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Identification de sources de
résistance au puceron du pois
chez des Medicago annuelles

|. Badenhausser', R. Bournoville’,
S. Carré’, D. Fortini®*

La sélection de Medicago annuelles a été développée en Australie
pour la résistance a diverses especes de pucerons, mais peu de résul-
tats concernent le puceron du pois, espece dominante sur les legumi-
neuses pérennes en France. D’ou I'idée de rechercher au sein des
Medicago annuelles de nouvelles sources de résistance a ce puceron
et de les confronter a différentes souches aphidiennes francaises.

RESUME

Un test d’évaluation de la résistance des plantules de luzerne (M. sativa) au
puceron du pois a été adapté a différents écotypes et cultivars de Medicago
annuelles (M. truncatula, M. italica, M. littoralis). La mortalité des plantules
et la matiere séche des plantules survivantes a la fin du test constituent les
critéres de résistance. Les niveaux de résistance de certains cultivars de
Medicago annuelles apparaissent trés éleves, meilleurs que ceux des culti-
vars dits résistants de luzerne. Cependant, le niveau de résistance est a
moduler selon l'origine des pucerons. En effet, les populations de puceron
du pois prélevées sur la luzerne différent sur le plan génétique (allozymes)
de celles prélevées sur le pois, et les niveaux de résistance des cultivars
soumis a ces races d’héte peuvent différer. Les parameétres biologiques des
aphides sont affectés par les accessions résistantes.
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especes d’aphides nuisibles au genre Medicago (Acyrthosiphon

Kondoi Shinji, Therioaphis trifolii forme maculata Buckton et
Acyrthosiphon pisum Harris, le puceron du pois), des programmes de
sélection ont été entrepris pour la résistance a ces pucerons. C'est
essentiellement sur Medicago truncatula Gaertn. qu’ont porté ces tra-
vaux (LAKE, 1993), mais sa proximité génétique avec Medicago littora-
lis Rhode a permis également de transférer la résistance envers A.
kondoi et T. trifolii a cette derniére espéce (LAKE et al., 1997). Les sour-
ces de résistance au puceron du pois sont peu rapportées dans les
travaux australiens. Ainsi, OrRaM (1982) rapporte la résistance du cul-
tivar Paraggio de M. truncatula a trois especes d’aphides (T. trifolii, A.
Icondoi, Aphis craccivora Koch), mais sa sensibilité au puceron du
pois. En France, c’est A. pisum qui est de loin I'espéce aphidien-
ne dominante du genre Medicago.

En Australie, suite a l'introduction accidentelle de plusieurs

Dans une investigation antérieure portant sur la tolérance des
plantules de Medicago a I'infestation aphidienne (LANDRE et al., 1999),
nous avons trouvé que le cultivar Murrayland de Medicago italica
Miller (selon la taxonomie de SMALL et JOMPHE, 1989) présentait un
niveau de résistance tres €levé a un clone d’A. pisum prélevé sur la
luzerne. Ensuite, nous avons montré le caractére résistant du culti-
var Harbinger de M. littoralis (BOURNOVILLE et al., 2004) que ce soit en
considérant la tolérance des plantules aux aphides, le taux de repro-
duction des aphides ou leur comportement alimentaire évalué par les
techniques d’électropénétrographie.

Le présent travail s'intéresse a des bases génétiques €largies,
avec la recherche de sources de résistance au puceron du pois
majoritairement chez M. truncatula. Il rassemble également des
éléments méthodologiques et examine les effets de la résistance sur
les parametres biologiques du puceron en considérant I'origine
génétique des pucerons.

1. Méthode de criblage de Medicago annuelles
pour la résistance au puceron du pois

M Le test de résistance au stade plantule

La disponibilit¢ d'une méthodologie pour évaluer la résistance
au puceron du pois obtenue sur la luzerne M. sativa nous a conduits
a l'appliquer a des Medicago annuelles. Nous nous référerons aux
modalités de mise en pratique de ce test sur M. sativa, réalisé en
conditions controdlées (20°C, photophase 16 heures), telles que nous
les avons publiées (BOURNOVILLE et al., 1999). Des barquettes conte-
nant 50 plantules sont infestées au stade «cotylédons ouverts» avec
une biomasse de 150 mg de pucerons. Une seconde infestation avec
la méme quantité d’aphides se situe six jours apres. Cette infestation
est arrétée par un traitement insecticide au 13¢ jour. La notation de
I'état des plantules se fait le 27¢ jour. La matiere verte épigée des
plantes survivantes est séchée durant 48 heures a 60°C avant d’étre
pesée. Le critére de survie des plantules caractérise la résistance. Le
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poids sec des plantes survivantes est également un indice de résis-
tance, qui conduit a considérer le rapport de poids des matieres
seches des lots infestés et des lots témoins non infestés.

B Determination du nombre de répétitions
nécessaires pour séparer des cultivars

Afin d’élargir le test aux Medicago annuelles, dans une premiére
étape, nous avons déterminé le nombre de barquettes de 50 plan-
tules permettant de différencier deux génotypes végétaux avec
une précision fixée. Dans cette recherche préliminaire, nous avons
utilisé un clone de puceron dominant dans les populations d’A.
pisum de la luzerne. Nous l'avons porté dans les conditions qui vien-
nent d’étre rapportées ci-dessus sur le cultivar Jemalong de M. trun-
catula, d’origine australienne, qui est sensible a A. Kondoi (EDWARDS
et al., 2004) comme a A. pisum (RIDLAND et BERG, 1981) dans ce pays.
Il en est de méme d’aprés nos tests préliminaires en France pour le
cas du puceron du pois.

Nous avons calculé le nombre de répétitions nécessaires selon
la formule de DaAGNELIE (1980) en considérant comme variables le
nombre de plantules mortes par barquette de 50 plantules et le poids
sec des plantules survivantes par barquette. Sur la base des varian-
ces observées du nombre de plantules mortes par barquette pour les-
quelles une variabilité existe, et pour des risques de 1™ et de 2°
espéce (a=0,05 et p=0,10), six répétitions sont nécessaires pour
mettre en évidence une différence absolue de dix plantules mortes
par barquette de cinquante plantules entre deux génotypes végétaux.
La considération du poids de matiére séche des plantules survivan-
tes conduit a un nombre voisin de répétitions pour les mémes préci-
sions relatives. Pour les mémes risques, des différences absolues de
0,05 g entre deux cultivars nécessitent trente deux répétitions. Six
répétitions permettent de mettre en évidence, quant a elles, des dif-
férences absolues de 0,12 g.

2. Recherches d’accessions
de Medicago annuelles résistantes
face aux races d’hotes de I'aphide

M Le choix du matériel vegétal

La recherche de Medicago annuelles résistantes s’est faite en
plusieurs étapes. La premiére a été un tri préliminaire face a un
clone du puceron du pois provenant d'une souche aphidienne origi-
naire de la luzerne et maintenue depuis plusieurs années en élevage
sur la féverole. Cette plante est communément admise comme propi-
ce a la multiplication d’A. pisum provenant des Fabacées. Cette
investigation, effectuée sur une seule barquette de 50 plantules par
accession, a eu pour but de classer les accessions par catégorie
majeure de niveaux de résistance (tableau 1). Nous avons observé
une grande amplitude des réponses des accessions au puceron du
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Espéce Accession Type Origine Mortalité MS lots infestés/
(%) MS lot témoin
M. truncatula  Parabinga Cultivar  Australie 100 0,000
M. truncatula  GRC.020 Ecotype Grece 100 0,000
M. truncatula DZA.045-5 Lignée Algérie 100 0,000
M. truncatula Borung Cultivar  Australie 98 0,003
M. truncatula Mogul Cultivar  Australie 98 0,006
M. truncatula  F83.005-9 Lignée France 98 0,001
M. truncatula  DZA.055 Ecotype Algérie 96 0,023
M. truncatula CV108-RIII8  Ecotype Israél 96 0,005
M. truncatula DZA.315-26  Ecotype Algérie 96 0,009
M. truncatula  CRE.007 Ecotype Créte 94 0,015
M. truncatula  Paraggio Cultivar  Australie 94 0,012
M. truncatula Sephi Cultivar Australie 94 0,006
M. truncatula  GRC.064 Ecotype Grece 92 0,028
M. italica ESP.050 Ecotype Espagne 90 0,012
M. truncatula DZA.315-AC7  Lignée Algérie 88 0,019
M. truncatula ~ Jemalong Cultivar  Australie 88 0,019
M. truncatula Cyprus Cultivar  Australie 80 0,014
M. littoralis F20.026 Ecotype France 78 0,045
M. truncatula ~ GRC.043 Ecotype Gréce 62 0,093
M. truncatula  ESP.039 Ecotype  Espagne 56 0,054
M. truncatula F34.042 Ecotype France 48 0,052
M. truncatula  DZA.327 Ecotype Algérie 44 0,247
M. truncatula F20.047 Ecotype France 44 0,041
M. littoralis PTR.180 Ecotype Portugal 40 0,072
M. littoralis DZA.032A Ecotype Algérie 38 0,104
M. truncatula ~ Salernes Cultivar France 30 0,130
M. truncatula  ESP.171 Ecotype  Espagne 30 0,150
M. truncatula PRT.180-21 Lignée Portugal 28 0,196
M. truncatula ~ F20.061 Ecotype France 26 0,093
M. truncatula Caliph Cultivar Australie 20 0,120
M. truncatula  DZA.105 Ecotype Algérie 18 0,198
M. truncatula  DZA.233 Ecotype Algérie 14 0,133
M. truncatula  DZA.220 Ecotype Algérie 12 0,286
M. truncatula ~ F11.005 Ecotype France 10 0,310
M. littoralis GRC.036 Ecotype Grece 10 0,315
M. truncatula F20.089 Ecotype France 8 0,180
M. truncatula  F83.005.5 Lignée France 6 0,345
M. truncatula F11.013 Ecotype France 4 0,360
M. truncatula  ESP.165 Ecotype Espagne 4 0,448
M. truncatula  ESP.105 Ecotype Espagne 2 0,350
M. littoralis F34.024A Ecotype France 2 0,342
M. littoralis ESP.027 Ecotype Espagne 2 0,421
M. truncatula ESP.175.2 Lignée Espagne 0 0,338
M. littoralis Harbinger Cultivar  Australie 0 0,385
M. truncatula  ESP.158 Ecotype Espagne 0 0,299
M. truncatula  ESP.159 Ecotype Espagne 0 0,271

pois, puisque le pourcentage de plantules saines varie de 0 a 100%.
La considération de ce pourcentage mais également du poids de
matieére séche des plantules survivantes nous a fait retenir pour la
suite de I'étude dix accessions parmi les plus résistantes.

M Prise en considération
de la variabilité aphidienne

Nous avons utilisé pour les tests deux origines de pucerons, le
pois et la luzerne. Selon notre expérience, les populations du puceron
du pois présentent en France des biotypes qui sont des races d’hotes,
c’est-a-dire des populations isolées partiellement sur le plan reproduc-
tif des autres populations en conséquence directe de leur adaptation a

TaBLEAU 1 : Evaluation de
la résistance des acces-
sions de Medicago trun-
catula, M. littoralis et M.
italica dans le test preéli-
minaire.

TaBLE 1 : Assessment of
the resistance of the
accessions of M. trunca-
tula, M. littoralis and M.
italica in the preliminary
test.
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TaBLEAU 2 : Répartition
des génotypes multilo-
cus du puceron du pois
dans les élevages utili-
sés pour les tests d’éva-
luation de la résistance
des accessions de
Medicago annuelles.

TaBLE 2 : Distribution of
the multilocus genoty-
pes of pea aphid in the
batches used in the
tests assessing the
resistance of annual
medick accessions.
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un héte végétal spécifique. C'est ainsi que nous avons distingué, sur
la base de critéres biochimiques (allozymes), comportementaux et
biologiques, les populations d’A. pisum provenant de la luzerne et
du pois (BoURNOVILLE et al., 2003a). La comparaison des populations de
pucerons issues de ces deux Fabacées est intéressante dans I'étude
des rapports du puceron avec ses hotes végétaux car il s'agit de deux
espéces végétales qu'A. pisum colonise facilement. C'est sur la base
d'une codification prenant en compte les fréquences alléliques de 4 sys-
témes polymorphes d’allozymes et la couleur des aphides (verte ou
rose), que nous avons caractérisé les populations de pucerons utilisées
pour les tests décrits plus loin. Le tableau 2 montre que les pucerons
prélevés sur le pois sont caractérisés par la présence d'un génoty-
pe majoritaire, voire unique, tandis qu’il n'y a pas de génotype
dominant dans les populations issues de la luzerne puisquau
moins trois génotypes sont représentés a plus de 10% chacun. Le
génotype 21 qui domine sur le pois n'est pas retrouvé sur la luzerne,
ce qui est conforme a nos résultats antérieurs ; de méme, tous les
génotypes cités sur la luzerne ont déja été mentionnés sur cette plan-
te auparavant (BourRNOVILLE et al., 2003a).

Plante héte d’origine Code des génotypes
des pucerons de pucerons

Répartition (%) des génotypes
dans les souches

Pois Test 1 Test 2
21 87 100
Autres 13 0
Luzerne Test 3 Test 4
11 0 11
16 29 0
17 0 51
32 12 0
48 0 11
53 21 0
55 18 0
Autres 20 27

M Dispositif expérimental
et traitement statistique utilisés

Quatre tests indépendants (tableaux 2 et 3) ont été mis en ceuvre
en utilisant pour chacun une méme référence de sensibilité : le cultivar
Jemalong. Dans chaque test, on a comparé la réponse de 5 accessions
soumises a l'infestation standardisée de pucerons provenant soit du
pois (test 1 pour les accessions 1 a 5, et test 2 pour les accessions 6 a
10), soit de la luzerne (test 3 pour les accessions 1 a 5 et test 4 pour les
accessions 6 a 10), a celle du cultivar de référence Jemalong. Au sein
d'un test, 6 barquettes de chaque accession ou cultivar ont été infestées
et une barquette de chaque accession ou cultivar a servi de témoin non
infesté. Pour chaque test, des pucerons étaient prélevés dans un champ
de luzerne ou de pois a Lusignan (Vienne), isolés pour éliminer tout
risque de parasitisme au sein des élevages et multipliés sur la plante
hote d’origine. Ce dispositif expérimental en 4 tests indépendants a été
justifié par la taille de la chambre climatisée et par la disponibilité des
graines et des souches aphidiennes. Sur le plan statistique, il impose
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Accession Mortalité des Matiére Seche lot infesté / MS Mortalité des MS lot infesté / MS lot
plantules* (%) lot témoin* correspondant plantules* (%) témoin* correspondant
Test 1 : Aphides du pois Test 3 : Aphides de la luzerne
1:ESP 105 2,0 0,872 ¢c 8,0 ab 0,587 d
2 : ESP175-2 10,0 0,612¢c 2,7a 0,432 c
3:ESP 158 3,7 0,361 ab 39,3d 0,254 b
4 : F11.005 15,0 0,438 bc 26,0 cd 0,409 c
5:F34.024 A 10,0 0,535 bc 20,3 bc 0,199 ab
Jemalong 6,0 0,286 a 92,4 c 0,097 a
ANOVA ddl=5 ;23 ; ddl=5 ;23 ; ddl=5 ;29 ; ddl=5 ;29 ;
F=2,12 ; Pr(F)=0,10 F=33,35 ; Pr(F)<0,01 F=65,74 ; Pr(F)<0,01 F=21,55 ; Pr(F)<0,01
Test 2 : Aphides du pois Test 4 : Aphides de la luzerne
6 : F83.005-5 6,7b 0,607 b 95,6 cd 0,012 a
7 : F11.013 0,7 a 0,696 b 42,6 b 0,273 bc
8 : ESP 027 1,0a 0,654 b 18,0 a 0,356 c
9 : ESP 159 1,3a 0,572 b 29,6 ab 0,256 b
10 : ESP 165 3,0 ab 0,690 b 37,0 ab 0,201 b
Jemalong 70b 0,259 a 98,6 d 0,002 a
ANOVA ddl=5; 30 ; ddl=5;30; ddl=5;30; ddl=5;30;

F=3,12 ; Pr(F)=0,02 F=12,83 ; Pr(F)<0,01

F=62,45 : Pr(F)<0,01

F=25,85 ; Pr(F)<0,01

* Dans chaque colonne et pour chaque test, les valeurs suivies de la méme lettre ne différent pas significativement entre elles

au seuil de 5% (test de Schaeffe)

de traiter les résultats des 4 tests de maniére indépendante. Une
analyse de variance a un facteur (accession) a été réalisée au sein de
chaque test, ainsi qu'une comparaison entre les accessions testées et
le cultivar de référence Jemalong quand l'analyse de variance était
significative au seuil de 5% (test de comparaison de moyennes de
Schaeffe). Les analyses ont porté, au bout de 27 jours, sur le nomb-
re de plantules mortes par barquette et sur le rapport de la matiere
seéche de chaque barquette infestée et de celle de la barquette témoin
non infestée.

M Les interactions entre races d’hotes
et niveau de résistance

Les résultats des tests de résistance des plantules soumises a
la souche aphidienne provenant du pois (tests 1 et 2) fournissent
des mortalités de plantules extrémement faibles, inférieures ou
égales a 15% (tableau 3), méme dans le cas de Jemalong, témoin de
sensibilité. En considérant les rapports des matieres seches des
plantules infestées survivantes et de leur témoin non infesté, on
remarque que, méme si la mortalité des plantules est faible, les
pucerons agissent sur la production de matiére séche en la rédui-
sant. Les matiéres seches des accessions testées sont presque tou-
tes supérieures a celle de Jemalong qui, dans les lots infestés, ne
produit qu'environ 30% de matiére seche par rapport au lot non
infesté.

Pour les tests réalisés avec la souche aphidienne provenant de
la luzerne (tests 3 et 4), on observe des niveaux de résistance trés
différents d'une accession a I'autre puisque la plus forte mortalité
observée est de 95,6% pour l'accession F83.005-5 et la plus faible est

TABLEAU 3 : Evaluation de
la résistance des acces-
sions de Medicago
annuelles au stade plan-
tule vis-a-vis de deux
origines du puceron du
pois.

TaBLE 3 : Assessment of
the resistance of annual
medick accessions at
the seedling stage to
pea aphids of two ori-
gins.
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obtenue pour I'accession ESP175-2 avec 2,7% de mortalité. D’autres
accessions présentent des taux de mortalité intermédiaires. Le
témoin de sensibilité, Jemalong, présente quant a lui une mortalité
extrémement élevée (92,4% dans le test 3 et 98,6% dans le test 4)
(tableau 3). Ces tests fournissent des résultats différents de ceux
obtenus lors du criblage préliminaire pour la majorité des acces-
sions. La valeur relative du poids de matiére séche des plantes sur-
vivantes par rapport au témoin correspondant est particulierement
faible pour les accessions sensibles. Une différence significative exis-
te entre les résultats du cultivar Jemalong des tests 3 et 4, imputa-
ble certainement a la différence du clone dominant dans chacun de
ces tests, sans qu'elle ait une réelle importance pratique.

La considération des races d’hdtes est essentielle pour
apprécier l'intérét des résistances des Medicago annuelles au
puceron du pois, puisque les résistances des accessions difféerent
selon l'origine des aphides. Avec la souche aphidienne provenant du
pois, les niveaux de résistance restent élevés et proches de ceux obte-
nus dans le classement préliminaire. Cela concerne méme le cultivar
Jemalong qui est résistant au clone 21 dominant dans les popula-
tions du puceron provenant du pois. Antérieurement, Jemalong s'é-
tait pourtant révélé sensible vis-a-vis d'un clone codé 75 qui est
également un clone fréquent sur le pois (BOURNOVILLE et al., 2004).
Par rapport au test préliminaire, les modifications de classement
sont importantes avec les populations prélevées sur la luzerne
puisque 50% d’entre elles ont des taux de mortalité qui dépassent
30% de plantules. Malgré un fort impact de la race d’héte du puce-
ron prélevée sur la luzerne, quelques accessions de Medicago
annuelles maintiennent une résistance €levée. On soulignera que le
meilleur classement de résistance est obtenu avec une lignée,
ESP 175.2.

3. Les criteres biologiques aphidiens affectés
par des Medicago annuelles résistantes

B Meéthode d’étude

L'appréciation de leffet de la résistance des plantes sur les
pucerons nécessite qu'on s'intéresse a des plantes développées sur
lesquelles on peut élever les insectes. Sur la base des résultats
que nous avons acquis sur la luzerne (GIROUSSE et BOURNOVILLE,
1994), nous avons opéré en piéce climatisée (20°C, 16 h de photo-
phase), en nous intéressant a une population aphidienne de la luzer-
ne qui comporte trois génotypes majeurs : 17 (pour 72%), 48 (pour
8%) et 60 (pour 18%). Cette structuration aphidienne n’est pas tres
¢éloignée de ce qui est observé dans le test 4 (tableau 2). Le test sui-
vant a été réalisé sur les accessions 6 a 10 (tableau 3), avec 10 répé-
titions par accession.

Le jour J-3, on isole des larves de 4° stade des souches d’aphi-
des produites sur leur plante d’origine. Le jour J, on préleve les indi-
vidus qui sont devenus adultes et on les pése individuellement afin
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de constituer des lots de dix individus homogénes en poids entre eux.
On note pour chaque plante le nombre d’entre-nceuds (et éventuelle-
ment la présence d’organes floraux). On enserre chaque plante par
une bonnette de polypropyléne micro-perforé. On dépose un adulte
identifi¢ par plante a tester, sur la partie supérieure de la plante,
aprés quoi le sommet de la bonnette est thermo-soudé. L'ensemble
des plantes est placé de facon aléatoire sur les tables de la piece cli-
matisée.

Le jour J+7, on retire la bonnette, on fait chuter I'ensemble des
pucerons de chaque plante sur du papier filtre, en coupant la plan-
te a la base. L’adulte, s'il est toujours en vie, est isolé, pesé puis
congelé dans un tube Eppendorf étiqueté, afin de caractériser ulté-
rieurement son génotype (quatre systémes allozymiques + couleur).
De méme, on compte les larves vivantes que l'on pése et congéle, et
on compte les larves mortes. La phénologie de chaque plante est éva-
luée par son nombre d’entre-nceuds.

On dispose de séries de données relatives au poids des puce-
rons adultes les jours J et J+7, au poids des larves a J+7, a la mor-
talité a J+7 des adultes et des larves, et au taux net de reproduction
a J+7. Concernant les plantes, on a les phénologies a J et J+7. On
réalise I'analyse statistique par analyse de variance a un facteur
(accession) et de comparaison de moyennes avec le test de Schaeffe
quand l'analyse de variance est significative au seuil de 5%. Les mor-
talités imaginales sont analysées avec le test de 2.

M Effet de la résistance sur les pucerons

Le poids des adultes vivants est élevé (de 3,12 a 4,94 mg), tant
au jour J qu’au jour J+7, leur mortalité se situe dans I'intervalle 0-50%
avec des différences significatives entre accessions (proba(y? < 0,001).
Les taux nets de reproduction a sept jours varient dans un rapport de
un a deux avec des moyennes supérieures €levées (64,6 larves) ; les
biomasses larvaires produites suivant la méme tendance (tableau 4).
La décroissance des paramétres biologiques des pucerons suit
l'accroissement de la résistance des plantules exprimée dans le
test relatif a celles-ci. Ainsi, les mortalités des plantules et celle des
adultes des tests homologues sont corrélées (P=0,005).

TABLEAU 4 : Criteres bio-
logiques de la popula-
tion d’A. pisum
provenant de la luzerne,
elevéee sur quelques
accessions de
Medicago annuelles.

TABLE 4 : Biological crite-
ria of the A. pisum popu-
lation from lucerne,
grown on a few acces-

sions of annual
medicks.
Variable F83.005-5 F11.013 ESP027 ESP159 ESP165 Jema- ANOVA
long ddl F  Pr(F)
Jour J*
Poids moyen des adultes (mg) 4,60 a 4,50 a, 4,64 a 4,07 a 4,27 a 463a 5;50 0,66 0,65
Jour J+7*
Mortalité des adultes (%) 0 11 50 44 40 0 - - -
Poids moyen des adultes
vivants (mg) 458ab 450ab 3,12a 3,88ab 3,32a 494b 5;37 4,55 0,002
Taux net de reproduction
(larves/adulte) 64,6 b 35,6 a 29,8 a 45,4 ab 35,9 a 59,0b 5;50 7,42 <0,001
Biomasse des larves (mg) 55,7bc 32,4ab 256a 452abc 354abc 488bc 5;50 3,99 0,004

* Sur une ligne, les valeurs suivies d’'une méme lettre ne différent pas entre elles au seuil de 5% (test de Schaeffe).
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4. Discussion, conclusion

B Un test applicable aux Medicago annuelles

Nous avons appliqué a trois espéces de Medicago annuelles une
méthodologie d'évaluation de la résistance au puceron du pois,
initialement développée pour la luzerne cultivée M. sativa. Cette
extension est valable, puisque la gamme de comportement des diver-
ses accessions se répartit dans une fourchette qui va de la totale sen-
sibilité a la résistance maximale. Le nombre de répétitions nécessaire
a un criblage, tel que nous l'avons calculé dans notre expérience pra-
tiquée avec le cultivar Jemalong de M. truncatula est compatible avec
les moyens qu’on peut mettre en ceuvre en sélection végétale. Dans
les travaux de RiDLAND et BERG (1981), la résistance de cultivars de
diverses légumineuses incluant M. truncatula et M. littoralis au puce-
ron du pois utilise aussi un test pratiqué au stade plantules. Il est
réalisé sous serre, avec des unités d'infestation de 300 plantules, un
stade d’infestation plus tardif (une feuille unifoliée), une référence
volumique (2 ml) pour les infestations aphidiennes renouvelées en
fonction de I'évolution du témoin de sensibilité, et une durée de test
variable. Les modalités de notre test réalisé en chambre climatisée
comportent une durée d'infestation fixe, un renouvellement systéma-
tique de linfestation aphidienne et une durée constante du test.
Cette standardisation est donc plus compléte et de ce fait étend les
possibilités de comparaisons de résultats obtenus par exemple par
divers expérimentateurs, en plusieurs lieux.

B Des sources de résistance élevée au puceron
du pois chez les Medicago annuelles

Les références australiennes font essentiellement mention des
progres de la sélection pour la résistance a A. Kondoi et T. trifolii :
LAKE (1998) signale que I'évaluation de 12 000 accessions de diverses
especes de Medicago annuelles a permis de ne retenir que 0,1% d’en-
tre elles pour leur résistance aux aphides. Le déterminisme monogé-
nique de la résistance (EDwWARDS et al., 2001) a A. Kondoi a permis la
création de cultivars de M. truncatula résistant a cet aphide (Jester,
Caliph, Mogul). Les éléments publiés en Australie sur la résistance a
A. pisum ne font guére mention que de résistances faibles : le culti-
var Harbinger de M. littoralis est flétri par les infestations de puceron
du pois selon RIDLAND et BERG (1981) mais présente peu de mortalité
des plantules. Dans notre test préliminaire, comme dans une publi-
cation antérieure (BOURNOVILLE et al., 2004) utilisant un méme clone
aphidien provenant de luzerne (code 48), Harbinger est trés résis-
tante puisque la survie des plantules se situe entre 90,7% et 100%.
Dans les dix accessions que nous avons retenues pour l'évaluation
plus compléte de la résistance, deux accessions de M. littoralis se
situent également & un niveau élevé de résistance. Il s'agit de
ESP 027 et F.34024. Nos résultats montrent de plus des résistances
importantes dans des accessions de M. truncatula. Le meilleur
classement de résistance est obtenu avec un mateériel végétal stable,
puisqu’il s’agit d’'une lignée (ESP 175.2). Ces résistances se situent
souvent a un niveau sup€rieur a ce que nous avons trouvé chez la
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luzerne cultivée, ou notre référence de résistance est le cultivar
CUF-101, dorigine américaine dont le taux moyen de survie des
plantules est de 79,4% lorsqu’on les confronte a des populations d’A.
pisum provenant de zones géographiques représentatives de la luzer-
ne en France (BOURNOVILLE et al., 2003Db).

M Une interaction importante a considérer
entre la race d’hote des pucerons
et ’expression de la résistance

Nos résultats montrent que, dans la mise en ceuvre de tests de
résistance, on doit porter une attention particuliére a l'origine des
pucerons utilisés pour infester les plantules. Cela concerne le végé-
tal sur lequel ils ont été prélevés, mais aussi le clone aphidien dans
le cas ou I'élevage est mono-clonal. En effet, pour ce dernier point, il
est important de retenir un génotype bien représenté dans la popu-
lation aphidienne considérée. Dans notre cas, c’est l'utilisation de
populations aphidiennes provenant de la luzerne et non du pois qui
permet de mettre en évidence des différences de résistance entre les
accessions testées. Nous avons montré que la résistance des plan-
tes passe par une décroissance de la survie et du taux de repro-
duction des pucerons. Nous pouvons rapprocher ces €éléments de
ceux publiés par EDwARDS et al. (2004) qui, dans leur étude des rela-
tions biologiques d’A. Kondoi avec la résistance de M. truncatula,
signalent la décroissance de la survie et du taux de croissance pon-
dérale des aphides sur des lignées résistantes. Précédemment, en
utilisant deux clones d’A. pisum, et les techniques d’enregistrement
électropénétrographique de leur comportement alimentaire
(BourNovILLE et al., 2004), nous avons montré le rejet des Medicago
annuelles par le clone d’A. pisum provenant du pois. De plus, pour le
clone venant de la luzerne, les pucerons élevés sur des accessions
sensibles atteignent les tissus phloémiens rapidement, et y ingérent
longtemps la séve €élaborée. Sur les accessions résistantes, le phloe-
me est atteint plus tardivement et la durée de l'ingestion de séve est
diminuée. EDWARDS et al. (2004) signalent que la résistance du culti-
var Jester résistant a A. Kondoi est liée a une période accrue de non-
pénétration des tissus végétaux et a des manques dingestion
phloémienne. L'ensemble des résultats que nous avons acquis sur la
résistance de M. truncatula et des espéces proches au puceron A.
pisum montre qu’elle est de nature alimentaire ou nutritive.

Accepté pour publication, le 16 octobre 2005.
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SUMMARY

Identification of sources of resistance to the pea aphid in
annual medicks

A standardized seedling test of lucerne (Medicago sativa L.)
resistance to the pea aphid (Acyrthosiphon pisum Harris) was applied
to several annual Medicago species. A unit consisted in a tray contai-
ning a soil mixture in which 50 seedlings of the same accession were
transferred at the cotyledon stage. A fixed biomass of 150 mg aphids
at D and at D+7 was used to infest the seedlings, and aphid multipli-
cation was stopped at D+13. At the end of the test, at D+27, acces-
sions were ranked according to two criteria, seedling survival and dry
matter of the surviving seedlings. We calculated that 6 replicates
(6 units) per accession were enough to distinguish accessions differing
by 20% in seedling mortality. In a preliminary test, 46 accessions of
Medicago truncatula, Medicago littoralis, Medicago italica were tested
on the basis of 1 replicate per accession. Ten accessions were then
chosen among the most resistant accessions to investigate the effect
of aphid host plant (lucerne, pea) on plant resistance. Previous studies
had shown the existence of host races in A. pisum. Taking into account
allozyme polymorphism at four loci and colour polymorphism, we have
shown that aphid populations on pea were composed of one predomi-
nant genotype, while aphid populations on alfalfa were composed of 3
to 4 genotypes different from the one observed on pea. Seedling tests
with aphids from pea revealed that all accessions were resistant to the
pea aphid (seedling mortality < 15%), while variability of accession
resistance was high with aphids collected in alfalfa (seedling mortality
ranged from 2,7% to 98,6%). Biological tests on the effect of the resis-
tant accessions on aphid survival and reproduction showed that these
criteria were both affected by plant resistance.
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