Etude de la dynamique spatiale de Scaphoideus titanus, vecteur
_de la Flavescence Dorée, dans l'agrosysteme viticole savoyard
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Présentation de la FREDON

Le Végétal
dors son Environnement

* Organisme a vocation sanitaire reconnu par |'Etat, en santé des végétaux Réseau

FREDONRhone-Alpes

e Création FREDON Rhone-Alpes en 1987
* Coordination des 8 sites départementaux

* Missions déléguées de service public (DRAAF-SRAL)

Activités:
* Lutte collective contre les organismes nuisibles reglementés (Sharka, Flavescence Dorée)
Organisation de la prospection, contréle des mesures de |utte

e Surveillance du territoire

Contréle plants issus de pépinieres, suivi organismes non reglementés (black rot, mildiou, etc.),
rédaction de BSV, modélisation

* Appui aux collectivités territoriales
Application du plan Ecophyto Il




Plan:

|. Présentation de |a Flavescence Dorée
Il. Contexte de |'étude
Ill. Expérimentation sur le vignoble savoyard

I\VV. Discussion et conclusion



Le pathosysteme dela FD
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Phytoplasme de |la FD
Inféodé a la vigne
Colonise tout cep via le phloeme
Bouche tubes criblés
Entraine mort cep
Différentes souches (FD1, FD2, FD3)
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Scaphoideus titanus

* Insecte homoptere (famille Cicadellidae)

* Introduction dans les années 1950 (depuis EU)

* inféodé ala vigne = monophage (Vidano, 1964)

* Acquisition lors de la prise alimentaire (phloéme)
* Ponte dans le cep de vigne

Plante hote

Vigne \

* Cep = réservoir de phytoplasme a vie

* Cep = réservoir de nouveaux individus
Sten N+1

* Assure la persistance de la FD d’une

\ année sur l'autre
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Cycle de Scaphoideus titanus

Larves (2 a 5mm)
- Apteres
- Peu mobiles

/

N

Adultes (5mm)
- Ailés
- Déplacement dans canopée vigne
- 50% déplacements dans 3m
- Peu de déplacements hors parcelle

~

)

Cycle de développement de St (Chuche, 2010)




Cycledela FD
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* Propagation épidémique de ceps en ceps par St infectieux
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Lutte contre la FD

Europe: Phytoplasme classé organisme de quarantaine (1993)
France: Lutte obligatoire contre la FD (1994)

73% du vignoble francais en périmetre de lutte (2017)

Arrété ministériel du 19 décembre 2013 modifié

—> Surveillance annuelle collective des parcelles

- Obligation d’arrachage ceps contaminés

— Obligation de lutte contre le vecteur dans le PLO

Exemple de périmeétre de lutte obligatoire en Savoie

(DRAAF, 2018)



Vers une complexification de la lutte: impact de la vighe ensauvagée

| (Imag'S.Grauby, Les Marches)

* |talie et Etats-Unis: Présence de larves (Pavan et al. 2012) (Beanland et al. 2006)

e Italie: Phytoplasme de |la FD dans larves (Lessio et al. 2007)

* France: Projet FLADORISK de I'INRA: mesure risque vigne ensauvageée sur 4 vignobles
- Aquitaine: risque élevé

- PACA et Bourgogne: risque nul a quasi nul

—> Alsace: nul

Pas de publication scientifique



Vers une complexification de la lutte: découverte de nouveaux vecteurs alternatifs

Orientus ishidae: Capable de transmettre FD a la vigne (Lessio et al. 2016)
- FD1, FD2, FD3

Oncopsis alni: Capable de transmettre FD de I'aulne a la vigne (Maixner et al. 2000)
- PGY

Dictyophara europaea : Capable de transmettre FD de la clématite a la vigne (Filippin et al. 2009)
- FD3

- Vecteurs polyphages, non inféodés a la vigne = Transmission occasionnelle
- Dissémination épidémique par St possible = contamination chronique du vignoble



Le vignoble savoyard
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Vignoble de montagne (500m alt)
2150 ha
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Cépages autochtones

20 AOC vins de Savoie

Pépiniere viticole: 17% de la
production francaise de plants
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La FD en Savoie

Suivi biologique de Scaphoideus titanus: 1 piege/ 20ha

Evolution nombre de ceps FD+ Savoie
16000

14000

Lutte collective depuis 2000
Vignoble de plus en plus touché par la FD

Connaissance de la dynamique de l'insecte insuffisante 10000
8000

12000

nb ceps

6000
4000

2000

2012 2013 2014 2015 2016

Objectifs de |"étude:

- Mieux comprendre la dynamique spatiale et temporelle de St
- Mesurer le risque que représentent les vignes sauvages

—> Etudier la présence de vecteurs alternatifs sur le territoire

2017
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Parcelles de |’étude

Criteres de choix des parcelles:

Lutte obligatoire correctement réalisée
Contamination chronique par la FD

Proches de zones boisées avec vigne sauvage
Différentes zones du vignoble savoyard
Communes a surface viticole importante

ARCHES ©

cuse dectambery 1| Joore

240 ha 180 ha 55 ha 85 ha
31% FD+ 35% FD+ 41% FD+ 53% FD+

© G

ALBERTVILLE
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Partie 1: Etude des populations larvaires de Scaphoideus titanus
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Objectif:
Evaluer les populations larvaires dans la vigne cultivée avant T1
Déterminer si la vigne sauvage présente des populations larvaires

Protocole:
Vigne cultivée:

T1 obligatoire: du 09 au 17 juin 2018

* Stade L1-L2 peu mobiles
- comptage visuel Fréterive
- 10 feuilles/cep

= prés du vieux bois

* Seuil de 50 ceps pour une parcelle de 3000 m2 (Lessio & Alma, 2006)
—> Calcul du nombre de ceps/parcelle
- Echantillonnage systématique




Fréterive

10 feuilles/cep
systématique

10 feuilles/repousse
aléatoire

——— ] T .Q:-

- 10 feuilles retournées par repousse de vigne sauvage
- Echantillonnage aléatoire

Comparaison populations dans la vigne sauvage et dans la vigne cultivée = Test de Wilcoxon 15



ReSUItatS Comptage la rvaire Nombre de larves de Scaphoideus titanus (moy £ e.s) pour 10

feuilles retournées sur vigne sauvage et vigne cultivée

12 9,2
W vigne cultivée
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Cruet Fréterive Les Marches Chignin

- Vigne sauvage = Réservoir a larves de Scaphoideus titanus: tout cycle de développement sur vigne sauvage ?
- Tres faibles populations larvaires dans la vigne cultivée: peu de ponte en 2017: efficacité traitements?

- Différence significative entre populations dans vigne cultivée et sauvage (pvalue < 5%)
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Objectif:
Evaluer les populations larvaires dans la vigne cultivée apres chaque traitement larvicide
Evaluer les populations larvaires dans la vigne sauvage '~“*“

Protocole:
Vigne cultivée

T1 obligatoire: du 09 au 17 Juin 2018
T2 obligatoire: du 23 Juin au 01 Juillet 2018

e Stades L3-L4 mobiles
- Technique du battage
—> 10 coups/cep T
—> Echantillonnage systématique AW

* 2 séries de battage:
Battage 1 apres T1
Battage 2 apres T2



Vigne sauvage

Fréterive

10 coups/cep

10 coups/buisson
* Délimitation de buissons de vigne sauvage 7 ﬁ,g N
— 10 coups/buisson ol

Comparaison populations dans la vigne sauvage et dans la vigne cultivée = Test de Wilcoxon
e Comparaison des deux battages



Résultats battage larvaire

Nombre de larves de Scaphoideus titanus (moy * e.s) pour 10 coups

sur vigne sauvage et vigne cultivée

30

21,7+2,1

25 %
20

10,4+ 2,4

15

45+1,8

Nb larves/10 coups

10
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Cruet Fréterive Les Marches

Hvigne cultivée

Ovigne sauvage

B1

Chignin

— Toujours population larvaires dans la vigne sauvage (sauf Chignin)

- Pas de différence significative entre les 2 battages
— Aucune larves capturées sur vigne cultivée > efficacité larvicides 2018

B2
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Cas de Fréterive, Cruet
et les Marches

Chignin: pas de larves
Pas de suivi des adultes

20



Partie 2: Etude des populations adultes de Scaphoideus titanus

21



Evaluer les populations adultes de St dans la vigne cultivée et dans la vigne sauvage
Déterminer s’il y a migration de St d’'un compartiment vers [‘autre

e Adulte ailé

—> Suivi grace pieges jaunes englués
—> Pieges dans 3 compartiments:
Vigne cultivée

Vigne sauvage

Bordure

- Mise en place avant émergence des adultes (27/06)
- 5relevés du 12/07 au 11/09

* Comparaison de 3 moyennes: Kruskal-Wallis

Echantillonnage
systématique

Echantillonnage
systématique

1 piege/buisson

A g

1m de hauteur
p& Vigne sauvage
= ct bordure

(Images S. Grauby, Cruet)



Résultats a Cruet
Dynamique temporelle

Capture journaliére moyenne Cruet
0,9 —

0,8

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1 (

0

nb adultes moyen (bordure et vigne cultivée)

e \figne cultivée
= hordure

—\lgNE SAUVAE

15

12-juil.  19-juil.  26-juil. [}i—acﬁt 09-ao(t 16-ao(t 23-aolt 30-aolt O06-sept.

~

T3: 01 ao(t

—> Courbes de vol similaires dans les 3 compartiments

- Population adultes dans vigne sauvage tres supérieures (pvalue < 5%)

- Vol de Juillet a Septembre ~ 2mois

30

25

20

15

10

nb adultes moyen (vigne sauvage)

Dynamique spatiale

Piegeage Scaphoideus titanu:
Nb adultes total par piege

@ -:00

@ 1200 ; 400]
@ ]100 ; 200]
@ 120 50]
@ 110 20]
© ]2;10]

= H32]

- 0
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Résultats a Fréterive

G ¥

| Piegeage Scaphoideus tianu:

. . -’ . Nb adultes total par piege
Capture journaliere moyenne Freterive | @ >400
= 016 J | | @ ]200;400]
= e i cultivée | @ ]100;200]
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12-juil.  19-juil. 26-juil. 02-aolt 09-aolt 16-aolt 23-aoclt 30-aolt O6-sept.

T3

- Méme observations qu’a Cruet
- 2 différences: efficacité traitements en bordure
+ Augmentation St dans vigne cultivée et bordure fin été: Re-colonisation par le vecteur
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Comptage et battage larvaire: pas de larves dans les parcelles
Adultes dans les parcelles = d’ou proviennent-ils ?

- Pas de conclusion quant aux parcelles adjacentes (pas de pieges)
- Vigne sauvage, pas de marquage des individus

- Etude italienne: preuve déplacement de St de la vigne sauvage a la parcelle (Lessio et al. 2014)
- 80% des individus capturés dans les 30m et individus capables de se déplacer jusqu’a 300m!

Piegeage Scaphoideus titanu:
Nb adultes total par piége

@ 200

@ 1200 ; 400]
@ 1100 ; 200]
@ ]20;50]
@ 110;20]
© ]2:10]

o [15.2

- 0
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Conclusion étude de la dynamique de vol de Scaphoideus titanus adulte

- Vigne sauvage réservoir a Scaphoideus titanus

— Réalise tout son cycle de développement

- Probable migration d’individus de la vigne sauvage a la vigne cultivée
- La vigne sauvage est-elle un réservoir a phytoplasme de la FD?

26
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Objectif:
Déterminer si la vigne sauvage est un réservoir a phytoplasme
Comparer la souche de phytoplasme du vignoble et celle de la vigne sauvage

Protocole
+» Test de la vigne par PCR
- Détection du géne map du phytoplasme de la FD

cep
élevés - 1 échantillon/parcelle

1 échantillon

28

s Génotypage des échantillons FD+ pour déterminer la souche (NGS)



Déterminer si les larves présentes dans la vigne sauvage sont porteuses du phytoplasme
Déterminer la souche de phytoplasme

s Test de Scaphoideus titanus par PCR blose"o'

- Partenariat de R&D avec Biosellal

—> Pré-test: 2 protocoles de lyse testés (enzymatique et broyage)
- Nombre de larves/pool testé: 3 a 10

- Extraction d’ADN (BioExtract® column, Biosellal) +Amplification geéne map (qPCR Premium® FD/BN)

— Larves du battage 1 et 2 testées 3-10 larves/pool

- Pool de larves du méme stade et capturées sur le méme buisson

** Génotypage des échantillons FD+ pour déterminer la souche (NGS)

29



e Echantillons PCR:

Insectes
Parcelle Battage 1 Battage 2
Cruet 5 7
Fréterive 15 12
Les Marches 1 6
Chignin 0 0
Total 21 26

* Echantillons séquencage:

- Vigne cultivée et vigne sauvage: chaque échantillon FD+
- Insectes: 1 échantillon FD+/buisson de vigne sauvage/battage

- 16 échantillons au total

Feuilles de vigne

Vigne sauvage Vigne cultivée
5 1
5 1
5 1
3 1
18 4

Total

68 échantillons

30



Résultats analyses moléculaires

X P TRE Vigne sauvage Larves

Vigne cultivee —> Fréterive: 2 buissons/5 FD+ > 15,échan'tillons/27 FD+ a Fréterive
- 4 parcelles FD+ 8 - Les Marches: 1 buisson/5 FD+ 23 ech?nt|llohs/7 FD+ aux Marches
> Souche FD2-M54 N8 - Souche FD2-M54 —> 0/13 échantillons FD+ a Cruet
s W - —> Cruet et Chignin: aucun buisson FD+ > Souche FD2-M54

- Vigne sauvage réservoir a phytoplasme
- Méme souche de phytoplasme dans la vigne sauvage et la vigne cultivée

- Méme souche de phytoplasme dans Scaphoideus titanus
- Contamination de I'environnement sauvage depuis la vigne cultivée par I'insecte

31



Discussion: Mesure du risque « vignes sauvages » pour le vignoble savoyard

32



Cas de Fréterive et les Marches

"‘ ==)  Recontamination du vignoble

i" ==)  Recolonisation du vignoble par le vecteur

@\

Observation dans la parcelle:
- population importante du vecteur
- contaminations importantes en FD

Les Marches: 1257 ceps FD+/ha en 2017
Fréterive: 775 ceps FD+/ha

'L Contamination de la vigne sauvage:
vecteur + phytoplasme

33



Cas de Cruet

vi ==)  Recolonisation du vignoble par le vecteur

@\

Observation dans la parcelle:
- population importante du vecteur
- contaminations faibles en FD

Cruet: 45 ceps FD+/ha en 2017

vi Colonisation de la vigne sauvage par le vecteur

34



Cas de Chignin

N’exclut pas migration de St dans le temps
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Partie 4: Etude des vecteurs alternatifs de la FD sur le vignoble

Orientus ishidae Japananus hyalinus

Famille: Cicadellidae
Origine asiatique




Résultats captures Orientus ishidae (Oi)

- Capable de transmettre FD a la vigne (Lessio et al 2016) Vecteur confirmé
- Porteur de plusieurs souches (FD1, FD2, FD3) (Casati et al 2017)
B B - Polyphage (aulne, noisetier, noyer, etc.)

Dynamique temporelle

Capture journaliere Fréterive

vigne cultivée - Capture homogéne dans les 3 compartiments = polyphage
0.9 bordure - Cycle biologique de Orientus ishidae similaire a celui de St
0,8 vigne sauvage Emergence précoce des adultes

0,7

0,6

0,5

nb adultes moyen/piege

, — .

04-juil.  11-juil. 18-juil. 25-juil. 0l-aolt 08-aolt 15-aolt 22-aolt 29-ao(t 05-sept.
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Résultats captures Orientus ishidae
Dynamique spatiale (Fréterive)

| Piegeage Orientus ishidat

| | Nbtotslsdulie psrpege
‘, | . >100
| @ 150;100
@ 12050
@ 110:20]

8 12;10]
o :2

- 4 fois plus d’Oi que de St dans la parcelle et en bordure : inefficacité traitement insecticides sur ce vecteur ?
- Quel est le réle de Oi dans I'épidémie de FD ?

Perspectives: Test PCR + séquencage + |dentification des végétaux
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Résultats captures Japananus hyalinus (Jh)

Retrouvé FD+ (Trivellone et al 2016)

Capacité de transmission du phytoplasme a la vigne reste a prouver
- Vecteur potentiel

@ 150;100)
@ 120:50]
@ 11020
Q 12:10]
o 11:2
<0

- 3 fois plus de Jh dans la parcelle que St: inefficacité traitement insecticides ?
- Répartition homogene dans les 3 compartiments: polyphage

Perspectives: essais de transmissions FD a la vigne

PCR + séquencage pour déterminer souches de phytoplasmes
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* Vigne sauvage = danger pour le vignoble
- Peuvent expliquer certains échecs de lutte en Savoie

- Importance de l'intégrer dans le plan de lutte contre la FD (géo-référencement, journées d’action, préconisations techniques)

* Importance de la connaissance précise du cycle biologique de Scaphoideus titanus
—> Utilisation combinée de techniques pour suivre les différents stades de développement de I'insecte

- Augmenter l'efficacité des traitements voir les diminuer

» Ecologie de |la Flavescence Dorée est un systeme ouvert en interaction avec le paysage environnant
- Composition du paysage détermine le type de plantes hotes et le type de vecteurs

- Besoin d’outils d’analyse du paysage et d’évaluation des risques

40
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