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Contexte

Sitobion avenae est un ravageur des céréales d’hiver dont la nuisibilité au printemps est liée a
I'infestation des épis qui provoque une réduction du nombre de grains. Egalement présent a
I’'automne sur les cultures, il est responsable de dégats indirects via la transmission du virus
de la jaunisse nanisante. La lutte chimique contre ce ravageur repose sur |'utilisation
d’insecticide de trois familles : les pyréthrinoides, les organophosphorés et jusqu’en 2017 les
néonicotinoides. Des cas de résistance aux insecticides de la famille des pyréthrinoides ont
été détectés dans des populations de S. avenae au Royaume-Uni et en Irlande depuis le début
des années 2010. Le mécanisme de résistance identifié est lié a une mutation de la protéine
cible des pyréthrinoides: le canal sodium. Cette mutation, nommée kdr, implique la
substitution d’une leucine par une phénylalanine en position 1014 du canal sodium. Dans la
littérature, une méthode de biologie moléculaire permet de détecter cette mutation (Foster
et al., 2013). Dans un contexte de réduction des substances actives homologuées avec
I'interdiction des néonicotinoides, la recherche de la mutation kdr dans les populations
francaises de S. avenae permettra de s’informer sur le statut de ce ravageur en France vis-a-
vis des pyréthrinoides. L'objectif majeur du plan de surveillance de 2017 était pour notre unité
de transférer une méthode de détection de kdr présente dans la littérature puis de la valider
en analysant quelques populations du terrain.

Matériels et Méthodes
1) Prélevements

Les prélevements ont été réalisés dans des parcelles ou une pression de sélection aux
substances actives de la famille des pyréthrinoides sur les pucerons des céréales existait.
Initialement prévus au printemps, les préléevements ont été recus a l'automne. Cing
préléevements ont été définis dans la note de service DGAL/SDQPV/2016-992 et devaient
concerner deux régions (2 de Grand-Est et 3 de Nouvelle Aquitaine). Ils ont été réalisés selon
les consignes décrites en Annexe 1. En 2017, six prélévements ont été regus sur les cing prévus
(Figure 1). Les prélevements ont été réalisés par Arvalis dans des parcelles d’orge situées dans
les régions Centre-Val-de-Loire (2 prélévements provenant de deux modalités d’un essai) et
Nouvelle-Aquitaine (4 prélevements provenant de quatre modalités d’un essai).
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Prélevements attendus Prélevement(s) regu(s)

Figure 1 : Répartition des prélevements prévus et recus en fonction des régions.
2) Protocole de test

L’objectif de ce plan de surveillance était dans un premier temps de transférer une méthode
de détection la mutation dite kdr chez S. avenae présente dans la littérature (Foster et al.,
2013) puis de valider sur quelques prélevements de terrain la méthode. La méthode publiée
a été adaptée avec succes a nos conditions de laboratoire. Cette méthode nécessite quatre
étapes principales :

1- Une extraction de I’ARN (acide ribonucléique) de S. avenae,
2- Une rétrotranscription (RT) de I’ARN extrait en ADN (acide désoxyribonucléique)

3- Une amplification par « polymerase chain reaction » (PCR) d’une portion du gene de
canal sodium telle que le fragment contient le codon 1014, susceptible d’avoir la mutation
kdr.

4- Une digestion par une enzyme du fragment d’ADN amplifié afin de différencier les
séquences sans mutation kdr qui ont un unique site de coupure des séquences avec la
mutation kdr qui ne seront pas coupées.

Résultats et Interprétations
1) Résultats du plan

Initialement, I'objectif d’échantillonnage était de 30 pucerons par préléevement (Annexe 2). Le
nombre de pucerons échantillonnés a été moindre pour I'ensemble des prélévements (4 a 26
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pucerons) du fait de I'état de certains prélevements a l'arrivée au laboratoire et de
I'infestation des céréales recues par des especes de pucerons autres que S. avenae,
notamment Rhopalosiphum padi.

2) Interprétation

Parmi les 81 pucerons échantillonnés, six pucerons n’ont pas donné de résultats exploitables
et cing ont donné des résultats atypiques (profil de digestion du fragment ADN inattendu).
Des analyses complémentaires ont permis d’expliquer ces profils de digestion. Ces cing
pucerons n’étaient pas de I'espéece S. avenae. Au final, lors du plan de surveillance 2017, la
mutation kdr n’a été détectée chez aucun des 71 pucerons analysés provenant de deux sites
de prélevement différents (Figure 2).

Figure 2 : Cartes des résultats de la recherche de mutation(s) liée(s) a la résistance aux pyréthrinoides
chez S. avenae. La couleur bleue représente les préléevements dans lesquels aucune résistance n’a été
détectée. La couleur rouge représente les prélevements dans lesquels une résistance a été détectée
selon le protocole utilisé. Le chiffre a I'intérieur des camemberts représente I'effectif pour lesquels un
résultat a été obtenu.

Conclusions

Ce plan de surveillance 2017 concernant la résistance de S. avenae aux pryéthrinoides a
permis le transfert, dans notre laboratoire, d’'une méthode pour détecter la mutation kdr
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présente dans la littérature ainsi que I'analyse de quelques individus provenant du terrain.
Cela a également permis de mettre en évidence les difficultés possibles pour réaliser un bon
échantillonnage compte tenu de la diversité des espéces présentes sur les céréales.

La mutation kdr n’a pas été détectée dans les 71 pucerons analysés mais compte tenu, a la
fois du faible nombre d’individus échantillonnés et du faible nombre de parcelles prélevées
cela n"apporte que peu d’information sur le statut de ce ravageur en France vis-a-vis de la
résistance aux pyréthrinoides. De plus, notre méthode ne recherche qu’un allele déja connu
pour conférer une résistance aux pyréthrinoides et donc ne permet pas d’étre certain que les
individus testés ne présentent aucune résistance a cette famille. D’autres mécanismes de
résistance pourraient exister dans ces populations mais ne pas étre mis en évidence par la
méthode utilisée (R4P, 2016).
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Annexe(s)
Annexe 1
PROTOCOLE DE PRELEVEMENT
Sitobion avenea / Orge / pyréthrinoides

Objet : Identifier, chez le Puceron des épis de céréales, des phénomenes de résistances aux
pyréthrinoides par des méthodes de tests biomoléculaires.

Choix des parcelles : Les prélevements sont a réaliser dans des zones agricoles ou il existe une pression
de sélection aux substances actives de la famille des pyréthrinoides (deltaméthrine, cyperméthrine ...) sur
pucerons des céréales. Le nombre de prélévements par région est précisé dans I'annexe 3 de la Note de
Service DGAL/SDQSPV/2016-992.

Période(s) de prélévement : d’avril a juin

Collecte : un prélevement est constitué comme suit

o 30 a 40 feuilles et/ou épis porteurs de S. avenea provenant de 30 a 40 plants différents répartis sur
la parcelle
e Ne pas prélever de feuilles humides

Conditionnement :

o Empiler les feuilles (et/ou épis) a plat les unes sur les autres en intercalant régulierement du papier
absorbant.

e Envelopper le tout dans du papier absorbant et placer le prélevement dans un sachet plastique fermé
bien hermétiquement (type zip)

¢ Regrouper ensemble les sachets contenant les feuilles (et/ou épis) d'une méme parcelle dans un
carton rigide

o Conserver les sachets dans une glaciére puis au réfrigérateur jusqu’a I'envoi

Expédition :

e compléter la fiche pour chaque prélevement de maniere exhaustive

e joindre cette fiche au prélévement

e envoyer par Chronopost les échantillons le plus rapidement possible aprés le prélévement, en début
de semaine (du lundi au mercredi)

e prévenir le laboratoire par courriel juste avant lenvoi (severine.fontaine@anses.fr et
laetitia.caddoux@anses.fr)

ANSES LYON- Unité Résistance aux Produits Phytosanitaires
Secteurs Entomologie / Biologie Moléculaire
31 avenue Tony Garnier — 69364 LYON Cedex 07
Tél : 04.78.72.65.43 (standard) — 04.78.69.68.37 (lignes directes)
Fax :04.78.61.91.45
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Annexe 2

Tableau : Liste, caractéristiques et résultats des prélevements recus

Nombre individus porteurs de

, Reference Referencg ef:hantlllon Date de réception Région Nombre d’individus testés  1’alléle kdr (L1014F) impliqué dans
échantillon Anses Expéditeur L e
la résistance aux pyréthrinoides
17-0181 17-18-001 (TNT) 24/10/2017 Ce”“f(’)}ﬁ:"de' 26 0
17-0182 17-18-002 (Karaté Zéon) 2411012017 Ce”tﬁ;}ﬁ:"de' 16 0
. Nouvelle-
17-0184 essai n°138366 parcelle 111 27/10/2017 Aquitaine 7 0
17-0185 essai n°138366 parcelle 107 27/10/2017 Nouvelle- 14 0
Aquitaine
17-0186 essai n°138366 parcelle 311 27/10/2017 Ul 4 0
Aquitaine
17-0187 essai n°138366 parcelle 201 27/10/2017 Nouvelle- 3 0
Aquitaine
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