte ont été analysés a 1’aide du programme DEMP 1.5.4 (Giordanengo 2012). Le
logiciel calcule différent paramétres : la période pré-reproductive (PRP) qui correspond a la durée entre
la naissance et la premiére larviposition ; la fécondité journaliére (DF), la durée de la période de
larviposition (OP) ; la survie adulte (ADS) ; la longévité totale (LONG, équivalent a la survie larvaire +
la survie adulte) et le taux intrinséque d’accroissement (rm) a partir duquel est calculé le temps de
doublement de la population (DT = In2/rm). Le taux intrinséque d’accroissement (rm) a été calculé selon
la formule Xe ™*[,m, = 1, ou x est 1’age, Ix la survie age-spécifique et my le nombre moyen de
juvéniles femelles produit en une unité de temps par une femelle dgée de x (Birch 1948). Cette

méthodologie a été utilisé dans le chapitre 3, le chapitre 4 (partie 2) et le chapitre 5 (parties 1 et 2).

Fig. 7. Dispositif de suivi physiologique « clip-cage ».
2.2. Mesures biométrigques

La longueur des pucerons a été mesurée en vue dorsale sous stéréomicroscope (LEICA M165
C) équipé d’un oculaire micrométrique (x 10), du front (i.e. piéce antérieure la plus élevée de la téte)
jusqu’a la partie postérieure de I’abdomen, cauda exclue. La taille du tibia de la 3*™ paire de patte des
parasitoides a également été mesurée grace au méme dispositif (LEICA M165 C) (Fig. 8.). Ces

méthodologies ont été utilisées dans les chapitres 4 (parties 1 et 2) et 5 (partie 2).
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Les pucerons et parasitoides, préalablement conserveés a -80°C, ont été pesés grace a une micro-
balance de précision Metler Toledo M3 (classl, Max : 3 g, mini =1 pg, d = 1 pug). Cette méthodologie
a été utilisée dans le chapitre 5 (partie 2).

Fig. 8. Mesure du tibia chez un parasitoide de puceron.

3. Etudes comportementales sur les insectes

3.1. Comportement d’orientation a courte distance des insectes
3.1.1. Tests d’attraction des pucerons ailés.

Un premier dispositif expérimental, utilisé pour tester la capacité de colonisation de la cameline
des pucerons, a été modifié a partir de Boquel et al. (2012) et se composait de dix chambres ventilées
Plexiglas® (180 x 120 x 75 mm) utilisés simultanément. Dans chaque chambre, une plante unique a été
positionnée (Fig. 9.). A 8 cm de la plante, un seul puceron ailé a été déposé a I’aide d’un petit pinceau
en haut d’une petite tour (5 cm de hauteur), elle-méme placée dans un couvercle de boite de Pétri
contenant de I’eau pour éviter la colonisation des plantes par les pucerons en marchant. Vingt-quatre
heures aprés son introduction, I’emplacement du puceron (sur la plante, parois internes de la chambre
ou le sol de la chambre expérimentale) a été enregistré. Cette expérience a été réalisee avec des pucerons
ailés synchronisés dans leur phase de vol selon Brunissen et al. (2009) et effectuée en condition de
photophase 16 :8 L :D a 2,5 klux. Cette méthodologie a été utilisée dans le chapitre 3.
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Fig. 9. Dispositif expérimental utilisé pour tester I’attraction vers une plante des pucerons ailés (modifié a partir
de Boquel et al. (2012)).

3.1.2. Tests de rétention-dispersion des pucerons aptéres

La dispersion des pucerons en direction des plantes non-virosées ou virosées a été étudiée par
un test de rétention-dispersion, basé sur la méthode de Mauck, De Moraes & Mescher (2010) et faisant
intervenir des signaux visuels et chimiques (Fig. 10.). Dix pucerons adultes synchronisés et agés de
9+1 jours ont été placés sur les feuilles d’une plante virosée ou non-virosee (« plante de lacher »). Une
seconde plante de modalité opposée (« plante d’accueil ») a été positionnée prés de la premiere, en
respectant une distance de 2 cm entre les deux pots et en les reliant par une passerelle en plastique noir
(4 x 1,5 cm) placée a I’horizontale & hauteur du terreau. L’ensemble du dispositif a été installé dans une
cage de Plexiglas® aérée (36 x 24 x 11 cm). La position des pucerons — (1) sur plante de lacher, (2) sur
plante d’accueil et (3) hors des deux plantes — a été relevée au bout de 2 heures et 24 heures. La taille
des plantes utilisées a été homogeéneisée entre les plantes virosées et non-virosées. Quinze réplicats par
modalité ont été réalisés pour chaque espéce de puceron testée. Les taux de rétention sur la plante de
lacher et de dispersion sur la plante d’accueil sont comparés entre modalités. Ces expérimentations ont
éteé effectuées au milieu de la photophase 16 :8 L :D a 2,5 klux. Cette méthodologie a été utilisée dans

le chapitre 5 (partie 1).
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Fig. 10. Dispositif expérimental utilisé pour tester la rétention et la dispersion des pucerons aptéres entre deux
plantes (modifié & partir de Mauck, De Moraes & Mescher (2010)).

3.1.3. Tests d’orientation des parasitoides

Le dispositif expérimental, utilisé pour tester I’orientation a courte distance des parasitoides en
faisant intervenir des signaux visuels et chimiques, a été modifié a partir de Boquel et al. (2012). Ce
dispositif est composée de quatre chambres aérées en matiére plastique (360 x 240 x 110 mm) utilisées
simultanément, a l'intérieur desquelles les deux plantes testées ont été placées a 10 cm 1’une de 1’autre
(Fig. 11.). Pour limiter les biais possibles de I'environnement autour des chambres, la position des deux
plantes dans les chambres ventilées a été inversée a chaque répétition. Une femelle parasitoide
standardisée a été placée a I’aide d’un petit pinceau sur une plate-forme de décollage (a savoir un
couvercle de boite de Pétri de 50mm de diamétre) dans le centre du dispositif expérimental. Les femelles
parasitoides ont été observées en continu jusqu'a ce qu'elles aient fait un premier choix ou aprés un
maximum de vingt minutes suite a leur introduction dans le dispositif. Cette durée a été choisie aprés
des essais préliminaires qui ont montré que 50% des femelles avaient répondu en 5 minutes. Seules les
femelles qui avaient atterri sur I'une des deux especes de plantes hétes ont été considérées comme
« individus répondants ». La durée entre 1’introduction et le premier choix par les femelles parasitoides
qui ont répondu a été enregistrée (temps de latence). Les femelles qui ne figuraient pas sur une plante,
c’est-a-dire retrouvées sur les murs intérieurs ou sur le sol de la chambre expérimentale, ont été
considerées comme des « individus non-répondants ». Les femelles qui ne quittent pas la plate-forme de
décollage en moins de 20 minutes ont été exclues de I’analyse ultérieure des données. Toutes les
expériences ont été effectuées a 20 = 1° C et 60 = 5% d'humidité relative au milieu de la photophase a

2,5klux. Cette méthodologie a été mise en oeuvre dans le chapitre 4 (partie 1) et le chapitre 5 (partie 2).
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Fig. 11. Dispositif expérimental utilisé pour tester le choix & courte distance des insectes parasitoides entre deux
plantes ou deux complexes plante/pucerons (modifié a partir de Boquel et al. (2012)).

3.2. Comportement alimentaire des pucerons

Le positionnement des stylets ainsi que le comportement alimentaire des pucerons peuvent étre
suivis grace a un dispositif d’électro-pénétrographie (EPG) (Tjallingii 1978, 1988). Cette technique
consiste a intégrer une plante et un puceron dans un circuit électrique au moyen d’électrodes. Lorsque
le puceron insére ses stylets dans les tissus du végétal, différents signaux électriques sont générés. Ils
correspondent aux différences de potentiels électriques des tissus dans lesquels se trouve I’extrémité des
stylets suite a I’activité musculaire épipharyngiennes du puceron. Les signaux obtenus sont alors

amplifiés et enregistrés sur un ordinateur (Fig. 12.).

50x

Amplification
Signal EPG (Enregistrement de 8 heures)

<> <€ >
| Phase d’activité dans la plante (Pr) |

H M

Phase de — Phase Phase phloémienne :
recherche (C) | Phase xylémienne (G) | phloémienne (E) Ingestion soutenue (sE2)

Fig. 12. Schéma du dispositif d’électro-pénétrographie pour étudier le comportement alimentaire des pucerons. Le
cadre montre un enregistrement au sein duquel sont représentées différentes ondes/phases alimentaires
(Source : F. Tjallingii).
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Des profils d’électro-pénétrographie couplés a des études histologiques (coupes) ont permis de
décrire les signaux obtenus et de les mettre en relation avec les différentes activités alimentaires
(salivation et ingestion dans le phloéme) et la position des stylets au sein des tissus de la plante (xyleme,
phloéme...) (Tjallingii 1985). Les premiéres ondes (C) émises lors du transit des stylets dans les tissus
de I’épiderme et du mésophylle, sont parsemees de signaux particuliers : les « potential drops » (pd). lls
indiquent des pigdres intracellulaires dans les tissus du mésophylle. Les « potentials drops » réalisés par
les pucerons leur permettent d’évaluer la nature et la qualité de la plante, hote ou non-héte, et de se
repérer au sein du végétal. L’ensemble des ondes E est relatif aux activités dans les tissus phloémiens.
Elles sont premierement caractérisées par les ondes E1 traduisant une salivation dans un tube criblé et
ensuite par les ondes E2 caractérisant 1’ingestion passive de séve €laborée (sE2 lorsque 1’ingestion de
séve élaborée est supérieure & 10 minutes). Pour finir, les ondes G sont caractéristiques de I’ingestion
active de séve xylémienne par le puceron et les ondes F indiguent une progression asynchrone des stylets

au sein du végétal.

Les études comparatives du comportement alimentaire ont nécessité des enregistrements de 8 heures au
milieu des 16 heures de photophase. Un dispositif EPG a huit canaux permettant le suivi en simultané
de huit pucerons sur huit plantes a été utilisé. Cette méthodologie a été employée dans le chapitre 3 et

le chapitre 5 (partie 1).

3.3. Test de mesure du taux d’attaque des parasitoides

Dans un test de choix, le taux d'attaque et le succes d'attaque de femelles parasitoides ont été
mesurés a I’aide du dispositif suivant. Les arénes utilisées ont été adaptées a partir de Pope et al. (2012)
et consistaient en des boites de Petri de 90 mm de diamétre en plastique (Gosselin, Hazebrouck, France),
contenant une feuille de chaque plante testée (ici, cameline vs. féverole) fixée dans 1,5% d'agar (Prolabo,

Louvain, Belgique) et séparées 1’une de 1’autre par une distance de 2 cm (Fig. 13.).
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Fig. 13. Aréne constituant le dispositif expérimental utilisé lors des tests de mesure du taux d’attaque de femelles
parasitoides (adaptées de Pope et al. (2012)).

Une femelle parasitoide standardisée a été soigneusement introduite a l'intérieur de I’aréne. Les
observations ont commencé immédiatement et ont duré 10 min. Le temps avant le premier item
comportemental enregistré (temps de latence), le premier choix (plante qui a été atteinte en premier par
le parasitoide) et le deuxiéme choix ont été notés. Ensuite, la fréquence et la séquence des éléments de
comportement suivants ont été enregistres (AE: Examen Antennaire, AB: Courbure de 1’abdomen et Ol:
Insertion de I’ovipositeur) (Rehman & Powell 2010) (Fig. 14.). Une insertion de 1’ovipositeur a été
enregistrée chaque fois qu'un parasitoide femelle faisait un contact physique avec un puceron en utilisant
son ovipositeur, tout en présentant une position de ponte (AB : Courbure de 1’abdomen). Pour I'analyse,
les comportements ont été considérés comme une série d'événements et seul le dernier item
comportemental a été enregistré (par exemple, si une guépe avait effectué une antennation sur un
puceron puis plié son abdomen, le comportement noté était AB et non pas AE). Chaque contact entre
une guépe et un puceron a été classé dans une seule des catégories ci-dessus. Méme si le nombre des
éléments comportementaux peut ne pas étre affecté, les fréquences de transition entre les comportements
peuvent changer (Desneux et al. 2004). Par conséquent, tous les éléments de comportement et leur ordre
séquentiel ont été enregistrés et compilés dans un éthogramme. Pour évaluer la proportion d’insertion
d’ovipositeur (OI) résultant en vraie oviposition (OV), tous les pucerons piqués ont ensuite été disséqués
dans une goutte de solution de NaCl (9 %o) sous un stéréomicroscope pour calculer le taux de ponte (%
_OV = Nombre de vraies ovipositions (OV) / Nombre d'insertions de 1’ovipositeur (Ol)). Toutes les
expériences ont été réalisées a 20 £ 1 ° C et 60 £ 5% d'humidité relative. Cette méthodologie a été
utilisée dans le chapitre 4 (partie 2) et le chapitre 5 (partie 2).
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Fig. 14. Représentation schématique des items comportementaux de femelles parasitoides observés face a un
puceron hote (adapté de Rehman & Powell (2010)). a) AE: Examen Antennaire ; b) AB: Courbure de
I’abdomen ; ¢) Ol: Insertion de 1’ovipositeur).

4. Analyses biochimiques

4.1. Tests ELISA sur plantes

Le test DAS-ELISA, pour Double Antibody Sandwich — Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay, est une méthode d’immunochimie qui utilise successivement deux anticorps pour détecter des
antigenes, ici des particules virales. Premierement, des anticorps sont déposés et se fixent a la surface
d’une plaque de microtitration a 96 puits pour immunologie ; ils sont spécifiques a I’antigéne recherché
et permettent sa capture formant un complexe anticorps-antigéne. La présence des antigénes est ensuite
détectée a 1’aide d’anticorps secondaires spécifiques couplés a une phosphatase alcaline. Pour finir, un
substrat de I’enzyme (pNPP) est ajouté et provoque 1a formation d’un produit coloré jaune. L apparition
de la couleur, révélant indirectement la présence éventuelle d’antigenes, est mesurée a 1’aide d’un
spectrophotomeétre a 405 nm apres 1 et 2 heures. Cette méthodologie a été employée dans le chapitre 5
(parties 1 et 2).

4.2. Activité photosynthétique des plantes

Les performances photosynthétiques de plantes ont été évaluées en utilisant le systeme portatif
LI1-6400 (LICOR Biosciences, Lincoln, Nebraska, Etats-Unis). Les mesures ont été effectuées a deux
reprises sur la troisiéme feuille complétement développée & partir de la base d'une méme plante en
utilisant une chambre pour feuille de 2 cm? (LCF L16400-40). Avant chaque mesure, les feuilles ont été
acclimatées pendant 15-20 minutes a 250 pmol m-2 s-1 PPFD (Densité de flux photonique
photosynthétique). Le taux d'assimilation nette de CO2 (An) et la conductance stomatique (g) a la vapeur
d'eau ont été mesurés dans les mémes conditions environnementales: 400pumol mol-1 de CO2,
température de feuilles a 25 ° C et PPFD a lumiére saturante considérant la mesure précédente, soit 800

pmol m-2 s-1. Cette méthodologie a été mise en ceuvre dans le chapitre 5 (partie 2).
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4.3. Mesure du ratio C :N sur plantes et pucerons

Le dosage des teneurs en carbone et azote des plantes et des pucerons a été réalisé par
chromatographie gazeuse (méthode Dumas) et plus particuliérement a 1’aide d’un analyseur automatique
(Flash EA 1112 series Thermo Electron, Bréme, Allemagne). Pour les plantes, les échantillons ont été
broyés dans ’azote liquide (broyeur & billes MM400, Restch, Allemagne) puis lyophilisés pendant 24h
et un extrait pesé sur balance de précision (Sartorius Genius ME415S, Max: 410 g, d = 0.01 mg) a été
déposé dans une nacelle en étain. Pour les pucerons, les échantillons ont été directement lyophilisés
pendant 24h et un extrait pesé sur balance de précision a été déposé dans une nacelle en étain. Suite &
une combustion « flash » & 1800 °C, les différents gaz ont été véhiculés par un flux d’hélium dans les
tubes de la chromatographie. Les gaz non souhaités sont successivement piégeés, les gaz N, et CO;
restants ont été triés grace a des temps de rétention différents dans la colonne de chromatographie. La
détection a été réalisée par catharométre et les signaux ont été collectés sur ordinateur, permettant
d’établir un chromatogramme présentant un premier pic (azote) et un second pic (carbone). Les aires de
ces pics ont été comparées a celles d’échantillons étalons dont les concentrations en carbone et azote
sont connues, ce qui a permis d’obtenir la teneur en carbone et en azote de chaque échantillon. Cette

méthodologie a été suivie dans le chapitre 4 (partie 2).

4.4. Dosages des sucres de pucerons

La teneur en sucre des pucerons a été mesurée a l'aide d'une analyse colorimétrique développée
par Giron et al. (2002). Les pucerons ont été placés individuellement dans des tubes Eppendorf dans 40
uL de solution de Ringer et écrasés a I’aide d’un pilon en plastique dans 300 puL de méthanol. Aprés
centrifugation pendant 15 minutes a 4 ° C et 1400 tours par minute, 150 uL de chloroforme et de 60 pL
de solution de sulfate de sodium a 2% ont été ajoutés dans les tubes qui ont alors été agités au vortex
puis stockés a 4 ° C pendant une nuit. Le lendemain, les tubes ont été de nouveau centrifugé pendant 15
minutes a 1400 tours par minute. Puis, 150 uL de chaque surnageant ont été transférés dans de nouveaux
tubes chauffés a 90 ° C sur un bloc d'aluminium et récupérés avant évaporation compléte. Ensuite, 1 ml
de réactif a lI'anthrone a été ajouté dans les tubes qui ont alors été chauffés pendant 15 minutes a 90 °C
puis refroidis sur de la glace pendant 5 min. L'absorbance a été lue & 620 nm a I’aide d’un
spectrophotomeétre. La courbe d'étalonnage pour les sucres a été établie en utilisant des solutions de

glucose a diverses concentrations.

4.5. Dosages des lipides de parasitoides et de pucerons

La teneur en lipides de femelles parasitoides a été mesurée en utilisant une extraction
chloroforme-méthanol, comme décrit dans Moiroux et al. (2010). En bref, les femelles parasitoides
placées préalablement a -80° C ont été séchées a 40° C pendant trois jours dans une étuve puis pesées a

I’aide d’une microbalance Metler Toledo M3 (£ 1 ug). Elles ont ensuite été placées pendant deux
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semaines dans une solution de chloroforme-méthanol (2: 1) et séchées de nouveau a 40° C pendant une
journée avant d'étre pesées. La quantité de lipides a été calculée comme étant la différence entre la masse
séche avant et apres extraction des lipides. Cette méthodologie a été employée dans le chapitre 5 (partie
2).

5. Analyses statistiques

L’ensemble des analyses statistiques a été réalisé en utilisant le programme statistique 'R' (R
3.2.2 - R Development Core Team 2015).

Les tailles de pucerons et des tibias de parasitoides ont été comparées en utilisant des tests t de Student
pour des échantillons paramétriques (homoscédasticité et normalité vérifiée) indépendants. Les
paramétres de taux d’attaque des femelles parasitoides (AE, AB, Ol et le temps de latence) ont aussi été
compareés en utilisant des tests t de Student pour échantillons indépendants.

Pour comparer entre modalités les capacités des pucerons ailés a quitter la plateforme et a atterrir sur la

cameline, des modeles linéaires généralisés (GLMSs) utilisant une distribution binomiale ont été utilisés.

Les données concernant les taux de rétention et d’attraction des pucerons ont été analyses en utilisant
un test U de Mann-Whitney pour échantillons non-paramétriques indépendants. Les taux de rétention
des pucerons sur plantes saines et infectées et les taux de dispersion (émigration) des pucerons des

plantes saines et infectées ont été comparés a 2 heures et 24 heures apres le début du test.

La préférence des femelles parasitoides a courte distance entre deux plantes différentes a été analysée

en utilisant un test du Chi-deux (y?).

Concernant le comportement alimentaire des pucerons, I’acquisition et 1’analyse des enregistrements
EPG ont été réalisées avec le logiciel PROBE 3.5 (EPG- systems, Wageningen, Pays-Bas). Les
paramétres EPG ont ensuite été calculés a I’aide du programme EPG- Calc 6.1.5 (Giordanengo 2014).
Comme les données EPG ne suivent pas une loi normale et I’homoscédacicité est rarement vérifiée, les
parameétres ont été analysés a ’aide du test non-paramétrique de Kruskal & Wallis pour les comparaisons
globales, suivi, en cas de significativité par des comparaisons multiples en utilisant le package R

‘nparcomp’ (type: Tukey).

Les différences de teneur en lipides et en sucres des pucerons sur plantes infectées ou saines et de teneur
en lipides entre les parasitoides élevés sur pucerons/plantes infectées ou saines ont été testées a l'aide
d'une ANCOVA avec pour variable la quantité du paramétre étudié (lipides ou sucres) et la masse séche

en tant que covariable.
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CHAPITRE 3.

LA CAMELINE : UN NOUVEAU RESERVOIR
POTENTIEL DE RAVAGEUR ?
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Chapitre 3.

La Cameline : un nouveau réservoir potentiel de ravageur ?

Pucerons

Cameline

Fig. 15. Interactions bi-trophiques cameline-pucerons.
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Présentation de I’étude et principaux résultats :

Cette premiére étude avait pour ambition de considérer le r6le de la cameline, plante a vocations
multiples (bioénergétique, industrielle, alimentaire...), en tant que plante réservoir pour différentes
especes de pucerons ravageurs des agro-écosystemes du nord de la France. La cameline (Camelina
sativa) est une Brassicaceae qui était communément cultivée en Europe jusqu’au 19°™ sigcle.
Récemment, elle a fait I’objet d’un regain d’intérét en tant que plante oléagineuse alternative car elle
possede une composition en huile originale et de faibles exigences agronomiques en termes d’intrants
et une résistance contre certains insectes herbivores des Brassicaceae. Plus précisément sur ce dernier
point, la littérature décrit le comportements d’insectes appartenant a différentes ordres (Coléoptéres,
Hémiptéres et Lépidopteres) capables de s’orienter et d’atterrir sur la cameline (Onyilagha et al. 2012)
mais avec une alimentation faible a nulle sur cette plante (Shudong et al. 2004; Naranjo & Stefanek
2012). Cependant, aucune étude n’a pour le moment étudié la colonisation de la cameline par les

pucerons, insectes-vecteurs principaux des phytovirus.

Dans ce contexte, des études de laboratoires ont été menées afin d’étudier la colonisation potentielle de
la cameline par les quatre principales espéces de pucerons inféodées aux cultures du Nord de la France
(Fig. 15.). Des tests d’orientation, de comportement alimentaire (évalué par la technique d’électro-
pénétrographie (EPG)) et de performances démographiques ont montré que les espéces polyphages,
Aphis fabae (Scop) et Myzus persicae (Sulzer), étaient capables d’atterrir, de se nourrir et de se
reproduire sur la cameline. Ces deux espéces ont méme un comportement alimentaire et des
performances démographiques supérieures sur la cameline que le puceron spécialiste des Brassicaceae
Brevicoryne brassicae (L.). Curieusement, dans une moindre mesure, C. sativa peut également étre une
plante-hote pour le puceron spécialiste des céréales Rhopalosiphum padi (L.). De plus, nos résultats ont
montré que les performances des pucerons polyphages sur la cameline étaient similaires (voire
meilleures pour M. persicae) a celles sur leur plante-hote (la féverole pour A. fabae et la pomme de terre
pour M. persicae). Alors que, les performances des deux pucerons spécialistes étaient moins bonnes sur

la cameline que sur leur plante-hote (le colza pour B. brassicae et I’orge pour R. padi).

La ré-introduction de la cameline dans les agrosystémes du nord de la France pourrait donc avoir des
réelles implications agronomiques, cette plante pouvant étre considérée comme un réservoir pour les

pucerons étudiés et les pathogenes associés.

Notre étude a mis en avant le fait que pour évaluer les risques potentiels de la réintroduction d’une plante
dans un agrosysteme, il est important de s’intéresser a d’autres ravageurs qu’aux espéces inféodées a la
famille de la plante focale. Au vu de nos résultats, une approche systémique intégrant une large gamme
d’organismes potentiellement nuisibles doit donc étre envisagée, indépendamment de leur spécialisation
alimentaire (généraliste, spécialiste de la famille de plante étudiée ou encore spécialiste d’autres

plantes).
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Article n°1:

Is the oil-seed crop Camelina sativa a potential host for aphid pests?

(Article publié dans BioEnergy Research, 8(1), 91-99)

Q. Chesnais?, J. Verzeaux?, A. Couty, V. Le Roux, A. Ameline.

FRE CNRS 3498 EDYSAN (Ecologie et Dynamique des Systemes Anthropisés), Laboratoire de Bio-
Ecologie des Insectes Phytophages et Entomophages, Université de Picardie Jules Verne, 33 rue St
Leu, F-80039 Amiens Cedex, France.

! These authors contributed equally to this study.

ABSTRACT

Camelina sativa is a Brassicaceae that was commonly cultivated in Europe until the 19th century.
Recently, it has received much interest as an alternative oil-seed crop because of its particular oil
composition and low requirements in terms of agronomic inputs and its resistance to some Brassicaceae
chewing insects. However, little is known about the consequences of its reintroduction on piercing-
sucking insects pests that are not Brassicaceae specialists but that are likely to transmit phytoviruses. In
this context, laboratory experiments were conducted to investigate the potential colonization of camelina
by four major aphid species of northern France. Orientation tests, feeding behavior assessed by Electrical
Penetration Graph and demographic bioassays showed that the polyphagous species, Aphis fabae (Scop)
and Myzus persicae (Sulzer), were able to land, feed, and reproduce on the plant. They even fed and
performed better on camelina than the Brassicaceae specialist Brevicoryne brassicae (L.). Surprisingly,
to a lesser extent, Camelina sativa could also be a suitable host for the cereal specialist Rhopalosiphum
padi (L.). The colonization ability of camelina by the different aphids is discussed in terms of the degree
of specialization and physico-chemical characteristics of the plant. Camelina may therefore constitute a

reservoir for aphid species issued from surrounding crops and their associated pathogens.

KEY WORDS

False flax, host plant suitability, Aphididae, EPG, demographic parameters, phytoviruses, bioenergy

crop.
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Introduction

The consumption of vegetable oils in the world is expected to increase by 2% per year [1]. Although
some concerns have been raised relating to potential competition with food crops [2], vegetable oils
used for biofuels and biodiesel present many advantages (e.g. natural viscosity, toxicity,
biodegradability) which make them attractive sustainable alternatives to the non-renewable petroleum
derivatives [3-5]. These oils can be extracted from major conventional oil crops [6], including soybean
(Glycine max), rapeseed/canola (Brassica napus), palm (Elaeis guineensis), sunflower (Helianthus
annuus), cottonseed (Gossypium hirsutum), flax (Linum usitatissimum) and peanut (Arachis hypogaea).
In northern Europe, rapeseed is the dominant oilseed crop used for biofuel and some pests and diseases
present throughout the plant lifecycle are key constraints to its production [7]. Control of oilseed rape

pests relies on heavy use of insecticides that are costly and negatively impact biodiversity [8].

It has been shown that an increase in the plant species diversity may facilitate natural pest control in
annual cropping systems [9]. In order to reduce Europe's dependence on non-renewable feedstocks,
long-term breeding programs and agronomic studies are necessary to increase diversity of oil crops.
New promising oilseed crops such as camelina (Camelina sativa) or brown mustard (Brassica juncea),
which present special chemical composition and agronomic properties can provide alternative to current

production systems [5, 10].

Camelina sativa (L.) Crtz. also known as the false flax, or the gold-of-pleasure, is a Brassicaceae which
was an important oil crop in Europe during the Bronze and Iron Ages [11]. It was cultivated until the
19th century in France and to a lesser extent in Holland, Belgium and Russia [12]. In the early twentieth
century, 5000 hectares of false flax were still cultivated in northern France [13]. Camelina is recognized
for its rusticity because it can tolerate a wide range of pedoclimatic conditions [13] and requires low
agronomic inputs [14]. The plant has lower nitrogen requirements and a shorter growing season than
rapeseed [15-17]. Moreover, camelina is reported to be tolerant to drought and heat [18], resistant to
cold [19] and to different pathogens and insects [20, 21] thanks to various anti-nutritional compounds
produced (e.g., Matthaus and Zubr [22]). This plant can be used in mixed cropping systems with
legumes, not only for water and nitrogen management [23, 24], but also for weed control [25]. Camelina
oil offers good opportunities as a biofuel crop and functional food as it contains exceptionally high levels

of omega-3 fatty acids, and over 50% of its fatty acids are polyunsaturated [26, 27].

The reintroduction of camelina in Europe could bring major agronomic and economic benefits, but may
also modify local ecosystems balance [28, 29]. One major risk is that camelina may act as a reservoir of
pests or a reservoir of vector of viruses. According to theoretical models, the introduction of a new host
plant into an established host-parasite system can sometimes reduce (“dilute”) or increase (“spill-back™)
the transmission of pathogens to native host species [30]. The suitability of camelina could depend on
the degree of herbivore specialization of the aphid pests, which are the major vectors of phytoviruses on

Brassicaceae. However, the interaction between aphids and camelina has not been studied so far.
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A systemic approach is essential to assess the risk of the introduction of C. sativa on a wide range of
potential insects usually associated or not with the crop. Thus, we investigated the colonization process
of four major aphid pests (Hemiptera: Aphididae) which are all vectors of Brassicaceae phytoviruses
[31-35]. Aphis fabae (black bean aphid) and Myzus persicae (green peach aphid) are two polyphagous
species, while Brevicoryne brassicae (cabbage aphid) feeds exclusively on plants of the Brassicaceae
family, and Rhopalosiphum padi (bird cherry aphid) is a specialist of monocots.

In laboratory experiments we investigated if the four aphid species could successfully land on, feed and
reproduce on Camelina sativa, relatively to their degree of specialization towards Brassicaceae. We then
discuss the agronomical and epidemiological implications of our findings.

Materials and Methods
Insects and Plants

For each species, colonies were initiated from a single apterous parthenogenetic female and were
separately maintained in ventilated Plexiglas® cages (360 x 240 x 110 mm) in growth chambers under
controlled conditions (20 £ 2°C, 60 + 5% relative humidity (RH), and 16L:8D photoperiod at 4.7 klux)
to induce parthenogenesis. Aphid clones were used to minimize intraspecific variability and to ensure a

certain uniformity of response.

The M. persicae colony was established from one parthenogenetic female collected in 1999 in a potato
field near Loos-en-Gohelle (France) and was reared on potato plants (Solanum tuberosum cv.
“Desirée”). The colonies of R. padi and B. brassicae, provided in 2008 by INRA-Le Rheu (Rennes,
France), were reared on barley (Hordeum vulgare cv.”Cervoise”) and on rapeseed (Brassica napus cv.
“Stego”) respectively. The colony of A. fabae, provided in 2012 by Gembloux Agro-Bio-Tech

(Belgium) was reared on broad beans (Vicia faba cv.”Maya”).

Plantlets used for the experiments were obtained from tubers for potato and from seeds for the other
plants. They were grown for 4 weeks in 60 mm plastic pots with commercial sterilized potting soil under
the controlled conditions described above. Camelina sativa (cv. “Calena”) seeds were provided by the

University of Natural Resources and Life Sciences, Vienna (Austria).

Early steps of the camelina plantlets colonization process

The aim of this test was to observe the abilities of the four different aphids species to fly towards and
land on camelina. The experimental set up used was modified from Boquel et al. [36] and consisted of
10 ventilated Plexiglas® chambers (180 x 120 x 75 mm) used simultaneously inside which a single
camelina plant was set (Fig. 1). At 80 mm from the plant, a single alate aphid was positioned with a
small paintbrush at the top of a small tower (50 mm high), which was placed in a Petri dish lid containing
water to avoid aphid plant colonization by walking. Twenty-four hours after its introduction, aphid

location (on the plant, inner walls or ground of the experimental chamber) was recorded. This bioassay
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was conducted with alate aphids synchronized in their flight phase according to Brunissen et al. [37].
For each experimental set up, 10 aphids were tested taking care to use the 4 aphid species, with at least
2 individuals per species. For each aphid species, a total of 20 individuals were individually tested.

i = Fine nylon mesh screening

e

4 Camelina plantlet

<

~ -

~~~~~~
__________

< :F < Alate aphid
< Small glass vial
: ’ Receptacle with water

Fig. 1 Experimental device used for the colonization experiment.

120 mm
4

180 mm

Electrical penetration graph studies

The DC-electrical penetration graph (DC-EPG) technigue [38] was used to investigate the aphid feeding
behaviour on Camelina sativa. A thin gold wire (20 um in diameter and 2 cm in length) was tethered on
the insect’s dorsum by conductive water-based silver glue. Eight aphids were then connected to the
Giga-8 DC-EPG amplifier and placed on a plantlet leaf of eight different plants and a second electrode
was inserted into the soil of the potted plants to complete the electrical circuit. The recordings were
performed continuously for 8 h during the day, with one aphid per plant. Alate aphids were synchronized
in their flight phase prior to the EPG testing. The whole aphid-plant system was placed inside a Faraday
cage at 20 £ 1° C. Acquisition and analysis of the EPG waveforms were carried out with PROBE 3.5
software (EPG Systems, www.epgsystems.eu). Parameters from the recorded EPG waveforms were
calculated with EPG-Calc 6.1 software [39]. These parameters were based on six different EPG
waveforms described by Tjallingii and Esch [40] corresponding to: (C) stylet pathways in plant tissues
except phloem and xylem; (pd) to potential drops (intracellular stylet punctures); (E1) to salivation in
phloem elements; (E2) to passive phloem sap ingestion; (G) to active xylem sap ingestion; and (F) to

derailed stylet mechanics. For each aphid species, 20-21 individuals were tested.
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Aphid performance on their host plants and on camelina

The aim of this test was to study, for each species of aphids, their performance on camelina plantlets
compared to those on their host plant. First instar nymphs (< 24h old) of aphids were obtained from
parthenogenetic adult females placed on an artificial diet 24 h before the experiment. The artificial diet
was prepared according to Febvay et al. [41] and modified by Down et al. [42]. For each aphid species,
groups of five nymphs were transferred onto the abaxial face of leaves in the middle of the canopy and
enclosed in clip-cages. In each clip-cage, the date of appearance of the first offspring was used to define
the end of the pre-reproductive period. At the end of this period, one single apterous adult female was
kept in a clip-cage. Fecundity was assessed every two days for a duration equivalent to twice the pre-
reproductive period as described in Le Roux et al. [43]. Pre-reproductive period duration, daily
fecundity, intrinsic rate of natural increase (rm) and the population’s doubling time (DT = In2/ry) were
calculated using the DEMP 1.5.2 Software [44] on replicates ranging from 31 to 40 individuals. The
intrinsic rate of natural increase (rm) was calculated as X e ~"m*[, m,, = 1, where X is the age, I« the age-
specific survival, and my the age-specific fecundity [45]. This parameter was selected to compare the

ability of the different aphid species to establish a population on camelina and on their host plant.

Statistical analysis

Mean values are given with their standard error of the mean (SEM). A generalized linear model, using
a binomial distribution (R 3.0.0 - R Development Core Team 2013 [46]), was applied to compare the

aphid abilities to leave the platform and to land on camelina.

EPG parameters were compared between aphid species by using a Kruskal-Wallis one-way analysis of
variance (H value), followed by nonparametric pairwise comparisons using the Siegel and Castellan
solution [47] with a Dunn's correction [48] of the alpha threshold. The Intrinsic rate of natural increase
(rm) of each aphid species was compared on camelina and on their respective host plant by a Mann-
Whitney U test using the Siegel and Castellan solution [47]. Because homocedasticity of all distributions
were not confirmed, EPG and rn analysis were performed with the Kruskal & Wallis's utility and Mann
& Whitney 's utility, carried out by Georgin and Gouet [49] (http://Anastats.fr).

Results

Early steps of camelina plantlets colonization process

At the end of the 24-h choice bioassay the four aphid species exhibited the same ability to leave the
platform (GLM using a binomial distribution, ¥ = 0.894; P > 0.05) or to land on camelina (GLM using
a binomial distribution, ¥* = 0.885; P > 0.05) (Fig. 2). The percentage of taking off ranged from 35 %
(R. padi) to 60 % (M. persicae and B. brassicae). The percentage of aphids landing on camelina ranged
from 20 % (R. padi) to 35 % (M. persicae).
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100

H Percentage of aphids that took
90 offfrom the platform i

m Percentage of aphids that landed
80 . .
on Camelina sativa

Percentage (%o)

A. fabae B. brassicae M persicae R. padi

Fig. 2 Percentage (n = 20) of aphids that took off from platform and the percentage of aphids that landed
on Camelina sativa at the end of a 24-h bioassay.
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Electrical penetration graph studies

There was a significant effect of the aphid species for the following parameters (Table 1) : total duration
of probing (H = 28.98; P < 0.001), number of probes (H = 17.43; P < 0.001), number of pathway phases
(H=14.61; P < 0.01), time of 1st probe to 1st E and E2 (H = 17.32 & H = 17.91; P < 0.001), mean
phloem salivation phase (E1) duration (H = 16.45; P < 0.001) and mean phloem sap ingestion (E2)
duration (H = 25.49; P < 0.001).

Total duration of probing was significantly longer for the two polyphagous species A. fabae and
M. persicae than for the two oligophagous species B. brassicae and R. padi (P < 0.05). The number of

probes was significantly higher for B. brassicae and R. padi (P < 0.05).

Regarding pathway phase parameters, the total duration of this phase and the mean number of potential

drops were not significantly different between aphid species (H = 2.97 & H = 6.71; P > 0.05).

For the phloem phase parameters, R. padi exhibited at least a two times greater shorter salivation phase
(E1) than the other aphid species (H = 15.28; P < 0.01). Concerning the mean phloem sap ingestion
(E2), R. padi ingested almost no phloem and B. brassicae fed for a duration of four to five times less
than A. fabae and M. persicae. However, mean duration of the xylem sap ingestion (G) phase was not
significantly different between aphid species (H = 4.18; P > 0.05). Finally, the total duration of stylet
derailment phase in the mesophyll (F) was inconsequential for all species (H = 6.43; P > 0.05).
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Table 1 Electrical penetration graph parameters (means + SEM) calculated for four aphid species during an 8-h monitoring session on Camelina sativa plants.

Kruskal- A. fabae B. brassicae M. persicae R. padi
Wallis test
EPG classes H(P) n=21 n=21 n=20 n=20
General probing behaviour
1. Time to first probe (min) 6.60 (NS) 10.02 + 4.14 28.08 + 15.31 2059 + 11.43 30.08 + 9.86
2. Total duration of probing (min) 28.98 (***) 383.86 + 2162 a 27368 + 1891 b 37552 + 20.75 a 236.15 = 17.61 b
3. Number of probes 17.43 (***) 901 + 171 b 2052 + 249 a 1005 + 155 b 153 * 213 a
Pathway phase
4. Number of pathway phases 14.61 (**) 1162 £ 1.76 b 2381 £ 287 a 126 £ 173 b 17.15 + 201 ab
5. Total duration of pathway phases (C) (min) 297(NS)  219.71 + 26.24 21553 + 1844 17425 + 21.85  184.47 + 17.93
6. Mean number of potential drops (pd) 6.71 (NS) 62.48 + 6.1 107.29 = 1252 76.7 £ 8.99 85.9 + 12.65
Phloem phase
7. Time of 1% probe to 1% E (min) 17.32 (***) 23959 + 4116 b 196.32 + 39.89 b 18195 + 33.78 b 400.49 £ 29.09 a
8. Total duration phloem salivation phase (E1) (min) 15.287 (**) 1592 £+ 73 a 736 £ 265 a 812 £ 354 a 249 + 162 b
9. Time of 1% probe to 1%t E2 (min) 1791 (***) 28424 + 4197 ab 19829 + 39.73 b 204.14 + 3726 b 430.24 + 2112 a
10. Total duration phloem sap ingestion (E2) (min)  25.49 (***) 1117 £ 3421 a 2876 £ 99 a 15032 + 3558 a 01 +£01 b
Other parameters
11. Total duration of xylem ingestion (G) (min) 4.18 (NS) 36.54 + 7.34 22.03 + 581 3372 + 11.2 4264 + 9.11
12. Total duration of stylet derailment (F) (min) 6.43 (NS) 0+0 0+0 119 + 1.19 6.31 + 511

Asterisks indicate a significant difference: * P < 0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 associated with H (Kruskal-Wallis test); the letters within a row indicate

significant differences associated with following pairwise comparisons.
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Aphid performance on their host plants and on camelina

Biological and demographic parameters of adult aphids were measured for each species of aphid on
camelina and its respective host-plant, but only the ry, data are presented when aphids were tested on
their host plant. Kruskal-Wallis statistical analysis showed an aphid species effect on all parameters on
camelina presented in Table 2 : pre-reproductive period (H = 95.6; P < 0.05), longevity (H = 106.1;
P < 0.05), daily fecundity (H = 60.1; P < 0.05), intrinsic rate of natural increase (rm) (H=28.1; P <0.05)
and doubling time (H = 28.1; P < 0.05). Inter-specific pairwise comparisons showed that the pre-
reproductive period was significantly higher for B. brassicae and shorter for R. padi compared to all
other species of aphid on camelina (P < 0.05). Daily fecundity was significantly lower for R. padi, and
conversely, more than twice as high for A. fabae (P < 0.05). Adult longevity was nearly as long for
M. persicae and B. brassicae than for A. fabae and R. padi (P < 0.05). The intrinsic rate of natural
increase and doubling time of A. fabae were significantly higher compared to B. brassicae and R. padi
(P < 0.05). The rn and doubling time of M. persicae and R. padi were significantly lower compared to
B. brassicae (P < 0.05).
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Table 2 Mean (= SEM) population parameter values of four aphid species reared on Camelina sativa. H(P) Kruskal-Wallis test values with its probability within

brackets.

Kruskal-Wallis test A. fabae B. brassicae M. persicae R. padi

H(P) n=34 n=38 n=40 n=31
Pre-reproductive period (days) 95.6 (***) 700 + 017 bc 9.79 £ 010 a 795 £ 018 b 6.26 = 0.12 ¢
Longevity (days) 106.1 (***) 1459 + 052 b 24.90 + 0.058 a 2275 + 025 a 1322 + 032 b
Daily fecundity (nymphs per female) 60.1 (***) 350 £ 021 a 255 + 011 b 289 = 012 ab 141 = 0.12 c
rm (female per female per day) 28.1 (***) 031 + 001 a 025 £ 000 b 027 £ 000 a 026 = 0.01 ab
Doubling time (days) 28.1 (***) 230 £ 007 b 286 + 005 a 260 + 005 b 280 + 0.14 ab

Asterisks indicate a significant difference: * P < 0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 associated with H (Kruskal-Wallis test); the letters within a row indicate

significant differences associated with following pairwise comparisons.
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The Intrinsic rate of natural increase (rm) of each aphid species was compared on camelina and on its
respective host plant (Fig. 3). The oligophagous species B. brassicae and R. padi had a significantly
higher rn on their respective host plants B. napus and H. vulgare (U = 296 and U = 325, respectively;
P < 0.001). Conversely, for M. persicae, the r, was significantly lower on its rearing plant (U = 247,
P <0.01). Finally, for A. fabae, this parameter was not significantly different between the two plants
(U =521; P >0.05).
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Fig. 3 Intrinsic rate of natural increase (rm) (x SEM), of different aphid species reared on Camelina
sativa and on their respective host plants, i.e., Vicia faba, Brassica napus, Solanum tuberosum, Hordeum
vulgare. For each aphid species and each plant, 22 to 40 individuals were tested. Asterisks indicate a
significant difference in a choice test: * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 (Mann-Whitney U test).

Discussion

This study clearly showed that the four aphid species are likely to successfully colonize
Camelina sativa as they all produced progeny on this plant. However, the two polyphagous species
A. fabae and M. persicae and the two specialist species B. brassicae (cabbage specialist) and R. padi

(cereal specialist) performed differently.

Camelina colonization ability

Host plant colonization by alate aphids is regulated by a sequence of steps [50, 51]: first, the host location
and landing, followed by plant exploration and evaluation by brief testing probes. In the 24-h no-choice

test, all four aphid species showed the same ability to leave the platform, to fly toward C. sativa and to
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land on it. In our experimental set up, flight orientation was probably triggered not only by volatile
organic compounds emitted by the plant [52-54] but also by visual stimuli [55]. Furthermore, the time
to the first probe was not different among the four aphid species. This suggests that C. sativa potential
cues located on the plant's surface (e.g., wax or toughness of the leaf surface or volatiles) did not
modulate orientation (attractive vs. repellent) nor probing (phagostimulant vs. deterrent) by aphids.
These observations may seem surprising, as one would expect that the two generalist aphid species
would be less attracted than the Brassicaceae specialist, B. brassicae and the cereal specialist not at all.
Indeed, generalist aphids are usually indifferent or repelled by isothiocyanates emitted by Brassicaceae
[53, 56], while specialist aphids are stimulated by secondary compounds [50]. However, Matthaiis and
Zubr [22] indicated that camelina emitted mainly non-volatile isothiocyanates, certainly limiting

attractant and repellent effects.

Once initial contact and plant surface assessment has been made, aphids probe the epidermis and then
display stylet pathway activity in the mesophyll before ingesting sap within phloem tissues, defining the
final acceptance of the plant [51]. In the present EPG study, the suitability of camelina for all the aphid
species is supported by the absence of any stress indicator such as high xylem sap consumption, longer
salivation phase (E1) or many phases of stylet derailment [57-59]. In our study, although the total
duration of phloem ingestion was reduced in B. brassicae compared to the two generalist aphids, other
parameters such as the time to the first phloem ingestion stylet derailment and pathway phase periods
were similar for all three species. These results are not consistent with previous studies which showed
that specialist insects make faster decisions than generalist ones [60]. However they confirm that the
lower acceptability of camelina by B. brassicae was not due to features of the peripheral tissue layers of
the leaves but to phloem-located cues. One hypothesis is that aphids encountered deterrents compounds
which could explain the high number of probes and pathway phases observed in B. brassicae and
R. padi, although the total duration of the pathway phase remained equivalent for all aphids species.
Indeed, the number of probes is higher in the less suitable host [61]. A first candidate could be the
camalexine which is a phytoalexin found specifically in C. sativa and not in rapeseed [62, 63]. Onyilagha
et al. [64] studied other compounds involved in the response of a Brassicaceae specialist insect, the
crucifer flea beetle (Phyllotreta cruciferae) (Coleoptera: Chrysomelidae) to camelina. They showed that
camelina tissues present a large concentration of feeding deterrent components, such as flavone and
guercetin glycosides, contrary to Brassica species such as B. napus, which contains large amounts of
kaempferol identified as a phagostimulant. B. brassicae exhibited the same difficulties as the crucifer
flea beetle on camelina, suggesting that C. sativa bears original deterrent compounds that specifically
affect Brassicaceae specialists. The possibility that M. persicae and A. fabae may have prevented the
coagulation of phloem proteins and the formation of callose after entering phloem vessels cannot be
excluded [65].
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Concerning aphid performance on plants, survival and above all daily fecundity on camelina were also
contrasted between the aphid species tested, confirming the results obtained from the EPG study.
A. fabae and M. persicae exhibited both the highest rn and phloem sap consumption. It is noteworthy
that the short longevity of A. fabae was compensated by a very high daily fecundity, corresponding to a
trade-off relative to plant quality [66]. As expected, on camelina, the cereal specialist R. padi ingested
very little phloem sap and its performances were very weak compared to the other aphid species. This
indicates a type of antixenosis in which the strong feeding behavior alteration on the plant leads to the
alteration of insects' physiological parameters [67]. Although, it was expected that the Brassicaceae
specialist performed better on camelina than the generalist aphids [68], the generalist species seemed to
be more efficient. Those results clearly indicate that Camelina sativa could become a potential host for
these species mainly for the generalist ones which developed as well or even better than on their rearing
host.

Epidemiologic and agronomic implications

All four aphid species successfully developed and reproduced on camelina: Myzus persicae
developed even better on C. sativa than on potatoes, which is consistent with the results of Le Guigo et
al. [69] who showed that the polyphagous M. persicae performed better on Brassicaceae than
Solanaceae. It was expected that R. padi, a cereal specialist, would be a "transient aphid"; i.e.,
occasionally landing, resting and hydrating on the plant [70] but surprisingly, camelina could also be a
suitable host for this species, even if its performances were lower than the other species. Therefore,
A. fabae, B. brassicae, M. persicae and R. padi can be considered as camelina potential “colonizing
aphids” [70, 71].

So far, very little is known about the phytoviruses that camelina may host. Séguin-Swartz et al. [72],
state that camelina is likely to host three Brassicaceae viruses, the TCV (Turnip crinkle virus), the TRoV
(Turnip rosette virus) and the TYMV (Turnip yellow mosaic virus) and an Amaranthaceae virus, the
BWYV (Beet western yellows virus). In an epidemiological context, our feeding behavior analysis
demonstrated that all four aphid species exhibited potential drops which is a suitable behavior for the
vection of non-persistent plant viruses (requiring a landing and brief probes) [70, 73]. Their ability to
form viable colonies also confirmed that the four aphid species are able to vector persistent virus
(requiring a landing and a prolonged aphid phloem feeding) [70]. Therefore, virus propagation is an
important risk factor to be considered carefully when planning the reintroduction of camelina in the

agricultural landscape.

On the other hand, camelina could serve as "virus sink" as defined by Hooks and Fereres [74]. Indeed,
camelina can host aphids that also feed on non-Brassicaceae conventional crops, such as potatoes,
legumes and cereals. These aphids could then lose their virus charge on camelina (for instance the Barley
Yellow dwarf virus for R. padi or the Potato virus Y for M. persicae) and consequently become virus-

free aphids.
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The associations Brassicaceae - legume have often been used and promoted in organic but also
conventional agriculture [23]. Intercropping usually minimizes environmental impacts by allowing
lower inputs through reduced fertilizer and pesticide requirements [75]. For instance, mixed cropping
peas with camelina had a great suppressive effect on weed coverage compared with sole pea [25]. The
effect of mixed cropping with camelina on pest control has not been evaluated yet but is under

investigation in our laboratory.

When evaluating the risks posed by the introduction a new plant in an agrosystem, it is essential to use
a more systemic approach, including assessing its effect on a wide range of potential insect pests usually
associated or not with the focal crop.
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Chapitre 4.
Effets des pratiques culturales sur les interactions

tri-trophiques

Etude 1 : Effet des associations culturales sur les interactions tri-

trophiques
; : N
Parasitoides
Pucerons
Association culturale Cameline

Fig. 16. Influence de I’association culturale sur les interactions tri-trophiques cameline-puceron-parasitoide.
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Présentation de I’étude et principaux résultats :

Les caractéristiques culturales particulieres de la cameline permettent de I’utiliser en association
avec des Fabaceae ou Poaceae afin de rendre différents services a la plante focale (Haan et al. 1994;
Saucke & Ackermann 2006). Ayant mis en avant dans 1’étude précédente que 1’espéce polyphage Aphis
fabae (retrouvée majoritairement sur Fabaceae) était capable de coloniser la cameline, nous avons étudié
les conséquences de 1’association de la féverole (Vicia faba, Fabaceae) avec la cameline sur une espéce
de parasitoide (étude en champs : Annexe n°1 et étude en laboratoire : article présenté ci-dessous). En
effet, le comportement de sélection de I’hote chez les insectes parasitoides a été amplement étudié dans
des systémes tri-trophigues expérimentalement simplifiés, formés par une seule chaine alimentaire (une
plante, un herbivore et une espéce de parasitoide), mais les environnements plus complexes avec
plusieurs plantes/herbivores hétes ont bien souvent été négligés. L hypothése « Mother knows best »
prédit que la préférence pour un complexe plante-héte devrait étre positivement corrélée avec une qualité
de plante améliorant les performances des descendants (Thompson 1988; Mayhew 1997; Henry,
Gillespie & Roitberg 2005). Nous avons donc etudié le comportement de sélection du puceron-h6te par
I’endoparasitoide généraliste Aphidius matricariae vis-a-vis du puceron noir de la feve A. fabae dans le
systeme de cultures associées incluant V. faba en tant que plante d’intérét et C. sativa en tant que plante

de service (Fig. 16.).

Des tests de choix ont révelé que les femelles parasitoides préféraient s’orienter vers (1) le complexe
plante-puceron plutdt que la plante non-infestée quelle que soit la plante ; et (2) le complexe C. sativa-
A. fabae plutét que le complexe V. faba-A. fabae. Lors des tests de taux d’attaque, en situation de choix,
les femelles parasitoides ont montré plus d’intérét pour les pucerons sur C. sativa mais ont
paradoxalement choisi de pondre plus souvent dans les pucerons sur V. faba. Finalement, les parasitoides

qui se sont développés sur le complexe V. faba-A. fabae présentaient des « proxy » de fitness supérieurs.

Nous avons donc montré que les femelles parasitoides étaient capables de discriminer les pucerons-
hotes offrant potentiellement les meilleures performances a leur descendance mais qu’elles
sélectionnaient, au préalable, le complexe plante-puceron le moins favorable. Notre étude a mis en
évidence un élément clé de la perturbation du comportement de sélection d’héte des parasitoides,
potentiellement en lien avec la diversification de 1’habitat. Ceci suggére que I’hypotheése « Mother

knows best » pourrait étre remise en question par I’augmentation de la complexité des systémes étudiés.

La présence de la cameline en association avec la féverole pourrait altérer la régulation « top-down »
des populations de pucerons. La cameline semble jouer le réle d’« espace libre d’ennemis » (« enemy
free-space »), a savoir un refuge pour les herbivores en leur permettant d’échapper chimiquement et/ou

physiquement a leurs ennemis naturels (Jeffries & Lawton 1984).
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Article n°2:

Aphid parasitoid mothers don’t always know best through the whole

host selection process.

(Article publié dans PLOS ONE, 10(8), e0135661, doi : 10.1371/journal.pone.0135661)

Quentin Chesnais, Arnaud Ameline, Géraldine Doury, Vincent Le Roux & Aude Couty.

FRE CNRS 3498 EDYSAN (Ecologie et Dynamique des Systémes Anthropisés), Université de Picardie
Jules Verne, 33 rue St Leu, F-80039 Amiens Cedex, France.

Abstract

Parasitoid host selection behaviour has been extensively studied in experimentally simplified tritrophic
systems formed by one single food chain (one plant, one herbivore and one parasitoid species). The
"Mother knows best" hypothesis predicts that the preference for a plant-host complex should be
positively correlated with plant quality for offspring performance. We studied the host selection
behaviour of the generalist endoparasitoid Aphidius matricariae towards the black bean aphid Aphis
fabae in the intercrop system including Vicia faba as a focal plant and its companion plant Camelina

sativa.

Dual-choice laboratory bioassays revealed that parasitoid females preferred to orientate towards (1) the
plant-aphid complex over the non-infested plant whatever the complex (2) the C. sativa-A. fabae
complex over the V. faba-A. fabae complex. In dual choice attack rate bioassays, parasitoid females
showed more interest towards the aphids on C. sativa but paradoxically chose to oviposit more in aphids
on V. faba. Ultimately, parasitoids that had developed on the V. faba-A. fabae complex exhibited better

fitness parameters.

By demonstrating that parasitoid females were able to discriminate the aphid host that offered the highest
fitness to their offspring but selected beforehand the least suitable plant-aphid complex, we provide key
insight into the disruption in their host selection behaviour potentially triggered by diverse habitats. This
suggests that the "Mother knows best" hypothesis could be thwarted by increasing the complexity of the

studied systems.
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1. Introduction

The "Mother knows best™" hypothesis, also known as the "preference-performance hypothesis"”, derives
from the general optimality theory originally set for phytophagous insects [1-4], which states that female
oviposition preferences should positively correlate with host suitability for offspring development (i.e.
offspring survival and further adult fecundity). The "Mother knows best" hypothesis has been recently
expanded to parasitoid insects [5], natural enemies of phytophagous insects. Because their larvae
develop as obligatory parasites, the reproductive success of parasitoids is partly determined by the ability
of females to select a suitable insect host for the development of their progeny. Physical and chemical
cues associated with the insect host and/or its habitat have been shown to play important roles in the
localization and selection of both the insect host and its host plant (for review, see [6—11]). During the
first steps of host habitat and host location, parasitoid females may respond to volatile chemical blends
produced by their host plant, to a combination of insect host and host plant odours and/or to volatiles
produced by the plant in response to host feeding damage (i.e., herbivore induced-plant volatiles or
HIPV). Once the parasitoid female has reached a potential insect host habitat, it begins to search for the
insect host on or near the host plant and responds to chemical stimuli produced by the insect host itself
or arising from its products rather than to host-plant derived products. The ability of koinobiont
parasitoid (i.e. parasitoids whose hosts continue to feed and grow after parasitization) females to reliably
predict future host quality has been demonstrated in choice studies where the preferred insect hosts were
indeed the ones that allowed maximum adult parasitoid size and/or minimum development duration
[12,13]. However, although it is also expected that the preferred host plant and/or plant-insect host
complex will provide an advantage in terms of fitness for the parasitoid offspring, there is a lack of
empirical evidence to link the orientation preferences of parasitoid females during the early steps of host
selection with offspring performance [14]. Instead, most experiments have ignored the role played by
the first trophic level (i.e. the plant) and focused on preference and performance by parasitoids in a
bitrophic system (for review, see [8,15]). To fill this lack of knowledge, the "Mother knows best"
hypothesis should be considered, for parasitoid insects, not only through the study of the entire host
selection process (from the early stages of host habitat selection to the final steps of host
acceptance/suitability), but also through a dual choice set up between at least two host habitats. Indeed,
laboratory studies generally tend to simplify multitrophic interactions that occur in nature. Parasitoid
host selection behaviour has been extensively studied using “simple” tritrophic systems formed by one
single food chain that consisted of one plant, one phytophagous host and one parasitoid species
[7,16,17]. Such studies often neglect the impact of complex odour bouquets whereas, in natural systems,
parasitoids search for their host in habitats that are spatially and temporally diverse, and comprise

various plants and herbivore communities [18].
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Intercropping systems involve the culture of at least two crops in the same space and time [19] with one
focal crop associated with one companion plant providing benefits such as pest/weed control and/or
increased yields. They provide an opportunity to test theoretical ecology concepts and study the effects
of plant diversity on food web interactions. Thus, they represent interesting models to investigate the
links between parasitoid foraging behaviour in diverse habitat and parasitoid performance.

In the present work we used a laboratory approach to test the "Mother knows best" hypothesis through
the study of all the steps of the host selection process by an aphid parasitoid facing two plant-host
complexes. In other words, will the plant-host complex initially preferred by the parasitoid females be
the one consistently preferred along all the steps of the host selection process, and will it ultimately
allow the best progeny performance? To address this question, our experimental food web was formed
of two crop plants, the broad bean Vicia faba (L.) (Fabaceae) as the focal plant and the false flax
Camelina sativa (L.) Crtz. (Brassicaceae) as the companion plant, the black bean aphid Aphis fabae
(Homoptera: Aphididae) as the host and its parasitoid wasp Aphidius matricariae Haliday
(Hymenoptera: Braconidae: Aphidiinae). Three experiments were set, taking into account each of the

hierarchical steps occurring along the entire host selection process:

@ The first steps of host selection (host habitat and host location) were studied by assessing the
preferences of A. matricariae females for a host plant (V. faba or C. sativa), depending on its status

(infested or not by A. fabae).

2 Host recognition and acceptance of A. fabae by A. matricariae females were evaluated on both

plants through an attack rate bioassay (dual choice experiment).

3 Host suitability/regulation was assessed by comparing the fitness of the parasitoid offspring that
developed on each of the two plant-host complexes.

2. Materials and Methods

Study system

Camelina (C. sativa) is a Brassicaceae which was an important cultivated oil crop in temperate Europe
until the nineteenth century [20]. It has recently been re-introduced because its oil offers good
opportunities not only as a biofuel but also as functional food due to its exceptionally high levels of
omega-3 fatty acids [21]. Camelina is generally reported to be tolerant and resistant to various pathogens
and insects [22,23], although it has recently been shown to be a potential host for some aphid pests [24].
The faba bean (V. faba) is widely grown under a range of climatic conditions from temperate to
subtropical where it hosts a wide variety of insect pests [25]. Camelina can be used as a companion plant

in intercropping systems with faba bean, for weed control [26]. The black bean aphid A. fabae is a
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polyphagous species with a wide host range including Fabaceae but also Brassicaceae plants [27],
favouring host plant alternation. This aphid is one of the most damaging pests of faba bean plants. It
causes direct damage by phloem feeding, which results in significant impairments of plant growth and
yield [28], and it also acts as a vector for plant viruses [29]. The black bean aphid is a common host of
the generalist and cosmopolitan hymenopteran parasitoid wasp A. matricariae that uses more than a
hundred different aphid species as hosts [30] and is commercially available for biological control.

Laboratory assays
Plants and Insects

Plantlets used for the experiments were obtained from seeds. Camelina sativa (cv. “Calena”) were
provided by Semences de I'Est, Reims (France) and Vicia faba (cv.”Espresso”) by the Fédération
REgionale de Défense contre les Organismes Nuisibles (FREDON) of Picardie (France). They were
grown for three weeks, in plastic pots (60 x 60 x 70 mm) with commercial sterilized potting soil in
growth chambers (SANYO, Versatile Environmental Test chamber) under controlled conditions
(20 £ 1°C, 60 % 5 % relative humidity, and a 16L.:8D photoperiod at 2 klux).

The colony of Aphis fabae was initiated from a single apterous parthenogenetic female (provided in
2012 by Gembloux Agro-Bio-Tech, Belgium) and was maintained in ventilated Plexiglas® cages (360
X 240 x 110 mm) in growth chambers under controlled conditions (20 + 1°C, 60 £ 5 % relative humidity,
and a 16L.:8D photoperiod at 2 klux) to induce parthenogenesis. The two plant-aphid combinations used

in the study were obtained by mass-rearing of A. fabae either on V. faba or C. sativa plants.

Cohorts of synchronized A. fabae nymphs were reared on plantlets of each of the two host plants under
the controlled conditions described above until they were used for the experiments. They were obtained
by a procedure consisting in placing parthenogenetic adult females on plantlets for 24 hours before
removing them. Three-day-old aphids (second instar larvae) were randomly selected as hosts for all

bioassays.

Aphidius matricariae (Haliday) parasitoids (Hymenoptera: Aphidiidae) were obtained from Viridaxis,
Gosselie (Belgium) as mummies. Attention was paid to ensure the use of a commercial line of
A. matricariae that would have been reared neither on the aphid A. fabae nor on any of the plant species
used in the study. Upon reception, mummies were transferred to plastic tubes (75 x 13 mm) closed with
a cotton plug. Once emerged, parasitoids were sexed and mating was allowed by grouping three to four
males with six to seven females in the same tube. They were fed ad libitum with a 1:1 honey/water (v/v)
solution until used for the experiments. Parasitoids were maintained in a climate room at 20 + 1°C,
60 + 5% relative humidity, and a 16L:8D photoperiod. Three-day-old standardized parasitoid females

(mated, fed and without oviposition experience) were randomly selected for the laboratory experiments.
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Bioassay 1: Habitat and host plant localization

The aim of bioassay 1 was to determine the preference of A. matricariae females in dual choice tests
using different combinations of the two plants. The experimental setup used was modified from [31]. It
consisted of four ventilated Plexiglas® chambers (360 x 240 x 110 mm) used simultaneously, inside
which V. faba and C. sativa plants were placed on opposite sides of the chamber (Fig. 1). In order to use
potted plants of similar biomasses, one pot contained one plantlet of V. faba whereas the other pot
contained three plantlets of C. sativa. This ensured that aphids were submitted to similar amounts of
COVs potentially emitted by each host plant. To limit possible biases from the environment around the
chambers, the relative position of the two plants in the ventilated chambers was inverted every replicate.
Chambers were randomly positioned within the room where they received homogenous light from
above. Four combinations were randomly tested: 1) non-infested C. sativa vs. non-infested V. faba; 2)
A. fabae-infested C. sativa vs. non-infested V. faba; 3) non-infested C. sativa vs. A. fabae-infested
V. faba; 4) A. fabae-infested C. sativa vs. A. fabae-infested V. faba. An infested plant was obtained by
placing 20 A. fabae neonates on the plantlet for 72 hours prior to the test, to ensure induction of plant
responses [32]. A single standardized A. matricariae female was placed with a small paintbrush on a
take-off platform (i.e. Petri dish lid, 50 mm in diameter) in the centre of the experimental setup. Female
parasitoids were continuously observed until they made a first choice (i.e. landing on either plant) or for
a maximum of twenty minutes after introduction. This duration was chosen as preliminary tests showed
that 50 % of the females responded within 5 minutes. Only females that landed on one of the two host-
plant species were considered as responding parasitoids. Times from introduction to first choice by
responding females were recorded (latency time). The females that were not found on any plant, i.e. that
were on inner walls or ground of the experimental chamber, were considered as non-responding
parasitoids. Females that did not leave the take-off platform within 20 minutes were discarded. Thirty-
eight to ninety-one replicates per treatment were performed. All experiments were conducted at 20 + 1°C
and 60 £ 5 % relative humidity.
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Fig. 1. Experimental device used for the preference experiment.

Bioassay 2: Host recognition and acceptance

The aim of bioassay 2 was to evaluate how A. matricariae females would locate and evaluate their host
after habitat location had been achieved. In a choice test, the attack rate and the success of attack of
A. matricariae females were measured on aphid hosts previously reared on each plant. Attack rate arenas
were adapted from [33] and consisted of 90 mm diameter plastic Petri dishes (Gosselin, Hazebrouck,
France), containing one leaf of V. faba and one leaf of C. sativa embedded in 1.5 % agar (Prolabo,
Louvain, Belgium) and separated from each other by a distance of 2 cm. Fully expanded leaves were
chosen from plants at similar phenological stages (5-6 fully expanded leaves stage) and had similar
surfaces (C. sativa: 6.066 = 0.250 cm? ; V. faba: 6.814 + 0.268 cm?, Mann-Whitney rank-sum test,
U =76, P = 0.053). Ten three-day-old A. fabae were deposited onto each leaf 24 hours prior to the
experiment. A. fabae reared on V. faba were deposited on V. faba leaves and A. fabae reared on C. sativa

were deposited on C. sativa leaves.

One standardized A. matricariae female was carefully introduced inside the attack rate arena.
Observations started immediately and lasted for 10 min. The time before the first recorded behavioural
item (latency time), the first choice (aphid patch which was reached first by the parasitoid) and the
second choice were noted. Then, the frequency and the sequence of the following behavioural items
were recorded (AE: Antennal Examination, AB: Abdomen Bending and Ol: Ovipositor Insertion) [9].
An ovipositor insertion was recorded whenever a parasitoid female made physical contact with an aphid
using its ovipositor, while exhibiting an oviposition stance (Abdomen Bending). For the analysis, the
behaviours were regarded as a series of events and only the final event was recorded (e.g. if a wasp had
antennated an aphid and then bent its abdomen, this was noted as AB and not as AE). Each contact

between a wasp and an aphid was classified in only one of the above categories. Even if the number of
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the different behavioural items might not be affected, transition frequencies between behaviours may
change [34]. Therefore, all behavioural items and their sequential order were recorded and computed
into an ethogram. To assess the proportion of Ovipositor Insertion (Ol) resulting in true oviposition
(OV), all stung aphids were dissected in a drop of NaCl solution (9 %o) under a stereomicroscope to
calculate the rate of oviposition (%_OV = Number of true oviposition (OV) / Number of ovipositor
insertion (Ol)). Thirty replicates in total were made and all experiments were conducted at 20 + 1°C and
60 £ 5 % relative humidity.

Bioassay 3: Host suitability

The aim of bioassay 3 was to determine the effects of the plant-aphid complexes, either C sativa-A. fabae

or V. faba-A. fabae, on the fitness of the parasitoid progeny.

Preliminary experiments had been conducted in order to evaluate the potential effect of aphid treatment
(i.e. previously reared on C. sativa or V. faba) on the probability of laying an egg in each attacked host
(probability of true oviposition) under experimental conditions of controlled oviposition. The controlled
oviposition procedure consisted of placing a single standardized A. matricariae female (i.e., mated, fed,
and without oviposition experience) with a single three-day-old A. fabae nymph in a small Eppendorf
tube (0.5 ml), as described in [35]. Each parasitoid female was only used once. For each host plant,
24 A. fabae coming from each rearing plant were dissected under a stereomicroscope immediately after
ovipositor insertion by A. matricariae to determine the presence or absence of a parasitoid egg. The
frequency of true oviposition (%_OV) (87.50 % for aphids reared on V. faba and 83.33 % for those
reared on C. sativa) was not significantly affected by the host-plant species on which aphids had been

previously reared (Fisher’s exact test, P > 0.80).

Prior to the oviposition procedure, each three-day-old A. fabae nymph was measured under a
stereomicroscope (LEICA M165C) from the tip of the head to the base of the cauda. After being stung
by a parasitoid female, each aphid nymph was then individually placed back onto its host plant in a clip-
cage under the controlled conditions described above. It was followed and observed daily until death or
formation of a mummy. In the latter case, it was measured as described above and transferred to a plastic
tube (75 x 13 mm) closed with a cotton plug. Emerged parasitoids were sexed and females were fed ad
libitum with a 1:1 honey/water solution for three days to ensure they had reached their fecundity peak
[36]. They were then stored at -80°C for further measurements. The tibia length of females, used as a
proxy for parasitoid size, was measured as described above for aphids. Females were dissected into a
drop of NaCl solution (9 %o) to collect their ovaries and the total number of eggs present in the two

ovaries was recorded.

The following parasitoids’ life-history parameters were computed : 1) Pre-nymphal developmental time

(from oviposition to mummification) in days ; 2) Nymphal developmental time (from mummification
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to adult emergence) in days ; 3) Total developmental time (from oviposition to adult emergence) in days
; 4) Mummy size (length in mm) ; 5) Tibia length (in mm) of parasitoid females ; 6) Egg load of
parasitoid females ; 7) Mummification rate (no. of mummies / no. of stung aphids) x 100 ; 8) Emergence
rate (no. of emerged parasitoids / no. of mummies) x 100.

Statistical analysis

Mean values are given with their standard error of the mean (SEM). Preferences of A. matricariae
females for different combinations of tested plants in Bioassay 1, the first choice in Bioassay 2 and the
rate of oviposition were compared using a Chi-square test. The Kruskal-Wallis test was performed to
assess the effect of plant combination on the percentage of non-responding parasitoids in Bioassay 1.
Parasitoid attack rate parameters (AE, AB, Ol and latency time), developmental times (pre-nymphal,
nymphal and total) and mummy and tibia lengths were compared using Student t-tests for independent
samples. Aphid sizes were compared using Student t-tests, by a randomized selection of fifty A. fabae
reared on each host plant. Mummification rate, emergence rate and sequential analysis were compared
using Fisher’s exact tests. All statistical analyses were carried out using the statistical program ‘R’

version 3.1.0 [37].

3. Results

Bioassay 1: Habitat and host plant localization

When submitted to a dual-choice involving two non-infested plants (Fig. 2 A), A. matricariae females
did not exhibit any preference (y>-test, y> = 0.125, P = 0.72). Infested plants were preferred over non-
infested plants, whatever the plant-A. fabae complex (y*-test, > = 10.800, P = 0.001 for C. sativa-
A. fabae and y* = 5.452, P = 0.020 for V. faba-A. fabae). In the presence of both infested plants,
A. matricariae females exhibited a significant preference for the C. sativa-A. fabae complex (y-test,
v =4.737, P = 0.029). The percentage of non-responding parasitoids was not significantly affected by
the plant combination presented to the female parasitoid (Kruskal-Wallis test, H = 3.40, df =3, P = 0.33;
Fig. 2 B).

Latency times (seconds; mean + SEM) were not significantly different : non-infested C. sativa
(380 = 77) vs. non-infested V. faba (544 + 93) (Wilcoxon rank sum test, W = 72, P = 0.06) ; A. fabae-
infested C. sativa (286 + 44) vs. non-infested V. faba (504 + 152) (Wilcoxon rank sum test, W = 44,
P =0.15) ; non-infested C. sativa (263 + 102) vs. A. fabae-infested V. faba (397 = 75) (Wilcoxon rank
sum test, W =69, P = 0.20) ; A. fabae-infested C. sativa (480 + 57) vs. A. fabae-infested V. faba
(661 + 88) (Wilcoxon rank sum test, W = 257, P = 0.08).
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Fig. 2. Percentages of responding (A) Aphidius matricariae females that landed on each presented plant
at the end of the 20-min dual-choice bioassay (grey bars). Different combinations of aphid-infested (dark
grey bars) or non-infested (light grey bars) Vicia faba and Camelina sativa plantlets were presented to
female wasps. The percentage of non-responding (B) parasitoids is presented on the right of the chart
(white bars). Asterisks indicate significant differences (* P < 0.05; ** P < 0.01) in the choice made by
responding parasitoids (Chi-square test). Same letters indicate non-significant differences (Kruskal-
Wallis test, P > 0.05) between the percentages of non-responding parasitoids.

Bioassay 2: Host recognition and acceptance

The first choice was significantly in favour of A. fabae on C. sativa (Table 1). The number of Antennal
Examination, Abdomen Bending and Ovipositor Insertion was significantly greater on A. fabae on
C. sativa (Table 1). Latency time was not significantly different between A. fabae reared on C. sativa
and aphids reared on V. faba (Table 1). Out of the 21 females that first chose the A. fabae on C. sativa,
10 left this patch and moved to A. fabae on V. faba (47.62 %). Conversely, out of the nine females that
first chose A. fabae on V. faba, three left this patch and moved to A. fabae on C. sativa (33.33 %). No
significant difference was found between these two percentages (Fisher’s exact test, P = 0.73). When
considering all the behavioural items on C. sativa (n = 214), only 4.67 % of these realised items were
followed by a shift on V. faba. Conversely 6.60 % of the items on V. faba (n = 91) were followed by a
shift on C. sativa. These percentages were not significantly different (x> = 0.33, P =0.57).
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Table 1. Host recognition and acceptance behaviour of Aphidius matricariae females (n = 30) on Aphis

fabae reared either on C. sativa or V. faba.

Behavioural parameters C. sativa-A. fabae V. faba-A. fabae Statistics df P
Latency time (s; mean £ SEM) 92.80+19.72 146.90+2845 U=705 0.29
1st choice 21 9 x2=4.033 0.045
AE (mean = SEM) 5.33£0.58 295+0.61 t=-2546 38.815 0.015
AB (mean £ SEM) 1.58£0.33 0.2+0.06 t=-3.943 26.716 <0.001
Ol (mean + SEM) 2.00 £0.43 1.35+£0.34 t=-2.107 3558 0.042
%_0OV 41.4 % 69.8 % x2=1.165 0.28

(AE: number of Antennal Examination; AB: number of Abdomen Bending; Ol: number of Ovipositor
Insertion; %_OV: percentage of true Oviposition; U: Mann-Whitney rank-sum tests; 2. Chi-square test
and t: student t-tests).

The probability that Abdomen Bending (AB) was followed by Antennal Examination (AE) was four
times greater on the C. sativa-A. fabae complex (Fisher’s exact test, P = 0.022), whereas on the V. faba-

A. fabae complex, it was more likely to be followed by Ovipositor Insertion (Ol) (Fig. 3).
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Fig. 3. Ethogram of Aphidius matricariae attack behaviour facing Aphis fabae on two different host
plants, Camelina sativa and Vicia faba, presented in a dual-choice attack rate assay. The width of each
line is proportional to the transitional probability of occurrence between two behavioural items.
Asterisks indicate significant differences (* P < 0.05) when comparing the probabilities of occurrence
of one item between the two plant-aphid complexes (Fisher’s exact tests). (AE: Antennal Examination,
AB: Abdomen Bending, Ol: Ovipositor Insertion, OV: Oviposition and @: No egg found).

Bioassay 3: Host suitability

Three-day old A. fabae nymphs had a significantly smaller size when reared on C. sativa compared to
V. faba (mm; mean = SEM) (0.80 £ 0.02 and 0.94 + 0.02, respectively, Student t-test, t = -5.73;
P < 0.001). Pre-nymphal and total developmental times of A. matricariae parasitoids were significantly
longer (ca. one day) on C. sativa than on V. faba, whereas no difference was found for nymphal
developmental time (Table 2). On C. sativa, parasitoid mummification and emergence rates were
significantly lower (ca. 50 %) than on V. faba (Table 2). Mummy length and parasitoid size (hind tibia
length) were significantly smaller on C. sativa than on V. faba. No significant difference was found

between C. sativa and V. faba for A. matricariae females egg load.
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Table 2. Effect of the plant-Aphis fabae complex on several life history traits of the parasitoid Aphidius
matricariae.

Camelina sativa Vicia faba
Life history traits parameters n=21 Statistics df P  n=19
Pre-nymphal development (d ; mean + SEM) 8.59+0.18 t=43.719 18 <0.001 7.63+0.17
Nymphal development (d ; mean = SEM) 5.73+0.15 t=-0.232 37.10 0.82 5.68+0.11
Total development (d ; mean £ SEM) 14.32 £ 0.26 t=-2899 38.95 0.006 13.32+£0.23
Mummy length (mm ; mean + SEM) 1.34+0.04 t=3504 38.26 0.001 1.57 £ 0.05
Hind tibia length (mm ; mean + SEM) 0.42+0.01 t=4568 33.50 <0.001 0.49+0.01
Egg load (mean + SEM) 115.32 + 8.78 t=0.896 30.10 0.38 124.16 + 4.50
Mummification rate (%) 19.33 % F=0.018 0.018 39.60 %
Emergence rate (%) 36.67 % F =0.006 0.006 73.90 %

(t: student t-tests and F: Fisher’s exact tests).

Discussion

We showed that A. matricariae females exhibited an initial preference for the plant-aphid complex that
would not allow the best progeny performance, consequently invalidating the "Mother knows best"
hypothesis. Indeed, in our study, A. matricariae females preferred to orientate towards the C. sativa-
A. fabae complex and showed a greater interest (Antennation Examination and Abdomen Bending) for
aphids on camelina whereas aphids were more readily accepted and suitable for parasitoid development
when reared on V. faba. Such paradoxical choice, opposing optimal foraging and optimal oviposition,
can easily be explained in phytophagous insects where females may choose to feed and oviposit on hosts
that enhance their own adult performance (realised fecundity) but not their offspring performance
(survival and development time) [38]. This was empirically validated in phytophagous grass miner
females [39]. It has also been reported in the generalist parasitoid Aphidius ervi whose females were
preferentially attracted by third and fourth instars hosts while their offspring performance was
maximized on second instars hosts [5]. However, these studies testing the optimal oviposition theory
have explored a direct measurement of parasitoid preference that involved only two trophic levels (i.e.
herbivore and parasitoid) and therefore excluded the first trophic level (i.e. the plant). Few studies have
included the first trophic level in their evaluation of the impact of the host plant quality on the preference
and performance of parasitoid wasps. Indeed, [40] and [41] reported that the specialist parasitoid Cotesia
glomerata preferred to alight on Brassica nigra-Pieris brassicae complexes that were not co-infested
with cabbage root flies, and that this behaviour was correlated with offspring performance [42]. In
addition, plant preferences by specialist parasitoids Diadegma semiclausum and C. glomerata for their

respective lepidopteran hosts, Plutella xylostella and P. brassicae, were positively correlated with plant
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quality for offspring performance, which led the authors to state that “Mother knows best” [43]. Indeed,
they showed that parasitoid wasps could innately predict host quality on the basis of plant odours.
Conversely to these studies on tri-trophic systems, our work is not in accordance with the *Mother knows
best" hypothesis. Explanations for the mismatch between mother preference and host suitability can
include threat of hyperparasitoids, host defence, and learning of plant-host complex cues [5]. In our
study we used naive parasitoid females, with no oviposition nor olfactive experience. Parasitoids are
known to exhibit associative learning of volatile compounds emitted by the plant during oviposition,
subsequently allowing them to select more accurately a suitable host-plant complex according to plant
odour [44]. The benefits of learning ability are correlated with the variability of host resources
(polyphagous) and the lifetime of the female [45]. Within the framework of our study model and given
the results of the finals phases of host selection, it is expected that the disruption observed in the host

selection process would decrease with the age/experience of female parasitoid.

Parasitoid reproductive success is closely correlated with the female’s ability to find hosts [8]; therefore,
parasitoids have evolved efficient foraging strategies to locate hosts in complex environments. Many
aphid parasitoids respond weakly to plant or aphid odours alone [46, 47], but use synomones to locate
aphid-infested plants [48,49]. Although A. matricariae did not discriminate between its two host plants,
the preference for one of the two plant-host complexes could be explained by differences in volatile
compound blends emitted. This generally allows parasitoids to discriminate between species of plants
[47, 50] and/or species of herbivores [10,32]. A meta-analysis [51] showed a strong correlation between
preference and performance in oligophagous species of herbivores, but not in polyphagous species. Our
results and the literature previously cited suggest that this correlation could be transferred to the third
trophic level (i.e. between generalist and specialist parasitoids). The ability of parasitoids to exploit

plant-derived volatiles is higher when host ranges are narrow (i.e. specialist parasitoids) [14].

A number of the compounds released are common to most plants and are referred as green leaf volatiles
(GLV). However, the composition of the entire blend and the concentrations of specific compounds
differ based on plant and herbivore species. Those chemicals that promote the effectiveness of natural
enemies involve volatile compounds produced in response to herbivore feeding damage, so-called
herbivore induced-plant volatiles (HIPV), and are known to be attractive to parasitoids and predators of

arthropod herbivores [10].

In our study, A. matricariae females seemed to be sensitive to HIPV because they showed a preference
for the plant-aphid complex in comparison to a non-infested plant. Similar responses by A. matricariae
to plant-aphid complex were demonstrated [52] and for A. ervi [32]. The quantity of emitted and
perceived plant volatiles is important for parasitoid females when searching for herbivorous hosts [53].
Therefore, the preference for the C. sativa-A. fabae complex could possibly be explained by supposing

that it had a different GLV emission profile than the V. faba-A. fabae one. Indeed, GLVs were found to
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have positive effects on host location by parasitoids [49, 54] and to be important for mediating parasitoid

attraction to herbivore-damaged Brassicaceae [55].

Once host location is achieved, upon host encounter by the parasitoid female, effective detection of the
host occurs during ‘antennal palpation’ [34] and is based on physical and chemical cues acting at short
range or by contact [48]. Some behavioural items linked to host recognition (AE and AB) were enhanced
on A. fabae on C. sativa, but the numbers of Ol, allowing the wasp to assess host quality before
oviposition, were identical on aphids reared on both plants. Nevertheless, the ethogram of A. matricariae
attack behaviour on the two plant-aphid patches emphasizes that the host recognition step was more
effective on A. fabae on V. faba, with increased transitions between AB and Ol, and consequently fewer
return from AB to AE, compared to A. fabae on C. sativa. These results suggest an alteration in the host
selection process on the C. sativa-A. fabae complex, which is confirmed by the lower oviposition rate
measured on this complex. Host acceptance for A. matricariae females seems to be a function of stimuli
firstly perceived during AE, resulting in some rejection before Ol, and finally during OI, when host
quality is assessed before oviposition. The two plants were suitable, with oviposition occurring on both
species, but host acceptance of A. matricariae was enhanced on V. faba compared to C. sativa, which
suggests that plants play an important role in the host selection behaviour. Changes in host acceptance
that depend on the host plant have already been recorded in other aphid parasitoids. For example in

laboratory experiment, L. testaceipes oviposited into more aphids on mungbean than on cotton [56].

In order to see if such a final decision to preferentially oviposit in A. fabae on V. faba was linked to a
better performance of the progeny on this complex, a controlled oviposition bioassay was performed.
Our results indicate that parasitoid fitness was higher when they had developed on V. faba compared to
C. sativa. This is in accordance with studies in other systems where the size of the emerging solitary
parasitoid, used as a fitness proxy, is correlated to “host quality” (size, age, stage and diet) (for review,
see [8, 57]). Indeed, in our study, aphid hosts developing on V. faba were bigger than those developing
on C. sativa and therefore offered better quality for parasitoid development. This size difference
observed between aphids feeding on C. sativa and V. faba could be due to different amino acid
composition [58]. Indeed, the growth and fecundity of phytophagous insects are generally limited by
nitrogen, in terms of quantity and quality (i.e. composition). The latter occurs because aphids lack the
ability to synthesize nine ‘essential' amino acids; and if the concentration of one of those is in short
supply, protein synthesis and animal growth are constrained [59]. Various studies with other koinobiont
parasitoids have reported that parasitoid size (which is often correlated with parasitoid fecundity) is an
increasing function of host size or stage at oviposition [15], with bigger hosts usually representing a
greater resource [60]. However, this link was not found in our study, in which no significant difference

of parasitoid egg load was observed.

The lower performance of A. matricariae on the C. sativa-A. fabae complex could also be partly

explained by the presence of camelina-specific secondary compounds that may be harmful to the
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developing parasitoid larvae. Few studies have investigated the effects of secondary plant chemistry
mediated through the host on parasitoid performance [15,16]. Camelina tissues exhibit different
glucosinolates [61], Brassicaceae secondary metabolites that may negatively affect the fitness of
parasitoids [16,55]. Moreover, the presence of Camalexin was identified in camelina [62], a secondary
compound reducing the performance of Myzus persicae, a generalist aphid species [63]. Performance of
the host and that of its parasitoid are often positively correlated [64] but the adverse effects of food plant
characteristics on insect performance are usually less pronounced in the parasitoid than in its herbivore
host. Here, camelina plants seemed to have more drastic effects on A. matricariae than on A. fabae: the
overall fitness of parasitoids was reduced whereas intrinsic rate of natural increase (rm) was equivalent
[24] and only sizes were affected in aphid hosts. Ultimately, the sharp decline in parasitoids fitness could
also be due to the host plant range of A. fabae hosts. Indeed, parasitoids attacking generalist hosts have
been shown to be more strongly affected by the herbivore’s diet than parasitoids that attack specialist

hosts [64].

Conclusion

These findings may have important implications for agricultural production in sustainable systems. The
presence of camelina induced a disruption of the initial foraging decisions of A. matricariae females
towards the V. faba-A. fabae complex, potentially impairing the top-down regulation of the black bean
aphid in such an intercropping association. From the aphid perspective, camelina seemed to be an 'enemy
free-space’, as described by [65] stating that plants can provide an ecological refuge for herbivores by
allowing them to chemically or physically escape their natural enemies. Based on the first phases of host
selection by parasitoids, the C. sativa-A. fabae complex may ultimately be considered as an ecological
trap for A. matricariae (i.e. a low-quality habitat that organisms prefer over superior habitats) [66]. This
concept has been set for animals that make errors in habitat assessment as a result of some mismatch
between the environmental cues they use to select habitats and actual habitat quality (for review, see
[671).

By demonstrating that A. matricariae females are able to discriminate the aphid host that offers the
highest fitness to their offspring but select beforehand the least suitable plant-aphid complex, this study

provides key insight into the disruption in their host selection behaviour potentially triggered by diverse
habitats.
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Etude 2 : Effet de I’intrant azoté sur les interactions tri-trophiques

X

Parasitoides

Pucerons
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NH4NO5
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azotée

Fig. 17. Influence de la fertilisation azotée sur les interactions tri-trophiques cameline-puceron-parasitoide.
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Présentation de I’étude et principaux résultats :

La cameline présente de faibles besoins en fertilisation en azote (N), cependant des études de
terrain ont montré que des doses modérées ont des effets significatifs sur les rendements en biomasse et
la composition des huiles (Solis et al. 2013). Cependant, ces intrants peuvent avoir des conséquences
écologiques importantes sur 1’ensemble des niveaux trophigques (Mattson 1980; White 1993). Dans les
agro-ecosystemes, le succes des ennemis naturels peut dépendre non seulement de leurs hotes herbivores
mais aussi des plantes hétes dont la qualité peut étre modulée par la fertilisation azotée (Kagata &
Ohgushi 2006).

Nous avons donc modulé les concentrations en azote foliaires de plantes de Camelina sativa en leur
fournissant trois niveaux différents de fertilisation azotée (une dose contréle « 0 » c¢’est-a-dire aucune
fertilisation, une dose « optimale » de 80 kg/ha en se référant a la bibliographie et une dose « en exces »
de 240 kg/ha équivalente a trois fois la dose « optimale »). Nous avons étudié comment 1’altération de
la qualité nutritionnelle de la plante-hote influencait les performances de deux espéces de pucerons, le
puceron généraliste vert du pécher, Myzus persicae et le puceron cendré du chou, Brevicoryne brassicae,
ainsi que leur parasitoide commun Diaeretiella rapae (Fig. 17.).

Les apports azotés (80 kg/ha et 240 kg/ha) ont tous deux conduit a une augmentation des concentrations
en azote dans les plantes, mais les concentrations azotées ont été plus contrastées pour les pucerons en
fonction de I’espéce considérée. Par rapport au controle, la biomasse de la plante a augmenté pour un
traitement optimal en azote mais diminué avec le traitement en exces. Les performances de M. persicae
ont été améliorées pour le traitement optimal en comparaison de celles mesurées sur les plantes témoin
et traitées en exces alors que les performances de B. brassicae ont été négativement impactées suite au
traitement excessif. En tests de non-choix, les taux d’émergences de D. rapae se développant dans
M. persicae ont été supérieurs pour les deux traitements azotés (optimal et excessif), alors qu’ils sont
restés stables quel que soit le traitement pour les parasitoides se développant dans B. brassicae. Les
tailles des parasitoides femelles émergeantes ont été positivement affectées par le traitement azoté
seulement quand elles se sont développées dans M. persicae élevés sur plantes ayant subi un traitement

azoté excessif.

Ce travail a montré que, contrairement a un apport en azote optimal, quand 1’azote est délivré en dose
excessive, la qualité de la plante pour les pucerons est diminuée et par conséquent affecte négativement
leurs paramétres démographiques. Etonnamment, ces effets négatifs peuvent avoir des répercussions
neutres a positives sur les paramétres des parasitoides, ce qui suggere un effet tampon a 1’échelle du

troisieme niveau trophique.

De plus, notre travail a montré qu’en accord avec 1’hypothése d’« interactions tri-trophiques » (TTI) de
Mooney, Pratt & Singer (2012), les variations de qualité de la plante se répercutent différemment sur les

niveaux trophiques supérieurs en lien avec le degrés de spécialisation alimentaire des herbivores. Ces
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variations ayant un impact plus important sur les herbivores généralistes que spécialistes, et donc, par
conséquent, plus d’effets sur le troisiéme niveau trophique lorsqu’il se développe sur un herbivore

généraliste.
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Summary

Because N is frequently the most limiting mineral macronutrient for plants in terrestrial ecosystems,
modulating N input may have ecological consequences through trophic levels. Thus, in agro-
ecosystems, the success of natural enemies may depend not only from their herbivorous hosts but also
from the host-plant whose qualities may be modulated by N input.

We manipulated foliar N concentrations by providing to Camelina sativa plants three different nitrogen
rates (control, optimal and excessive). We examined how the altered host-plant nutritional quality
influenced the performances of two aphid species, the generalist green peach aphid, Myzus persicae and

the specialist cabbage aphid, Brevicoryne brassicae, and their common parasitoid Diaeretiella rapae.

Both N inputs led to increased N concentrations in the plants but induced contrasted concentrations
within aphid bodies depending on the species. Compared to the control, plant biomass increased when
receiving the optimal N treatment but decreased under the excessive treatment. Performances of
M. persicae improved under the optimal treatment compared to the control and excessive treatments
whereas B. brassicae parameters declined following the excessive N treatment. In no-choice trials,
emergence rates of D. rapae developing in M. persicae were higher on both optimum and excessive N
treatments, whereas they remained stable whatever the treatment when developing in B. brassicae. Size
of emerging D. rapae females was positively affected by the treatment only when it developed in

M. persicae on the excessive N treatment.

This work showed that contrary to an optimal N treatment, when N was delivered in excess, plant
suitability was reduced and consequently affected negatively aphid parameters. Surprisingly, these
negative effects resulted in no or positive consequences on parasitoid parameters, suggesting a buffered
effect at the third trophic level. Host N content, host suitability and dietary specialization appear to be

major factors explaining the functioning of our studied system.
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Introduction

Trophic cascades, defined as mutual consumer-resource interactions that alter performances of trophic
levels across more than one link in a food web (Knight et al. 2005), represent not only indirect effects
of a higher trophic level on nonadjacent lower trophic levels, i.e. top-down cascade, but also effects of
lower trophic levels that can transmit upward to nonadjacent higher trophic levels, i.e. bottom-up
cascade (Hunter and Price 1992, Johnson 2008).

Ecological stoichiometry studies these interactions in ecosystems by investigating how the balance of
energy and elements affects and is affected by organisms (Sterner and Elser 2002, Moe et al. 2005).
Indeed, there are differences in the nitrogen (N) content among trophic levels indicating that consumer
development would be limited by the amount of N in the resources (White 1993). The amount of N is
an important factor limiting survival and growth of several herbivores and predators (Mattson 1980,
Denno and Fagan 2003). Therefore, N in host plants and its accumulation by herbivorous insects may
influence the performance of natural enemies (Kagata and Ohgushi 2006). One hypothesis for explaining
trophic cascades is that a higher N level in host plants leads to an increase in the N content of herbivorous

insects, which in turn leads to an increase in predator performance (Mayntz and Toft 2001).

In terrestrial agro-ecosystems, nitrogen (N) is an important macronutrient for plants that may vary and
be patchy due to soil properties (Keddy 2007). N availability strongly defines patterns of plant growth
and allocation. Generally, in response to enhanced N, plant foliar N concentration, photosynthetic rate,
growth rate and aerial biomass production increase (Leith et al. 1999, Magill et al. 2000, Hermans et al.
2006). However, excessive N input may induce symptoms indicating toxicity such as chlorosis of leaves,
reduced growth or yield depressions which are due to excessive ammonium (NH4+) in plants (Britto
and Kronzucker 2002). Because N is frequently the most limiting mineral macronutrient for plants in
temperate terrestrial ecosystems (Vitousek and Howarth 1991), modulating N input may have ecological

consequences through the different trophic levels.

Generally, improved plant nutritional quality due to enhanced leaf N content (i.e. decreased C:N ratio)
has been reported to induce better herbivore development (Awmack and Leather 2002, Stiling and Moon
2005, Huberty and Denno 2006, Zehnder and Hunter 2008) and higher herbivore population growth rate
(Gratton and Denno 2003). However, using an aphid model and by experimentally manipulating foliar
N content, Zehnder and Hunter (2009) have shown that strong N foliar content due to excessive N input

may limit herbivore population growth rates.
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Within agro-ecosystems, nitrogen can exert a variety of bottom-up effects through the different trophic
levels, from the plant to the natural enemies (predators/parasitoids). Development and life history traits
of parasitoids directly depend upon their host quality and, indirectly, upon the quality of the host-plant
(Turlings and Benrey 1998, Schadler et al. 2010). Plant nitrogen inputs were reported to directly improve
host nutritional quality for parasitoid development through an increase of N concentrations in host
bodies (Winter and Rostas 2010). Several studies have shown that N plant inputs generally enhances
parasitism success (Ponti et al. 2007, Aqueel et al. 2015), but to our knowledge, the impact of excessive
N input on the third level has not been investigated yet. Nevertheless, N is known to cascade up to higher
trophic levels and subsequently alter the abundance and/or performance of natural enemies, thus altering

top-down influences.

This work explores how different levels of N input (no input, optimum input, excessive input) impact
host-plant quality (biomass and C:N ratio) and subsequently may alter tritrophic interactions. As aphids
have proven to be useful and interesting models for studying important questions in ecology and
evolution (Huang and Qiao 2014), two aphid species (Myzus persicae and Brevicoryne brassicae)
differing in their dietary specialization and being both used as hosts by the aphid parasitoid wasp
Diaeretiella rapae Mc’Intosh (Hymenoptera: Braconidae) were studied on the host plant Camelina
sativa (Brassicales: Brassicaceae). Increasing attention has been paid to camelina, both because of its
phyletic proximity to Arabidopsis thaliana (Beilstein et al. 2008) and its agronomic characteristics
(Bansal and Durrett 2016). In terms of yield, camelina responded positively to nitrogen input up to 80-
120 kgN/ha and negatively to higher N input (Solis et al. 2013). Camelina is generally reported to be
tolerant and resistant to various pathogens and insects (Séguin-Swartz et al. 2009), although it has
recently been shown to be a potential host for some aphid pests (Chesnais et al. 2015). Among those
aphids, Brevicoryne brassicae L. (Hemiptera: Aphididae) and Myzus persicae Sulzer (Hemiptera:
Aphididae) are commonly studied on Brassicaceae crops because of their different dietary
specialization. B. brassicae is a Brassicaceae specialist (Costello and Altieri 1995), responsible for
severe damage on cabbage (Blackman and Eastop 2000). M. persicae is a generalist aphid (Costello and

Altieri 1995) and a serious pest on a wide range of crops (Cole 1997b).

In our study, different N fertilization rates (optimum vs. excessive) were used to modulate C. sativa
nitrogen availability to determine whether altered leaf N content would cascade up through trophic levels
and then would influence the interaction between the two aphid species and their common aphid
parasitoid, Diaeretiella rapae. We expected that insect performances would depend on their host (either
the host plant for the aphid or the host aphid for the parasitoid) N concentration. The “Tri-Trophic
Interactions” (TTI) hypothesis predicts that generalist herbivores should be more sensitive to variations
in host-plant quality than specialist herbivores, and thus that the subsequent effects on natural enemies

should be more important when the generalist host/prey feeds on low quality plants (Mooney et al.
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2012). We therefore expected that the variation in host-plant quality would affect more the parasitoid

D. rapae developing on M. persicae than when it developed on B. brassicae.

Materials and Methods

Insects

The Myzus persicae (Sulzer) colony was established from one parthenogenetic female collected in 1999
in a potato field near Loos-en-Gohelle (France) (Fig.1). The Brevicoryne brassicae (L.) colony,
established from one parthenogenetic female, was provided in 2008 by INRA-Le Rheu (Rennes,
France). Aphids of both colonies were reared on rapeseed (Brassica napus cv. “Adriana”). Pots (90 x
90 x 70 mm) containing each three to four rapeseed plants were placed in ventilated plastic cages (240
x 110 x 360 mm) and maintained in a growth chamber under 20 + 1°C, 60 + 5% relative humidity (RH),
and 16L.:8D photoperiod at 2.5 klux. Aphid clones were used to minimize intraspecific variability and

to ensure a certain uniformity of response.

Fig. 1 Green peach aphid, Myzus persicae, on Camelina sativa plant.

Diaeretiella rapae (M’Intosh, 1855) parasitoids (Hymenoptera: Aphidiidae) were obtained from
IFTECH (Les Ponts de Cé, France) as mummies and were reared on the complex B. brassicae - B. napus.
Upon reception, mummies were transferred to plastic tubes (75 x 13 mm) closed with a cotton plug.
Once emerged, parasitoids were sexed and mating was allowed by grouping three to four males with six
to seven females in the same tube. They were fed ad libitum with a 1:1 honey/water (v/v) solution until
used for the experiments. Parasitoids were maintained in a room at 20 + 1°C, 60 + 5% relative humidity,
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and a 16L:8D photoperiod at 2.5 klux. Three-day-old standardized parasitoid females (mated, fed and
without oviposition experience) and males (mated and fed) were randomly selected for the experiments.

Plants and Nitrogen treatments

Camelina seeds (Camelina sativa cv. “Celine”) were sown (4 seeds/pot) in plastic pots (9 x 9 x 10 cm)
containing potting soil (NPK 18-10-20, 0.5 kg/m3, FLORAGARD) and maintained in a growth chamber
under 20 + 1°C, 60 * 5% relative humidity (RH), and 16L:8D photoperiod at 2.5 klux.

Plants were randomly assigned to one of the three following treatments: (i) no nitrogen input, consisting
of the potting soil only (control referred to as “ON”) (ii) potting soil supplemented with 0.065 gN/pot
(i.e. 80 kgN/ha) of ammonium nitrate (referred to as “80N”), constituting the recommended input for
camelina (Solis et al. 2013) or (iii) potting soil supplemented with 0.195 gN/pot (i.e. 240 kgN/ha) of
ammonium nitrate (referred to as “240N”). Application of the nitrogenous solutions was carried out over
the entire soil surface of each pot. A first half-dose, diluted in 100 mL of water, was applied at the
sowing date. A second half-dose was applied one week later. Four weeks-old plants were used for the
experiments. Camelina pots were randomly arranged in the growth chamber, independent of their N

treatment.
First trophic level - Plants

Ten 30 days-old camelina plants per treatment were used for this experiment. The aerial part of each
plant was cut and weighed using an electronic balance (Mettler Toledo ML204, Max: 220 g, d = 0.1 mg)
(fresh weight). The first four leaves from the base of each plant were used to assess plant quality through
the calculation of the Carbon:Nitrogen (C:N) ratio. Each plant sample was treated individually,
lyophilized at 4 °C for 48 hours (lyophilizer Alpha 1-5), grinded for two minutes with a ball mill
(MM400, Restch, Germany), then placed in a tin basket and dry weighed (Sartorius Genius ME415S,
Max: 410 g, d = 0.01 mg). The dosage of C and N was achieved using an elemental analyser (Flash EA

1112 series Thermo Electron, Bremen Germany).
Second trophic level - Aphids
Nitrogen treatment and aphid performance

Pools of synchronized first instar nymphs (less than 24-h old) of each aphid species were obtained from
parthenogenetic adult females placed on leaves of B. napus set in 1.5 % agar in Petri dishes (90 mm
diameter). For the nymph survival study, groups of five first instar nymphs were transferred onto
camelina plants. Each group of aphid nymphs was enclosed in a clip cage on one leaf at mid-height of
each camelina plantlet. Nymph survival was recorded daily. Twenty repetitions per aphid species x N
treatment were made. For the adult performance study, for each treatment and each aphid species, twenty
seven to thirty surviving adults were randomly selected and placed individually in a clip cage on the

plant to be tested. Their survival and fecundity were recorded daily. The pre-reproductive period (i.e.
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the period of time from birth until the onset of reproduction) of adult aphids was also measured. Their
fecundity was assessed for a duration equivalent to twice the pre-reproductive period duration (PRP) for
each aphid species. Newly larviposited nymphs were removed daily (Le Roux et al. 2004, Hackett et al.
2013).

Nitrogen treatment and aphid size

Thirty-three to thirty-five eight-day-old aphids, randomly selected from the nymph survival study, were
measured under a stereomicroscope (LEICA M165C) from the tip of the head to the base of the cauda.

Nitrogen treatment and aphid C:N ratio

Cobhorts of eight-day-old aphids were obtained as described in the nymph survival study. For each aphid
species, ten samples of 15-20 aphids per N treatment were frozen and then freeze dried for further C and

N content analysis. The same protocol as the one used for leaf plant samples was used.
Third trophic level - Parasitoid

The experimental setup used was modified from Boquel et al. (2012). It consisted of six ventilated
Plexiglas® chambers (360 x 240 x 110 mm) used simultaneously, inside which, three plants of C. sativa
(1 plant per pot) belonging to one of the three treatments (“ON”, “80N” or “240N”") were placed. In each
chamber, 180 to 200 three-day-old nymphs, which had been reared on camelina from the corresponding
treatment, were deposited evenly on the 3 plants. Groups of five to six males and ten females
standardized D. rapae wasps were introduced with a small paintbrush in the middle of the experimental
setup for 24 hours before being removed. Two replicates of each treatment were performed. All
experiments were conducted under controlled conditions (20 + 1°C, 60 + 5% relative humidity (RH),
and 16L:8D photoperiod at 2.5 klux).

Aphids were observed daily until formation of a mummy. Mummies were transferred into plastic tubes
(75 x 13 mm) closed with a cotton plug. Emerged parasitoids were sexed and then stored at -80°C for
further measurements. Left hind tibia length was used as a proxy for parasitoid size. It was measured
under a stereomicroscope (LEICA M165C) on 30-35 randomly selected parasitoid females for each N

treatment x host aphid species combination.

The following parasitoid life-history parameters were then computed: 1) Nymphal developmental time
(from mummification to adult emergence) in days; 2) Emergence rate expressed as a percentage ((No.

of emerged parasitoids / No. of mummies) x 100); 3) Tibia length (in mm) of parasitoid females.
Statistical analyses

Mean values are given with their standard error of the mean (SEM). The effect of treatment on plant
(biomass and C:N) and aphid (PRP, fecundity and C:N) data that were not normally distributed was
analysed using a Kruskal-Wallis one-way analysis of variance (H), followed by multiple comparison

tests using the R package ‘nparcomp’ (type: Tukey). Aphid survival was analyzed using a Cox
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proportional hazards model. Aphid length data being normally distributed, the effect of N treatment on
this parameter was analyzed using a parametric one-way ANOVA test followed by pairwise
comparisons using permutational t-tests (P-value adjustment method: fdr, 999 permutations, package
‘RVAideMemoire’). The combined effects of aphid host species and N treatment on parasitoid
parameters were analyzed using GLM with binomial error (link : logit) for emergence rate, as the use of
binomial distribution is appropriate to model binary data or percentages ; GLM with gaussian
distribution (link : identity) for the hind tibia length and poisson distribution (link : log) for the
development time. All statistical analyses were carried out using the statistical program ‘R’ (R 3.2.2 -R

Development Core Team 2015).

Results
First trophic level — Plant
Effect of Nitrogen treatment on Plant aerial biomass and quality

There was a significant treatment effect on both the aerial biomass (Kruskal-Wallis test, H = 21.428, df
= 2, P = 2.223e-05) and the C:N ratio (Kruskal-Wallis test, H = 19.125, df = 2, P = 7.031e-05).
Compared to the control “ON” treatment, the aerial biomass of Camelina sativa plants was significantly
higher under the “80N” treatment and significantly lower under the “240N” treatment (Fig. 2a). Both N
treatments (“80N” and “240N”) induced a significantly lower foliar C:N ratio compared to the control
(Fig. 2b).

-119 -



a) b)
3.5 5.0
a
- a
530 - ; asq 2
» E
© 2.5 b : 4.6 1
g T o
‘5 2.0 o = 4.4 b
=] c = ] . _ b
3151 : 5 —
) : 4.0
0 1.0 T
2z 1
2 E 3.8 -
< 0.5 ——
3.6 -
0.0 T T I T T T
IIONII IIBONII ll240N|l l!oNll "8ONII ll24ONII
KgN/ha KgN/ha

Fig. 2 a) Aboveground biomass and b) Leaf C:N ratio of Camelina sativa plants exposed to different

nitrogen treatments. The letters indicate significant differences associated with Kruskal-Wallis one-way

analysis of variance (H) followed by Tukey multiple comparison tests.

Second trophic level - Aphids

Plant-mediated Nitrogen effects on aphid life history traits

Whatever the treatment, nymph survival was significantly higher in M. persicae than in B. brassicae
(ANOVA Cox model, y2 = 127.72, df = 1, P < 2.2e-16) (Fig. 3). There was no significant effect of the

treatment on aphid nymph survival, neither for B. brassicae (ANOVA Cox model, ¥ = 0.1501, df =1,
P =0.698) nor for M. persicae (ANOVA Cox model, > =3.438, df =1, P = 0.064).
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Fig. 3 Survival rates of aphid nymphs of M .persicae and B .brassicae on camelina plants exposed to
different nitrogen treatments (“ON”, “80N” and “240N”).

For B. brassicae (Table 1a), there was a significant effect of the treatment on both fecundity (Kruskal—
Wallis test, H = 23.079, df = 2, P = 9.736e-06) and length of adult aphids (ANOVA test, F = 6.380, df
=2, P =0.006). The fecundity was significantly lower when aphids were reared on “240N” treated plants
compared to “ON” control and “80N” treated plants. The length of B. brassicae adult aphids developed
on N treated plants (“80N” or “240N) were significantly higher than on control plants. There was no
significant difference between the PRP and the C:N ratio of adult aphids reared on the different plant
treatments (Kruskal-Wallis tests, H = 0.841, df =2, P = 0.657 and H = 0.784, df = 2, P = 0.675).

For M. persicae (Table 1b), there was a significant effect of the treatment on aphid fecundity (Kruskal—
Wallis test, H = 23.996, df = 2, P = 6.157e-06), the length of adult aphids (ANOVA test, F = 5.382, df
=2, P =0.003) and the C:N ratio of adult aphids (Kruskal-Wallis test, H = 9.715, df = 2, P = 0.008).
The fecundity was significantly higher when aphids were reared on “80N” treated plants compared to
“ON” control and “240N” treated plants. The length of M. persicae adult aphids developed on “80N”
treated plants was significantly higher than on control or “240N” treated plants. There was no significant
difference between the PRP of adult aphids reared on the different plant treatments (Kruskal-Wallis test,
H = 2.087, df = 2, P = 0.352). The adult aphids C:N ratio was significantly higher when aphids were
reared on control plants (“ON”) than when they were reared on N treated plants (“80N” or “240N”).
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Table 1 Life history traits (Mean + SEM) of a) Brevicoryne brassicae and b) Myzus persicae aphids reared on Camelina sativa exposed to different nitrogen

treatments (0, 80 and 240 kgN/ha).

Aphid “ON” “80N” “240N” Statistics
parameters
a) Brevicoryne brassicae
n 29 30 30
PRP (days) 9.172 £+ 0.193 a 9.300 + 0.215 a 9.633 + 0.212 a H=0.841,df=2,P>0.1
Fecundity (/%) 50.793 + 1956 a 44533 + 1896 a 33333 + 2497 b H=23.079, df =2, P<0.001
n 35 35 35
Length (mm) 1367 + 0.021 b 1456 + 0.017 a 1477 + 0.027 a F=6.380,df=2,P<0.01
n 10 10 10
C:N ratio 572 + 007 a 586 + 0.09 a 587 £+ 020 a H=0.784,df =2,P>0.1
b) Myzus persicae
n 27 29 29
PRP (days) 7852 + 0.163 a 8.138 = 0.136 a 8207 + 0235 a H=2087,df =2, P>0.1
Fecundity (9/9) 50.148 + 3346 b 62621 + 1781 a 44.655 + 2316 b H=23.996,df =2, P<0.001
n 34 33 33
Length (mm) 1393 + 0.016 b 1448 + 0.020 a 1362 + 0.019 b F=5.382,df=2,P<0.05
n 10 10 7
C:N ratio 6.01 + 010 a 551 £ 010 b 545 + 013 b H=9.715 df =2, P<0.01

P-values in bold indicate statistically significant differences with H (Kruskal-Wallis test) or F (ANOVA test). Kruskal-Wallis one-way analyses of variance (H)

were followed by Tukey multiple comparison tests and one-way ANOVA tests were followed by pairwise comparisons using permutational t-tests. The letters

indicate significant differences associated with following pairwise comparisons. Means are presented with their standard error. n: number of aphids tested.
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Third trophic level - Parasitoid

Emergence rate was significantly affected by the plant treatment (¥ = 22.695, df = 2, P = 1.180e-05).
There was a significant interaction between aphid species and treatment (y> =22.047, df=2, P=1.631e-
05). Only when D. rapae developed inside M. persicae its emergence rate was significantly lower under
the “ON” treatment (Table 2 a and b).

Development time was not significantly affected by the plant treatment but was affected by the aphid
species in which D. rapae females developed, with reduced development time inside B. brassicae
(x> = 11.515, df = 573, P = 0.0007) (Table 2 a and b). There was no interaction between the two factors.

Hind tibia length was significantly affected by the N treatment (x> = 0.007, df = 190, P = 0.038) but not
by the aphid species (> = 0.002, df = 192, P = 0.1141). There was a significant interaction between
aphid species and plant treatment (y> = 0.015, df = 188, P = 0.0007). When D. rapae developed inside
M. persicae, parasitoid hind tibia length increased only under the “240N” treatment while when D. rapae

developed inside B. brassicae, there was no significant difference (Table 2 a and b).

Table 2 Life history parameters (Mean + SEM) of Diaeretiella rapae that developed inside a)
Brevicoryne brassicae and b) Myzus persicae aphids on Camelina sativa exposed to different nitrogen
treatments (0, 80 and 240 kgN/ha).

Parameters “ON” “8ON” “240N”
a) Brevicoryne brassicae
n 143 94 93
Emergence rate 78.10% 75.80% 84.50%
Development time (days) 1425 + 0.09 1547 + 015 1433 =+ 0.13
n 34 33 33
Hind tibia length (mm) 0541 + 0.005 0555 =+ 0.005 0544 =+ 0.006
b) Myzus persicae
n 70 101 73
Emergence rate 55.60% 88.60% 85.90%
Development time (days) 1594 =+ 0.16 1579 = 015 1545 =+ 0.14
n 32 31 31
Hind tibia length (mm) 0547 + 0.007 0541 <+ 0.007 0572 £ 0.006

-123 -

Means are presented with their standard error. n: number of parasitoids tested.



Discussion

Nitrogen inputs differently affected N concentrations within the first two trophic levels and the
subsequent bottom-up effects within our tri-trophic system. Contrary to an optimal N application, when
N was delivered in excess, the plant was stressed and its biomass decreased although N leaf
concentration increased. Aphids parameters were negatively affected suggesting that the suitability of
host plants receiving an excess of N was therefore reduced. Surprisingly, these negative effects resulted
in no or positive effects on parasitoid parameters, suggesting a buffered effect at the third trophic level.
Host N content, host suitability and dietary specialization appear to be major factors explaining the

functioning of our studied system.
Nitrogen host content and performances of superior trophic levels

Nitrogen input affected severely the biomass and physiology of camelina. In our study, plants receiving
the optimal “80N” treatment had an increased aerial biomass and a decreased leaf C:N ratio, due to
increased leaf N concentration (data not shown). Our results are in accordance with previous works
(Leith et al. 1999, Magill et al. 2000, Hermans et al. 2006). For the excessive “240N” treatment, even
if the C:N ratio decreased, plant biomass decreased indicating a stressed status of the plants. In some
cases of excessive N input, ammonium (NH4+) stress may induce symptoms such as reduced growth or
yield depressions (Britto and Kronzucker 2002) and this type of stress may then cascade up negatively

on the 2nd trophic level such as observed in our study.

Previously published papers have shown positive relationships between high N concentration in the
host-plant and high performances of phytophagous insects in terms of population growth rate (Couture
et al. 2010), weight increase (Winter and Rostas 2010), or both (Aqueel and Leather 2011). Consistent
with these previous works, in our study, M. persicae size and fecundity and B. brassicae size were
positively impacted by the higher leaf N concentration obtained in the optimal “80N” treatment.
However, increased leaf N concentration obtained in the excessive “240N” treatment did not affect
positively M. persicae size and fecundity nor B. brassicae fecundity. A study from Zehnder and Hunter
(2009) examining the impact of experimental increases of foliar N levels has documented a diminution
in performance of an aphid species suggesting that excessive nutrient levels can limit herbivore
population growth rates. This may occur when nutrient additions lead to host-plants presenting nutrient
ratios that exceed herbivore threshold elemental ratios (TER) (Boersma and Elser 2006). To maintain
homeostasis, herbivores need therefore to excrete excess elements, and if the excretion is energetically
costly, then they may exhibit reduced population growth rates (Boersma and Elser 2006). Other
physiological mechanisms (reviewed in Zehnder and Hunter, 2009) such as a decrease of feeding rate,
an alteration of assimilation efficiency, or the impact of plant composition on aphid symbionts, may also

explain how excessive N concentrations may result in decreased aphid performances.
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Fagan et al. (2002) have revealed an imbalance between herbivorous and parasitoid insect N
concentrations, indicating that N limitation can influence higher trophic levels interactions (Denno and
Fagan 2003). On the one hand, on N treated plants N concentrations were enhanced for M. persicae but
remained unchanged for B. brassicae. On the other hand, parasitoid emergence rates were enhanced
when they developed inside M. persicae while emergence rates were not affected by the plant treatment
when parasitoid developed inside B. brassicae. Therefore, in accordance with Aqueel et al. (2015), our
study suggests that the greater is the N concentration in the body of the aphid host, the better is the
parasitoid emergence rate. Effects of N input on development rate of parasitoid seem to be variable as
both positive (Garratt et al. 2010) and no effects (Aqueel et al. 2015) have been previously observed. In
our study, whatever the N host content, the developmental duration of parasitoids was not affected.
Interestingly, the size of female parasitoids was increased when developing in M. persicae in the
excessive “240N” treatment, potentially enhancing the level of pest control they may provide as size is

generally positively correlated to their fitness (e.g. egg load) (Jervis et al. 2008).
Variation of N input and the “Tri-Trophic Interaction” Hypothesis

According to the “Tri-Trophic Interactions” (TTI) hypothesis developed by Mooney et al. (2012): (1)
generalist herbivores should be more sensitive to variation in host-plant quality than specialist
herbivores, and 2) a low quality host-plant should impact more the third trophic level when the herbivore
host/prey is a generalist than when it is a specialist. We therefore expected that 1) variations in
performances would be more important for M. persicae than B. brassicae and 2) the variation in host-
plant quality would affect more the parasitoid D. rapae developing on M. persicae than when it

developed on B. brassicae.
Validation of Prediction 1) depends on the level of the N input

At the optimal “80N” treatment, consistent with prediction 1), the generalist M. persicae was more
affected than the specialist B. brassicae. Fecundity and size of M. persicae were enhanced whereas in
B. brassicae only the size was enhanced. However, unexpectedly, under the excessive “240N” treatment
(i.e. stressed plant), prediction 1) was invalidated. M. persicae fecundity and size were not affected
whereas, paradoxically, fecundity was reduced and, in the specialist aphid B. brassicae, size was
enhanced. Both N treatments may have influenced host-plant resistance to the second trophic level
through the alteration of primary and secondary metabolites production (Rosenthal and Berenbaum
1992, Lou and Baldwin 2004, Chen et al. 2008). For both N treatments, a decrease in the C:N ratio
compared to the control treatment may be related to a higher percentage of amino acids in the phloem
sap (Crafts-Brandner 2002). Extensive studies of aphid physiology have revealed the central role of
sucrose concentration, amino acid concentration and composition, and sucrose:amino acid ratio in

shaping aphid performances (Auclair 1963, Febvay et al. 1988, Douglas 1998). The better performance
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of M. persicae may therefore possibly be attributed to an increase in the quantity and/or quality of amino

acids in the camelina plants submitted to the optimal “80N” treatment.

Several works have emphasized the role of bacterial symbionts in situation of low-N availability. Indeed,
aphids have bacterial symbionts that enable them to modify the quality of the ingested phloem sap by
upgrading nonessential amino acids to essential amino acids (Douglas 1998), enabling them to maintain
high reproductive rates on diets with low concentrations of low-quality nitrogen. However, there is no
indication of how these microbial symbionts would behave in case of excessive N input and how this
might alter their relationship with the aphids (Zehnder and Hunter 2009).

Besides, high rates of N application may increase plant demand for water and then increase the
possibility of water stress (Scagel et al. 2011). Many phytophagous insects, especially sap-feeders, are
adversely affected by continuous water stress (reviewed in Huberty & Denno 2004). During periods of
plant stress, reductions in turgor and water content may also interfere with the herbivore’s ability to
access or utilize nitrogen. This effect may also partly explain the limited fecundity of B. brassicae on
the “240N” treatment.

Depending on the plant species, N treatment may also affect the synthesis and levels of constitutive and
induced defensive secondary compounds (Dudt and Shure 1994, Lou and Baldwin 2004, Chen et al.
2008). For example, foliar glucosinolate content in Brassica crops is influenced by fertilizer treatments
(Staley et al. 2010, 2011) and generally decreases in reaction to N input (Schonhof et al. 2007). The
specialist aphid, B. brassicae, is dependent on glucosinolate compounds, which can act as phago-
stimulants (Cole 1997a, Kim et al. 2008) and may be or not affected by GLS in their host plants
(Le Guigo et al. 2011). N input may have induced lower glucosinolate concentrations in camelina leaves
and then negatively affected B. brassicae feeding rate, thus, leading to a decreased fecundity, whereas
M. persicae performances, which are less strongly related to glucosinolate concentrations (Cole 1997a),
were enhanced. This latter result can be related to the way M. persicae deals with GLS. As a generalist
aphid, it uses a strategy of toleration, whereby glucosinolates and other plant secondary metabolites are

flushed rapidly through the aphid gut and are present in the honeydew (Weber et al. 1986).

Wilkens et al. (1996) found that N fertilization altered levels of phenolic compounds that are associated
with plant resistance to aphids (Cole 1984). The decreased performance of B. brassicae on the “240N”

treatment could therefore be attributed to a variation in such phenolic compounds.
Validation of Prediction 2)

Consistent with our prediction 2), whatever the N treatment, D. rapae performances were more affected,
and positively so, when it developed on the generalist aphid M. persicae than when it developed on the
specialist B. brassicae. It has been shown that plant allelochemicals may not only affect the development
of herbivores but also that of their parasitoids (Hunter 2003, Ode 2006). Parasitoids of herbivores

feeding on glucosinolate-containing plants may be negatively affected by plant-derived compounds that
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are stored in the haemolymph or other body tissues of the herbivore (Gols and Harvey 2009). However,
the lack of variation of the emergence rate of D. rapae developing in B. brassicae observed in our study
can be related to the works of (Le Guigo et al. 2011) which showed that B. brassicae did not benefit
from the sequestration of GLS to limit attacks by D. rapae.

Nevertheless, performances improvement (i.e. emergence rate and size of the tibia) of D. rapae females
when developing inside M. persicae could be explained by lower glucosinolates levels in camelina
leaves exposed to N treatments. The better performances of D. rapae on M. persicae on N treated plants
may be linked to the aphid-host nutritional quality, expected to be enhanced on plant exposed to N
treatment. Indeed, size of parasitoids is often related to nutritional characteristics of the host (Godfray
1994) and adult life span and fecundity of the parasitoids are increased by the availability of nutrients

in host insects (Kaneshiro and Johnson 1996, Azzouz et al. 2004).

Conclusion

The originality of our work lies in the fact that although an excessive N input induced the expected
negative impacts on the performance on the first two trophic levels, this effect was buffered at the third
trophic level. This also highlights the fact that a high host N content does not always warranty a good
nutritional quality for the upper trophic level.

Our work shows that according to the “Tri-Trophic Interactions” hypothesis, N treatments cascaded up
differentially to the third trophic level depending on the aphid host dietary specialization. Variation in
host-plant quality had indeed stronger effects on dietary generalist aphids than on dietary specialist ones.
Consequently, it appeared that bottom-up forces were relatively more important on the parasitoids when
a generalist aphid species was involved than when it was a specialist. This study provides key insight
on the complex interactions between bottom-up and top-down forces that structure plant-herbivores
communities under the context of agricultural intensification. Indeed, N recommendations based on tests
and projected crop N demand often result in over-application (Cui et al. 2010) and it seems that this
excessive input, apart from being detrimental in terms of yield for the plant, could also have a significant

impact on higher trophic levels.
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Chapitre 5.

Effets des phytovirus sur les interactions tri-trophigues

Etude 1 : Effets des phytovirus sur un systéme bi-trophique

s

Cameline Phytovirus

Fig. 18. Influence d’un virus sur les relations bi-trophiques cameline-puceron.
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Présentation de I’étude et principaux résultats :

Les phytovirus a transmission vectorielle peuvent induire des changements phénotypes chez
leurs plantes hétes, et par conséquent influencer les interactions plante-vecteur, ceci pouvant favoriser
leur propagation en fonction de leur mode de transmission (persistants, semi-persistants ou non-
persistants) (Mauck et al. 2012). Cette manipulation indirecte du vecteur par le virus a travers la plante
nécessite une co-évolution étroite du complexe plante hote-virus-vecteur et serait donc effective
uniquement pour des associations tres spécifiques (Mauck et al. 2014b). Plusieurs points restent
toutefois a éclaircir. La classification selon la persistance du virus dans le vecteur est discutable
puisqu’elle est basée sur des hypothéses regroupant les virus persistants et semi-persistants dans la méme
catégorie. En considérant le site de rétention (circulant vs. non-circulants), les virus persistants seraient
finalement plus proches des virus non-persistants. De plus, certaines études suggérent que cette
manipulation indirecte peut dépendre de plusieurs facteurs relatifs a diverses caractéristiques
intrinseques des vecteurs telles que l'efficacité de la transmission et le degré de spécialisation
alimentaire. Ces effets pouvant avoir des conséquences importantes sur la propagation et I'épidémiologie
du virus (Jeger et al. 2004, Sisterson 2008), il nous a semblé important d’évaluer les roles relatifs de ces

différents facteurs sur la transmission virale.

Dans une étude intégrative, nous avons testé les effets de I'infection de la cameline par le virus non-
circulant de la mosaique du chou (Cauliflower mosaic virus — CaMV) ou par le virus circulant de la
jaunisse du navet (Turnip yellows virus — TuYV) sur la colonisation de la plante hdte par deux espéces
de pucerons différant en termes d’efficacité de transmission virale: le polyphage Myzus persicae et le

spécialiste des Brassicaceae Brevicoryne brassicae (Fig. 18.).

Nos résultats ont mis en évidence un role négligeable du degré de spécialisation alimentaire du puceron,
mais ont confirmé le réle important du mode de transmission puisque les effets indirects du CaMV sur
les deux especes de pucerons ont induit des altérations négatives du comportement alimentaire et des
performances qui étaient propices a la propagation du virus. L’efficacité de transmission virale semble
également jouer un réle dans la manipulation des vecteurs par des virus car seules les réponses du vecteur

« efficace » aux effets indirects du TuYV étaient favorables & sa propagation.

Au final, ce travail a démontré que la manipulation virale des vecteurs est non seulement modulée par
le mode de transmission du virus mais aussi par l'efficacité de la transmission virale du vecteur.
A I’échelle de I’agrosystéme, les conséquences en termes de propagation des phytovirus pourraient étre
importantes. Concernant le TuYV, seul le vecteur est attiré, ce qui limite la concurrence et celui-ci voit
ses performances améliorées sur la plante infectée, impactant significativement de fagon positive la
dynamique de populations en vecteurs. Pour le CaMV, les résultats laissent penser que le virus induirait

une dynamique d’acquisition-répulsion rapide, trés favorable a sa propre propagation par les vecteurs.
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Abstract

Insect-vectored phytoviruses can induce changes in plant phenotypes, thus influencing plant—vector
interactions in a way that may promote their propagation according to their mode of transmission (i.e.
circulative vs non circulative). This indirect vector manipulation requires tight host—virus—vector co-
evolution and would thus be effective solely in very specific plant—virus—vector species. Some studies
suggest this manipulation may depend on multiple factors relative to various intrinsic characteristics of
vectors such as transmission efficiency and dietary specialization. In an integrative study, we tested the
effects of infection of the Brassicaceae Camelina sativa with the non-circulative Cauliflower mosaic
virus or the circulative Turnip yellows virus on the host plant colonization of two aphid species differing
by their virus transmission efficiency: the polyphagous Myzus persicae and the Brassicaceae specialist
Brevicoryne brassicae. Results highlighted a negligible role of aphid dietary specialization but
confirmed the important role of virus mode of transmission as plant-mediated effects of CaMV on the
two aphid species induced negative alterations of feeding behavior and performances that were
conducive for virus propagation. Virus transmission efficiency also played a part in vector manipulation
by viruses as only the responses of the efficient vector to plant-mediated effects of TuYV were favorable
to its dispersal. Altogether, this work demonstrated that vector manipulation by viruses is not only driven

by the virus mode of transmission but also by vector transmission efficiency.
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Importance

Phytoviruses have been shown to induce indirect manipulation of vector (i.e., virally mediated changes
in host-plant physiology) in a way that promote their propagation. Convergent host-plant-mediated
effects on vectors were mainly observed according to the virus mode of transmission (i.e. circulative vs.
non-circulative) and little attention has been paid to other factors such as the intrinsic characteristics of
vectors. We conducted an integrative study on two plant-virus-aphid pathosystems by investigating the
role not only of the virus mode of transmission but also of two aphid characteristics, the virus
transmission efficiencies and the dietary specialization. Our results show that, in addition to the role of
virus mode of transmission, only vector transmission efficiency plays a major part influencing indirect
manipulation of vectors by viruses. Thus our results reinforce the idea that vector manipulation requires

tight co-evolution and would be effective solely in plant-virus-vector species associations.

Introduction

A growing number of studies suggest that vector-borne pathogens and parasites manipulate phenotypic
traits of their vectors and hosts, thus influencing the frequency and nature of hosts-vectors interactions
in ways that increase contacts between them and which eventually favour the dissemination of the
pathogens/parasites (Hurd 2003; Belliure et al. 2005; Lefévre et al. 2006). This phenomenon has led to
the emergence of several hypotheses. Initially, the ‘“Host Manipulation Hypothesis’> (HMH) was
established for an animal pathosystem, the acanthocephalan-arthropod model (Holmes & Bethel 1972).
Larval acanthocephalan parasites have been shown to manipulate their intermediate amphipod hosts by
altering their behaviour. When parasitized, amphipods were more vulnerable to predation, which
increased acantocephals’ chance to pursue their life cycle in their final fish host. Over the last decades,
parasites have been shown to alter a broad range of phenotypic traits in their hosts, extending from
colour and morphology to physiology and behaviour. More recently, the ‘‘Vector Manipulation
Hypothesis’> (VMH) has been proposed to explain the strategies exhibited by phytoviruses to enhance
their spread to new host-plants through direct and indirect effects on aphid vectors (Ingwell, Eigenbrode
& Bosque-Pérez 2012). Phytoviruses have been shown to indirectly modulate their transmission by
altering plant colonization by the vector. Indeed, phytoviruses may alter their host-plant phenotype traits
by modifying chemical and/or visual cues (Eigenbrode et al. 2002; Jimenez-Martinez et al. 2004) that
may in turn influence/manipulate patterns of retention, feeding, reproduction and dispersal of their aphid
vectors (Belliure et al. 2005; Fereres & Moreno 2009).

Many studies have correlated the changes induced in infected plants by viruses to the vector behaviour
and ultimately to the virus transmission by the vector. Based on previous models developed by
McElhany, Real & Power (1995) and Sisterson (2008), Mauck et al. (2012) predicted that most changes

in host-plant phenotypes induced by pathogens would have positive (or neutral) effects on transmission
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by vectors. They also showed that viruses having similar modes of transmission (i.e. either non-
persistently (NPT), semi-persistently (SPT) or persistently (PT) transmitted viruses) induced similar
phenotypic alterations in their host plant which in turn similarly affected the aphid vector behaviour.
Specifically, they observed that NPT, SPT and PT viruses tended to enhance aphid vector attraction to
infected hosts. However, aphid settling, feeding preferences and aphid performances varied depending
on the virus transmission mode. PT viruses tended to improve host quality for aphid vectors and promote
long-term feeding whereas NPT viruses induced a reduction of plant quality and promoted rapid aphid
dispersal. According to Mauck et al. (2012), the SPT viruses appear to have the same effect on their
vectors as the PT ones, although this conclusion was based on very few studies. Yet, if we consider the
mode of transmission based on the retention site of the virus within the vector (salivary glands for the
circulative mode, stylet and/or foregut for the non-circulative mode) (Mauck, De Moraes & Mescher
2016), the SPT are closer to the NPT viruses (both being non-circulative) than the PT viruses
(circulative). Circulative viruses, are acquired through prolonged vector feeding (minutes to hours) and
retained for long periods (days to months) whereas non-circulative viruses are acquired through brief

probes (seconds to minutes) and retained for relatively short periods of time (seconds to hours).

Vector manipulation requires tight host—virus—vector co-evolution and would thus be effective solely in
very specific plant—virus—vector species associations (Mauck, De Moraes & Mescher 2014). Indeed,
some studies have investigated the relationship between alteration of colonization by the vector on
infected plants and vector virus-transmission efficiency. For example, the PT circulative Southern rice
black-streaked dwarf virus (SRBSDV, Fijivirus) infection on rice plants had no effects on a non-vector
brown planthopper (BPH, Nilaparvata lugens) (He et al. 2014) but affected its vector, the white-backed
planthopper (WBPH, Sogatella furcifera) (Tu et al. 2013). Boquel et al. (2011; 2012) highlighted a
positive correlation between the aphid transmission efficiency of the NPT non-circulative Potato virus
Y (PVY, Potyvirus) and the feeding behaviour of the different aphid species on the PVY -infected plants.
Indeed, non-vectors of PVY, Aphis fabae and Brevicoryne brassicae, exhibited reduced or unchanged
ingestion periods while the vectors, Myzus persicae and Sitobion avenae, had longer phloem phases.
Virus-induced modifications of plants may also differently affect vectors having dietary specialization.
For instance, the infection of the NPT non-circulative cabbage black ringspot strain (CBRSV) of the
Turnip mosaic virus (TuMV, Potyvirus) on Brassica rapa induced antagonistic effects on the

polyphagous M. persicae and the Brassicaceae-adapted B. brassicae (Hodgson 1981).

Altogether, these studies suggest that plant-mediated vector-manipulation by viruses may depend on
multiple factors not only inherently linked to the mode of transmission but also to characteristics of
aphid vectors (i.e. virus transmission efficiency and dietary specialization). We conducted an integrative
study of aphids-phytoviruses interactions by analysing two viruses which differ by their mode of
transmission; the PT circulative Turnip yellows virus (TuYV, Polerovirus genus in the Luteoviridae

family) and the SPT non circulative Cauliflower mosaic virus (CaMV, Caulimovirus genus in the
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Caulimoviridae family). We studied the effects of TuYV and CaMV infection of the Brassicaceae
Camelina sativa on the behaviour of two aphid species exhibiting not only different dietary
specializations - the polyphagous M. persicae and the Brassicaceae specialist B. brassicae — but also

different transmission efficiencies of the two viruses.

We hypothesized that the virus-induced effects on plant would impact the aphid behaviour differently
depending on i) the virus mode of transmission (circulative (PT) vs non-circulative (SPT and NPT)), ii)
the virus transmission efficiency of each aphid species and iii) the dietary specialization of aphids. We
therefore predicted that i) based on their mode of transmission (circulative vs. non-circulative), CaMV
infected plants would promote more aphid dispersal than control ones whereas TuYV infected plants
would retain more aphids than control ones, that CaMV would induce a decrease of phloem sap ingestion
whereas TuYV would induce a prolonged phloem sap ingestion on infected plants compared to control
ones, and that CaMV would decrease aphid performances whereas TuYV would increase aphid
performances on infected plants compared to control ones. We also predicted that these pre-cited effects
ii) would apply only to efficient vectors and iii) would also be modulated depending on the dietary

specialization of aphids.

Materials and Methods
Insects and Plants

Seeds of camelina (Camelina sativa cv. “Celine”) (Brassicales: Brassicaceae) provided by the Technical
Institute in Agronomy Terres Inovia (Paris, France) were sown in plastic pots (90 x 90 x 100 mm)
containing commercial sterilized potting soil in a growth chamber under 20 = 1°C, 60 + 5% relative
humidity (RH), and 16L:8D photoperiod at 2.5 klux.

The Myzus persicae (Sulzer) (Hemiptera: Aphididae) colony was established from one parthenogenetic
female collected in 1999 in a potato field near Loos-en-Gohelle (France). The Brevicoryne brassicae
(L.) (Hemiptera: Aphididae) colony was provided in 2008 by INRA-Le Rheu (Rennes, France). Aphids
of both species were reared on rapeseed (Brassica napus cv. “Adriana”) (Brassicales: Brassicaceae).
Pots (90 x 90 x 100 mm) containing each 3-4 rapeseed plants were placed in ventilated plastic cages
(240 x 110 x 360 mm) and maintained in a growth chamber under 20 £+ 1°C, 60 * 5% relative humidity
(RH), and 16L:8D photoperiod at 2.5 klux. Aphid clones were used to minimize intraspecific variability

and to ensure a certain uniformity of response.

The Turnip yellows virus (TuYV, Luteoviridae) (Leiser et al. 1992) used in our experiments was
provided by Véronique Ziegler-Graff at IBMP-CNRS (Strasbourg, France) and maintained on Montia
perfoliata (Caryophylalles: Portulaceae). The Cauliflower mosaic virus (CaMV, Caulimoviridae) strain

Cabb B-JI used in our experiment was provided by Marilyne Uzest at UMR BGPI (Montpellier, France)
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and maintained on B. napus. C. sativa plants were inoculated with TuYV or CaMV by placing 5 aphids,
previously maintained 24 hours on infected C. perfoliata for TuYV or B. napus for CaMV, on a single
7 day-old camelina plant for a 3 day-inoculation period. After 72 h, aphids and nymphs were gently
removed with a brush. The infection status of the inoculated plants was visually confirmed 21 days post-
infection (dpi) by symptoms observation: dwarfing, reddening/yellowing of leaf margins and interveinal
discoloration for TuYV and dwarfing, mosaic, deformation of the plant structure, necrotic lesions on
leaf surfaces for CaMV. Virus infection was also confirmed using double antibody sandwich enzyme-
linked immunosorbent assay with polyclonal antibodies produced by LOEWE for TuYV and SEDIAG
for CaMV (Adams & Clark 1977).

Sham-inoculated (i.e. non-infected) plants were treated similarly using non-viruliferous aphids. For all

the bioassays described below, plants were used three weeks after virus inoculation or sham-inoculation.

All experiments were conducted under controlled conditions (20 + 1°C, 60 % 5% relative humidity (RH),
and 16L.:8D photoperiod at 2.5 klux).

Transmission efficiency of TuYV and CaMV

The transmission efficiencies of CaMV and TuYV by M. persicae and B. brassicae were tested as
described by Fereres et al. (1993). Aphids (young apterous adults) were placed inside a Petri dish for a
1 h pre-acquisition starving period. Then, starved aphids were deposed on an infected camelina plant
exhibiting visual symptoms of infection for virus acquisition. For the CaMV, 50 aphids at a time were
allowed to acquire the virus from the infected plant. For the TuYV, 150 aphids at a time were allowed
to acquire the virus from the infected plant. After a 24-h acquisition access period, groups of three aphids
were transferred to each camelina test plant (n = 15) for a 72-h inoculation access period before being
manually removed. Although the CaMV can be efficiently transmitted after small acquisition access
periods, its transmission rate has been shown to increase upon phloem ingestion (Palacios et al. 2002).
We thus chose to apply the same experimental design to both viruses, regardless of their SPT and PT

belonging, to avoid any bias linked to the time spent on the plant.
Plant-mediated effects of virus on aphids’ plant settlement/migration

Preference tests that allowed contact, volatile and visual cues and measurement of emigration rates were
performed using parthenogenetic adult females of M. persicae and B. brassicae. The experimental setup
used was adapted from Mauck, De Moraes & Mescher (2010) (Fig. 1). In these bioassays, we assessed
the propensity of apterous aphids to emigrate from infected or non-infected plants. Ten aphids were
released onto leaves of an infected or control plant (the “release” plant) placed adjacent to a second plant
(the “choice” plant) which was of the opposite status, either infected or non-infected. The two plants in
the cage were linked by a bridge ensuring the possibility of aphids to move between plants. The whole

setting was placed in a 360 x 240 x 110 mm plastic an aerated cage where the “release” and “choice”
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plants were randomly placed in order to avoid any position effect. Aphids were then counted on each

plant 2 h and 24 h after deposition. Each test was repeated 15 times.

N Fine nylon
mesh screening

Choice plant
(Non-infected )

240 mm

Bridge

Release plant
(Infected)

360 mm

N Fine nylon
mesh screening

Choice plant
(Infected)

240 mm

Bridge

Release plant
' (Non-infected)
360 mm

Fig. 1. Bioassay set-up used to test aphid emigration and settlement on infected and non-infected plants.
a) Release of aphids on the infected plant. b) Release of the aphids on the sham-inoculated (i.e. non-

infected) plant.
Plant-mediated effects of virus on aphids’ feeding behaviour

The electrical penetration graph DC-system was used as described by Tjallingii (1988). To insert one
aphid and one plant into an electrical circuit, a thin gold wire (20 pm diameter and 2 cm long) was
tethered on the insect’s dorsum using conductive silver glue (EPG systems, Wageningen, The
Netherlands). Eight aphids were connected to the Giga-8 DC-EPG amplifier and each one was placed
on the leaf of an individual plant. A second electrode was inserted into the soil of each potted plant to
close the electrical circuit. The recordings were performed continuously for 8 h during the photophase.
Each aphid-plant system was placed inside a Faraday cage at 20 + 1 °C. Acquisition and analysis of the
EPG waveforms were carried out with PROBE 3.5 software (EPG Systems, www.epgsystems.eu).
Relevant aphid behaviour-related EPG parameters were calculated with EPG-Calc 6.1 software

(Giordanengo 2014) and were based on different EPG waveforms described by Tjallingii & Hogen Esch
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(1993). Although several parameters were calculated, we chose to present only the E2 (passive phloem
sap ingestion) parameter as it is considered as the most important feeding behaviour parameter reflecting
the suitability of the plant. This parameter is also an indicator of the transmission success of PT
circulative viruses by aphids. In this study, the feeding behaviour of M. persicae and B. brassicae on
C. sativa, infected or not by TuYV or CaMV, was investigated using 20 individuals for each

combination aphid x virus.
Plant-mediated effects of virus on aphids’ performance

Pools of synchronized first instar nymphs (less than 24-h old) of each aphid species were obtained from
parthenogenetic adult females placed on leaves of B. napus set in 1.5 % agar in Petri dishes (90 mm
diameter). To obtain synchronized young adults, first instar nymphs were further kept in the same device
for eight days. Every 2 days, they were transferred onto newly prepared Petri dishes containing freshly
cut leaves of B. napus. For the nymph survival study, twenty groups of five first-instar nymphs were
transferred onto the plantlets to be tested. These groups of aphid nymphs were enclosed in clip-cages on
leaves at mid-height of each plantlet and their survival was recorded daily until they reached adulthood.
The time to reach adulthood which corresponds to the time the first larviposition, i.e. the pre-
reproductive period, is recorded for each individual aphid. Young adults were then randomly selected
from the pool of surviving individuals and transferred onto the plantlets to be tested to study adult
performance. Each adult aphid was individually placed into a clip-cage. Adult survival and the number
of nymphs produced were daily recorded for a duration equivalent to the duration of pre-reproductive
period. The newly larviposited individuals were daily removed with a brush to estimate the daily
fecundity of each individual parent. For each combination aphid x virus tested, 23 to 39 aphids were
used. The daily fecundity and intrinsic rate of natural increase (rm) were calculated using the DEMP
1.5.2 software (Giordanengo, 2014). The intrinsic rate of natural increase (rm) was calculated as
e ™m*] . m, = 1, where x is the age, I« the age-specific survival, and m, the mean number of female

offspring produced in a unit of time by a female aged x (Birch 1948).
Statistical analyses

Mean values are given with their standard error of the mean (SEM). As aphid performance and feeding
behaviour data were not normally distributed, they were analysed using a Kruskal-Wallis one-way
analysis of variance (H), followed by multiple comparison tests using the R package ‘nparcomp’ (type:
Tukey). Data on aphid retention and attraction were analysed using Mann-Whitney U test. Transmission
efficiency of viruses by the two aphid species were analysed using the Chi-square test. All statistical

analyses were carried out using the statistical program ‘R’ (version 3.2.2) (R Core Team 2015).
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Results
Aphid transmission efficiency of TuYV and CaMV

To be able to correlate the aphid’s behaviour on infected plants with the virus transmission efficiency,
we conducted transmission experiments with the two aphid species using camelina infected either with
TuYV or CaMV as virus sources. The transmission rate of TuYV was significantly higher for
M. persicae than for B. brassicae (Chi-square test, y? = 3.485, df = 28, P<0.001), while the transmission
rate of CaMV was equal for both aphid species (Chi-square test, y2 = 2.824, df = 28, P=0.093) (Table
1).

Table 1. Transmission rates of Turnip yellows virus (TuYV) and Cauliflower mosaic virus (CaMV) by

Myzus persicae and Brevicoryne brassicae

Aphid species

] ] ] Statistics
Myzus persicae Brevicoryne brassicae
TuYV 13/15 (86.7 %)? 1/15 (6.7 %) x?=3.485, df = 28, P<0.001
CaMV 13/15 (86.7 %) 9/15 (60.0 %) x> =2.824, df = 28, P=0.093

a: number of plants infected after aphid inoculation/total number of plants tested. In brackets, the

percentage of infected plants.
Plant-mediated effects of virus on aphids’ preference tests

In these bioassays, we assessed the propensity of apterous aphids to leave a “release” plant, infected or
non-infected, in order to settle on a “choice plant” of the opposite status. For M. persicae, 24-h after
releasing the aphids, TuYV-infected “release” plants retained more aphids than non-infected “release”
plants (Mann-Whitney U test, U=61, P=0.031) and TuY V-infected “choice” plants arrested more aphids
than non-infected “choice” plants (Mann-Whitney U test, U=53, P=0.008) (Fig. 2a). For B. brassicae,
24-h after releasing the aphids, TuYV-infection of the “release” or the “choice” plants did not affect
aphid movements (Mann-Whitney U tests, P>0.05) (Fig. 2b). For both M. persicae and B. brassicae,
24-h after releasing the aphids, CaMV-infection of the “release” or the “choice” plants did not affect

aphid movements (Mann-Whitney U tests, P>0.05) (respectively, Fig. 2a and 2Db).
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Fig. 2. Aphid behavioural responses to contact, volatile and visual cues of sham-inoculated (i.e. non-

infected) and infected plants (either Turnip yellows virus TuYV or Cauliflower mosaic virus CaMV)

after 24 hours. a) Myzus persicae and b) Brevicoryne brassicae. Ten aphids were allowed to disperse

from leaves of a non-infected or infected “release plant” to an adjacent “choice plant” of the opposite

disease status. Fifteen replicates were performed for each condition. Asterisks indicate significant
differences (* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001) associated with Mann-Whitney U test.
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Fig. S1. Aphid behavioural responses to contact, volatile and visual cues of sham-inoculated (i.e. non-
infected) and infected plants (either Turnip yellows virus TuYV or Cauliflower mosaic virus CaMV)
after 2 hours. a) Myzus persicae and b) Brevicoryne brassicae. Ten aphids were allowed to disperse
from leaves of a non-infected or infected “release plant” to a neighbouring “choice plant” of the opposite
disease status. Fifteen replicates were performed for each condition. Asterisks indicate significant
differences (* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001) associated with Mann-Whitney U test.

Two hours after release, non-infected “release” plants retained more B. brassicae than TuYV-infected
“release” plants (Mann-Whitney U test, U=142, P=0.043) and TuYV-infected “choice” plants arrested
more B. brassicae than control “choice” plants (Mann-Whitney U test, U=143, P=0.026) (Fig. S1b).
There were no differences observed 2-h after aphid release for M. persicae, for both TuYV and CaMV,
or B. brassicae for CaMV (Mann-Whitney U tests, P>0.05) (Fig. S1).
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Plant-mediated effects of virus on aphids’ feeding behaviour

There was a significant effect of virus plant infection on the total duration of phloem sap ingestion (E2)
of both M. persicae and B. brassicae (Kruskal-Wallis H tests, H = 24.445, df = 2, P < 0.001 for
M. persicae and H = 6.549, df = 2, P= 0.038 for B. brassicae) (Table 2). Phloem sap ingestion of
M. persicae was two times longer on TuYV-infected plants and was slightly reduced on CaMV-infected
plants compared to non-infected plants (Table 2). For B. brassicae, phloem sap ingestion was three times
reduced on TuYV-infected plants compared to non-infected plants (Table 2). Although to a lesser extent,
a significant reduction of phloem sap ingestion by B. brassicae was also observed on plants infected
with CaMV compared to non-infected plants (Table 2).
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Table 2. Total duration of phloem sap ingestion (E2) (minutes; means + SEM) of M. persicae and B. brassicae calculated during an 8-h monitoring session on

Camelina sativa plants infected by the Turnip yellows virus (TuYV), the Cauliflower mosaic virus (CaMV) or sham-inoculated (i.e. non-infected) plants.

] ] TuYyv Sham-inoculated CaMV
Aphid species -
n=20 n=20 n=20 Statistics
Myzus persicae 117.195 + 14135 a 51605 + 6.452 Db 41457 = 19107 c¢ H=24.445df=2,P<0.001

Brevicoryne brassicae  37.059 + 10.126 b 113.820 + 25.318 a 86.767 + 29.741 ab H =6.549, df =2, P=0.038
Within a row, different letters indicate significant differences between treatments (Kruskall-Wallis H test followed by multiple comparison tests type: Tukey).
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Plant-mediated effects of virus on aphids’ performance

There was a significant effect of virus infection on the pre-reproductive period (Kruskal-Wallis test,
H = 31.544, df = 2, P < 0.001), the daily fecundity (Kruskal-Wallis test, H = 19.842, df = 2, P < 0.001)
and the intrinsic rate of natural increase rn, (Kruskal-Wallis test, H = 41.283, df = 2, P < 0.001) of
M. persicae (Table 3a). The pre-reproductive period was significantly shorter on plants infected with
TuYV compared to non-infected or CaMV-infected plants (Table 3a). The daily fecundity of M. persicae
was reduced on plants infected with CaMV compared to non-infected and TuYV-infected plants.
Intrinsic rate of natural increase (rm) of M. persicae was significantly higher on plants infected by TuYV
and lower on CaMV-infected plants compared to non-infected plants (Table 3a).

There was also a significant effect of virus infection on the pre-reproductive period (Kruskal-Wallis
test, H = 8.280, df = 2, P = 0.016), the daily fecundity (Kruskal-Wallis test, H = 21.467, df = 2,
P < 0.001) and the rn (Kruskal-Wallis test, H = 42.807, df = 2, P < 0.001) of B. brassicae (Table 3b).
The pre-reproductive period was significantly longer on plants infected with TuYV compared to non-
infected plants (Table 3b). The daily fecundity of B. brassicae was reduced on plants infected by CaMV
and TuYV compared to non-infected ones. Intrinsic rate of natural increase of B. brassicae was lower
on both TuYV and CaMV infected plants with a more pronounced effect on plants infected with CaMV
(Table 3b).
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Table 3. Mean (£ SEM) population parameter values of a) Myzus persicae and b) Brevicoryne brassicae reared on Camelina sativa plants infected by the Turnip

yellows virus (TuYV), the Cauliflower mosaic virus (CaMV) or sham-inoculated (i.e. non-infected) plants.

a) Myzus persicae TuYV CaMV Sham-inoculated Statistics
Parameter n=39 n=34 n=39
Pre-reproductive period (days) 7.923 + 0.113 b 9235 + 0.164 a 8897 + 0.159 a H=31544,df=2,P=1.413e-07
Daily fecundity 4284 + 0223 a 3258 % 0.146 b 4104 + 0119 a H=19.842,df =2, P =4.914e-05
Im 0297 + 0.006 a 0.242 + 0.005 c 0.269 + 0.005 b H=41.283, df =2, P=1.085e-09
b) Brevicoryne brassicae TuYyVv CaMVv Sham-inoculated Statistics
Parameter n=23 n=26 n=30
Pre-reproductive period (days) 11.522 + 0.266 a 10962 + 0.225 ab 10.000 = 0.384 b H=8.280,df=2,P =0.01592
Daily fecundity 1515 + 0146 b 1285 + 0.101 b 2215 = 0142 a H=21.467,df=2,P=218e-05
Im 0.144 + 0.008 b 0117 + 0.008 c 0.221 + 0.009 a H=42.807, df =2, P=5.066e-10

Within a row, different letters indicate significant differences between treatments (Kruskall-Wallis H test followed by multiple comparison tests type: Tukey).
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Discussion

Table 4. Summary of virus transmission efficiency by aphid vectors and indirect plant-mediated effects
of viruses on aphids depending on the virus transmission mode.

Turnip yellows virus Cauliflower mosaic virus
TuYV — PT circulative CaMV — SPT non-circulative
Transmission Plant-mediated  Transmission  Plant-mediated
efficiency effects efficiency effects
Myzus persicae .. .
yzusp Good Positive Good Negative/neutral
Polyphagous
Brevicoryne brassicae . .
Poor Negative/neutral Good Negative/neutral

Brassicaceae specialist

The purpose of this study was to better characterize how host-plant mediated effects of viruses
on aphids are modulated by the various factors studied (virus transmission mode, virus transmission
efficiency by vector and vector dietary specialization). Our results validate the hypothesis that these
host-plant mediated effects on aphid vectors depend on both 1) the virus mode of transmission, either
circulative or non-circulative and 2) the virus transmission efficiency of vectors. Plant-mediated effects
of the SPT non-circulative CaMV were detrimental for the two CaMV efficient aphid vectors,
M. persicae and B. brassicae, in terms of both feeding behaviour and intrinsic growth rate (r»). Plant-
mediated effects of the PT circulative TuYV benefited M. persicae retention, feeding and performances
whereas B. brassicae suffered from TuYV infection (Table 4). Given this latter finding, indirect vector
manipulation by viruses seems to apply only for efficient vectors. However, host-plant mediated effects
remained unaffected by dietary specialization, since M. persicae, the polyphagous, and B. brassicae, the

Brassicaceae specialist, responded similarly to CaMV-infected camelina.

For both aphid species, feeding behaviour and rn were negatively affected through plant-mediated
effects of the SPT non-circulative CaMV. Moreover, these deleterious alterations were strengthened by
the moderate but consistent tendency of B. brassicae to emigrate from CaMV-infected plants (Fig. 2b).
Those results are in accordance with our predictions stating that infection by non-circulative viruses,
either SPT or NPT viruses, would tend to decrease host-plant quality for vectors and promote rapid
vector dispersal. In our experiments, the feeding behaviour of the two aphids was compatible with
efficient CaMV transmission, as the number of pd was important for both species (data not shown),
promoting efficient virus acquisition. This set of effects on host—vector interactions (reduced host—plant
quality for aphids, rapid aphid dispersal from infected to control plants) appear to be conducive to the
transmission of non-circulative viruses that are efficiently transmitted when vectors briefly probe

infected hosts, acquiring virions and then rapidly disperse. Moreover, our results suggest that SPT
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viruses such as CaMV, for which receptors are located at the tip of aphid stylets (Uzest et al. 2007),
should not be placed in the same category as PT viruses and should be considered as NPT viruses, when
regarding their effects on host-vector interactions. As stated in a recent review by Mauck et al. (2016),
the retention site of the virus within the vector (i.e. depending on the circulative vs. non-circulative
category of virus) seems therefore to be a crucial criteria to take into account when studying virus
indirect effects on vectors. However, as already mentioned by Mauck et al. (2012), more studies on SPT
viruses will be needed to fill up knowledge on SPT plant-mediated effects on vectors.

Plant-mediated effects of the PT circulative TuYV benefited M. persicae in terms of both feeding
behaviour and intrinsic growth rate. Furthermore, aphids also preferentially emigrated from non-infected
than from infected plants, a situation already observed when aphids were subjected to plants infected
with other members in the Luteoviridae family (Bosque-Pérez & Eigenbrode 2011). Indeed, Potato leaf
roll virus (PLRV) and Barley yellow dwarf virus (BYDV), two members of the Luteoviridae family,
triggered plant volatile emissions that attracted aphid vectors (Eigenbrode et al. 2002; Jimenez-Martinez
et al. 2004). Moreover, these two viruses induced changes in plant sap quality that benefited aphid
growth (Montllor & Gildow 1986; Castle & Berger 1993; Jiménez-Martinez et al. 2004). The two aphid
vectors of BYDV, Rhopalosiphum padi and Schizaphis graminum, produced more offspring on BYDV-
infected wheat (RPV-NY isolate of BYDV) and oats (BYDV strain PAV) (Montllor & Gildow 1986;
Jiménez-Martinez et al. 2004), and M. persicae performed better on PLRV-infected potatoes (Castle &
Berger 1993). Thus, PLRV and BYDV appear to induce changes in the phenotypic traits of their host
plants that enhance vector attraction, settling and performance on infected plants. Similar patterns of
such plant—vector interactions both in the literature and in our study appear favourable to the mode of
transmission of PT circulative viruses (Fereres & Moreno 2009; Mauck et al. 2012). However,
concerning the second aphid species tested, B. brassicae, plant-induced phenotypic modifications by
TuYV were detrimental regarding feeding behaviour and rm. These negative effects were strengthened
by a higher emigration rate from TuYV-infected plants at 2h (Fig. S1). Some conflicting results have
been observed with other members of the Luteoviridae family, such as a reduction of the vector intrinsic
rate of increase of Sitobion avenae on wheat plants infected by either MAV or PAV BYDV strains
(Fiebig, Poehling & Borgemeister 2004) suggesting that the beneficial effect of Luteovirus and

Polerovirus infection on aphid vector may not apply for all vector-virus combinations.

Altogether, these results show that virus indirect effects on vectors are not only driven by the virus mode
of transmission. Our studied pathosystem seems to support the idea that viruses affect differently vector
and non-vector aphid species. Indeed, for the TuYV, plant-mediated effects were opposed on the two
aphid species that exhibit opposite transmission efficiency, M. persicae being an efficient vector
whereas B. brassicae a poor/null one. On the other hand, plant-mediated effects (decreased aphid settling
and performances on infected-plants) were similar for the CaMV which is efficiently transmitted by

both aphid species. Although those differences between responses of vectors and non-vectors to viral

-151 -



infection have been poorly studied until now, some studies have shown similar patterns. The PT
circulative SRBSDV infection on rice plants had no effect on a planthopper non-vector (He et al. 2014)
but affected its vector (Tu et al. 2013). A positive correlation was also highlighted between the NPT
non-circulative PVY transmission efficiency by five aphid species (from non-vector to efficient ones)
and the duration of their phloem sap ingestion phases (Boquel et al. 2011, 2012). More recently, Su et
al. (2016) revealed that the PT circulative Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV, Begomovirus)
influenced differently the performances of its vector (Bemisia tabaci) and a non-vector herbivore
(Tetranychus urticae). A suppression of JA-mediated responses was observed in the TYLCV-infected

plants, which enhanced vector performances.

We also hypothesized that virus plant-mediated effects on vectors may additionally be modulated
depending on the dietary specialization of aphids. In accordance with the work of Hodgson (1981) on
the NPT non-circulative TuMV, the PT circulative TuYV-infected plants induced divergent effects on
the polyphagous aphid, M. persicae, and the Brassica specialist, B. brassicae. However, this was not the
case for the SPT non-circulative CaMV infected plants which induced similar effects on both aphid
vectors. Therefore, the dietary specialization of aphid does not seem to play a key role in the indirect

manipulation by viruses.

Our study focused on indirect plant-mediated vector-manipulation by viruses but recent studies have
highlighted that direct vector-manipulation by viruses may also occur through the alteration of the
behaviour of viruliferous vectors (Ingwell et al. 2012; Moreno-Delafuente et al. 2013). Up to date, these
effects have been shown only for PT circulative viruses. In light of our study and previous ones, it would
be interesting to extend these types of investigations to SPT and NPT non-circulative viruses that should

exert less important or null direct effects on vectors as they interact less strongly with vectors.

Besides, it would be noteworthy to investigate how a virus can indirectly manipulate its vector
depending on the host plant species (e.g. Mauck et al. (2014)). Most studies, ours included, have used
agriculturally relevant pathosystems (i.e. including cultivated plants). However, wild and natural plant
communities, such as weeds, are likewise subjected to plant viruses that may not cause the typical visual
symptoms but are nevertheless likely to induce changes in plant chemistry also influencing interactions
with vectors (Duffus 1971; Wisler & Norris 2005; Roossinck et al. 2010; Alexander et al. 2014).
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Etude 2 : Effets des phytovirus sur un systéme tri-trophique

C Parasitoides
Pucerons

Cameline Phytovirus

Fig. 19. Influence d’un virus sur les relations tri-trophiques cameline-puceron-parasitoide.
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Présentation de I’étude et principaux résultats :

L’influence des phytovirus au sein des systémes plante/puceron-vecteur/ennemi naturel, et
notamment sur la physiologie et le comportement des troisiémes niveaux trophiques, n’a été que
rarement étudiée. L’étude précédente ayant mis en évidence des effets positifs d’une infection virale sur
la population de puceron vecteur et par conséquent sur la propagation du virus, nous voulions évaluer la
possibilité qu’un ennemi naturel puisse contrecarrer la dynamique observée. Cette étude s’est donc
focalisée sur I’incidence de I’infection virale sur la régulation « bottom-up » des deux niveaux
trophiques supérieurs, et plus particulierement les parasitoides de pucerons ; les conséquences sur la

régulation « top-down » ont alors été envisageées.

Nous avons testé I’hypothése qu’un phytovirus transmis par des pucerons peut modifier 1’attraction d’un
parasitoide par une plante et/ou des pucerons infectés, au sein d’un systéme d’étude constitué du virus
persistant Turnip yellows virus (TuYV), de la plante Camelina sativa, du puceron-vecteur Myzus
persicae et du parasitoide Aphidius colemani (Fig. 19.). Nous avons également quantifié 1’influence de
ce virus sur les traits d’histoire de vie et les traits physiologiques des plantes, du puceron et de son

parasitoide.

Les tests de choix réalisés en cage ont montré une attraction similaire des parasitoides pour des plantes
saines et infectées, et des taux d’attaque similaires sur pucerons élevés sur plante infectée ou élevés sur
plante saine. Ces résultats indiquent que le virus TuYV n’affecte pas le comportement de sélection de
I’héte par les parasitoides. Nous avons cependant observé une réduction de la taille, du taux de
développement, de la fécondité et de la teneur en lipides des parasitoides femelles lorsqu’elles se
développent dans des pucerons élevés sur plantes infectées. Cette réduction des traits liés a la fitness
pourrait étre expliquée par la plus petite taille des pucerons hotes élevés sur plantes infectées.
L’altération de la qualité de la plante pour les pucerons serait due a une activité photosynthétique et une

taille réduites des plantes infectées.

La présence du virus TuYV dans les agrosystemes pourrait donc réduire le contrble biologique des
pucerons par les parasitoides, qui ne semblent pas discriminer un hote virulifére (s’étant développé sur
une plante infectée) réduisant leurs performances et un puceron sain (s’étant développé sur une plante
saine). Les conséquences agronomiques et épidémiologiques pourraient étre importantes puisque ce
virus altére la régulation « bottom-up » en modifiant positivement la qualité de la plante pour le puceron-
vecteur mais négativement la qualité du puceron-hdte pour le parasitoide. Par conséquent, la
dissémination vectorielle du virus devrait étre favorisée par une augmentation de la population en

puceron-vecteur et une diminution du parasitisme.
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Article n°5:

Plant virus influences bottom-up regulations in a plant-aphid-

parasitoid system.

(Article soumis dans Oecologia)
Moiroux J., Q. Chesnais, F. Spicher, E. Verrier, A. Ameline & A. Couty.

FRE CNRS 3498 EDYSAN, Université de Picardie Jules Verne, 33 rue St Leu, F-80039 Amiens Cedex,

France.
Running title: Influence of a plant virus on tri-trophic system

Key words: Tri-trophic system, Plant physiology, Insect physiology, Parasitoid behaviour,
Photosynthesis, Vector, Pathogen.

Summary statement: Plant virus negatively influenced parasitoid fitness by modifying plant and aphid
physiology, but not its foraging behaviour.

Abstract

Plant viruses strongly influence physiology of their host plants and phytophagous insect vectors, and
can mediate interactions between them. Despite the important role of natural enemies on vectors
regulation and thus on virus dissemination, influence of plant viruses on the third trophic level received
little attention. We investigated how the infection of the Brassicaceae Camelina sativa by the Turnip
yellows virus (TuYV) could influence host plant, aphid vector (Myzus persicae) and aphid parasitoid
Aphidius colemani through bottom-up effects on the physiology of the three trophic levels. We also
considered the behavioural responses of A. colemani towards control and infected plant-aphid
complexes. TuYV infection resulted in (i) decreased photosynthetic activity and biomass in C. sativa,
(ii) an improvement of some aphid parameters important for virus dissemination (i.e. better survival and
shorter pre-reproductive period), but (iii) a decrease in aphid parameters influencing parasitoid fitness
(i.e. lower body size and quantity of energetic resources). These latter effects probably explained the
lower body size, fecundity and lipid content observed in parasitoids developing in aphids reared on
infected plants; underlining the importance of virus infection on bottom-up regulations in tri-trophic
systems. Despite a decreased fitness in wasps developing in viruliferous aphids, females showed similar
attraction towards control and infected plants, and similar attack and rejection rates towards control and
viruliferous aphids. Our results suggest that in agrosystems, virus presence may reduce parasitoid
abundance and consequently biological control of aphid vectors, impacting virus dissemination and thus

damages on plants.

-159 -



Introduction

Plant viruses have strong and various negative effects on host physiology, such as an accelerated demise
of the photosynthetic apparatus (Balachandran et al., 1997) and the accumulation of nitrogen compounds
or expanded oxidase activities (Culver and Padmanabhan, 2007), and are a major cause of yield losses
throughout the world (Strange et al., 2005). Phytoviruses are mainly transmitted by insect hemipteran
vectors - more than 55% of the >700 known phytoviruses (Nault, 1997), 30% by aphids (Brault et al.,
2010) - and these associations generally result from a tight co-evolution (Mauck et al., 2014a). Thus,
viruses can alter plant-vector interactions to increase their own dissemination, through visual and
chemical modifications of infected hosts phenotypes (for a review, see Blanc and Michalakis, 2016).
Eigenbrode et al. (2002) observed for example changes in volatile emissions of potatoes infected by a
persistently-transmitted virus, the Potato leafroll virus PLRV (Polerovirus), which resulted in
preferential colonisation of the virus-infected plantlets by the principal vector, the aphid Myzus persicae.
Moreover this virus, as well as the majority of viruses transmitted in a persistent manner (for reviews,
see Fereres and Moreno, 2009; Mauck et al., 2012; Blanc and Michalakis, 2016), is known to increase
the quality of the host plants for their vectors, conferring them increased fecundity and/or shorter
development time (Castle and Berger, 1993), and consequently increasing virus own dispersal rate by

enhancing vectors’ population.

Studies on tri-trophic interactions involving plant viruses, aphid vectors and natural enemies have mostly
focused on top-down effects. Originally, aphid parasitoids were thought to limit dissemination of viruses
by limiting aphid populations (Mackauer and Chow, 1986) but there has been increasing evidence that
the presence of a parasitoid or parasitism itself improve virus dispersal through an increase in aphid’s
movements (Weber et al., 1996; Hodge and Powell, 2008; Hodge et al., 2011).

Studies of the effects of plant viruses on bottom-up regulations have mainly been restricted to plant-
aphid systems and little attention has been paid to tri-trophic systems integrating parasitoids. Viruses
may induce direct effects of plants on parasitoids behaviour but authors failed to observe any difference
in parasitoid attraction towards odours of non-infected and virus-infected plants (Mauck et al., 2015).
Indirect effects of infected-plants mediated by the aphid-host may also occur. Indeed, Mauck et al.
(2015) and Christiansen-Weniger et al. (1998) observed respectively an increased and a decreased
emergence rate of parasitoids developing in viruliferous aphids while de Oliveira et al. (2014) showed
no effects. Christiansen-Weniger et al. (1998) also observed that parasitoid development was delayed
when Aphidius ervi developed in Sitobion avenae infected by the Barley yellow dwarf virus BYDV
(Luteovirus). Such effects on parasitoid fitness may modulate behavioural decisions made by females
facing control or viruliferous aphids. De Oliveira et al. (2014) observed that aphids infected by the
Cereal yellow dwarf virus (CYDV, RPV isolate) were more frequently attacked by Aphidius colemani
females than control aphids although they were not emitting attractive odors for parasitoid female. They

proposed that this observation may be the consequence of indirect effects of the virus which would alter
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aphid physiology and/or behaviour in a way that would make them more acceptable or suitable for

parasitic wasps.

In the present study, we investigated the bottom-up effects of a plant virus on a plant-aphid-parasitoid
tri-trophic system. We measured parameters linked to plant physiology (photosynthesis, stomatal
conductance, chlorophyll content index and biomass), aphid performances and fitness (reproductive
parameters, body size and energetic resources stored in their bodies) and parasitoid fitness-related traits
(emergence rate, tibia size, fecundity and energetic resources stored in their bodies). We also measured
effects of plant and aphid infection on parasitoid host selection behaviour. We focused on a persistent,
circulative and non-propagative Polerovirus, the Turnip yellows virus (TuYV), also known as the Beet
western yellow virus (BWYV). This virus, which has been reported in Europe, USA and Australia
(Stevens et al., 2008), can infect plant species from at least 13 families, including many species of
agronomic importance such as oilseed rape or lettuce (Walkey and Pink, 1990), and may be responsible
for yield losses of up to 46% in Brassica napus (Jones et al., 2007). Among those host species, we
focused on Camelina sativa, a Brassicaceae which was an important cultivated oil crop in temperate
Europe until the nineteenth century and which has recently been re-introduced because its oil offers
good opportunities as a biofuel and as functional food (Faure and Tepfer, 2016). Many common aphid
species are able to transmit the TuYV from plant to plant and we studied its main vector, the generalist
green peach aphid Myzus persicae (Stevens et al., 1995) for which transmission rates of over 90% have
been experimentally reported (Schliephake et al., 2000). Among the natural enemies used to limit Myzus
persicae populations, Aphidius colemani is a cosmopolitan parasitoid commercially available as a
biocontrol agent (Boivin et al., 2012) and was used in this study. We thus investigated the influence of
TuYV on its host Camelina sativa, its vector Myzus persicae and the parasitoid Aphidius colemani and
provide the first study integrating physiological approaches on the three trophic levels and a behavioural
approach on the parasitoid.

Materiels and Methods
Plants, insects and virus

Seeds of camelina Camelina sativa cv. “Celine” (Brassicales: Brassicaceae) were provided by the
technical institute in agronomy Terres Inovia (Thiverval-Grignon, France). Plants were cultivated in
plastic pots (90x90x90mm) containing commercial sterilised potting soil in a growth chamber under
20 + 1°C, 60 £ 5% relative humidity (RH), and 16L:8D photoperiod at 2.5 klux.

The green peach aphid Myzus persicae Sulzer (Hemiptera: Aphididae) colony was established from one
parthenogenetic female collected in 1999 in a potato field in the vicinity of Loos-en-Gohelle (France).
Aphids were reared on rapeseed Brassica napus cv. “Adriana” (Brassicales: Brassicaceae). Pots

(90x90x90mm) containing each 3-4 rapeseed plants were placed in ventilated plastic cages
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(360x240x110mm) and maintained in a climate chamber at 20 + 1°C, 60 + 5% relative humidity (RH),
and 16L:8D photoperiod at 2.5 klux. Aphid clones were used to minimise intraspecific variability.
Synchronised second instar aphids were used in the experiments with parasitoids. They were obtained
by transferring adult aphids from the colony to a Petri dish (@90mm) containing a control C. sativa leaf
setin 1.5 % agar. Then, their progeny was removed twice a day and transferred and maintained until the
experiments onto control or virus infected C. sativa plantlets placed in ventilated cages in similar

conditions than the colony.

Our Aphidius colemani Viereck (Hymenoptera: Aphidiinae) colony was established from mummies
purchased from Viridaxis S.A. (Gosselies, Belgium). Those mummies were isolated in plastic tubes
(L=75mm, @10mm) placed in a climate chamber at 20 + 1°C, 60 + 5% relative humidity (RH), and
16L:8D photoperiod at 2.5 klux. Upon emergence, parasitoids were sexed and fed ad libitum with a
water-honey solution (50% vol/vol) for 48h. After that time, each female was allowed to mate with two
males for 4h in a Petri dish (@45mm). Those standardised FO parasitoid females (i.e., 3-5 days-old,
mated with no oviposition experience) were then used to produce F1 parasitoid females which allowed
us to investigate the plant-mediated and aphid-mediated effects of TuYV on parasitoids’ life history

traits and behaviour.

The Turnip yellows virus (TuYV, Luteoviridae) (Leiser et al. 1992) used in our experiment was provided
by Véronique Ziegler-Graff at IBMP-CNRS (Strasbourg, France) and maintained in Montia perfoliata
(Caryophylalles: Portulaceae). Camelina sativa plants were inoculated with TuYV by placing five
viruliferous aphids on a single 7 day-old camelina plant for a three days inoculation period. Viruliferous
aphids were obtained by placing them for 24 hours on infected M. perfoliata. Sham-inoculated plants
(i.e. control plants) were treated in the same manner using control aphids (i.e. non-viruliferous aphids),
and were therefore not infected with the virus. For all of bioassays described below, plants were used
three weeks after virus inoculation or sham inoculation The TuYV infection status of plants was
confirmed visually (smaller plants, reddening/yellowing leaf margins, interveinal discoloration) and
using double antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent assay using polyclonal antibodies
produced by LOEWE (Clark and Adams, 1977).

Effects of TuYV on plants

Plant physiology. Physiological traits of ten control and TuYV-infected plants were measured on the
third fully expanded leaf from bottom of a same plant, at 21 and 29 days after inoculation to cover the
duration of the presence of aphids on the plant. Net assimilation rate of CO, (An) and stomatal
conductance (gs) to water were assessed using the 2 cm? leaf chamber LCF L16400-40 linked to the
portable photosynthesis system LI1-6400 (LICOR Biosciences, Lincoln, Nebraska, USA). Before each
measurement, leaves were acclimated during 15-20 minutes at 250 pmol m-2 s-1 of photosynthetically

active photons flux density (PPFD). Both parameters were measured in the same environmental

-162 -



conditions: 400 pumol mol-1 of CO,, leaf temperature at 25°C and PPFD at saturating light considering
previous measurements (data not shown), i.e. 800 pmol m-2 s-1. The chlorophyll content index (CCI)
was measured with CCM200 (Opti-Sciences, Tyngsboro, Massachusetts, USA) in growth chamber

conditions.

Biomass. Twenty control and TuYV-infected plants were harvested at soil level 21 and 29 days after

inoculation, and their fresh above-ground biomass was measured.
Plant-mediated effects of TuYV on aphids’ life history traits

Aphid performances. Pools of synchronised first instar (<24h) aphids were obtained from
parthenogenetic adult females placed on Brassica napus leaves set in 1.5 % agar in Petri dishes (290
mm). To measure nymph survival rate, twenty groups of five first instar aphids per treatment were
transferred onto control or virus-infected C. sativa plantlets. These groups of aphids were enclosed in
clip cages on leaves at mid-height of each plantlet and their survival was recorded every day until they
reached adult stage. After that time, thirty individuals per treatment were placed individually in a clip-
cage on control or virus-infected plantlets to measure adult aphid performance. Their survival was
checked every day and newly larviposited aphids were counted and removed with a brush. This last
procedure allowed us to estimate the duration of the pre-reproductive period and to measure fecundity
of each adult, which was assessed daily for a time equivalent to the duration of the pre-reproductive
period (Hackett et al., 2013; Pointeau et al., 2013).

Aphid body size. In parallel, aphids were reared on control or virus-infected plants and twenty 2-days
and 8-days old aphids per treatment were sampled and photographed under a stereomicroscope (LEICA
M165C). Their body size was then measured from the tip of the head to the base of the cauda using the
analysis software ImageJ (Schneider et al. 2012).

Aphid lipid quantity and content. Lipid quantity of thirty aphids per treatment was measured using a
chloroform-methanol extraction, as described in Moiroux et al. (2010). Briefly, thirty 8-days old aphids
previously placed at -80°C were dried at 40°C for three days in an air oven and weighed with a Metler
Toledo M3 microbalance (Max= 3g; Low=1ug; T=-3G; [dd]=1ug). These individuals were then placed
for two weeks in a Chloroform-Methanol solution (2:1) and dried again at 40°C for one day before being
weighed. Lipid quantity and lipid content were respectively calculated as the difference between dry

mass after and before lipid extraction and as the ratio between lipid quantity and lean dry mass.

Aphid sugar quantity and content. Sugar content was measured on thirty 8-days old aphids per treatment
using a colorimetric analysis developed by Giron et al. (2002). Aphids were individually placed in
Eppendorf tubes with 40 pL of Ringer solution and crushed with a plastic pestle in 300 pL of methanol.
After centrifugation for 15 minutes at 4°C and 1400 rpm, we added 150 pL of chloroform and 60 pL of
2% sodium sulphate solution to the tubes which were vortexed and stored at 4°C during one night. The

next day, tubes were again centrifuged for 15 minutes at 1400 rpm. We then transferred 150 pL of the
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supernatant to other tubes which were heated at 90°C on aluminium block and removed before complete
evaporation. We then added 1 ml of anthrone reagent in tubes, heated them for 15 min at 90°C and
cooled them down on ice for 5 min. The absorbance was read at 620 nm with a spectrophotometer. We
used glucose to establish the calibration curve for sugars.

Plant-mediated and aphid-mediated effects of TuYV on parasitoid life history traits

Emergence rate. Twenty standardised FO parasitoid females were allowed to parasitise each twenty
synchronised second instar aphids placed in a Petri dish (@90 mm) pierced on its side to allow
introduction of a fresh C. sativa leaf. Parasitoids were continuously observed until they left the leaf for
more than one minute or when they did not move for more than five minutes, and the number of attacks
was recorded. An attack was noted when a parasitoid female bended its abdomen and touched the aphid
with its ovipositor. Parasitised aphids were then respectively reared on control plants or on virus-infected
plants until parasitoid emergence. We were thus able to calculate an emergence rate, which corresponded

to the number of emerging parasitoids divided by the number of attacked aphids by a female.

Body size, fecundity and lipid content. Standardised FO females were placed separately in a Petri dish
(290 mm) and were offered 25 synchronised second instar control aphids placed on a control C. sativa
leaf setin 1.5 % agar for one hour. Parasitised aphids were then equitably transferred on control or virus-
infected C. sativa plants until mummification. Mummies were isolated in gelatine capsules and
emergence was checked twice a day, at 9:00 am and 7:00 pm to calculate development time, from
oviposition until emergence. Upon emergence, fifty virgin females (<lhour-old) were placed at -80°C
for each treatment. The left hind tibia and the left wing of twenty-five of those individuals were
photographed and measured using the analysis software ImageJ. These females were then dissected in
a drop of PBS solution under a binocular (x40, Leica M165C). Ovaries were both removed and the
number of mature eggs was counted. The lipid quantity and content of twenty remaining parasitoid

females per treatment were measured using the same procedure than for aphids.
Plant-mediated and aphid-mediated effects of TuYV on parasitoid behaviour

Plant attraction. Preference of F1 A. colemani females for control or virus-infected plants, with or
without aphids, was assessed using dual choice tests. To obtain these F1 females, standardized FO
parasitoid females were offered second instar M. persicae placed on a C. sativa leaf set in 1.5 % agar in
a Petri dish (@45mm) for one hour. Parasitised aphids were transferred in ventilated plastic cages
containing C. sativa plantlets in rearing conditions until emergence of F1 females, which were fed ad
libitum with a water-honey solution (50% vol/vol) for 48h and allowed to mate with two males for 4h
in a Petri dish before experiments. In a first test, parasitoid preference was assessed using only plants,
while in a second test, twenty second instar aphids reared on control or virus-infected plants were
respectively placed on control or virus-infected plants. Females were placed with a paintbrush on a take-

off platform in the centre of a ventilated plastic chamber (360x240x110 mm) inside which control and
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virus-infected plants were placed 30 cm apart on opposite sides. In order to ensure that parasitoids were
exposed to similar amounts of VOCs emitted by each side, we standardised plants biomass (Chesnais et
al., 2015). The first pot contained one control plant while the second pot contained three virus-infected
plants. Parasitoids were continuously observed until they landed on a first plant, and their choice was
noted. Parasitoids which did not leave the platform or which did not land on a plant after 30 minutes
were discarded from analyses. Four plastic chambers were observed at a same time in a climate room
(20£1°C, 60+£5% RH) and control and virus-infected plants were switched every replicate (n=20 for
each combination control vs. virus-infected plant, control plant + aphids vs. virus infected plant +
aphids).

Attack rate. In a no-choice experiment, attack rate of twenty A. colemani on non-viruliferous or
viruliferous aphids was measured by placing a standardised F1 parasitoid female in a Petri dish (290
mm) pierced on its side to allow introduction of a fresh C. sativa leaf on which twenty synchronised
second instar control or viruliferous aphids were placed. Parasitoids were continuously observed until
they left the leaf for more than one minute or when they did not move for more than five minutes. The
number of attacks on aphids and the number of host rejection were recorded using the behavioural
coding software CowLog 2.0 (Hanninen and Pastell, 2009). An attack was noted when a parasitoid
female bended its abdomen and touched the aphid with its ovipositor. Host rejection was recorded when
antennal contact with an aphid was not followed by an attack. After observation, aphids were dissected

to ensure that an attack resulted in an oviposition, and a mean true oviposition rate was calculated.

The same procedure was used to measure attack and rejection rate of twenty A. colemani in a dual choice
experiment. Parasitoid females were offered simultaneously ten non-viruliferous and ten viruliferous
aphids placed on a C. sativa leaf. A drop of blue or red painting (Posca®) was deposited on aphids to
distinguish between control and viruliferous hosts, and colour was switched every day between

treatments.
Statistical analyses

Plants. Photosynthetic activity, stomatal conductance and chlorophyll content index measured at 21 and
29 days post-inoculation were compared between control and TuYV-infected plants using linear mixed-
effect models with treatment and time as factors and individuals as random variable. Considering normal
distribution and homoscedasticity of the data, above-ground biomass was compared between treatments

using distinct ANOVA for each age since this trait was measured on different individuals.

Aphids. Influence of plant status on aphid survival rate was tested with a Cox proportional hazards
model. As data were normally distributed and met the assumption of homoscedasticity, other aphid
parameters were analysed by using ANOVA except for differences in lipid content which were tested

using an ANCOVA with lipid quantity as variable and lean dry mass as a covariate.
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Parasitoids. Differences between treatments in tibia length and development time were assessed using
an ANOVA as data were normally distributed and met the assumption of homoscedasticity. We tested
differences in wing area using an ANCOVA with wing area as variable and tibia length as a covariate.
Initial egg load was compared between treatments using a GLM, with treatment as fixed factor and tibia
length as a covariate, considering a Poisson distribution for these data. Differences in lipid content
between treatments were tested using an ANCOVA with lipid quantity as variable and lean dry mass as

a covariate.

Attack rates, true oviposition rates (i.e. attacks which resulted in egg deposition), host rejection rate and
emergence rate were compared between treatments using a GLM, with treatment as fixed factor and
considering a binomial distribution for these data. Preference for control or TuYV-infected plants,

without or with aphids, was tested using a chi-square test.

All statistical analyses were carried out using the statistical program ‘R’ (R 3.2.2 - R Development Core

Team 2015; nlme package loaded for linear mixed-effect models).
Results
Effects of TuYV on plants.

Virus-infected plants had a reduced photosynthetic activity (An) (LME, treatment effect: F = 22.11,
p < 0.001) and a reduced stomatal conductance (gs) (LME, treatment effect: F = 76.51, p < 0.001) in
comparison with control plants (Table 1). These variables both decreased with time (LME, An:
F=19.79, p<0.001; gs: F = 25.51, p < 0.001) but there was no interaction between treatment and time
(LME, An: F = 2.24, p = 0.144; gs: F = 1.25, p = 0.271). Virus infection had no significant effect on
chlorophyll content index (LME, treatment effect: F = 3.598, p = 0.074), but we observed a significant
effect of time (LME, F = 32.30, p < 0.001) and of the interaction between treatment and time (LME,
F =40.25, p < 0.001). These effects were explained by the strong decrease in CCI which occurred in

virus infected plants while it remained constant in control plants.

We also observed a smaller above-ground biomass in TuYV-infected plants than in control plants
21 days (ANOVA, Fi33= 170.70, p < 0.001) and 29 days (ANOVA, Fi3s= 24.06, p < 0.001) after

inoculation (Table 1).
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Table 1. Mean values (z s.e.) of parameters measured on sham-inoculated (=control) or TuYV-infected

Camelina sativa. Different letters indicate significant differences between treatments and time.

21 Days post-inoculation 29 Days post-inoculation

Parameter Control TuYV-infected Control TuYV-infected

Assimilation rate (umol.m2.s%) 5179+£0441a 3.923+0.541b 4.027+0.182b 1.611+0.267C

Stomatal conductance (umol.m2s?1) 0.101+0.007a 0.055+0.004c¢ 0.072+0.004 b 0.037 £ 0.004 d
Chlorophyll content index (mg. m2FW) 5.67+0.05a 6.57+0.23a 5.83+0.06a 3.66+x0.11b

Above-ground biomass (g) 0.534+0.018 b 0.231+0.014d 0.702+0.051a 0.403+0.034c

Plant-mediated effects of TuYV on aphids’ life history traits.

Myzus persicae nymphs reared on TuYV-infected plants had a significantly lower survival rate than
nymphs reared on control plants (Cox model, chisq = 10.41, p = 0.001). They were also significantly
smaller at 2 days (ANOVA, F = 4,114, p = 0.044) and 8 days (ANOVA, F = 6.217, p = 0.027),
reproduced earlier (ANOVA, F = 19.84, p < 0.001), but we did not observe any significant difference
between treatments for daily fecundity (ANOVA, F =2.087, p = 0.154) (Table 2).

Table 2. Mean values (x s.e.) of parameters measured on Myzus persicae reared on sham-inoculated or
TuYV-infected Camelina sativa.

Control TuYV Statistics
Parameter

Body length at 2 days (mm) 0.36 £ 0.03 0.30 £ 0.04 *

Body length at 8 days (mm) 150+ 0.04 1.41+0.05 *
Body mass at 8 days (mg) 0.152 £+ 0.009 0.099 £ 0.005  ***
Nymph survival rate 0.91+£253 1.00 £ 0.00 Fxk
Pre-reproductive period (days) 8.97+0.17 8.00+0.14 faleie

Daily fecundity (9/9/day) 417 £0.12 454 +£0.24 NS

*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, NS = Non significant

Aphids reared on TuYV-infected plants had less lipids (ANOVA, F = 70.5, p < 0.001) and less
carbohydrates (ANOVA, F = 28.72, p < 0.001) than aphid adults reared on control plants, mainly
because of their smaller size. We also observed a lower lipid content in adult aphids reared on TuYV-
infected plants (ANCOVA, F =30.37, p <0.001) (Figure 1A) but a similar sugar concentration between
aphids from the two treatments (ANOVA, F =1.83, p = 0.181).
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Figure 1. Boxplot of lipid content measured in (A) thirty Myzus persicae reared on control or TuYV-

infected plants, and (B) twenty-five emerging Aphidius colemani females developing in Myzus persicae

reared respectively on control and TuYV-infected plants. Asterisks indicate significant differences

between treatments (p<0.001).

Plant-mediated and aphid-mediated effects of TuYV on parasitoids’ life history traits.

Parasitoid females which developed on viruliferous aphids were significantly smaller (ANOVA,
F=6.171, p = 0.017) (Table 3), and emerged with fewer eggs (GLM, z = -5.08, p < 0.001, Figure 2)
and smaller lipid content (ANCOVA, F = 28.43, p < 0.001, Figure 1B) than females which developed
on non-viruliferous aphids. We did not observe any significant difference in development time
(ANOVA, F = 1.914, p = 0.651), wing area (ANCOVA, F = 2.568, p = 0.212) or in emergence rate
between treatments (GLM, z = -0.954, p = 0.565) (Table 4).
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Figure 2. Boxplot of initial egg load measured in ovaries of twenty-five emerging Aphidius colemani
females developing in Myzus persicae reared on control or infected-plants (i.e. viruliferous). Asterisks
indicate significant differences between treatments (p<0.001)

Table 3. Mean values (x s.e.) of life history traits and emergence rate measured on Aphidius colemani

developed in Myzus persicae reared respectively on control or infected-plants (i.e. viruliferous).

Control  Viruliferous Statistics
Parameter
Tibia length (mm) 0.64+0.04 059+0.03 *
Development time (days) 154+09 150£1.0 NS
Wing area (mm?) 144 +0.09 1.36%0.08 NS
Emergence rate 575+51 51.9+£6.7 NS
*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, NS = Non significant

Table 4. Mean values (£ 95%CI) of oviposition and host rejection rates measured on Aphidius colemani
attacking Myzus persicae reared on control or infected-plants (i.e. viruliferous) in no-choice or in dual-
choice experiments.

Control Viruliferous Statistics
Parameter

No-choice experiment
Oviposition rate 0.74+0.09 0.68+0.07 GLM,z=-1.097, p=0.509
Host rejectionrate  0.19+0.04 0.24+0.06 GLM, z=1.902, p=0.484
Dual-choice experiment
Oviposition rate 0.69+£0.08 0.75+0.07 GLM,z=2544,p=0.371
Host rejectionrate  0.23+0.05 0.20+0.03 GLM, z=-1.142, p = 0.453
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Plant-mediated and aphid-mediated effects of TuYV on parasitoids’ behaviour.

There was no significant difference in parasitoid preference for control or TuYV-infected plants without
(x> =1.460, p=0.377) or with aphids (y*= 1.129, p = 0.508) (Figure 3). Moreover, attack rates were
similar between non-viruliferous and viruliferous aphids when they were offered separately (GLM,
z=1.474, p = 0.561) or in a dual choice experiment (GLM, z = 1.866, p = 0.427). The rates of true
oviposition and of host rejection were also similar between treatments when non-viruliferous and
viruliferous aphids were offered separately (True oviposition: GLM, z = -1.097, p = 0.509; Host
rejection: GLM, z=1.902, p = 0.484) or in a dual choice experiment (True oviposition: GLM, z = 2.544,
p = 0.371; Host rejection: GLM, z = -1.142, p = 0.453).

Control TuYV-infected

Plants (a) NS
Plants +

Aphids (b) NS

60 50 40 30 20 10 0 10 20 30 40 50 60

Proportion

Figure 3. Proportion of Aphidius colemani females which preferentially oriented towards control (left)
or TuYV-infected (right) Camelina sativa without (a) or with aphids Myzus Persicae (b). NS indicate

non significant differences between treatments.

Discussion

In this study involving a plant-aphid-parasitoid tri-trophic system, we observed that bottom-up
regulation was modulated by virus infection. The persistently-transmitted (TuYV) negatively affected
C. sativa physiology, had contrasting effects on M. persicae traits and negatively affected parasitoid

fitness. However, virus infection did not modify parasitoid host selection behaviour.

Plant physiology. We observed that virus infection resulted in reduced photosynthetic activity in
C. sativa, as described for many other plant species infected by viruses (e.g. Chia and He, 1999; Swiech
etal., 2001; Sampol et al., 2003). Several mechanisms have been proposed to explain this negative effect
of virus infection on photosynthesis rate (for a review, see Balachadran et al., 1997), such as stomatal
closure (Guo et al., 2005) or declined content of chlorophyll (Funayama-Noguchi, 2001). In our study,
we observed a decrease in stomatal conductance which may partly explain the decreased photosynthetic
activity in TuYV infected plants, as proposed by Guo et al., (2005) who observed similar results in
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leaves of stem mustard infected by the Turnip mosaic virus. However, chlorophyll content could not
explain differences in photosynthesis rate since this variable was similar between treatments 21 days
after virus infection. It is thus likely that other mechanisms were involved in the reduced photosynthesis
rate associated with virus infection, such as a decrease in mesophyll conductance to CO, and RUBISCO
activity (Sampol et al., 2003) or a reduction in photosynthetic electron transport in photosystem Il
(Rahoutei et al., 2000).

This influence of virus on photosynthetic rate likely explains the lower above-ground biomass measured
in virus-infected plants, as proposed by Funayama et al. (1997) who stated that the reduction in
photosynthetic production they observed in virus infected Eupatorium makinoi was a major factor

explaining lower performance in those plants.

Aphid-host performance and physiology. Virus infection improved some aphid fitness-related traits
despite the alteration of the plant traits during the time of experiments on aphid demographic parameters.
Aphid reared on infected-plants reached adult instar more frequently and reproduced earlier than control
aphids while their daily fecundity was not affected. This resulted into enhanced performances that are
consistent with observations reported in several studies which showed a positive effect of plant infection
by persistently-transmitted viruses, especially Luteoviruses, on aphid fitness (for reviews, see Fereres
and Moreno, 2009; Mauck et al., 2012; Blanc and Michalakis, 2016). Such effects are thought to be
adaptive for circulative viruses which generally require a long feeding period to be acquired and
inoculated (Hogenhout et al., 2008). By changing plant physiology and chemistry, virusinfection
influences plant suitability for aphids, and may lead to enhanced vector population and consequently to
amplified virus propagation. This positive impact may be achieved indirectly through changes in plant
physiology, such as down-regulation of defence pathways or altered amino acid content of the sap
(Mauck et al., 2014b; Casteel et al., 2015; Su et al., 2016), but mechanisms are still little known.
However, one cannot exclude a direct effect of the virus on aphids after acquisition on infected-plants
as circulative viruses realise a complex circuit in its insect vector, thus potentially affecting its

physiology or behaviour (Chuche et al., 2016).

We also observed that the reduction of infected plant performances between 21 and 29 dpi cascaded
negatively on some aphid traits, such as host body size, which are important for parasitoid success.
A trade-off between body size and developmental rate has been commonly described in insects (Roff,
1992; Nylin and Gothard, 1998) and is likely to explain the smaller body size observed in the fast-
growing viruliferous aphids. Virus would benefit from increasing growth rate of their vectors, but this
would be paid off by a smaller nymphal and adult body size, parameters which are less important for
virus spreading success. This result contrasts with the study of de Oliveira et al (2014) who did not
observe any difference in body size between control and viruliferous aphids. The smaller size we
observed was associated with smaller lipid content in M. persicae. Viruses are known to affect plant

nutritional quality. For example, they may disrupt ratios of carbohydrates to free amino acids in the
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phloem (Mauck et al., 2015), where M. persicae feeds. To our knowledge, the influence of plant quality
on lipid content has not been tested in aphids but results on Lepidoptera confirm that better plant quality
generally results in higher lipid levels (Liu et al., 2007). These effects would have consequences on lipid
accumulation but it did not influence carbohydrate concentration in our study. In aphids, lipid content
is not correlated to fecundity (Gwynn et al., 2005); differences in this parameter between treatments
should thus have limited influence on aphid intrinsic rate of natural increase. Such impact on fat content
may however have important consequences on virus dispersal since lipids are the main resource used
for long-range flight in alate aphids (Liquido and Irwin, 1986, Yao and Katagiri, 2011), but our results
on apterae vectors should first be confirmed on winged aphids to suggest such potential impact.

Parasitoid fitness. We observed strong effects of infected-plants mediated by the aphid-host on some
life history traits of parasitoids. Females which developed in aphids reared on virus-infected plants
suffered from reduced body size, initial fecundity and lipid content in comparison with females which
developed on control aphids and plants. To our knowledge, this is the first study showing such negative
effects on traits important for pest management. These effects are likely the result of bottom-up effects
where the body size of the vectors and the quantity of energetic resources, i.e. lipid and carbohydrates
guantity, available for the parasitoid are reduced because of a lower photosynthetic activity of the plant.
These resources are particularly important for parasitoids belonging to the genus Aphidius which lack
adult lipogenesis and thus rely on lipids accumulated during larval development for adult life (Visser et
al., 2010). Thus, the reduction in host body size and resources quantity probably explain the smaller
body size and initial fecundity, which are commonly observed in parasitoids developing in small hosts
(Godfray, 1994). Moreover, lipid content is generally positively correlated with several life history traits,
such as egg production during adult life (Casas et al., 2005) or longevity (Ellers, 1996), and dispersal of
parasitic wasps (Ellers et al., 1998). The reduction in lipid content may thus have important
consequences on parasitoid population dynamics, and thus on biological control, through a reduction in
their abundance and in between-fields movements. These negative effects of virus infection on
parasitoid fitness are thus likely the results of bottom-up effects; but they may also be the consequence
of direct interference or resource competition between the pathogen and the parasitoid larva or, both
organisms co-occurring in the same host for a long period of time (Hodge and Powell, 2008; de Oliveira
etal., 2014).

We observed similar emergence rate and development time between parasitoids developing in control
aphids and aphids infected by the circulative virus TuYV. These results are consistent with observations
of de Oliveira et al. (2014) who did not observe any influence of infection by a persistent virus on
parasitoid emergence rate. However, development of parasitoid in aphid carrying circulative viruses can
also result in delayed development and decreased emergence rate (Christiansen-Weniger et al., 1998).
On the contrary, Mauck et al. (2015) observed an increased emergence rate of parasitoid developing in

aphid reared on plants infected by the non-circulative Cucumber mosaic virus (CMV - Cucumovirus).
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These authors proposed that the contrast between their results and those of Christiansen-Weniger et al.
(1998) may be explained by differences in virus modes of transmission. Indeed, tight interaction between
circulative viruses and their insect vector may offer increased latitude for direct effects on insect
physiology, and consequently alter parasitoid success (Mauck et al., 2015). However, regarding our
study and the paper by de Oliveira et al. (2014) in which infection by a persistent virus did not influence
parasitoid emergence rate, it appears that the effect of virus on parasitoid emergence rate does not depend
on virus mode of transmission and that such effects should be studied specifically.

Parasitoid behaviour. Aphid parasitoids are natural enemies which rely on both visual and chemical
cues released by plants to detect their hosts (e.g. Du et al., 1998; Wajnberg et al., 2008). In our
experiment, Aphidius colemani females were exposed to these two types of cues but they did not show
any preference for control or virus-infected plants, infested or not by aphids. Parasitic wasps are known
to respond more strongly to yellow than green traps (Rodriguez-Saona et al., 2012). We may thus expect
that they would be more attracted by yellow leaves, i.e. virus-infected leaves, than by green leaves, i.e.
healthy leaves, but it did not appear to be the case for A. colemani. Moreover, chemical cues emitted by
infected-camelina did not influence parasitoid female attraction. This result was consistent with other
studies testing parasitoid choice in Y-tube olfactometers. Authors did not observe any preference for
odors of control and viruliferous aphids (de Oliveira et al., 2014) or for odors of aphid-infested control
and virus-infected plants (Mauck et al., 2015). Mauck et al. (2015) proposed that the increased emissions
of volatiles observed in Cucurbita pepo infected by the CMV may be offset by the smaller size of
infected plants, leading to similar chemical profiles between those one and healthy plants. However, in
our experiment, we standardised biomass of infected and control plants to avoid this effect, and
A. colemani still did not orientate preferentially towards one type of plant. This result is thus likely due
to the absence of differences between emission profiles of plants, at least qualitatively (Mauck et al.,

2015), or to the inability of A. colemani to discriminate between odors of healthy and infected plants.

Following plant-host and aphid-host location, virus may influence aphid-host acceptance for oviposition
by the parasitoid. This hypothesis may be especially true if parasitising a viruliferous aphid results in an
increased or decreased fitness. In our experiment, we did not observe any difference in oviposition rate
between aphids reared on infected (i.e. viruliferous aphids) or control plants, despite strong deleterious
consequences on parasitoid life-history traits. This result contrasts with Christiansen-Weniger et al.
(1998) who observed that Aphidius ervi deposited fewer eggs in Sitobion avenae carrying BYDV than in
control aphids, likely because of a greater mortality and delayed development in viruliferous hosts. On
the contrary, De Oliveira et al. (2014) observed a higher rate of ovipositor insertion following
antennation into Rhopalosiphum padi infected by the CYDV than control aphids while aphid
performances, especially their body size or survival rate, were not affected by acquisition of the virus.
These authors hypothesised that parasitoids may preferentially parasitise viruliferous aphids because of

compromised immune response. Our own results on aphids suggest that other parameters may be
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involved in host selection, such as energetic resources available, but it did not influence A. colemani

behaviour.

Agronomical consequences. Infection of Camelina sativa by the Turnip yellows virus may have strong
agronomical consequences, since this virus altered bottom-up regulation by modifying positively host-
plant quality for aphid-vector but negatively influenced aphid-host quality for the parasitoid. The
presence of the virus indeed resulted in (i) smaller plants (ii) increased intrinsic rate of natural increase
for the aphid (Chesnais et al., submitted) but decreased lipid content, (iii) decreased fitness-related traits
of the parasitoid (fecundity, lipid content), and (iv) no preference of the parasitoid for control or virus-
infected plants and aphids. Damages on Camelina may thus increase in presence of the TuYV because
of (i) the virus itself, (ii) an increase in the number of aphids which feed on plants and transmit the virus,
(iii) a decrease in biological control of M. persicae by one of its main natural enemies caused by smaller
parasitoid abundance -a consequence of reduced parasitoid fecundity- and their inability to avoid
viruliferous aphids. This last prediction contrasts with the study of de Oliveira et al. (2014) who observed
that biological control by Aphidius colemani may be more effective in fields infected by the CYDV
because of parasitoid preference for viruliferous aphids; but those authors did not consider influence of
development in viruliferous aphids on traits related to parasitoid population dynamics such as fecundity
or lipid content. Our study underlines the complexity of interactions between plant viruses and plant-

vector-natural enemies and their implications in agriculture.

Acknowledgments.

We are grateful to VVéronique Brault for useful comments on a previous version of this paper.
Competing Interests.

The authors have no competing interests.

Authors’ Contributions.

JM, QC, FS, AA and AC were responsible for the conception and design of the experiment and
manuscript preparation. JM, QC, FS, and EV performed the experiments. JM, QC and FS carried out

statistical analyses. All authors gave final approval for publication.
Funding.

This work was performed, in partnership with the SAS PIVERT, within the frame of the French Institute
for the Energy Transition (Institut pour la Transition Energétique (ITE) P.L.V.E.R.T. (www.institut-
pivert.com) selected as an Investment for the Future (“Investissements d’Avenir”). This work was
supported, as part of the Investments for the Future, by the French Government under the reference
ANR-001-01.

-174 -



References

Balachandran, S., Hurry, V.M., Kelley, S.E., Osmond, C.B., Robinson, S.A., Rohozinski, J., Seaton,
G.G.R. and Sims, D.A. (1997). Concepts of plant biotic stress. Some insights into the stress physiology
of virus-infected plants, from the perspective of photosynthesis. Physiologia Plantarum. 100, 203-213.

Blanc, S. and Michalakis, Y. (2016). Manipulation of hosts and vectors by plant viruses and impact of
the environment. Current Opinion in Insect Science. 16, 36-43.

Boivin, G., Hance, T. and Brodeur, J. (2012). Aphid parasitoids in biological control. Canadian Journal
of Plant Science. 92, 1-12.

Brault, V., Uzest, M., Monsion, B., Jacquot, E. and Blanc, S. (2010). Aphids as transport devices for
plant viruses. Compte Rendus Biologies. 333, 524-538.

Casas, J., Pincebourde, S., Mandon, N., Vannier, F., Poujol, R. and Giron, D. (2005). Lifetime nutrient

dynamics reveal simultaneous capital and income breeding in a parasitoid. Ecology. 86, 545-554.

Casteel, C., De Alwis, M., Bak, A., Dong, H., Steven, A. and Jander, G. (2015). Disruption of ethylene
responses by Turnip mosaic virus mediates suppression of plant defense against the aphid vector, Myzus
persicae. Plant Physiology. 00332.2015.

Castle, S.J. and Berger, P.H. (1993). Rates of growth and increase of Myzus persicae on virus-infected
potatoes according to type of virus-vector relationship. Entomologia Experimentalis et Applicata. 69,
51-60.

Chesnais, Q., Ameline, A., Doury, G., Le Roux, V. and Couty, A. (2015). Aphid Parasitoid Mothers
Don't Always Know Best through the Whole Host Selection Process. PloS one. 10, e0135661

Chia, T.F. and He, J. (1999). Photosynthetic capacity in Oncidium (Orchidaceae) plants after virus
eradication. Environmental and Experimental Botany. 42, 11-16.

Christiansen-Weniger, P., Powell, G. and Hardie, J. (1998). Plant virus and parasitoid interactions in a

shared insect vector/host. Entomologia Experimentalis et Applicata. 86, 205-213.

Chuche, J., Auricau-Bouvery, N., Danet, J.L. and Thiéry, D. (2016). Use the insiders: could insect

facultative symbionts control vector-borne plant diseases? Journal of Pest Science. 1-18.

Clark, M.F. and Adams, A.N. (1977). Characteristics of the microplate method of enzyme-linked

immunosorbent assay for the detection of plant viruses. Journal of General Virology. 34, 475-483.

Culver, J.N. and Padmanabhan, M.S. (2007). Virus-induced disease: altering host physiology one
interaction at a time. Annual Review of Phytopathology. 45, 221-243.

-175 -



Du, Y., Poppy, G.M., Powell, W., Pickett, J.A., Wadhams, L.J. and Woodcock, C.M. (1998).
Identification of semiochemicals released during aphid feeding that attract parasitoid Aphidius ervi.
Journal of Chemical Ecology. 24, 1355-1368.

Eigenbrode, S.D., Ding, H., Shiel, P. and Berger, P.H. (2002). VVolatiles from potato plants infected with
potato leafroll virus attract and arrest the virus vector, Myzus persicae (Homoptera: Aphididae).
Proceeding of the Royal Society of London B: Biological Sciences. 269, 455-460.

Ellers, J. (1996). Fat and eggs: An alternative method to measure the trade-off between survival and
reproduction in insect parasitoids. Netherlands Journal of Zoology. 46, 227-235.

Ellers, J., van Alphen, J.J.M. and Sevenster, J.G. (1998). A field study of size-fitness relationship in the
parasitoid Asobara tabida. Journal of Animal Ecology. 67, 318-324.

Faure, J.D. and Tepfer, M. (2016). Camelina, a Swiss knife for plant lipid biotechnology. Oilseeds &
fats Crops and Lipids. 5, D503.

Fereres, A. and Moreno, A. (2009). Behavioural aspects influencing plant virus transmission by

homopteran insects. Virus Research. 141, 158-168.

Funayama, S., Hikosaka, K. and Yahara, T. (1997). Effects of virus infection and growth irradiance on
fitness components and photosynthetic properties of Eupatorium makinoi (Compositae). American
Journal of Botany. 84, 823-823.

Funayama-Noguchi, S. (2001). Ecophysiology of virus-infected plants: a case study of Eupatorium
makinoi infected by geminivirus. Plant Biology. 3, 251-262.

Giron, D., Rivero, A., Mandon, N., Darrouzet, E. and Casas, J. (2002). The physiology of host feeding

in parasitic wasps: implications for survival. Functional Ecology. 16, 750-757.
Godfray, H.C.J. (1994). Parasitoids: behavioral and evolutionary ecology. Princeton University Press.

Guo, D.P., Guo, Y.P., Zhao, J.P., Liu, H., Peng, Y., Wang, Q.M., Chen, J.S. and Rao, G.Z. (2005).
Photosynthetic rate and chlorophyll fluorescence in leaves of stem mustard (Brassica juncea var. tsatsai)

after turnip mosaic virus infection. Plant Science. 168, 57-63.

Gwynn, D.M., Callaghan, A., Gorham, J., Walters, K.F.A. and Fellowes, M.D.E. (2005). Resistance is
costly: trade-offs between immunity, fecundity and survival in the pea aphid. P. Roy. Soc. London B
Biol. 272, 1803-1808.

Hackett, S.C., Karley, A.J. and Bennett, A.E. (2013). Unpredicted impacts of insect endosymbionts on
interactions between soil organisms, plants and aphids. Proceeding of the Royal Society of London B:
Biological Sciences. 280, 20131275.

Hénninen, L. and Pastell, M. (2009). CowLog: Open source software for coding behaviors from digital
video. Behavior Research Methods. 41, 472-476.

-176 -



Hodge, S., Hardie, J. and Powell, G. (2011). Parasitoids aid dispersal of a nonpersistently transmitted
plant virus by disturbing the aphid vector. Agricultural and Forest Entomology. 13, 83-88.

Hodge, S. and Powell, G. (2008). Do plant viruses facilitate their aphid vectors by inducing symptoms
that alter behavior and performance? Environmental Entomology. 37, 1573-1581.

Hogenhout, S.A., Ammar, E.D., Whitfield, A.E. and Redinbaugh, M.G. (2008). Insect vector
interactions with persistently transmitted viruses. Annual Review of Phytopathology. 46, 327-359.

Jones, R.A.C., Coultts, B.A. and Hawkes, J. (2007). Yield-limiting potential of Beet western yellows
virus in Brassica napus. Australian Journal of Agricultural Research. 58, 788-801.

Leiser, R. M., Ziegler-Graff, V., Reutenauer, A., Herrbach, E., Lemaire, O., Guilley, H., Richards, K.
and Jonard, G. (1992). Agroinfection as an alternative to insects for infecting plants with beet western
yellows luteovirus. Proceeding of the Royal Society of London B: Biological Sciences. 89, 9136-9140.

Liquido, N.J. and Irwin, M.E. (1986). Longevity, fecundity, change in degree of gravidity and lipid
content with adult age, and lipid utilisation during tethered flight of alates of the corn leaf aphid,

Rhopalosiphum maidis. Annals of Applied Biology. 108, 449-459.

Liu, Z., Gong, P., Wu, K., Wei, W., Sun, J. and Li, D. (2007). Effects of larval host plants on over-
wintering preparedness and survival of the cotton bollworm, Helicoverpa armigera (Hibner)

(Lepidoptera: Noctuidae). Journal of Insect Physiology. 53, 1016-1026.

Mackauer, M. and Chow, F.J. (1986). Parasites and parasite impact on aphid populations, in Plant virus
epidemics: monitoring, modelling and predicting outbreaks. George D. McLean, Ronald G. Garrett,
William G. Ruesink (Eds).

Mauck, K.E, Bosque-Pérez, N.A., Eigenbrode, S.D., Moraes, C.M. and Mescher, M.C. (2012).
Transmission mechanisms shape pathogen effects on host—vector interactions: evidence from plant

viruses. Functional Ecology. 26, 1162-1175.

Mauck, K.E., De Moraes, C.M. and Mescher, M.C. (2014a). Evidence of local adaptation in plant virus

effects on host—vector interactions. Integrative and Comparative Biology. 54, 193-2009.

Mauck, K.E., De Moraes, C.M. and Mescher, M.C. (2015). Infection of host plants by Cucumber mosaic
virus increases the susceptibility of Myzus persicae aphids to the parasitoid Aphidius colemani. Scientific
Reports. 5, 10963-10963.

Mauck, K.E., Smyers, E., De Moraes, C.M. and Mescher, M.C. (2014b). Virus infection influences host

plant interactions with non-vector herbivores and predators. Functional Ecology. 29, 662-673.

Moiroux, J., Le Lann, C., Seyahooei, M. A., Vernon, P., Pierre, J. S., van Baaren, J. and van Alphen,
J.J.M. (2010). Local adaptations of life-history traits of a Drosophila parasitoid, Leptopilina boulardi:

does climate drive evolution? Ecological Entomology. 35, 727-736.

-177 -



Nault, L.R. (1997). Arthropod transmission of plant viruses: a new synthesis. Annals of the

Entomological Society of America. 90, 521-541.

Nylin, S. and Gotthard, K. (1998). Plasticity in life-history traits. Annual Review of Entomology. 43, 63-
83.

Pointeau, S., Ameline, A., Sallé, A., Bankhead—Dronnet, S. and Lieutier, F. (2013). Characterization of
antibiosis and antixenosis to the woolly poplar aphid (Hemiptera: Aphididae) in the bark of different
poplar genotypes. Journal of Economical Entomology. 106, 473-481.

de Oliveira, C.F., Long, E.Y. and Finke, D.L. (2014). A negative effect of a pathogen on its vector? A
plant pathogen increases the vulnerability of its vector to attack by natural enemies. Oecologia. 174,
1169-1177.

R Development Core Team. (2008). R: A language and environment for statistical computing. R

Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0, URL http://www.R-
project.org.

Rahoutei, J., Garcia-Luque, 1. and Barén, M. (2000). Inhibition of photosynthesis by viral infection:
effect on PSII structure and function. Physiologia Plantarum. 110, 286-292.

Roff, D.A. (1992). The evolution of life histories: theory and analysis. Chapman and Hall, New York,
Routledge.

Rodriguez-Saona, C.R., Byers, J.A. and Schiffhauer, D. (2012). Effect of trap color and height on
captures of blunt-nosed and sharp-nosed leafhoppers (Hemiptera: Cicadellidae) and non-target

arthropods in cranberry bogs. Crop Protection. 40, 132-144.

Sampol, B., Bota, J., Riera, D., Medrano, H. and Flexas, J. (2003). Analysis of the virus-induced
inhibition of photosynthesis in malmsey grapevines. New Phytologist. 16, 403-412.

Schliephake, E., Graichen, K. and Rabenstein, F. (2000). Investigations on the vector transmission of
the Beet mild yellowing virus (BMYV) and the Turnip yellows virus (TuYV). Journal of Plant Disease
and Protection. 107, 81-87.

Schneider, C.A., Rasband, W.S. and Eliceiri, K.W. (2012). NIH Image to ImageJ: 25 years of image
analysis. Nature Methods. 9, 671-675.

Stevens, M., McGrann, G., Clark, B., and Authority, H. (2008). Turnip yellows virus (syn Beet western
yellows virus): an emerging threat to European oilseed rape production. HGCA Hgca : Research
Reviews. (Report), 69, 0-36.

Stevens, M., Smith, H.G. and Hallsworth, P.B. (1995). Detection of the luteoviruses, Beet mild yellowing
virus and Beet western yellows virus, in aphids caught in sugar-beet and oilseed rape crops, 1990-1993.
Annals of Applied Biology. 127, 309-320.

-178 -


http://www.r-project.org./
http://www.r-project.org./

Strange, R.N. and Scott, P.R. (2005). Plant disease: a threat to global food security. Phytopathology. 43,
83-116.

Su, Q., Mescher, M. C., Wang, S., Chen, G., Xie, W., Wu, Q., Wang, W. and Zhang, Y. (2016). Tomato
yellow leaf curl virus differentially influences plant defence responses to a vector and a non-vector
herbivore. Plant Cell & Environment. 39, 597-607.

Swiech, R., Browning, S., Molsen, D., Stenger, D.C. and Holbrook, G.P. (2001). Photosynthetic
responses of sugar beet and Nicotiana benthamiana Domin. infected with beet curly top virus.

Physiological and Molecular Plant Pathology. 58, 43-52.

Visser, B., Le Lann, C., den Blanken, F.J., Harvey, J.A., van Alphen, J.J.M. and Ellers, J. (2010). Loss
of lipid synthesis as an evolutionary consequence of a parasitic lifestyle. Proceeding of the National
Academy of Sciences USA. 107, 8677-8682.

Wajnberg, E., Bernstein, C. and van Alphen, J.J.M. (2008). Behavioral Ecology of Insect Parasitoids:
From theoretical approaches to field application. Blackwell Publishing, Malden.

Walkey, D.G.A and Pink, D.A.C. (1990). Studies on resistance to Beet western yellows virus in lettuce
(Lactuca sativa) and the occurrence of field sources of the virus. Plant Pathology. 39, 141-155.

Weber, C. A., Godfrey, L. D. and Mauk, P. A. (1996). Effects of parasitism by Lysiphlebus testaceipes
(Hymenoptera: Aphidiidae) on transmission of Beet yellows closterovirus by bean aphid (Homoptera:
Aphididae). Journal of Economical Entomology. 89, 1431-1437.

Yao, |. and Katagiri, C. (2011). Comparing wing loading, flight muscle and lipid content in ant-attended
and non-attended Tuberculatus aphid species. Physiological Entomology. 36, 327-334.

-179 -



CHAPITRE 6.

DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

- 180 -



Chapitre 6.

Discussion générale et perspectives

En s’inscrivant dans la thématique générale des interactions multi-trophiques plantes-insectes
herbivores-ennemis naturels, ce travail de thése visait a appréhender les impacts potentiels de la
réintroduction d’une espéce végétale cultivée et des pratiques culturales associées sur le cortége

d’insectes et de pathogenes associés.

Les résultats obtenus répondent aux objectifs fixés au niveau de la tdche 3 du projet ANOI. 11 s’agissait
premiérement de considérer le role de la cameline, plante & vocations multiples (bioénergétique,
industrielle, alimentaire...), en tant que plante réservoir pour différentes espéces de pucerons ravageurs
des agro-écosystémes du nord de la France. Ce travail devait également permettre d’étudier I’impact de
pratiques culturales associées a la cameline sur les pucerons et leurs ennemis naturels, plus précisément
les parasitoides. Nous avons abordé cette problématique en deux parties distinctes. Une premiére,
prenant en exemple une association culturale usuelle entre la cameline et une légumineuse, a mis en
¢évidence l’influence de cette pratique sur 1’efficacité du controle biologique des pucerons par les
parasitoides. Une seconde, basée sur les interrogations concernant les besoins en azote de la cameline,
a permis d’évaluer les conséquences de différents niveaux de fertilisation azotée sur I’ensemble des
partenaires du systeme tri-trophique. Enfin, ce travail devait caractériser les interactions entre la
cameline, deux virus communs aux Brassicaceae et deux espéces de pucerons-vecteurs. Cette
problématique a également été abordée en deux parties. Une premiere a mis en évidence les effets de
deux infections virales sur les comportements de colonisation et la dynamique de population de deux
espéces de pucerons-vecteurs. Une seconde partie a permis d’évaluer les effets « bottom-up » en cascade
d’une infection virale sur les différents acteurs du systéme tri-trophique étudié et ainsi d’estimer les
conséquences de I’infection virale sur le controle biologique exercé par les parasitoides de pucerons-

vecteurs.

Tout d’abord, cette discussion générale présentera une synthése des résultats, en les resituant au regard
des objectifs de 1’étude et en discutant leurs limites. Je présenterai également les perspectives a court et

a moyen terme de ce travail, qui devraient permettre d’engager de nouvelles pistes de recherches.

En conclusion, nous proposerons des bases de réflexion a la création d’un itinéraire de réintroduction de

la cameline au sein des agro-écosystémes du nord de la France.
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1. La cameline : un nouveau réservoir potentiel de ravageurs ?

Dans la perspective de réintroduire la cameline (Camelina sativa (L.) Crtz.) dans les agro-
écosystemes du nord de la France, nous avons évalué sa sensibilité vis-a-vis des principales espéces de
pucerons ravageurs de grandes cultures afin d'étudier son rble potentiel comme plante réservoir a
ravageurs et vecteurs potentiels de virus. Il nous a semblé important de caractériser les interactions bi-
trophiques cameline-puceron avant de complexifier notre réseau trophique i) en intégrant a I’echelle du
premier niveau trophique différentes pratiques culturales ; ii) en ajoutant un troisieme niveau trophique

(parasitoides) ou iii) en ajoutant un pathogéne (phytovirus transmis par les pucerons vecteurs).

La littérature fait état d’une résistance importante de la cameline vis-a-vis de nombreux insectes
ravageurs des Brassicaceae. Des insectes d’ordres différents sont capables de s’orienter et d’atterrir sur
la plante (Onyilagha et al. 2012), mais ils sont dissuadés de s’y alimenter (Shudong et al. 2004) ou bien
leur alimentation est altérée et reste faible (Naranjo & Stefanek 2012). Cependant, aucune étude ne s’est
pour le moment intéressée a la colonisation de la cameline par les pucerons, principaux insectes vecteurs
des phytovirus. Nous avons donc étudié le comportement alimentaire et les performances de différentes
especes de pucerons sur la cameline puis nous avons comparés les performances des pucerons sur

cameline avec celles sur leurs plantes hotes respectives.

Au regard des études citées précédemment, nous anticipions une résistance importante de la cameline
vis-a-vis des pucerons. De plus, la cameline étant une Brassicaceae, nous pouvions supposer I’existence
de capacités de colonisation de la plante différentes chez les espéces de pucerons pré-sélectionnées.
Nous nous attendions a ce que I’espéce spécialiste des Brassicaceae, Brevicoryne brassicae, soit plus
apte a coloniser, se nourrir et se développer sur la cameline que les deux especes polyphages, Aphis
fabae et Myzus persicae, et a ce que I’espéce spécialiste des céréales, Rhopalosiphum padi, soit
repoussée par la cameline et ait des difficultés a assurer le développement d’une génération compléte.
En effet, la présence de défenses chimiques caractéristiques des Brassicaceae tels que les glucosinolates
(dosés seulement dans les graines et dont la présence est suspectée dans les feuilles de cameline; cf.
Chapitre 2, partie 1 § 1.3.) est censee réduire les performances des insectes polyphages (Agrawal &
Kurashige 2003; Gols et al. 2008).

Cependant, nous avons mis en évidence que, en laboratoire, les quatre espéces de pucerons avaient la
méme capacité a s’orienter et atterrir sur la cameline. Le protocole mis en ceuvre, sur 24 heures en
condition de photophase 16:8 jour:nuit, ne permet pas de distinguer entre les différents indices, volatils
ou visuels, utilisés par les pucerons pour ces premiéres etapes de colonisation. La cameline n’émettant
pas de volatils dérivés des glucosinolates (Matthalls et al. 2000), la colonisation de celle-ci par les
pucerons est probablement régie essentiellement par des stimuli visuels (Hardie 1989). Nos résultats ne
nous ont pas permis de révéler de propriétés antixénotiques (i.e. altérations du comportement de I’insecte

induisant une acceptation retardée et/ou au final le rejet de la plante comme héte (Panda & Khush 1995))
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a la surface des feuilles de la cameline car I’initiation du comportement alimentaire était semblable chez
I’ensemble des pucerons étudiés. Cependant, des propriétés antixénotiques ont été mises en évidence au
niveau du phloeme pour B. brassicae et R. padi. Nous avons également montré que la cameline était une
plante-h6te de meilleure qualité pour les deux espéces polyphages que pour I’espéce spécialiste des
Brassicaceae, et que, curicusement, méme 1’espéce de puceron inféodée aux céréales était capable de
s’y développer. La cameline semble donc étre un héte tout a fait adéquat au développement des deux
espéces polyphages, A. fabae et M. persicae, et dans une moindre mesure, des deux espéces spécialistes,
B. brassicae et R. padi.

Nos résultats ont montré que, en laboratoire, les performances des pucerons polyphages sur la cameline
étaient identiques (voire meilleures pour M. persicae) a celles sur leur plante-hdte de référence (i.e.
d’élevage). A I’inverse, les performances des deux pucerons spécialistes étaient moindres sur la
cameline par rapport a celles sur leur plante-hote de référence. La cameline peut donc étre considérée
comme un réservoir pour les pucerons étudiés, et sa ré-introduction pourrait avoir de réelles
conséquences sur la pression exercée par les ravageurs sur les cultures du nord de la France. La cameline
pouvant étre semée de Mars a Juin selon les pratiques culturales (cultures pures ou associations), celle-
ci pourrait constituer un réservoir pour les pucerons au moment de la floraison du colza, au moins pour
B. brassicae et M. persicae. Toute fois, la colonisation de la cameline n’a pas été étudiée en situation de
choix face aux plantes-hétes des pucerons sélectionnés dans 1’étude. Il est possible que, dans ce cas, les
pucerons choisissent préférentiellement leurs plantes hotes et I’incidence de I’introduction de la

cameline serait alors moindre par rapport a celle envisagée a travers notre étude.

Cette étude a mis en évidence que les spectres de phagie, tels qu’ils sont décrits dans la littérature, ne
suffisent pas a identifier les complexes plante-hote herbivore réellement ou potentiellement associés a
une culture. En effet, sur notre modele Brassicaceae-pucerons, 1’hypothése « d’efficacité
physiologique » (Dethier 1954) (i.e. les espéces « spécialistes » sont mieux adaptées et devraient avoir
des performances supérieures a celles des « généralistes » sur leurs plantes hotes partagées) est presque
entierement réfutée, le spécialiste des Brassicaceae n’étant pas plus performant que les espéces
généralistes et le spécialiste des céréales étant capable de s’alimenter et se développer sur la cameline.
Nos résultats font écho avec un débat actuel a propos des termes « généraliste » (i.e. individus avec une
importante flexibilité comportementale et une gamme d’hotes variée) et « spécialiste » (i.e. monophages
fortement contraints par leur habitat) utilises pour définir les régimes alimentaires des herbivores
(Loxdale, Lushai & Harvey 2011), cette catégorisation étant peut-étre plus apparente que réelle. Un
nouveau cadre pour la définition de « généraliste » et « spécialiste » a été récemment proposé afin de
mieux refléter les situations réelles (Loxdale & Harvey 2016). Les pucerons que nous avons étudiés
pourraient, au regard de nos résultats, étre caractérisés comme « géneralistes larges » (i.e. herbivores
s’accommodant de plantes différant par leurs métabolites secondaires) pour M. persicae, et A. fabae,

généraliste composite (i.e. les génotypes individuels sont adaptés & un certain type de plante/métabolites
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secondaires mais au niveau de 1’espéce, on peut observer des individus s’alimentant sur de nombreuses
espéces de plantes non-apparentées) pour R. padi et « spécialiste étroit » (i.e. une espéce d’herbivore

restreinte a un faible nombre d’espéces de plantes hotes) pour B. brassicae.

Cette étude de laboratoire a permis de mettre en avant le fait que pour évaluer les risques potentiels de
I’introduction ou de la réintroduction d’une plante dans un paysage agricole, il est nécessaire de ne pas
se limiter qu’aux espéces de ravageurs inféodés a la famille botanique de cette plante. Une approche
plus systémique doit étre utilisée, comprenant I'évaluation de son effet sur un plus large éventail
d'organismes nuisibles potentiels, incluant méme des especes qui ne sont pas considérées comme

associées a la culture focale.

Ce travail de thése peut étre mis en relation avec trois autres études menées en paralléle :

i) Une premiére étude a été réalisée en laboratoire afin de comparer la sensibilité de différents
cultivars de cameline a M. persicae a celles d’une autre espéce d’intérét industriel, la moutarde
d’Ethiopie (Brassica carinata) et de la plante cultivée de référence, le colza (Brassica napus) (Objectifs
du projet ANOI ; cf. Annexe n°2). Au niveau inter-spécifique, la cameline s’est révélée étre un hote
plus adéquat que le colza ou la moutarde d’Ethiopie. Au niveau intra-spécifique aucune variabilité du
taux d’accroissement de population (r,) de M. persicae n’a été observée entre les différents cultivars de
cameline. La cameline, en plus d’étre un réservoir a pucerons, semble donc méme étre un hote de
meilleure qualité que la plante de référence, le colza, pour cette espéce de puceron polyphage, vecteur
principal de phytovirus. Dans cette expérience de criblage (« screening ») de sensibilité, les cultivars
ont été sélectionnés pour leurs caractéristiques agronomiques (teneurs en huiles et protéines, précocité,
poids de mille grains). Il serait souhaitable de compléter cette étude avec des variétés plus rustiques,
potentiellement plus résistantes aux pucerons, a partir desquelles des croisements pourraient étre

envisageés.

i) Par la suite, la conduite d’une étude de piégeage en champs nous a permis d’évaluer la pression
réelle en pucerons (richesse et abondance) de parcelles présentant 1’association culturale cameline-
féverole (Annexe n°1). Trente-cing especes différentes de pucerons ont été retrouvées dans les pieges
disposés dans ces parcelles, parmi lesquelles les quatres espéces étudiées au laboratoire: les pucerons
polyphages M. persicae et A. fabae ont été majoritairement piégés (respectivement 39 % et 16 % des
effectifs piégés), alors que le spécialiste des Brassicaceae B. brassicae (1.6 %) et le spécialiste des
Poaceae R. padi (0.07 %) représentaient une faible proportion des pucerons piégés (Fig. 20. a). Une
étude de piegeage en monoculture de cameline pourrait permettre de compléter ces résultats. Parmi les
diverses espéces de pucerons piégées, de nombreux vecteurs de phytovirus ont également été identifiés.
Ceci renforce I’idée que 1a cameline pourrait jouer un réle important de réservoir a pucerons, présentant

un risque pour les agro-écosystemes, en tant que ravageurs mais aussi vecteurs de phytovirus. Deux

-184 -



espéces pourraient faire plus particulierement 1’objet d’une étude a court terme : i) le puceron vert du
prunier Brachycaudus helichrysi (Kaltenbach), représentant 12 % des effectifs piégés et important
vecteur du PVY dans les cultures de pommes de terre, bien que non-colonisateur ; ii) le puceron du saule
et de la carotte Cavariella aegopodii (Scopoli), représentant pres de 9 % des effectifs piégés, abondant
sur les plantes maraicheéres et également vecteur de Potyvirus.

a) Féverole - Cameline b) Miscanthus
Acyrthosiphon pisum ; Acyrthosiphon pisum ;
Rhopalosiphum 1.22% 1.85%
padi; 0.07% Aphis fabae; 12.75%
Autres; chhy_caudus
14.58% helichrysi; 12.44%
. Autres; Brevicoryne
27.92% brassicae ; 9.59%
Brevicoryne Cavariella
brassicae ; ' -
: 1.64% aegopodii;
Myzus \ 2.79%
o ) . Myzus persicae ; Hyperomyzus
39.17% Cavariella aegopodii; 41.87% .
8.72% o0 laff ueae
. (]
Hyperomyzus lactucae Rhopalosiphum Macrosiphum
; 2.50% padi; 1.07% exphorbie:
Macrosiphum euphorbiae; 0.45%

3.65%

Fig. 20. Especes principales de pucerons piégées en champs de a) Féverole-Cameline, b) Miscanthus.

iii) En paralléle a cette étude sur la cameline, d’autres travaux ont été menés au sein du laboratoire
sur une autre plante introduite dans les agro-écosystemes du nord de la France a des fins
bioénergétiques, le Miscanthus géant (Miscanthus x giganteus (Greef & Deuter)). Des campagnes de
piégeages en champs ont permis d’identifier le cortége et les prédominances de pucerons ravageurs
(Ameline et al. 2015) (Fig. 20. b). Les pressions potentielles en pucerons ravageurs et/ou vecteurs de
phytovirus sont comparables sur les deux cultures nouvellement introduite (Miscanthus) ou ré-introduite
(cameline). Ceci suggere que les espéces de pucerons piégées sont peut-étre plus liées au paysage de
I’agro-écosystéme qu’a la culture étudiée. Ainsi, a ’échelle du paysage agricole du nord de la France,
les especes les plus abondantes sont M. persicae, A. fabae, B. brassicae, C. aegopodii et, dans une

moindre mesure, R. padi et Acyrtosiphon pisum.

Pour, conclure, les résultats de ces différents travaux indiquent qu’il pourrait y avoir des conséquences
épidémiologiques importantes a la réintroduction de cultures de cameline dans les agro-écosystémes.
Chez les Brassicaceae, et plus particuliérement le colza ou les choux, de nombreux virus sont source de
pertes de rendement (par exemple, les virus non-circulants Turnip mosaic virus TuMV et Cauliflower
mosaic virus CaMV ou encore le virus circulant Turnip yellows virus TuYV ; pour la liste exhaustive
des virus recenses, voir Brunt et al. (1997)). Les différentes especes de pucerons étudiées présentent a

la fois un comportement alimentaire adapté a la vection des virus non-circulants, qui pourraient étre
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transmis par les pucerons itinérants méme s’ils ne sont pas inféodés aux Brassicaceae (Boquel, Ameline
& Giordanengo 2011; Mondal et al. 2016), et a la vection des virus circulants pour les pucerons réalisant
des phases d’ingestion soutenue de phloéme (s_E2). L’espéce Myzus persicae peut étre considée comme
la plus dangereuse, notamment a cause de ses effectifs importants et de sa capacité a véhiculer plus
d’une centaine de phytovirus. L’étude de piégeage en champs montre qu’une faible efficacité vectorielle
de certaines espéces pourrait étre compensée par une forte population, améliorant globalement la
propension vectorielle de ces pucerons (i.e. la « probabilité qu’un vecteur, ayant eu 1’opportunité
d’acquérir un virus par atterrissage sur une plante infectée, transmette ultérieurement le virus grace a un

atterrissage sur une plante saine ») (Irwin & Ruesink 1986).

2. Influences de pratiques culturales sur les interactions tri-trophiques.

Les deux pratiques culturales que nous avons étudiées, 1’association culturale et la fertilisation
azotée, semblent étre des facteurs explicatifs majeurs dans les régulations des performances des insectes

ravageurs et de leurs auxiliaires associés.

La premicre étude s’appuyait sur certaines caractéristiques culturales de la cameline qui, utilisée en
association avec des Fabaceae ou Poaceae, peut rendre différents services a la plante focale (cf. Chapitre
1, partie 2 § 1.1.). Le Chapitre 3 ayant mis en avant que 1’espéce polyphage Aphis fabae, majoritairement
retrouvée sur Fabaceae, était également capable de coloniser la cameline, nous avons étudié les
conséquences de I’association (répandue et conseillée par les instituts techniques agricoles) d’une
Fabaceae, Vicia faba, avec la cameline sur le contréle biologique exercé par une espéece de parasitoide
(Fig. 21.). La littérature, a travers 1’« enemies hypothesis » (Root 1973) prédit des populations
d’ennemis naturels supérieures dans les agro-écosystémes diversifiés en raison de la variété des micro-
habitats et/ou des ressources alimentaires. Cependant, les études ont plutét tendance a montrer qu’un
grand nombre d’espéces végétales complexifie la localisation des hdtes pour les parasitoides (de Rijk,
Dicke & Poelman 2013; de Rijk et al. 2016a ; b). Dans ce cadre, nous avons testé I’hypothése « Mother
knows best », qui prédit que la préférence des femelles pour un complexe plante-hdte devrait étre
positivement corrélée avec une meilleure qualité de la plante pour les performances des descendants
(Thompson 1988; Mayhew 1997).

Notre étude a montré, en laboratoire, que les femelles parasitoides Aphidius matricariae étaient
capables de discriminer les pucerons-hétes offrant potentiellement les meilleures performances a leur
descendance mais qu’elles sélectionnaient cependant le complexe plante-puceron le moins favorable.
Les pucerons A. fabae ont montré un taux intrinséque d’accroissement naturel aussi élevé sur cameline
que sur féverole, leur plante-hote. Cependant, nous avons observé que ce taux d’accroissement était

maintenu a ce niveau élevé sur la cameline au prix d’importants « trade-off ». Un premier « trade-off »
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entre fécondité et longévité a été mis en évidence avec une fécondité des pucerons augmentée aux dépens
d’une longévité diminuée de plusieurs jours (Chapitre 3 : Chesnais et al. (2015b)). Un second « trade-
off » entre taille et taux de développement a entrainé une diminution de la période pré-reproductive des
pucerons (le stade adulte étant atteint plus rapidement) aux dépens d’une diminution de leur taille
(Chapitre 3 : Chesnais et al. (2015b) et Chapitre 4 partie 1 : (Chesnais et al. 2015a)). Les effets combinés
de ces deux « trade-off » pourraient expliquer les performances nettement diminuées des parasitoides
sur les pucerons se développant sur la cameline, la qualité de 1’hote pour un parasitoide étant liée a la
taille de celui-ci et la survie diminuée du puceron diminuant la période durant laquelle il peut étre

parasité par le parasitoide.

Fig. 21. Association féverole-cameline en champ.

En complément a cette étude de laboratoire, nous avons réalisé une étude de terrain (cf. Annexe n°1)
afin d’évaluer si la culture associée cameline-féverole permettait de faire diminuer la pression en
pucerons ravageurs et d’améliorer 1’action des auxiliaires en comparaison a celles évaluées pour une
monoculture de féverole. Nous avons mis en place deux protocoles distincts sur trois parcelles présentant
chacune les deux modalités (monoculture ou association). Une campagne de piégeage nous a permis
d’évaluer la pression en pucerons (richesse et abondance) sur chaque modalité. Aucune différence
majeure n’a été révélée entre les deux modalités (M. persicae étant 1’espéce majoritaire de pucerons,
suivie d’A. fabae). Le second protocole, un comptage d’A fabae et de parasitoides au stade momie sur
plants de féverole, n’a pas non plus permis de révéler de différence entre les deux modalités. Cependant,
en s’intéressant a la modalité « association », nous avons observé que les pucerons A. fabae étaient

moins nombreux sur cameline que sur féverole, et que le controle biologique était aussi tres diminué sur
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cameline (presqu’aucune momie). L association cameline-féverole ne permettrait donc pas de diminuer
la pression en pucerons A. fabae sur la féverole, ni d’augmenter I’action des auxiliaires. De plus, la
cameline, bien que moins colonisée par A. fabae en comparaison de la féverole, semble également offrir
un refuge aux pucerons qui y sont moins parasités. Cette derniére observation apparait cohérente avec
I’étude de laboratoire montrant que les performances, et plus particulierement les taux de momification
et d’émergence, étaient diminués sur cameline par rapport a la féverole. Cette étude de terrain apporte
surtout un complément en conditions réelles, dévoilant qu’en association la biomasse que représentent
les plants de cameline est nettement plus faible que celle de la féverole et que par conséquent, la
population de pucerons relevée sur cameline est assez négligeable en comparaison de celle sur féverole.
De plus, dans la stratégie d’association mise en place en champs, le semis et donc la levée de la cameline
étant retardés par rapport a la féverole, les pucerons sont donc probablement attirés majoritairement par
la féverole en place plus rapidement et ne basculent vers la cameline que plus tard dans la saison.
L’impact de I’association est certainement modéré sur les populations de ravageurs et par conséquent,

également faible sur les ennemis naturels.

La complexité trophique a été appréhendée au laboratoire a travers un systéme miniaturisé ne tenant
compte que d’un seul herbivore et d’un seul de ses parasitoides. Cependant, le piégeage en cuvette jaune
en parcelle de féverole associée a la cameline (cf. Annexe n°1) a permis d’identifier non seulement de
nombreuses espéeces de phytophages (plus de 35 espéces de pucerons), mais aussi plusieurs espéces de
parasitoides (appartenant aux genres Aphidius et Trioxys) et d’hyper-parasitoides (appartenant aux
genres Alloxysta, Dendrocerus et Asaphes) aprés émergence en laboratoire des momies recueillies sur
le terrain (données non publiées, FREDON Picardie). Nous avons donc créé les bases d’une étude plus
complexe sur 1’écologie fonctionnelle au sein du systéme cameline en identifiant les acteurs du second

et troisiéme niveau trophique.

Cette étude a mis en évidence un élément clé de la perturbation du comportement de sélection de I’hote
par les parasitoides, qui pourrait potentiellement étre en lien avec la diversification de I’habitat. Ceci
suggére que 1’hypothése « Mother knows best » pourrait étre contrecarrée par 1’augmentation de la
complexité des systemes étudiés. Notons toutefois que notre étude de laboratoire n’a pas pris en compte
I’environnement olfactif des parasitoides durant leurs stades pré-imaginaux (e.g. Sheehan & Shelton
1989). De nombreuses études ont montré que ces stades précoces sont sensibles aux plantes-hotes et/ou
pucerons-hotes et stimuli chimiques associés, ces derniers pouvant conditionner/influencer les réponses
futures des femelles parasitoides aux hdtes rencontrés (pour revue, Giunti et al. 2015). Un élevage des
parasitoides sur féverole, plante majoritairement colonisée par A. fabae, aurait pu conduire & des
résultats différents et une discrimination plus rapide de la qualité du complexe plante-pucerons hotes

adéquat et donc diminuer I’incidence néfaste de 1’association sur le taux de parasitisme.

En termes d’interactions trophiques, 1’association culturale féverole-cameline ne semble pas permettre

d’améliorer la régulation « bottom-up ». Au contraire, en plus de n’avoir aucun effet en champs sur la
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colonisation des pucerons (méme effectifs relevés sur féverole en monoculture ou en association avec
la cameline), I’espéce de puceron majoritairement identifiée sur féveroles, A. fabae, étant capable de se
développer (en laboratoire et en champs) sur les deux plantes. La régulation « bottom-up » de
I’association semble non seulement nulle sur le puceron ravageur, mais en plus, un impact négatif est
observé (sélection de complexe plante-puceron héte défavorable au regard de la fitness réalisée) sur
I’espéce de parasitoide étudiée en laboratoire. Ceci pourrait avoir pour conséquence des répercussions
négatives sur la régulation « top-down » des pucerons par les parasitoides en condition d’association et
donc de limiter les bénéfices attendus pour la plante focale, ici la féverole. Cependant, notre étude n’a
pas pris en compte certains bénéfices directs de I’association de différentes plantes, telle que
I’augmentation des ressources florales/nectar pouvant favoriser la présence d’auxiliaires (parasitoides
mais aussi pollinisateurs) (e.g. Jamont, Crépelliére & Jaloux 2013; Araj & Wratten 2015). Les bénéfices
retirés de I’association en termes d’attraction d’ennemis naturels et d’amélioration de leurs performances
a travers les ressources fournies, sont donc susceptibles de contrebalancer les effets négatifs cités

précédemment.

D’un point de vue appliqué, notre étude a mis en évidence que 1’association culturale est une pratique
agricole qui doit étre bien anticipée. Les especes généralistes d’herbivores, pouvant se développer sur
un grand nombre d’espéces de plantes-hotes, seraient en effet susceptibles d’utiliser les deux plantes
associées. Une telle diversité de plantes-hdtes pourrait alors offrir des refuges aux herbivores face a leurs

ennemis naturels et donc, par conséquent, limiter le contréle biologique exercé par ces derniers.

Par la suite, nous avons cherché a caractériser les effets d’intrants azotés sur les interactions
tri-trophiques, cameline-pucerons-parasitoides. D’apreés la bibliographie, la cameline présente de faibles
besoins en intrants azotés. Cependant, des doses modérées d’azote ont montré des effets positifs
significatifs sur les rendements en biomasse et la composition des huiles (Solis et al. 2013; Jiang &
Caldwell 2016). Ainsi, afin d’améliorer sa productivité, la culture pourrait donc recevoir des intrants
azotés, ces derniers étant susceptibles de modifier 1’équilibre des interactions tri-trophiques (Mattson
1980; White 1993).

Afin d’étudier ces incidences potentielles, nous avons manipulé les concentrations en azote foliaires de
plantes de Camelina sativa en leur fournissant trois niveaux différents d’azote (une dose contréle « 0 »
c’est-a-dire aucune fertilisation azotée, une dose « optimale » en se référant a la bibliographie, et une
dose «excessive » équivalente a trois fois la dose « optimale »). Nous avons étudié comment la
modification de la qualité nutritionnelle de la plante-héte influencait les performances de deux especes
de pucerons, le puceron généraliste, M. persicae et le puceron spécialiste des Brassicaceae, B. brassicae,

et leur parasitoide commun Diaeretiella rapae. D’apres les hypothéses d’« interactions tri-trophiques »
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(« Tri-trophic Interactions » - « TTI ») proposées par Mooney et al. (2012), les herbivores généralistes
étant plus sensibles aux variations de qualité de leur plante héte, nous nous attendions a ce que les
performances de M. persicae subissent de plus amples variations que celles de B. brassicae. L impact
de la variation de qualité de la plante hote sur le troisieme niveau trophique, ici D. rapae, devrait
également étre plus important lorsque le parasitoide se développe dans le puceron généraliste.

a) Myzus persicae

§ —s— Digeretiella
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Fig. 22. Bilan des dynamiques des performances (lignes pleines) et des teneurs en azote (histogrammes) des acteurs
(vert : plante ; rouge/orange : puceron ; bleu : parasitoide) des deux différentes chaines trophiques étudiées
selon trois niveaux de fertilisation azotée. (%N Cs : teneur en azote de Camelina sativa ; %N Mp : teneur en azote
de Myzus persicae ; %N Bb : teneur en azote de Brevicoryne brassicae).

Les apports azotés ont tous deux conduit a une augmentation des teneurs en azote dans les feuilles des
plantes et dans les pucerons M. persicae mais n’ont pas modifi¢ la teneur en azote des pucerons
B. brassicae (Fig. 22.). Comme attendu, par rapport au controle, la biomasse de la plante a augmenté
suite a un traitement optimal en azote mais a diminué suite au traitement excessif. Les performances de
M. persicae ont été améliorées pour le traitement optimal en comparaison de celles évaluées suite au
traitement controle et au traitement excessif alors que celles de B. brassicae ont diminué uniquement
apres un traitement excessif. Les prédictions issues de ’hypothése « TTI » sont donc vérifiées pour un
intrant optimal, ou seule 1’espéce de puceron généraliste voit ses performances augmenter. Cependant,
notre modele met en avant une limite dans cette hypothése « TTI ». En effet, les deux espéces de
pucerons, quel que soit leur degré de spécialisation envers la plante, ont été affectées négativement (par

rapport & la condition optimale) par la condition de stress azotée de la plante induite par I’intrant excessif.

Concernant le dernier niveau trophique étudié, en tests de non-choix, les taux d’émergence de D. rapae

se développant dans M. persicae ont été supérieurs pour les deux traitements azotés « optimal » et
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« excessif », alors qu’ils sont restés stables quel que soit le traitement quand les parasitoides se sont
développés dans B. brassicae. Le second point de 1’hypothése « TTI » semble donc tout a fait vérifié
sur notre modele. Les variations de qualité du premier niveau trophique ne se répercutent sur le troisieme

niveau que lorsque le second niveau trophique est un herbivore généraliste.

En termes d’interactions trophiques, les intrants azotés ont des conséquences variables sur la régulation
« bottom-up », en fonction de la dose apportée mais aussi des caractéristiques intrinséques aux
pucerons/parasitoides. Un intrant modéré, optimal pour la plante, aura globalement des effets neutres a
positifs tout au long de la chaine trophigue. Quand I’azote est délivré en dose excessive, la qualité de la
plante pour les pucerons est diminuée et par conséquent affecte négativement leurs parametres de fitness.
Etonnamment, ces effets négatifs ont conduit & des conséquences positives ou neutres sur les paramétres
de fitness des parasitoides, ce qui suggére un effet tamponné au troisieme niveau trophique. Le
parasitoide étudié semble donc peu sensible aux baisses de qualité de ses hotes alors qu’il profite de
I’augmentation de leurs performances. L’administration d’un intrant azoté, quelle que soit la dose
apportée, ne semble donc pouvoir avoir que des répercussions positives sur la régulation « top-down »

subséquente.

L’étude a confirmé les différences de sensibilité aux variations de qualité de plante-hote des herbivores
selon leur spectre de phagie prédite par ’hypothese « TTI ». Nous avons également retrouve les effets
négatifs qu’un intrant azoté administré en quantité excessive pouvait avoir sur les herbivores, comme
cela a été formalisé par Boersma et Elser (2006) puis testé par Zehnder et Hunter (2009). Cependant,
sur notre modéle, il ne semble pas que la cause soit un contenu élémentaire de la plante héte supérieur
aux exigences de ’herbivore (« Threshold elemental ratio » - TER), car la teneur en azote dans la plante
est identique pour les deux doses étudiées. Pour finir, I’étude a mis en évidence que les répercussions a
travers les niveaux trophiques n’étaient pas linéaires et pouvaient perdre en intensité/force pour le

troisieme niveau trophique.

D’un point de vue appliqué, la dose azotée excessive semble inappropriée quels que soient ses effets
sur les niveaux trophiques supérieurs, cette dose étant délétére pour la plante focale. Cependant, les
effets étant négatifs ou neutres sur les deux herbivores étudiés mais neutres ou positifs pour le
parasitoide, I’effet tamponné observé sur ce dernier niveau trophique pourrait donc étre en faveur d’un
contréle biologique plus important lorsque la dose en azote est excessive. Concernant, la dose optimale,
en comparaison du contréle, I’ensemble des niveaux trophiques réagissant a I’intrant de fagon similaire,
positivement pour la chaine trophique avec le puceron généraliste et neutre pour le puceron spécialiste,

I’incidence sur le contréle biologique devrait étre modérée.
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3. Incidence des phytovirus sur les interactions multi-trophiques.

Le chapitre n°5 vise a caractériser 1’effet de phytovirus sur les niveaux trophiques supérieurs,

premiérement dans un contexte d’interactions bi-trophiques puis tri-trophiques.

Dans la premiére étude de ce chapitre, nous avons caractérisé les interactions de différents
pathosystemes impliquant la cameline, deux phytovirus présentant des modes de transmission distincts
et deux espéces de pucerons-vecteurs avec des spectres de phagie différents.

Les virus de type « Vector-borne virus » ne pouvant se propager qu’au moyen de vecteurs, ils peuvent
induire des changements dans les phénotypes de leurs plantes hotes, influencant la fréquence et la nature
des interactions plante-hote/vecteur. Ces phytovirus, transmis par les insectes, différent dans leurs
modes de transmission, et tirent respectivement avantage d’interactions différentes entre les plantes
hotes et les vecteurs (cf. Chapitre 1, partie 3 § 2.1.). Le comportement des vecteurs envers des plantes
infectées facilite en général la propagation du virus et semble converger en fonction du mode de
transmission du virus (i.e. persistant, semi-persistant et non-persistant) (Mauck et al. 2012) d’ou les
hypothéses de « manipulation indirecte » adaptative. Cependant, plusieurs points restent a éclaircir. La
classification selon la persistance du virus dans le vecteur est discutable puisqu’elle est basée sur des
prédictions en regroupant les virus persistants et semi-persistants dans la méme catégorie. Ces derniers
seraient finalement plus proches des virus non-persistants en considérant le site de rétention (cf. Chapitre
2, partie 1 § 4.1.). Ce point a également été soulevé dans une revue récente et les prédictions redéfinies
pour les virus circulants vs. non-circulants (Mauck, De Moraes & Mescher 2016). De plus, certaines
études suggerent que cette manipulation indirecte peut dépendre de plusieurs facteurs relatifs a diverses
caractéristiques intrinséques des vecteurs telles que l'efficacité de la transmission et le degré de
spécialisation alimentaire (Hodgson 1981; Tu et al. 2013; He et al. 2014). Ces effets pouvant avoir des
conséquences importantes sur la propagation et I'épidémiologie du virus (Jeger et al. 2004; Sisterson
2008), il nous a semblé important d’évaluer les roles relatifs de ces différents facteurs sur la transmission
virale. De plus, les prédictions préalablement établies par McElhany, Real et Power (1995), puis
Sisterson (2008) et formalisées récemment par Mauck et al. (2012; 2016) ne se sont basées que sur un
nombre limité de familles de plantes (majoritairement des Solanaceae, Fabaceae et Poaceae) et n'ont pas

été etudiées sur les Brassicaceae, famille de plante modeéle.

Nous avons évalué les effets de l'infection de la cameline par le virus semi-persistant non-circulant
Cauliflower mosaic virus (CaMV) ou le virus persistant circulant Turnip yellows virus (TuYV) sur deux
espéces de pucerons: le généraliste Myzus persicae et le spécialiste Brevicoryne brassicae en étudiant i)
la rétention et la dispersion des vecteurs, ii) leur comportement alimentaire monitoré via la technique

d’électro-pénétrographie et iii) leurs performances.

L’étude a montré que I’infection virale de la cameline par le CaMV était néfaste pour les deux especes

de pucerons, le comportement alimentaire étant altéré profondément et les performances diminuées. Ces
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modifications n’ont cependant pas eu d’incidence sur les taux de rétention/dispersion des pucerons. En
revanche, face a une infection par le TuYV, les deux espéces de pucerons ont réagi de maniére opposée,
le comportement alimentaire et les performances de M. persicae étant améliorés alors que ceux de
B. brassicae étaient diminués. Les taux de rétention/dispersion mesurés ont cette fois-ci confirmé les
tendances, pour M. persicae, les taux de rétention sur les plantes infectées et dispersion vers les plantes
infectées étaient supérieures a ceux pour les plantes saines alors qu’une dynamique inverse a été

observée pour B. brassicae.

D’un point de vue appliqué, notre étude laisse envisager de lourdes conséquences epidémiologiques.
En effet, le TuYV semble repousser les pucerons non-vecteurs apres installation et retenir les vecteurs,
ce qui aurait donc tendance a limiter la concurrence entre pucerons sur les plantes infectées et aurait
alors certainement un impact positif sur la propagation du virus. De plus, les performances du puceron
vecteur, M. persicae, étant favorisées pour le TuYV, le nombre de vecteurs, génération aprés génération,
devrait étre de plus en plus important. A Iéchelle du paysage, I’ensemble des systémes cultivés pourrait
donc subir une pression accrue de la part de M. persicae, vecteur de plus de 100 phytovirus différents.
A T’échelle des Brassicaceae, M. persicae constituerait également une forte menace pour les plantes

d’intérét agronomique telles que le colza et le navet en accentuant la pression en TuY'V.

En mettant nos résultats en relation avec 1’efficacité de vection de ces deux pucerons pour les virus, on
peut émettre I’hypothése que la manipulation virale du comportement du vecteur pourrait dépendre non
seulement du mode de transmission du virus (Mauck et al. 2012, 2016) mais aussi des capacités de
transmission du vecteur. En effet, les effets sont identiques pour les deux pucerons étudiés pour le
CaMV, alors que ces pucerons sont tous deux de bons vecteurs ; et les effets sont opposés pour le TuYV
pour lequel seul M. persicae est vecteur. Cette observation rejoint 1’idée selon laquelle la manipulation
d’un vecteur requiert une co-évolution fine entre la plante hote, le virus et le vecteur, et donc que la
manipulation ne sera effective que dans les cas mettant en ceuvre des associations trés spécifiques
(Mauck et al. 2014b). Notre étude apporte donc une précision par rapport aux hypothéses existantes et
met en évidence le fait que la manipulation vectorielle semble modulée non seulement par le mode de

transmission du virus mais aussi par 1’efficacité de vection du vecteur pour le virus considéré.

A la suite de cette étude, nous pouvons proposer des perspectives multiples afin de complexifier
et de compléter notre pathosystéme. De multiples paramétres négligés dans la littérature restent a
prendre en compte concernant les caractéristiques intrinséques i) des vecteurs (efficacité de
transmission, spectre de phagie, morphe, statut virulifere) ; ii) des virus (effet temporel de I’infection et

mode de transmission) et iii) des plantes hotes (sauvages/cultivées/hybrides).

i) Notre étude n’a pas inclus pas de nuance concernant le degré d’efficacité de transmission
vectorielle (« transmission efficiency »), les pucerons étudiés étant vecteurs ou non-vecteurs. Il serait

intéressant d’étudier une gamme plus ou moins efficaces de vecteurs pour estimer une influence plus
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précise de ’efficacité de vection sur la manipulation vectorielle. De plus, seules deux espéces de
pucerons aux spectres de phagie différents ont été étudiées, un spécialiste et un généraliste; il faudrait
donc intégrer d’autres pucerons, par exemple, le généraliste A. fabae et le spécialiste R. padi identifiés
comme colonisateurs potentiels de la cameline (Chesnais et al. 2015b).

Pour compléter notre étude, des tests de choix ont été effectués pour des pucerons ailés et aptéres. Ces
tests ont conforté la tendance (i.e. amélioration de la qualité de la plante suite a I’infection par le TuYV),
les deux formes du puceron vecteur sont attirées par la plante infectée par le TuYV vs. la plante saine
(données non publiées ; Fig. 23.). Ces résultats rejoignent ceux documentés pour d’autres Luteoviridae,
comme le PLRV (Eigenbrode et al. 2002) et le BYDV-PAV (Jimenez-Martinez et al. 2004). L ensemble
du processus de colonisation sur plante infectée par le TuYV semble donc étre modifié de fagon a
améliorer la propagation du TuYV par M. persicae.

B C. sativa infectée

} . , Non-répondants
O C. sativa non-infectée P

M. persicae apteres

o
60 50 40 30 20 10 0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40
% % %

M. persicae ailés

Fig. 23. Pourcentage de M. persicae apteres ou ailés s’orientant vers une plante de Camelina sativa infectée
(orange) ou non-infectée (vert) (pour les individus aptéres : test de Wilcoxon pour échantillons appariés ; *,
P < 0,05 ; pour les individus ailés : test du Chi-deux ; *, P < 0,05). Pourcentage de M. persicae apteres ou
ailés non répondants (gris) (données non publiées).

Concernant le CaMV, ce virus entraine une diminution des phases d’alimentation et par conséquent des
performances des deux espéeces de pucerons étudiées, tous deux vecteurs efficaces. Cet effet médié par
la plante peut apparaitre a premiére vue désavantageux pour le virus mais la diminution des phases
d’alimentation est au contraire susceptible de favoriser la dissémination du virus. En effet, I’acquisition
du virus s’effectue aprés une simple piqtire dans les tissus superficiels de la plante (Palacios et al. 2002)
(comportement conservé pour B. brassicae et nombre augmenté pour M. persicae) et les performances
diminuées incitent certainement les pucerons a une dispersion a long terme, bien que rien de tel n’ait été
observé aprés 2 ou 24 heures. Pour compléter 1’étude, il serait judicieux de réaliser des tests d’orientation
des pucerons face a une plante infectée par le CaMV, tels que ceux réalisés pour le TuYV ; ils
permettraient de vérifier si ’effet du CaMV médié par la plante agit également sur les premiéres phases
de colonisation des pucerons. On peut émettre I’hypothése que les pucerons seront attirés par la cameline
infectée par le CaMV, tendance qui semble vérifiée pour ’ensemble des virus quel que soit leur mode

de transmission (Mauck et al. 2012).

En complément, alors que les effets indirects médiés par la plante sont assez communément détaillés
dans la littérature, les effets directs (ou manipulation directe) du virus sur le comportement (préférence

et comportement alimentaire) du puceron porteur (syn. viruliferes) ne sont encore référencés que pour
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trés peu d’exemples (cf. Chapitre 1, partie 3 § 2.2.). Un travail initié au laboratoire sur la plante modele
phylogénétiquement proche de la cameline, Arabidopsis thaliana, tend a confirmer I’existance d’effets
directs déja observés sur quelques modeles. Cependant, ces effets n’étant pas toujours corrélés avec un
avantage adaptatif pour le virus (c’est-a-dire que les effets ne semblent pas bénéficier a la transmission
vectorielle du virus), I’existance de manipulation est alors remise en question (données non publiées,
(Caballero Vidal 2016)). Une étude complémentaire sur la cameline avec le méme virus permettrait de
discriminer la part imputée a la plante. En effet, A. thaliana ne semblant pas émettre d’importantes
quantités de VOCs (V. Brault, comm. pers.), cette plante n’est peut-€tre pas adéquate pour la conduite

d’une étude du comportement de choix des vecteurs.

i) A notre connaissance, dans la littérature, les effets temporels de la manipulation du vecteur par
un virus sont trés mal connus, étudiés seulement sur le virus circulant PLRV (Werner et al. 2009;
Rajabaskar et al. 2013) et le CMV (Shi et al. 2016). Il serait intéressant de combler cette lacune en
étudiant les interactions au sein d’un pathosystéme Brassicaceae en fonction de différents ages de la
plante au moment de I’inoculation (par exemple, inoculations de plantules agées d’une, deux ou trois
semaines) et de durées post-infection variables (par exemple, a 14, 21 ou 28 jours apres inoculation). En
effet, dans la plupart des systémes étudiés, la sévérité des symptomes est diminuée quand I’inoculation
du virus se fait a des stades plus avancés (par exemple, Wilson & Jones 1992; Bosque-Perez, Olojede
& Buddenhagen 1998). La tolérance a I’infection liée a la maturité de la plante pourrait donc également
avoir un effet sur les facteurs qui influencent le comportement des vecteurs. Nous pouvons émettre les
hypothéses que i) plus la plante aura été inoculée tardivement, moins les effets seront importants ; ii)
aucun effet ne sera perceptible durant les phases précoces suivant I’inoculation mais des effets
convergents avec les hypothéses de manipulation du vecteur seront observés par la suite et des effets

déléteres seront visibles quand la qualité de la plante diminuera.

L’ensemble des hypothéses de manipulation des vecteurs par les virus décrites par (Mauck et al. 2012,
2016) a été construit en laissant de coté la difficulté de la discrimination entre une manipulation
adaptative et des sous-produits fortuits de la pathologie (discuté par Blanc & Michalakis 2016). Afin
d’amener quelques bases de réflexion supplémentaires, il serait intéressant de comparer les effets médiés
par les plantes sur les vecteurs des virus transmis par des vecteurs (« vector-borne virus ») et ceux des
virus transmis mécaniquement. Les effets de ce type de virus a transmission non-vectorielle sur le
comportement de sélection des pucerons ont déja été étudiés mais seulement sur I’exemple du Potato
virus X (PVX — Potexvirus). Ces études ont montré que le PVX ne modifiait pas la quantité de volatils
émis par la plante de pomme de terre et par conséquent, en comparaison avec le PLRV qui lui augmente
la quantité de volatils émis par la plante infectée, les pucerons M. persicae s’agrégérent (a courte
distance) préférentiellement sous les feuilles infectées par le PLRV (Eigenbrode et al. 2002). Cependant,
une autre étude a montré une installation supérieure de M. persicae sur les plantes infectées par le PVX

et le PVY en comparaison avec des plantes non-infectées, bien qu’inférieure a 1’installation sur les
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plantes infectées par le PLRV (Castle & Mowry 1998). Pour finir, les performances de M. persicae sur
les plantes saines ou infectées par le PV X sont identiques (Castle & Berger 1993). L’ensemble de ces
résultats sur le PVX semblent indiquer un impact faible ou nul sur les pucerons-vecteurs de ce type de
virus. Afin d’augmenter le nombre de modeéles étudiés et voir si cette tendance est confirmée, il serait
possible de comparer les effets d’un virus a transmission non-vectorielle récemment observé sur la
cameline et identifié comme étant le Watercress white vein virus (WWWVV - Tymovirus) (Harju et al.
2012) (Fig. 24.). Aux vues de la forte décoloration observée sur la plante due a ce virus, il parait peu
probable qu’il n’y ait pas de modifications du comportement de sélection de la plante-héte par les
pucerons. Une étude comme celle-ci permettrait d’aider a la discrimination entre manipulation indirecte
adaptative pour un virus a transmission vectorielle et des sous-produits fortuits de la pathologie,
probables pour le WWVV.

Fig. 24. Plants de cameline saine (a gauche) et infectée (a droite) par un virus a transmission mécanique proche du
WWVV (Watercress white vein virus) (photo de Dr.Mark Tepfer INRA-Versailles).

iii) Dans notre étude, nous nous sommes intéressés plus spécialement & deux partenaires du
complexe tri-trophique plante-puceron-virus, des virus différant de par leur mode de transmission et des
vecteurs possédant différentes caractéristiques intrinséques. Toutefois, la variable plante n’a pas été
étudiée alors que des questions importantes émergent dans la littérature concernant le réle des especes
sauvages comme réservoir a virus dans les paysages agricoles (Wisler & Norris 2005; Mauck 2016).
Des travaux initiés au sein du laboratoire se sont donc intéressés a la cameline et a son plus proche parent
non-cultivé, Camelina microcarpa (Andrz) (Bamiére 2016). L’intérét du modéle est que ces deux
plantes sont également capables de produire un hybride viable, donc en plus des questions
épidémiologiques concernant le role de la plante sauvage et de I’hybride comme réservoir a pathogenes,
ce modele permet de s’intéresser a I’hérédité a travers la transmission de caracteres liés aux

sensibilités/résistances.
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Suite a I’étude précédente et aux effets positifs mis en avant sur la population de pucerons et
la propagation du virus, nous avons ajouté un degré de complexité au pathosystéme étudié avec
I’introduction d’un troisieme niveau trophique (parasitoide). La seconde étude s’est donc focalisée
sur I’incidence de l’infection virale sur la régulation « bottom-up » des deux niveaux trophigques
supérieurs, et plus particulierement les parasitoides de pucerons ; les implications sur la régulation « top-

down » ont alors été envisagées.

Nous avons testé I’hypothése qu’un phytovirus puisse modifier le comportement de sélection d’un
parasitoide vers une plante et/ou des pucerons-vecteurs infectés, au sein d’un systéme d’étude constitué
du virus persistant Turnip yellows virus, de la plante Camelina sativa, du puceron Myzus persicae et du
parasitoide Aphidius colemani. Nous avons également quantifié¢ I’influence de ce virus sur les traits

d’histoire de vie de la plante, de I’espéce de puceron et du parasitoide.

Les tests de choix réalisés en cage ont montré une attraction similaire des parasitoides pour des plantes
témoins et virosées, et des taux d’attaque identiques des pucerons viruliferes sur plante infectée et des
pucerons non-viruliféres sur plante non-infectée. Ces résultats indiquent que le virus TuYV n’affecte
pas le comportement de sélection (de plante hote, de puceron-héte ou de complexe plante-puceron hotes)
des parasitoides. Nous avons cependant observé une réduction de la taille, du taux de développement,
de la fécondité et de la teneur en lipides des parasitoides lorsqu’ils se développent dans des pucerons
viruliféres sur plante infectée. Cette réduction des traits liés a la fitness pourrait étre expliquée par la
plus petite taille des pucerons hotes observée en présence du virus, elle-méme corrélée a une activité
photosynthétique et une taille réduites des plantes infectées, probablement synonymes d’une plante de
moindre qualité pour les herbivores. En effet, la littérature tend & montrer que I’infection virale peut
considérablement altérer la chimie de la plante, aussi bien en termes de composés primaires (sucres,
acides aminés) que secondaires (composés de défenses internes ou émis tels que les VOCSs) (cf. Chapitre
1, partie 3 § 1.). Cette altération des traits de la plante est progressive, des travaux préliminaires sur
cameline-TuYV montrent que les profils métabolomiques des plantes saines et infectées se différencient
de plus en plus au fur et a mesure de la progression de I’infestation (données non publiées, comm. pers.
V. Brault). Nos observations a 21 dpi (jours apres infection) ne reflétent pas 1’ensemble de la relation
plante-puceron-virus-parasitoide au cours d’une infection. Nos résultats mettent en avant une altération
de la chimie de la plante significative qui se répercute sur les traits physiologiques des différents acteurs
du pathosystéme mais ils ne révelent aucune altération du comportement. Il est possible que I’altération
des profils en volatils soit plus tardive ou alors que les parasitoides soient insensibles a cette
modification. Afin de compléter ce travail, il serait intéressant de réaliser une étude comportementale
des parasitoides a différentes dpi, et peut-étre d’envisager une espéce de parasitoide plus spécialisée
qu’A. colemani, telle que Diaeretiella rapae, trés sensible aux volatils émis par ses plantes hétes, les

Brassicaceae.

-197 -



Le virus TuYV modifie donc la régulation « bottom-up » sur I’ensemble de la chaine trophique étudiée,
mais les effets sont divers en fonction des maillons, favorisant les vecteurs et défavorisant plantes-hotes
et ennemis naturels. On peut donc également envisager des effets sur la régulation « top-down »
subséquente. Les parasitoides plus petits et ayant moins de réserves en lipides auront plus de mal a
effectuer leurs recherches d’hotes (plante et/ou puceron) et réguleront certainement moins efficacement

les populations de ravageurs.

Cette étude, & notre connaissance la premiére a s’intéresser aux répercussions d’un virus sur le
comportement et les performances d’un parasitoide de puceron, ouvre matiére a réflexion quant a
I’efficacité de cet agent de lutte biologique dans un contexte d’agrosystéme infecté par un virus. Notre
étude semble monter que leur efficacité risque d’étre réduite et d’autres études récentes montrent que la
présence d’un parasitoide dans 1’environnement pourrait favoriser la dissémination d’un virus entre
plantes via une augmentation des mouvements des pucerons attaqués par effet «top-down »
(Christiansen-Weniger et al. 1998; Hodge et al. 2011; Jeger et al. 2011; Dader et al. 2012). Peut-étre
serait-il donc préférable de limiter les lachers de parasitoides en présence de plantes infectées pour
recourir, a la place, a I'utilisation de prédateurs tels que des coccinelles ; celles-ci seraient peut-étre
méme plus efficaces dans ces conditions car la taille des pucerons étant diminuée, elles peuvent
compenser la faible taille de leurs proies en augmentant le nombre d’individus consommes (Couture et
al. 2010).

D’un point de vue appliqué, la présence du TuYV dans les agro-écosystémes, en plus d’étre néfaste
pour la plante en diminuant sa masse et son efficacité photosynthétique, pourrait donc réduire le controle
biologique des pucerons par les parasitoides qui ne semblent pas discriminer un héte virulifére (s’étant
développé sur une plante infectée) réduisant ses performances et d’un puceron sain (s’étant développé

sur une plante non-infectée).
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Conclusion

L’impact des introductions (ou ré-introduction) d’espéces végétales au sein des paysages
agricoles est difficile a anticiper si I’étude approfondie des corteges de ravageurs et pathogénes associés
est négligée. A travers ce travail de thése, nous avons identifié des bases pour un itinéraire de
réintroduction de la cameline au sein des agro-écosystéemes du nord de la France tout en pointant les

risques associés a certaines pratiques culturales.

L’étude a permis d’identifier certaines limites des critéres de sélection variétale basée essentiellement
sur des caractéristiques liées aux rendements et a la qualité nutritionnelle (teneur en huiles et protéines,
précocité, poids de mille grains) et non sur des sensibilités aux ravageurs et pathogénes. Cette sélection,
bien qu’importante dans un contexte nutritionnel et bioénergétique, néglige la protection des cultures,

dimension importante en vue d’une agriculture raisonnée et intégrée.

Au-dela de cette étude, dans le cadre d’une introduction (ou ré-introduction) d’espéce végétale, il ne
faut pas réduire le cortege de ravageurs étudiés au plus « évidents ». La plante peut servir de réservoir a
des espéces de pucerons, méme faiblement, mais suffisamment pour permettre aux espéces de maintenir
une population et accélérer leur dynamique reproductive. Ce point est d’autant plus important qu’a plus
long terme, le changement global, s’accompagnant d’une augmentation des températures, permettrait
aux populations de ravageurs aphidiennes de maintenir des populations parthénogénétiques toute

I’année sur des plantes utilisées en inter-cultures comme la cameline.
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Annexe 1 : Poster Bogaert et al. (2016)
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Introduction

L'utilisation de cultures en association est une pratique agricole impliquant la culture de deux ou plusieurs espé&ces de plantes dans un méme espace et sur une
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méme période de temps (Lithourgidis et al., 2011). L'introduction de plantes compagnes ou « de services » (PdS) en association avec des cultures a protéger,
présente une alternative prometteuse pour la lutte contre les ravageurs (Cunningham, 2000). En effet, la cameline (Camelina sativa) étudiée en association a des

cultures de pois ou de mais a montré un effet sur I'amélioration des rendements de la culture d’intérét (Haan et al, 1994). La cameline présente certaines
caractéristiques d’une « PdS » telles qu’un nombre restreint de ravageurs associés ainsi qu'un effet allélopathique sur les adventices (Saucke et Ackemann, 2006).
L'utilisation de plante de service en association de culture peut avoir soit des effets directs sur les interactions plantes-ravageurs-auxi
pression en ravageurs (stratégie « Push-Pull », plantes répulsives ou piéges); soit des effets indirects qui engendrent une pression plus forte en auxiliaires (en

favorisant I’attraction et le développement d’auxiliaires) (Malézieux et al., 2009).

La culture associée Cameline — Féverole permettrait-elle, en comparaison a une monoculture de féverole, de faire diminuer la pression en pucerons ravageurs et

Matériels et Méthodes

d’améliorer I'action des auxiliaires ?

‘1. Estimation de la pression potentielle en pucerons ‘
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L’association a le méme potentiel attractif pour les
pucerons que la culture seule. Sur 3078 pucerons
piégés au total, on retrouve la méme densité et la
méme diversité en espéces capturées. Les espéces
Aphis fabae et Myzus persicae sont majoritaires

dans les piéges. ‘

2. Comparaison de la pression en ravageurs et de
I'efficacité des parasitoides entre la monoculture et
la culture associée.
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Conclusion
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d’améliorer le contrdle par les auxiliaires.
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Proportion de chaque espéce de pucerons identifiés et
au sein de la culture mixte de féverole et
cameline dans les piéges Flora®.

Proportion de chaque espéce de pucerons identifiés et
dénombrés issus des piéges Flora® en de
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Résultats

Nombre moyen (+/- se) en Aphis fubae par plants sur la feverole  pourcentage moyen (+/- se) de pucerons parasités

140 Menaeulture
120 Culture assasiee

100
80
60
40
20

[}

B Monoculture
I Cuure associbe NS

Nb Aphis fabae/plantes

Pourcentage de pucerons parasités

29104 3004 0705 14005 2105 2805 04008 1106 2105 28105 04008 14108

Semain Semaine

Par rapport a la monoculture de féverole, la culture associée {cameline — féverole) ne permet pas
de diminuer la pression en pucercns noirs de la féve ni d’améliorer leur régulation par les
auxiliaires parasitoides. Cela concorde avec I'étude de Matthaiis et Zubr (2000), démontrant que la
cameline émet peu de Composés Organigues Volatils.

3. Comparaison de la pression en ravageurs et de |'efficacité des parasitoides entre Vicia faba et
Camelina sativa quand elles sont en culture associée.

Pourcentage moyen de pucerons parasités sur la Féverole
et sur la Cameline en culture associée

Nombre moyen d'Aphis fabae par plants

m Féverole o
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Culture Associée 7
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Au sein de la culture associée, la pression en pucerons est plus forte sur la plante d’intérét
(féverole) que sur la plante de service (cameline). Cela découle notamment d’un décalage dans
la levée des plantes. La cameline n’a pas le statut de plante piége méme si elle est adéquate
pour le développement d’A. fabae (Chesnais et al., 2015).

Le taux de parasitisme des pucerons sur cameline étant quasi-nul, celle-ci ne peut étre
considérée comme une plante refuge ou réservoir pour les parasitoides.
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Annexe 2 : Poster Chaumont et al. (2015)
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1. Introduction & Contexte Agronomique 2. Problématique & Objectifs du Stage

- 63 % de colza
- Cible d’un grand nombre de ravageurs

Est-ce que ces nouvelles plantes oléagineuses
permettraient de diminuer la pression en ravageurs ?

A) - A I'échelle interspécifique, est ce que les deux espéces
I-b Nécessité de diversifier les cultures avec de nouvelles especes candidates offrent une meilleure résistance que le colza ?
Sensibilité 5_’@ Productivité - A léchelle intraspécifique (Camelina sativa), est ce qu'il

Projet d’Amélioration des caractéres pour les Nouveaux Oléagineux existe une variabilité dans la résistance ?
d'Intérét industriel a retenu deux espéces candidates, la cameline A I'échelle du pathosystéme, est ce que linfection virale
(Camelina sativa) et la moutarde d’Ethiopie (Brassica carinata). causée par les ravageurs affecte la résistance de la plante ?

3. Matériel & Méthodes

Cultures oléagineuses :

- Utilisation importante d’insecticides

B)

Dans cette étude, on s'intéresse au puceron vert du pécher (Myzus persicae), un ravageur généraliste. Ce puceron cause des dégats directs sur
les cultures et indirects en étant vecteur de phytovirus e.g. la mosaique du chou-fleur (CaMV : Cauliflower mosaic virus), un virus non circulant.
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r

infectée
Camelme
(cv. Celine)

Dispositif expérimental

1 puceron/clip-cage/plante agée de 302 jours.
Suivi quotidien : survie et fécondité.

Parameétres mesurés :
- Fécondité journaliére
- Fécondité totale

- Période d’oviposition
- Survie adulte

- Longévité

- Taux d’accroissement (r,)

« Clip-cage »

4. Résultats

A) Screening de résistance inter- et intraspécifique

Délai de ponte moyen du puceron
35
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Gours) ; o

0,5
0.0

Colza Moutarde Cameline Cameline Cameline Cameline Cameline

d'Ethiopie Lignée 4 Lignée 10Lignée 12 Calena  Celine

(nombre de.

Fécondité totale moyenne du puceron

+ Délai de ponte :

25

Colza < Moutarde d’Ethiopie < Cameline
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1
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a

dEthiopie Lignée 4 Lignée 10 Lignée 12 Calena

bc
bc be i be
ab
a
|
n=27

Colza Moutarde Cameline Cameline Cameline Cameline Cameline

= Fécondité totale:

Colza = Moutarde d’Ethiopie < Cameline
* I;p: identique

+ Cameline :

Aucune diversité intraspécifique

Celine

Les barres d'erreurs correspondent & l'erreur standard a la moyenne; Les lettres indiquent la significativité; Test Mann-Whitney, P<0.06.

B) Effet de l'infection virale sur la résistance
Délai de ponte moyen du puceron

Fécondité moyenne totale du puceron

« Délai de ponte :
Colza sain > virosé

Moutarde d’Ethiopie saine = virosée

Cameline saine = virosée

35
ek
3,0 30
I Fkk
25 s
Délai 20 Fécondité
de: " (nombre de 5
ponte1,5 * larves)
(jours) 15— —
10 1 B san I
s+ | n=sp—] - D -y, o =
oo |n=28 . n=23 n=21 Virosé - n=28 n=20 n=23
k Colza Moutarde d'Ethiopie Gameline cv.Celine. Colza Moutarde d'Ethiopie  Cameline cv.Celine
Les barres d'erreurs corresp a l'erreur a la moy - Modéle Linéaire Généralisé, *** P<0,001, * P<0.05.

+ Fécondité totale:

Colza sain < virosé

Moutarde d’Ethiopie saine = virosée
Cameline saine > virosée

5. Conclusion & Perspectives

* L
Colza > Moutarde d’Ethiopie = Cameline

L'étude met en évidence une variabilité interspécifique au sein des Brassicacées. Comparativement au colza, on observe une sensibilité plus
importante de la cameline aux pucerons et une sensibilité intermédiaire pour la moutarde d’Ethiopie. L'introduction de la cameline aurait donc pour
conséquence une augmentation de la pression en ravageurs quel que soit le cultivar utilisé.
On constate un effet contrasté du virus en fonction de la plante. Dans un contexte d’infection, le colza apparait comme la plante qui générerait le
plus grand nombre de pucerons vecteurs potentiels.
La moutarde d’Ethiopie, serait la culture & recommander pour diversifier les agrosystemes existants. En effet, elle se caractériserait par une

sensnbuhte moderee aux ravageurs et n mdwralt pas quand eIIe est |nfectee une amehoratlon de Ia fi tness du ravageur
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Integration of Camelina in agro-ecosystems:
complex multi-trophic relationships.

Quentin CHESNAIIS, 2016

Camelina (Camelina sativa, Brassicaceae) has recently received great attention as an alternative
oil-seed crop presenting various (bioenergetic, industrial, alimentary) advantages, requiring low

agronomic inputs and exhibiting few attacks by phytophagous insects.

In this thesis, three objectives have been defined to understand the complexity of the multi-trophic
interactions involving camelina. The first one was to determine the role of camelina as a reservoir of
aphid pests. The other two were based on the study of the effects of cultural practices (nitrogen
fertilization, mixed crops) and plant viruses on the tritrophic interactions involving camelina, aphids and

parasitoids.

Results have shown that camelina could be considered as a plant reservoir for various aphid pest species
occurring in the agricultural landscape of northern France, among which were found not only species
usually restricted to Brassicaceae (Brevicoryne brassicae), but also polyphagous species (Myzus
persicae, Aphis fabae) and specialists of Poaceae (Rhopalosiphum padi). Regarding the two studied
agricultural practices, the association of camelina with faba bean induced deleterious effects on the
biological control of the aphid Aphis fabae by the parasitoid Aphidius matricariae. The behavior of
parasitoid females did not seem in line with the “optimal foraging” theory. In addition, several effects
of nitrogen fertilization have been observed on the three trophic levels depending on both the dose given
to the plant and the degree of specialization of the aphid. Thus, our study has shown that cultural
practices could have significant “bottom-up” impacts on higher trophic levels. Finally, we have shown
the two studied plant viruses had an impact which not only varied depending on the virus mode of
transmission by the vector but also according to its transmission efficiency. This work also revealed the
existence of “bottom-up” effects of a virus on the host selection behavior by an aphid parasitoid as well
as on the physiology of the partners belonging to three trophic levels. Indeed, the performance of the
aphid vector was improved on the infected plant whereas that of the parasitoid was impaired, which

could lead to a better spread of the virus.

This work highlights not only the importance of taking into account the associated multi-trophic
relations before the (re-) introduction of a plant species within agro-ecosystems but also the importance

of identifying the risks in terms of pests and pathogens pressure.

Key-words: Camelina sativa, Aphids, Parasitoids, Multi-trophic interactions, Viruses, Cultural

practices, Electro-penetrography, Behaviour, Life history traits.
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Intégration de la Cameline au sein des agro-écosystemes :
des relations multi-trophiques complexes.

Quentin CHESNAIS, 2016

La cameline, Camelina sativa (Brassicaceae), fait aujourd'hui I’objet d’un regain intérét. Il s'agit
d'une plante aux vocations multiples (bioénergétique, industrielle, alimentaire), aux exigences

agronomiques faibles et qui semble peu sujette aux attaques de ravageurs phytophages.

Trois objectifs visant a appréhender la complexité des interactions multitrophiques autour de la cameline
ont été définis au cours de ce travail de thése. Le premier visait a déterminer le r6le de la cameline en
tant que réservoir a pucerons ravageurs. Les deux autres reposaient sur les études des impacts des
pratiques culturales (fertilisation azotée, culture en association) et des virus de plantes, sur les
interactions tritrophiques cameline/pucerons/parasitoides.

Les premiers résultats ont permis de montrer que la cameline pouvait étre considérée comme plante
réservoir pour différentes espéces de pucerons ravageurs présents dans les paysages agricoles du nord
de la France, qu'il s'agisse d'espéces inféodées aux Brassicaceae (Brevicoryne brassicae), d'especes
polyphages (Myzus persicae, Aphis fabae) ou encore d'espéces spécialistes des Poaceae (Rhopalosiphum
padi). En ce qui concerne les deux pratiques culturales étudiées, 1’association de la cameline avec la
féverole a engendré des effets déléteres sur le contrdle biologique du puceron Aphis fabae par le
parasitoide Aphidius matricariae. Le comportement des femelles A. matricariae ne semble pas satisfaire
a la théorie de « [’optimal foraging ». En paralléle, des effets de la fertilisation azotée ont été observés
sur les trois niveaux trophiques et ont varié en fonction de la dose apportée a la plante et du degré de
spécialisation du puceron. Ainsi, notre étude montre que les pratiques culturales peuvent avoir des
répercussions importantes de type « bottom-up » sur les niveaux trophiques supérieurs. Enfin, nous
avons montré un impact des deux virus de plantes étudiés qui s’est révélé variable non seulement en
fonction du mode mais aussi de 1’efficacité de la transmission par le puceron-vecteur. Ce dernier travail
a également permis de mettre en évidence des effets « bottom-up » d’un virus sur le comportement de
sélection de 1’hote par un parasitoide de puceron mais aussi sur la physiologie des partenaires
appartenant aux trois niveaux trophiques. En effet, les performances du puceron-vecteur sur la plante
infectée semblent améliorées alors que celles du parasitoide sont altérées, ce qui pourrait se traduire par

une meilleure propagation du virus.

Ces travaux soulignent I’importance de la prise en compte des relations multitrophiques avant la (ré-)
introduction d’une espéce de plante dans les agro-écosystémes, et en particulier I'intérét d'identifier les

risques associés en termes de pression de ravageurs et de pathogenes.

Mots-clés: Camelina sativa, Pucerons, Parasitoides, Interactions multi-trophiques, Virus, Pratiques

culturales, Electro-pénétrographie, Comportement, Traits d’histoire de vie.
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