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Définition et exemples
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Les semiochimiques : définition

Molecules naturelles produites par des
organismes vivants et intervenant comme
moyen de communication intra- ou

interspecifique
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Séemiochimiques

Signaux de communication plantes-insectes-insectes

Phéromones Substances allélochimiques

- alarme
- allomones: + espece émettrice
- sexuelles . .
£y - kairomones: + espeéce réceptrice

- agregation

: - synomones: + émetteur, + récepteur
- piste

- marquage d’un hote

Une méme molécule peut a la fois étre une phéromone
et une substance allélochimique
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L'utilisation des sémiochimiques en lutte intégreée
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Integrated Pest Management (IPM)

Définitions de la lutte intégrée :

FAO : « conception de la protection des cultures dont I'application fait intervenir un
ensemble de méthodes satisfaisant les exigences a la fois écologiques, économiques et
toxicologiques en réservant la priorité a la mise en ceuvre délibérée des éléments naturels de

limitation et en respectant les seuils de tolérance »

Directive communautaire 91/414/CEE : « L'application rationnelle d'une combinaison de
mesures biologiques, biotechnologiques, chimiques, physiques, culturales ou intéressant la
sélection des végétaux dans laquelle 'emploi de produits chimiques phytopharmaceutiques
est limité au strict nécessaire pour maintenir la présence des organismes nuisibles en
dessous de seuil a partir duquel apparaissent des dommages ou une perte économiquement
inacceptables. »
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Les stratégies de controle des nuisibles en IPM

1. Monitoring :
- détecter la présence d’insectes nuisibles invasifs
- déterminer la densité d"une population de nuisibles
dans un site spécifique
=>» Permet de prendre des mesures de controles

(ex: application localisée d’insecticide)
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Les stratégies de controle des nuisibles en IPM

2. Trapping:
- piéger un grand nombre de nuisibles dans une zone
déterminée (apres monitoring)
- attraction avec sémiochimiques spécifiques
- « lure and kill » : piege associée a une substance pesticide

(contact de I'insecte, pas de contact avec la culture)
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Les stratégies de controle des nuisibles en IPM

3. Mating disruption :

- principalement pour Lépidopteres (moths)

- confusion sexuelle en dispersant dans I’atmosphere
des quantités importantes de phéromones sexuelles
spécifiques a I'espece ciblée.

- perturbation du comportement des males =»

incapables de localiser une femelle pour se reproduire

(voir Miller et al., 2006 et Stelinski, 2007 pour une revue des mécanismes biologiques

impliqués)
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Les stratégies de controle des nuisibles en IPM

4. Push-Pull :

- combinaison de stimuli (sémiochimiques) répulsifs et
attractifs

- insectes nuisibles d’abord repoussés de la culture (PUSH)

- puis attirés avec d’autres molécules (PULL) loin de la

culture pour y étre piégés et/ou tués de facon controlée
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Les stratégies de controle des nuisibles en IPM

5. Controle biologique :

- « The use of living organisms (insects or pathogens) to suppress
pest populations, making them less damaging that they would
otherwise be » (Stoner, 2004).

- attraction (sémiochimiques) ou introduction d’insectes
bénéfiques, prédateurs ou parasitoides des nuisibles

Attention : introduction d’insectes « exotiques »

(cas de la coccinelle asiatique Harmonia axyridis)
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Les diffuseurs a semiochimiques
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Comment aboutir a la réalisation d’un diffuseur?

1. Origine de la matrice et des composés volatils ?
* Naturelle
* De synthese
=>» Prendre en compte :
- couts

- faisabilité

- impact écologique
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Comment aboutir a la réalisation d’un diffuseur?

2. Type de diffuseur?
*Solide : - a disperser (billes de polymere)
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Diffuseur solide a disperser
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Billes d’alginate
contenant

E-p-farnésene
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Comment aboutir a la réalisation d’un diffuseur?

2. Type de diffuseur?
*Solide : - a disperser (billes de polymere)

- a suspendre
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Diffuseurs solides a suspendre

« Rubber septum »

No Mate ® (mating
disruption) Isomate ® (mating

disruption)

Piege collant (trapping)
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Comment aboutir a la réalisation d’un diffuseur?

2. Type de diffuseur?
* Liquide : - pulvérisation
(matrice « environmentally-safe »)

- réservoir

(diffusion ou « puff automatique)
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Diffuseurs liquides
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Réservoir : diffusion
(Byers J., 1988)
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Comment aboutir a la réalisation d’un diffuseur?

2. Type de diffuseur?
Choix fonction :
- du type de culture
- de la surface a couvrir
- de la nature du sémiochimique
=>» Protection vis-a-vis dégradation UV et O, : ajout d"anti-

oxydants, stabilisateurs UV
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Comment aboutir a la réalisation d’un diffuseur?

3. Concentration en sémiochimique dans le diffuseur ?
- taux de diffusion contrdlé au sein de la formulation
- taux suffisant pour étre percu par insectes
- diffusion efficace durant toute la période de présence

des nuisibles

=>» Etude de la cinétique de diffusion

(idéalement ordre 0 = taux constant MAIS difficile a atteindre

Généralement diminution du taux au cours tu temps)
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La chimie au service de I'ecologie
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Neécessité d une approche CHIMIQUE

Pour:

- identifier les molécules sémiochimiques et comprendre
les comportements biologiques

- quantifier les composés émis ou diffusés

- formuler les sémiochimiques dans les diffuseurs

- vérifier les taux de diffusion
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La chromatographie en phase gazeuse
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La chromatographie en phase gazeuse

Principe de fonctionnement

detecteur DIF

réqulateur de déhil\

| )

Air H He

exploitation

™ gaz vecteur dez données

\
\

gaz pour DIF

Injection du mélange a analyser en amont
de la colonne via I’injecteur.

Séparation des composeés volatils dans la
colonne grace a leurs affinités respectives
pour la phase stationnaire. Les composés
sont poussés par le flux de la phase
mobile (gaz vecteur).

A la sortie de la colonne, les composés
sont détectés par un détecteur (FID, NPD,
spectromeétre de masse (MS)).

Le signal percu au détecteur est transmis a
un systeme d’enregistrement et de
traitement des données =
chromatogramme
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La chromatographie en phase gazeuse (CPG)
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La CPG couplée au spectrometre de masse
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Un exemple d’application

Projet SOLAPHID (Waleo 2)

W

REGHON WALLOMME

Développement de formulations de controle

biologique contre les pucerons
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Le probleme des pucerons

Dommages aux cultures : transmetteurs de virus et
maladies

Problemes agro-économiques

Contrdle par pesticides limité car :
- résistance des insectes nuisibles ~ . .
- non spécifique a une seule espece Controle b lOlOg tque

- dangereux pour I'environnement et la

santé humaine u
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Cas du puceron — systeme tritrophique

1er niveau 2eme niveau 3eme niveau

Plante Pucerons Prédateurs

=» Communication chimique : sémiochimiques


http://www.galerie-insecte.org/galerie/view.php?adr=./image/dos17/temp/aphid6077.jpg.jpg
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Molécules 3
- volatlles

e

2’

Phéromones d’alarme, #
phéromones sexuelles


http://de.wikipedia.org/wiki/Bild:Cis-3-hexen-1-ol_chemical_structure.png
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Objectif global o

Développer une formulation, a libération progressive de
sémiochimiques d’origine naturelle, en tant qu’outil de contrdle

biologique pour attirer les ennemies naturels des pucerons

/\

Quels sémiochimiques ? Quelle formulation ?

|

Efficacité ?

N

Purification ? Diffusion ? Attraction ?

Origine naturelle ? Analyse et quantification ?
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Choix et origine des sémiochimiques
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E-B-farnésene

TRy
Sesquiterpene
Xy
(C15H24)
N
}q‘d OUT 111 )
LA
- Phéromone d’alarme des pucerons %%

- Kairomone: attraction de prédateurs (Episyrphus balteatus De

Geer) et de parasitoides (Aphidius ervi Haliday) de pucerons
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E-B-caryophyllene

o \ Sesquiterpene

I & (CisH,y)

- Réduit la capacité de reproduction des pucerons

- Attractif envers les parasitoides de pucerons (A. ervi Haliday)
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Origine naturelle des sémiochimiques

=» Huiles essentielles

Raisons écologiques et cotit >< syntheése chimique des molécules

- Matricaria chamomilla L. (Asteraceae): E-f-farnésene

- Nepeta cataria L. (Lamiaceae): E-f-caryophyllene
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Caracteérisation chimique des HE
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Caractérisation des huiles essentielles
Matricaria chamomilla L. (originaire du Népal)
1.4e09 _ 1
o GC-MS
. N° | Major compounds Retention | %
z - | ﬁde*\\ﬂ\
g . 1 (@-flnesene 1456 42,6 |
2 | Germacrene D 476 2,9
5 9
’ /33 J\ 6 , n 3 | bicyclogermacrene 1494 1,9
0.0 X\ Jllﬁ s h ! pa—l's 4 | (E,E)-o-farnesene 1506 8,3
25 30 35
100 - 1 (min) 5 | a-bisabolol oxide B 1649 4,4
) 8
(b) Fast GC-FID 6 | o-bisabolone oxide A 1673 4,5
7 | Chamazulene 1715 1,1
= 8 | a-bisabolol oxide A 1735 21,1
>
£ > 9 | Cis-ene-yne-dicycloether | 1802 5,9
4 56
\ z 2 3‘ U_?l Heuskin S., Godin B. et al., 2009, J. Chrom. A, 1216, 2768-2775.
0.0 . . A ]

3.0

4.2
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Caracterisation des huiles essentielles
Nepeta cataria L. (originaire du Canada)
- GC-MS / \
- N° | Major compounds :Rr’]zts)r(]tion %
— /t jL 1 | (Z,E)-nepetalactone 1353 8.4 %
Time-> 2450 25100 3550 26100 2650 27.00 3760 28100 28,50  29.00 Jz'\n'su 3000 300 3100 3180 32000 3250 2 (E,Z)-nepetalacton LBL? 22.5%
450, 473 | E-pcaryophyllene | 1415 | 58.9%]
- Fast GC-FID 4 a-humulene | 1465 3.9%
(mVolt)
0.0 | | | |
2.5 2956 3412 (min)
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Validation analytique

Objectif d"'une méthode d’analyse

Doser le plus exactement possible chacune des quantités

inconnues que le laboratoire aura a analyser en routine

Résultat Valeur vraie
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Validation analytique

Objectif d"une validation analytique

Donner des garanties au laboratoire et aux autorités que les

valeurs mesurées par la méthode d’analyse sont

suffisamment proches de la valeur vraie (fiabilité)

|xi - pT| < A
Avec \ = limite d’acceptation

= Besoin d"un outil de décision permettant d’évaluer la
capacite de la procédure a fournir des résultats dans les
limites d’acceptation.
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Purification des semiochimiques
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Fractionnement des huiles essentielles

Chromatographie sur colonne de silice

Essential oil Solvent of elution

@ O O O] O]
@ O O O
] ]
Silica gel
— T
Semiochemical
of interest
. o1 s O O 4. Collection of the
1. Essential oil in ..
2. Beginning of the . .
the head of the elutio%t Withgsolvent . < < §em10chem1cal of
column 3. Elution process interest
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100 - XX X Matricaria chamomilla fractionation
80 -
.
S Coee, .
© 60 - A TN
s <
o . *22
S 40 - aanaadsfifésn
[0} X ‘AA o A
al AA
Aaddd Ae
Og Y oxq
20 A X AAAAAA .
AA
'Y [m] “A x X
x0 , A X
0 AREA .A*Xﬂxgggggunnunnuuu|:||:||:|uuuuuunnuuunnnuuuDgguﬂiuunuq
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Elution volume (ml)
¢ E-3-farnesene 0O Germacrene D A a-farnesene x Monoterpenes x Chamazulene
Elution volume (ml) % EBF % Germacrene D f% E.E-a- % % chamazulene
arnesene monoterpenes
0- 10,5 (F0) 0 0 0 0 0
10,5 - 16,5 (F1) 0 0 0 100 0
16,5 - 22,5 (F2) 0-82 7,8-26 3-5 47-2 0
22,5-51 (F3) 86,3 - 76 4-14 57-22 0 0
51— 72 (F4) 72 -56 1,4-1,6 22-33 0 0
72 - 90 (F5) 55 - 33 1,6 33-41 0 0,5-16
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Fractionnement des huiles essentielles

Chromatographie Flash : plus grande échelle

10 ml huile essentielle déposés sur 110 g de silice déshydratée

|

Elution au n-pentane sous pression (N, = 0.5 bar)

|

Collecte de fractions concentrées + évaporation du solvant

l

Analyses au GC Fast

: Sémiochimiques purifiés sans solvant




c gembloux
b agro bio tech Université
de Liege

Fractionnement des huiles essentielles

Chromatographie Flash : plus grande echelle

Matricaria chamomilla Nepeta cataria
I Compounds Purity Compounds Purity I
Sum of monoterpenes | 1.3 % Sum of monoterpenes | 1.5 %
- E-p-farnesene 84.0 °£ > <: -caryophyllene 9@
Germacrene D 14 % a-humulene 11 % I
Bicyclogermacrene 1.4 %
(E,E)-a-farnesene 11.9 %
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Formulation des sémiochimiques
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Criteres de la formulation

- Matrice naturelle et biodégradable
- Protection des sémiochimiques au cours du temps >< oxydation
- Taux de diffusion des sémiochimiques suffisant

- Attractive envers les prédateurs et parasitoides de pucerons

Billes d’alginate
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f-D-mannuronate (M)
(Poly M segment)

a-L-guluronate (G)
(Poly G segment)

Poly MG segment

Université
de Liege

Alginate
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Processus de gélification de I'alginate

«— G segment

ul _ M segment
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Formulation des billes d’alginate

Semiochemical

+ sunflower oil — Alginate solution

+ a-tocopherol
(o1l phase)

Peristaltic pump

N

Oil phase S 0 0,0l 005,
o0 OOO o o]

Homogeneization ° Oo 0%o0° Og

Water phase (24000 rpm; 20 s.) %5 0 00 0%o0

o/w emulsion

00 g
A o

Dried alginate beads Drying CaCl, i
(O 2mm)

Suspension (maturation)
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Efficacite des formulations. ..
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... en termes de diffusion des sémiochimiques
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Volatile Collection System

Filtre charbon actif

Cartouche d’adsorbent (HayeSep Q)
Elution au solvant + quantification par SI

(Fast GC)

Cuve en Téflon contenant les billes
d’alginate avec sémiochimiques

Pompe
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Taux de diffusion des sémiochimiques

Cumulative quantity of E-B-farnesene
released by 100 mg of alginate beads formulation in laboratory
controlled conditions

E 1222: Conditions controdlées :

% g ER - Température: 20°C

g = 202 < - Humidité relative : 65%
ot PR Y P - Débit dair : 0.5 L/min

Cumulative quantity of 8 -caryophyllene
released by 100 mg of alginate beads formulation in laboratory
controlled conditions

- 4000 -
5 3500 -
2 fc.j 3000 -
c 0
§ = 5 25001
T8 2 2000
£ 2 150
2© 1000 -
3 500 -
0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
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Efficacite des formulations. ..
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... en termes d’outil de controle biologique
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Sur parasitoides (Aphidius ervi): olfactometre a 2 voies

Blank .'. Alginate beads with
o semiochemicals

Air flow

Heuskin S., Lorge S. et al., 2011, Pest Manag. Sci.



e gembloux

O agro bio tech

Université [
de Liege -

Sur parasitoides (Aphidius ervi): olfactomeétre a 2 voies

Blank

100 +
90 -
80 -
70 A
60 -
50 -
40 -
30 A
20 A
10 -

Attractiveness(%)

*kk

... Alginate beads with

*kk

caryophyllene EBF

Osemiochemicals

BEblanco

..

|

*** very highly significative
difference (P<0.001)

]
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Sur Syrphidae: essais en champs

-3 cultures : betteraves, féveroles, blé d"hiver
- E-p-farnésene, E-B-caryophyllene et blanco (billes sans sémiochimique)
- 1 carré latin par culture

- Essais de juin a aotit 2009
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Sur Syrphidae: essais en champs

Test de Dunnett (95%) : comparaison de 'attraction entre billes avec sémiochimiques
et blanco
- E-p-Farnésene: P-value = 0.0200 (< 0.05) * différence significative

- E-B-Caryophyllene: P-value = 0.0064 (< 0.01) ** différence hautement significative
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Conclusions
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L’amélioration de la lutte biologique met en jeu plusieurs

domaines indissociables en constante évolution

Ecologie chimique

Formulations < > (Analyse chromato
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Merci de votre attention

Questions?




