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1. INTRODUCTION

En 2016 les travaux sur ’écologie chimique de Tychius aureolus se sont poursuivis avec pour
objectif, le développement d’un attractif, basé sur les odeurs émises par la plante hote, la luzerne.
La plante émét des signaux chimiques qui servent a I’insecte pour la localiser et y pondre.

Cet attractif placé dans un piege pourrait permettre de lutter contre ce ravageur et/ ou de positionner
dans une stratégie globale de lutte. Le but est d’identifier les molécules odorantes émises par la
plante et pergues par 1’insecte pour ensuite reconstituer un mélange pertinent pour 1’insecte

Le Tychius est un ravageur spécifique de la luzerne Medicago sativa L. Ce coléoptere de la famille
des Curculionidae mesure entre 2-3 mm et est de couleur gris-beige.

11 vit et se développe dans les cultures de luzernes a raison d’une génération par an. Les adultes
hivernent dans des logettes nymphales au sol (ou 2/3 cm dans le sol) et sortent au printemps
suivant, a partir de fin mars, début avril. Les adultes émergents sont sexuellement immatures et
entament une période d’alimentation dés leur sortie, lorsque la température est supérieure a 6-10°C.
Dans un premier temps, ils consomment les bourgeons puis changent d’alimentation & mesure que
la plante évolue, pour s’attaquer aux fleurs. Deux mois apres le début de I’alimentation, entre fin
mai et début juin les males et les femelles deviennent sexuellement matures. La maturité sexuelle
des femelles semble dépendre de 1’état physiologique de la luzerne a la différence des males qui ne
sont pas soumis a cette influence.

Les accouplements, débutent mi-juin et se terminent fin aolt. L’accouplement dure
approximativement 30 minutes. Aucune phéromone n’a été mise en évidence, chez le male ou chez
la femelle. Une fois fécondée, la femelle entame la ponte, début juillet, lorsque les premicres
gousses sont présentes. Elle perfore avec son rostre la gousse, au stade II, puis ins€re son
ovipositeur dans le trou pour y déposer un ou deux ceufs. Aprés 1’éclosion, chaque larve va
consommer 2 a 3 graines. Quand son développement est terminé, elle tombe au sol pour se
nymphoser et passe I’hiver dans sa logette (Naibo, 1972).

La détection de I’hdte d’un insecte phytophage se fait par une identification a distance des
molécules chimiques émises par la plante. Les molécules émises par la plante et pergues par les
insectes a leurs avantages sont des kairomones. Les résultats de tests comportementaux opérés en
2009 par Romain Linard et Brigitte Frérot sur les Tychius montrent une attraction pour les
bourgeons et les fleurs et aucune pour le stade feuille. Les femelles fécondées sont attirées par les
gousses de stade II pour la ponte.

Les travaux antérieurs montrent un profil chimique différent pour ce stade

Le travail effectué¢ en 2016 avait pour objectif de :

1. d’approfondir I’identification des composés organiques volatils (COV) des différents organes de
la plante (feuilles, fleurs, gousses) a I’aide des techniques de SPME

2. de trier les molécules pergues par ’insecte avec la technique d’électro-antennographie,

3. de développer plusieurs attractifs a partir de ces molécules,

2- METHODES D’ETUDE

Identification des COV : Technique SPME

La technique de micro-extraction sur phase solide (SPME) permet de recueillir les molécules
émises par les différents organes de la plante, a 1’aide de fibres de verre. Elle est réalisée sur les
feuilles, les bourgeons, les fleurs et les gousses de luzernes.

La luzerne utilisée pour les prélévements d’odeurs provient de plantes en pot cultivées sur le site de
I’INRA et de plantes en champ de Villiers-le-Bacle.

Prélevement a partir de plante coupée

Le dispositif est un flacon de 10ml contenant un organe de la luzerne (ex : feuilles ; bourgeons ;
fleurs ; gousses) et deux fibres SPME : une PDMS/DVB (bleue) et une DVB/CAR/PDMS (grise).

Prélevement a partir de plante entiere



Le dispositif est un sac téflon enveloppant la luzerne en pot (composé que de feuilles) et deux fibres
SPME : une PDMS/DVB (bleue) et une DVB/CAR/PDMS (grise).

Apres 3 heures. L’opération est répétée deux fois pour chaque organe de la plante dans les
conditions du laboratoire.

Injection et analyses en GC-MS
Les fibres sont injectées en GC-MS (chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse) pour identifier les COV émis par les différents organes de la luzerne (feuilles, bourgeons,
fleurs, gousses).

Analyse des COV . (Tableau 3)
Chaque fibre injectée fournit un chromatogramme pour chaque organe de la plante. Le pic d’une
molécule a donc un temps de rétention (TR), un indice de rétention (IR) et une surface (ou aire) qui
désigne la quantité de la molécule détectée.

Tableau 1.Récapitulatif des fichiers analysé par AMDIS

N° Organe Origine Nom fichier
1 Feuille Pot Luzerne 1.xml
2 Feuille Pot Luzerne 3.xml
1 Fleur Pot Luzerne 9.xml
2 Fleur Pot Luzerne 11.xml
1 Gousse Pot Luzerne 13.xml
2 Gousse Pot Luzerne 15.xml
1 Bourgeons Champ Luzerne 17.xml
2 Bourgeons Champ Luzerne 18.xml
1 Fleurs Champ Luzerne 19.xml
2 Fleurs Champ Luzerne 20.xml

Sélection des COV pergus par le Tychius par électro-antennographie

L’¢lectro-antennographie est une technique utilisée pour détecter les composés volatils percus par
I’appareil olfactif de I’insecte au niveau de I’antenne.
Le dispositif de ’EAG est composé de deux électrodes : une de référence et une d’enregistrement.
Ces deux ¢lectrodes sont reliées a un amplificateur lui-méme branché a un ordinateur qui enregistre
les réponses de I’insecte sous forme de présence ou absence de dépolarisation. Une canule est
placée sur le coté, permettant de recevoir la stimulation (Image 3).

Préparation des cartouches d’odeur

Les cartouches sont des bandelettes de papiers filtres imbibés de 1’odeur a tester. 10ug de produit
dans 10ul sont appliqués sur la bandelette de papier filtre.

Traitement des données
Les données sont analysées sous le logiciel Clampfit, qui permet de calculer le delta (A) en millivolt
(mV) des dépolarisations des COV par individus (maéles et femelles). Ces derniers sont reportés
sous Excel par COV et par individus (males et femelles). La réponse de 1’air est soustraite pour
chaque réponse aux COV. La moyenne des AmV est calculée pour chaque COV pour les males et
les femelles. Enfin ces moyennes, pour chaque COV, sont multipliées par 10.

Tunnel de vol a flux d’air

Les tests de comportement en laboratoire permettent de vérifier s’il existe une attraction pour les
attractifs réalisés.

Dispositif
Le tunnel de vol est constitué d’un tunnel en plastique transparent, de deux ventilateurs et d’un
stimulus (plante de luzerne ; diffuseur...). Le tunnel (50cm, 23cm diamétre), est divisé en 5 zones
de 10cm chacune. La zone 0, au centre, représente la zone de départ, les zones -1 et -2 plus loin de



la source représentent les zones non attractives et les zones 1 et 2 plus proches du stimulus
désignent les zones attractives. Le ventilateur A diffuse 1’odeur du stimulus dans le tunnel et le
ventilateur B aspire 1’air. Le flux d’air est donc de gauche a droite. Les ventilateurs sont branchés
sur une multiprise.

Zone de départ

Stimulus

1 f ! /
/ / / /
/ / / /
/ / 7/ /

10 cm

50 cm
3- RESULTATS

Modzéle biologique
Sex-ratio

Le sexage des individus montre que le nombre de males et de femelles est similaire avec toutefois
plus de males a partir du 16/06/16.

Tableau 2. Nombre de Tychius femelles et males recus de mai a juillet 2016

Date réception Femelles Males Total
30/05/16 64 55 119
03/06/16 43 36 79
10/06/16 148 127 275
16/06/16 46 64 110
23/06/16 77 100 177
30/06/16 70 95 165
11/07/16 90 141 231
18/07/16 116 153 269

Développement d’un attractif

Identification des COV : Technique SPME

L’identification des composés organiques volatils a permis de mettre en évidence les similitudes et
les différences entre les différents organes de la luzerne. Les « x » sont les composés non identifiés.

Feuilles de luzerne en pot
Les profils chimiques des feuilles coupées de luzerne en pot sont similaires entre les deux
répétitions. Le cis 3 hexenyl acétate est présent en grande quantité alors que le cis 3 hexenol est en
faible quantité (Graphique 1). Ces résultats confirment les résultats antérieurs.
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Graphique 1. Aires relatives (%) des composés organiques volatils des deux échantillons feuilles

Fleurs de luzerne en pot
Les profils chimiques des SPME de fleurs coupées de luzerne en pot présentent des différences au
sein des 2 échantillons. Le premier profil (Fleur 1) est similaire aux résultats de 2015, et présente
un pic majoritaire de cis 3 hexenyl acétate alors que le second profil (Fleur 2) montre un pic
majoritaire de B-ocimene, allant dans le sens des résultats obtenus en 2009 (Graphique 2).
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Graphique 2. Aires relatives (%) des composés organiques volatils des deux échantillons fleurs

Gousses en pot
Les profils chimiques des gousses de luzerne sont similaires entre les deux répétitions et aux
résultats de 2015. Le cis 3 hexenol et le cis 3 hexenyl acetate sont présents en grande quantité en
comparaison aux autres molécules (Graphique 3). Le phényl éthanol est détecté en grande quantité
dans une analyse (Gousse 1).
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Graphique 3. Aires relatives (%) des composés organiques volatils des deux échantillons gousses
Comparaison des COV feuilles, fleurs et gousses

Les analyses des fleurs présentent des profils chimiques différents, elles sont donc chacune
analysées séparément avec les moyennes des pourcentages des aires de feuilles et de gousses.

Feuilles Fleur 1 et Gousses
La comparaison des pourcentages des aires de feuilles, de la fleur 1 et des gousses montre des
variations pour le cis 3 hexenol et pour le cis 3 hexenyl acetate. On observe une progression de la
quantité de cis 3 hexenol dans chaque organe de la luzerne ; il est présent en faible quantité dans les
feuilles, puis est retrouvé en plus grande proportion dans la fleur 1 et est en grande quantité chez la
gousse. Inversement, le cis 3 hexenyl acetate présent en forte quantité dans les feuilles est moins
présent dans la fleur 1 et dans les gousses (Graphique 4).
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Graphique 4. Aires relatives (%) des composés organiques volatils des feuilles, de la fleur 1 et des gousses



Feuilles Fleur 2 Gousses
La comparaison entre les profils des feuilles de la fleur 2 et des gousses montre une différence au niveau du
b-ocimene, présent en forte quantité dans la fleur alors qu’elle est détectée en faible quantité dans les feuilles
et les gousses (Graphique 5).
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Graphique 5. Aires relatives (%) des composés organiques volatils des feuilles, de la fleur 2 et des gousses
Identification des COV pergus par le Tychius : électro-antennographie

Les résultats en électro-antennographie mettent en évidence que les males percoivent mieux les
odeurs que les femelles. Le cis jasmone, trans 2 hexenal, cis 3 hexenol, trans 2 hexenyl acétate,
trans 2 hexenol, trans 3 hexenol et le germacréne D sont pergus par les males et les femelles. Les
males percoivent 1’ocimene, I’humuléne et le cis 3 hexenyl 2 methyl butanoate que les femelles
semblent moins percevoir. A I’inverse les femelles pergoivent plus le caryophyllene, le 1-octen-3-ol
et ’hexanal que les males. Le A2 hexenol, A3 hexenol et I’ociméne sont donc considérés comme
des molécules candidates pour la composition de plusieurs attractifs (Graphique 6).
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Reconstitution d’attractifs de synthése
Composition attractif fleurs
Formulation Fleur 1

Base 1

On réalise une premiére base :
de cis 3 hexenol a 80 % et de cis 2 hexenol a 20 % (Tableau 10).
de cis 2 hexenol et du cis 3 hexenol

Base 2

On réalise une seconde base de cis 3 hexenyl acétate a 90% et de trans 2 hexenyl acétate a 10%
(Tableau 11).

L’attractif fleur 1 est composé de 20 % de la base de cis 3/cis 2 hexenol, de 75 % de la base de cis
3/trans 2 hexenyl acétate et de 5 % d’ocimene (Tableau 3).

Tableau 3. Composition de I’attractif fleur 1

Calcul de la surface sur le

Molécule %
chromatogramme
Base 1 : Cis 3 hexenol & 5.24E09 20
cis 2 hexenol
Base 2 : Cis 3 hexenyl &
trans 2 hexenyl acetate 1,92E+10 75
Ocimene 1,24E+09 5
Total 2,57E+10 100
Attractif Fleur 2
Base 1
On réalise une premiere base de trans 3 hexenol a 80 % et de trans 2 hexenol a 20 % (Tableau 13).
Base 2

On réalise une seconde base de cis 3 hexenyl acétate a 90% et de trans 2 hexenyl acétate a 10%
(Tableau 14).

L’attractif fleur 2 est composé de 20 % de la base de trans 3/trans 2 hexenol, de 75 % de la base de
cis 3/trans 2 hexenyl acétate et de 5 % d’ocimene (Tableau 4).

Tableau 4. Composition de ’attractif fleur 2

Calcul de la surface sur le

Molécule %
chromatogramme
Base 1 : Trans 3 hexenol & 5.24E09 20
trans 2 hexenol
Base 2 : Cis 3 hexenyl & 1.92E+10 75
trans 2 hexenyl acetate

Ocimene 1,24E+09 5

Total 2,57E+10 100

Composition attractif gousses:

Attractif Gousse 1

Base 1
On réalise une premicre base de cis 3 hexenol a 90 % et de cis 2 hexenol a 10 %




Base 2
On réalise une seconde base de cis 3 hexenyl acétate a 95% et de trans 2 hexenyl acétate a 5%

L’attractif gousse 1 est composé de 40 % de la base de cis 3/cis 2 hexenol, de 52 % de la base de cis
3/trans 2 hexenyl acétate, de 2 % d’ocimene et de 6% de 3-pentanone.

Attractif Gousse 2

Base 1

On réalise une premicre base de cis 3 hexenol a 82 %, de cis 2 hexenol a 8 %, de trans 3 hexenol a 1
% et de trans 2 hexenol a 9% (Tableau 19).

Base 2

On réalise une seconde base de cis 3 hexenyl acétate a 95% et de trans 2 hexenyl acétate a 5%
(Tableau 20).

L’attractif gousse 2 est composé de 42 % de la base 1 de cis 3, cis 2 hexenol, trans 3 et trans 2
hexenol, de 50 % de la base 2 de cis 3/trans 2 hexenyl acétate, de 2 % d’ocimene et de 6% de 3-
pentanone (Tableau 5).

Tableau 5. Composition de I’attractif gousse 2

Calcul de la surface sur le %

Molécule
chromatogramme

Base 1 : Cis 3 hexenol,
cis 2 hexenol, trans 3 hexenol, 1,84E+10 42
trans 2 hexenol

Base 2 : Cis 3 hexenyl &

trans 2 hexenyl acetate 2,19E+10 >0
Ocimene 5,76E+08 2
3 pentanone 2,56E+09 6
Total 4,34E+10 100
Gousse 3
Base 1
On réalise une premicre base de trans 3 hexenol a 15 % et de trans 2 hexenol a 85% .
Base 2
On réalise une seconde base de cis 3 hexenyl acétate a 95% et de trans 2 hexenyl acétate a 5%

(Tableau 23).
L’attractif gousse 3 est composé de 7 % de la base 1 de trans 3, trans 2 hexenol, de 81 % de la base
2 de cis 3/trans 2 hexenyl acétate, de 2 % d’ocimene et de 10% de 3-pentanone (Tableau 6).

Tableau 6. Composition de I’attractif gousse 3

Molécule Calcul de la surface sur le o,
chromatogramme
Base 1 : Trans 3 hexenol & 1,78E+09 7
trans 2 hexenol
Base 2 : Cis 3 hexenyl &

trans 2 hexenyl acetate 2,19E+10 81
Ocimene 5,76E+08 2

3 pentanone 2,56E+09 10
Total 4,17E+10 100

Gousse Mixte
Base 1



On réalise une premiere base de cis 3 hexenol a 90 % et de cis 2 hexenol a 10 % (Tableau 25).

Base 2

On réalise une seconde base de cis 3 hexenyl acétate a 95% et de trans 2 hexenyl acétate a 5%

(Tableau 26).

L’attractif gousse mixte est composé de 32 % de la base 1 de cis 3, cis 2 hexenol, de 30 % de la
base 2 de cis 3/trans 2 hexenyl acétate, de 20% de cis 2 pentenol, de 10% de benzyl alcool, de 6%
de 3 pentanone et de 3 % d’ocimene (Tableau 7).

Tableau 7. Composition de ’attractif « gousse mixte »

Molécule %
Base 1 : Cis 3 hexenol &
. 32
cis 2 hexenol
Base 2 : Cis 3 hexenyl & 30
trans 2 hexenyl acetate
Cis 2 pentenol 20
Benzyl alcool 10
3 pentanone 6
Ocimene 3
Total 100

Test des attractifs

Test sur le terrain

Les attractifs fleurs et gousses ont été envoy¢€s aux stations FNAMS de Brain sur 1’ Authion et de
Condom pour étre testés sur le terrain (Tableau 8).

Tableau 8.Récapitulatif des diffuseurs fleurs envoyés

Nom diffuseur Fleur 1.0 Fleur 1.1 Fleur 2.0 Fleur 2.1
Dilution 10mg/ml 100mg/ml 10mg/ml 100mg/ml
Nombre de
diffuseurs 15 10 12 10
- Station FENAMS o ion FNAMS ~ SRUONEFNAMS g FNAMS
Destination de Brain sur de Condom de Brain sur de Condom
I Authion ¢ -ondo I Authion
Tableau 9.Récapitulatif des diffuseurs gousses envoyés
Nom Gousse Gousse Gousse Gousse Gousse Gousse Gousse Gousse
diffuseur 1.0 1.1 2.0 2.1 3.0 3.1 M.0 M.1
Dilution 10 100 10 100 10 100 10 100
utio mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
Nombre de 51 10 51 10 24 10 130 10
diffuseurs
Station
Station . Station . Station . FNAMS de .
Station Station Station . Station
Destination T NVAMSde prams de FNAMS e puavsde FNAMS e piaMs de  BrARSUT pNAMS de
Brain sur Cond Brain sur Cond Brain sur Cond I’ Authion Cond
I Authion Ondom 1> Authion Ondom 1> Authion ondom etde ondom
Condom

Test de comportement au laboratoire

Tunnel de vol a flux d’air

Les résultats du tunnel de vol montrent qu’en I’absence de stimulus les Tychius sortent du tunnel
par la zone 2 (zone attractive), donc se déplace face au courant d’air



Zone de départ

Stimulus

50cm
Schéma du tunnel de vol

Test de choix

Plusieurs modalités ont été testées (N=40 {20 males ; 20 femelles} pour chaque modalité)

Sans stimulus

Avec la luzerne en fleurs

Avec D’attractif Fleur 1.0 et 1.1

Avec D’attractif Fleur 2.0 et 2.1

Avec Iattractif Gousse 1.0 et 2 .1

Les résultats du tunnel de vol montrent d’attraction qui différe significativement de la modalité sans
stimulus.

Nous n’avons donc pas pu mettre en évidence avec de dispositif une attraction par la plante hote, ni
par les attractifs.

2. CONCLUSION

Les objectifs du travail de 2016 étaient de compléter 1’identification des COV de la luzerne dans le

but de développer des attractifs pour pié¢ger les insectes en grand nombre en les testant sur le terrain,
a I’aide de la FNAMS et en laboratoire.

L’identification des COV de la luzerne de 2016, réalisée a partir de la méthode SPME sur les
différents organes de la plante (feuilles, fleurs, gousses) a permis de répéter et confirmer les
résultats antérieurs. Les profils chimiques des fleurs mettent en évidence deux profils différents,
similaires & ceux obtenus par I'INRA en 2009 et en 2015. Le premier profil révele un pic
majoritaire de cis 3 hexenyl acétate alors que le second montre un pic majoritaire de 3-ocimene. Les
profils chimiques des feuilles et des gousses sont identiques d’une répétition a I’autre ainsi qu’avec
les résultats obtenus en 2015. La comparaison des profils chimiques des différents organes montre
une progression du taux cis 3 hexenol entre les feuilles les fleurs et les gousses alors que la quantité
de cis 3 hexenyl acetate semble diminuer entre chaque organe. Le cis 3 hexenol est un des
composés cles de la communication chimique entre I’insecte et sa plante-hote.

L’étude par ¢électro-antennographie avec les molécules identifiées en GC-MS comme stimulus, nous
permet de proposer des molécules candidates pour 1’¢laboration d’attractif comme /e cis-3-hexenol,
le cis-3-hexenyl acetate et [’'ocimene.

Deux attractifs ont été développés, 1'un reposant sur les COV des fleurs composé d’alcool et
d’acétate ; et I’autre basé sur les COV des gousses de stade II, composé d’alcool, d’acétate et de
cétone. Les résultats du terrain effectués par la FNAMS n’ont pas permis de piéger les insectes mais
révelent une d’attraction dans les zones ou sont placés les diffuseurs. Certains attractifs pourraient
étre utilisés pour concentrer les insectes dans une zone de la parcelle cultivée. Les COV clés
pourraient étre un indicateur pour les sélectionneurs en quéte d’obtentions résistantes.
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THEME DE L’ETUDE

Tychius aureolus est un coléoptére séminivore ravageur de la luzerne porte-graine. C'est le principal
ravageur des gousses de luzerne dans le sud-ouest et I'ouest de la France avec une recrudescence des
populations observées sur les dernieres années.

La lutte chimique contre ce ravageur étant de plus en plus complexe (retrait de substances actives
efficaces, évolution de la réglementation, résistances, etc.), les méthodes de lutte alternatives doivent
étre étudiées plus précisément afin de disposer d'une palette d'outils de contrdle la plus large et
efficace possible.

Dans cette optique, un travail précis sur Tychius a débuté en 2008 via un contrat de branche (2008 &
2011), et s'est poursuivi jusqu'en 2014. En 2014, le projet AM&BAS - Agro-messages et lutte conftre les bio-
agresseurs insectes en production de semences et en grandes cultures (projet PSPE 2) a été initié et
conduit sur deux années, 2015 et 2016.

Ce projet porté par IINRA de Versailles (B. Frérot) réunit Arvalis (JB. Thibord - pyrale du mais), M2i
(encapsulation de composés) et la FNAMS (JG+BC - Tychius luzerne). Il porte donc d'une part sur le
Tychius en luzerne porte-graine et d'autre part sur la pyrale (Ostrinia nubilalis) en mais. L'objectif du
projet est d'apporter, pour ces deux ravageurs, des moyens de lutte basés sur le développement de
kairomones attractives efficaces.

L'année 2016 est donc la derniére avec conduite d'essai sur ce projet AM&BAS.

METHODES D’ETUDE

A la suite des travaux de 2015, trois dispositifs ont été placés sur trois sites d’essais.

Ces sites d'essais sont en 2016 : (a) sur la station FNAMS de Condom (32), (b) sur une parcelle de
multiplication & Sainte-Verge (79 ; luzerne A2 Luzelle) et (c) sur une parcelle de multiplication a
Ambillou-Chéteau (49 ; luzerne A1 Galaxie).

Les dispositifs sont : (1) dispositif caméras, (2) dispositif piégeage par plaques engluées selon différentes
modalités, (3) dispositif battage de végétation.

(1) CAMERAS
Comme I'année derniere, des caméras BEECAM (Advansee) sont installées pour filmer les Tychius sur les
figes.
Sur une parcelle de M. Baron & Sainte-Verge (79), quatre caméras sont placées début aolt et pour une
durée de 7 jours. Les caméras filment quelques tiges de luzerne devant un fond gris pour voir les
passages de Tychius (figure 1). Le paramétrage pour chaque caméra est de 9 vidéos de 4 min
espacées d'1h30 par jour, avec un début d'enregistrement & 7h30 du matin. Cela fait donc au total 36
min de vidéo par jour et par caméra. Deux dispositifs possedent un attractif & I'extrémité des tiges et
deux autres n’en possedent pas et sont considérés comme des témoins.
L'objectif est donc de voir s'il y a plus de passages d'insectes sur les tiges au bout desquelles est fixé
|"attractif, et de mieux comprendre le comportement de I'insecte au champ.

TR

Figure 1 - dispositif caméra pour filmer les passages e Tyhius

(2) PIEGEAGE
a. Plaques engluées transparentes
Sur la station de Condom (32), deux modadalités (formulation attractive « mix» et témoin non attractif)
sont choisies. Trois parcelles élémentaires sont disposées pour chague modadalité, de fin juin a fin juillet
(quatre semaines). Une parcelle élémentaire correspond & une parcelle de 30m*10m avec en son
centre un piquet métallique sur lequel sont fixées verticalement une premiére plaque transparente au
niveau du sol et une seconde & 70cm de hauteur. Chaque plaque est engluée des deux cotés et
dispose d'une capsule de kairomone ou de témoin, fixée en son centre avec du fil de fer. Les notations



et changements de capsules sont hebdomadaires. A chaque date de notation et pour chaque piege
du dispositif, le nombre de Tychius adultes est relevé.

L'objectif est double : voir I'efficacité d’attraction de la formulation et voir si les Tychius sont plutét
capturés au sol ou & hauteur de végétation.

b. Plagues engluées colorées
i. A hauteur de végétation
Sur la méme parcelle que pour les caméras (a Sainte-Verge, 79), deux types de dispositifs sont mis en
place :

- un premier dispositif en carré latin a trois modalités (formulations attractives fleurs 1 et fleurs 2, et
un témoin) * trois répétitions, disposé de mi-juin & mi-juillet (4 dates de notations). Les plaques
utilisées sont de couleur jaune.

- un second dispositif en carré latin & trois modalités (formulations attractives gousses 1 et
gousses 2, et un témoin) * trois répétitions, disposé de mi-juillet & mi-ao0t (4 dates de notations).
Les plagues utilisées sont de couleur bleu.

Chaqgue parcelle élémentaire est constituée de deux tuteurs en bambou sur lesquels est fixée
verticalement une plaque & hauteur de végétation (figure 2). Les notations et changements de
capsules sont identiques a I'essai de Condom.

On cherchera ici & apprécier I'efficacité d'attraction des formulations, I'efficacité du piege en hauteur
en fonction du stade (fleur ou gousse) et I'efficacité d'attraction de la couleur bien que les deux
couleurs n'aient pu étre testées en méme temps suite & un probléme logistique.

i. Ausol

Toujours & Sainte-Verge, un dernier dispositif est placé de mi-juillet & mi-ao0t (4 dates de notations). Ce
dispositif est en blocs aléatoires complets & trois modalités (formulations attractives gousses 1 et gousses
2, et un témoin) * deux facteurs (couleur jaune et bleu) * trois répétitions. Les plaques, & l'inverse de
I'essai précédent, sont disposées horizontalement et & méme le sol. Les notations et changements de
capsules sont identiques.

On cherche ici & apprécier I'efficacité d'attraction des formulations et de la couleur, ainsi que
I'efficacité du piege placé directement au sol.

(3) BATTAGE DE VEGETATION
Sur une parcelle de M. Ogereau d Ambillou-Chéteau (49), un dispositif non randomisé & deux modalités
(gousse « mix » et témoin) * quatre répétitions est mis en place de début juillet & début aolt (2 notations
par semaine soit 8 dates de notation au total).

a. Captures d'adultes

A chaque date de notation, sur chacune des parcelles élémentaires de 2m? (sur lesquelles sont
disposées des béches en plastique sur six inter-rangs) la végétation est secouée pour faire tomber les
Tychius adultes sur les bdches. Le contenu de ces dernieres est immédiatement récupéré pour
comptage ultérieur des individus. Les capsules sont changées toutes les semaines et les notations
(battage puis comptage) ont lieu a J+3 et J+7 aprés changement.

L'objectif est donc de voir si I'attractif « mix » a attiré plus de Tychius adultes sur nos placettes de suivi.
On réalise en outre un sexage des individus collectés pour voir si I'attractivité est différente en fonction
du sexe.

b. Comptages de larves et niveau d’attaque
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Par ailleurs, le 08/08/16 nous avons récolté 10 inflorescences par parcelle élémentaire (soit 40
inflorescences par modalité) sur lesquelles nous avons compté le nombre de gousses. Pour chaque
inflorescence, nous avons ensuite pris au hasard 5 gousses pour lesquelles nous avons compté le
nombre de graines attaquées et saines par gousse et de larves par gousse.

L'objectif est de voir s'il est possible de faire un lien entre les niveaux de capture des adultes sur les
placettes, et les niveaux de larves et graines attaquées dans les gousses.

c. Rendement des placettes
La derniere manipulation effectuée sur cet essai (le 29/08/16) a été de récolter 50 inflorescences a
maturité sur chaque parcelle élémentaire et de transmettre & Labosem pour obtenir le rendement et le
PMG. L'objectif est de voir si I'utilisation d'une substance attractive au sein d'une placette entraine bien
une baisse de rendement (conséquence de I'attraction des tychius) et donc d’envisager des stratégies
de lutte adaptées (de type push-pull).

RESULTATS

(1) CAMERAS

L'année derniere, I'essai n'avait donné aucun résultat exploitable, le dispositif n'ayant pas fonctionné
correctement. Cette année, aprés améliorations, nous obtenons des vidéos exploitables, méme si un
grand nombre ne le sont pas. En effet, une caméra n'a pas fonctionné durant I'essai, la connectique
de son alimentation ayant été défectueuse. En outre, les conditions météorologiques ont rendu
certaines vidéos impossibles a analyser.

Aprés chargement des vidéos exploitables dans le logiciel de comptage automatique Agathe, nous
avons constaté que ce dernier ne parvenait pas & analyser correctement les vidéos. En effet, un grand
nombre de comptages parasites dus aux mouvements de végétation ou d'ombres portées biaise les
résultats. Les 95 vidéos disponibles ont donc été analysées manuellement, une & une (tableau 1).

Tableau 1 - résultats récapitulatifs de I’essai caméras

F”q’rcelle . N.b 'foial Exploitables = Nb tychius
élémentaire vidéos

Attractif - cam 1 61 58 2
Attractif - cam 2 62 21 3
Témoin - cam 1 60 16 3

Peu de Tychius ont été observés et nous ne pouvons pas déterminer si I'attractif a plus attiré I'insecte,
par rapport a un témoin.
Néanmoins, des remarques sur le comportement de ce dernier peuvent étre émises :

- lIse déplace rapidement et n'arréte sa course qu'd la rencontre d'une gousse,

- llapparait entre 10h et 18h et par le bas de la tige,

- I ne semble pas beaucoup se déplacer quand la végétation est trempée et que la

température est peu élevée,
- Aucunvoln'a été observé.

(2) PIEGEAGE
a. Plaques engluées transparentes
Comme I'année derniére avec ce dispositif, frés peu de Tychius ont été capturés. En effet, pour 4 dates
* 3 blocs * 2 traitements * 2 modalités, soit 48 notations, seulement 3 ont permis de piéger cet insecte, et
le maximum de capture était alors de 2 individus.

b. Plagues engluées colorées

i. A hauteur de végétation
Le premier essai correspondant aux plaques jaunes & hauteur de végétation avec des attractifs de
type fleurs n'a pas montré de résultats probants. En effet, seulement 0.3+0.5 Tychius ont été capturés en
moyenne par plague au cours de I'essai. Il n'y a, en outre, aucune différence entre les différentes
modadalités testées (Kruskal-Wallis ; p=0.42).
Le second essai correspondant aux plagues bleues d hauteur de végétation avec des attractifs de
type gousses n'a pas été plus probant car, pour celui-ci, aucun Tychius n'a été capturé sur les plaques.

i. Ausol
L'essai avec des plaques de différentes couleurs au sol et avec différentes formulations de type gousses
a montré des résultats plus intéressants.
Un effet bloc est de nouveau observé cette année (anova ; p=0.003), ce qui traduit encore que les
parcelles de luzerne ne sont pas toujours homogénes d'un point de vue expérimental.
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En éliminant statistiquement I'effet bloc, on constate qu'il existe un effet significatif de la formulation
utilisée (anova ; p=0.002), néanmoins les attractifs 1 et 2 ne sont pas différents du témoin, la différence
se situant au niveau de la comparaison entre les attractifs, le premier ayant plus capturé que le second

(figure 3).
4
$ . a
vy 3
é o ab
o 2 2
] g b
v o
2z -
<
2E o

attractif 1 attractif 2 témoin
formulation
Figure 3 - nombre de Tychius capturés en fonction de la modalité, essai plaques au sol

En ce qui concerne la couleur des différentes plaques, le bleu semble étre plus attractif que le jaune
(figure 4 ; anova ; p=0.01).
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Figure 4 - nombre de Tychius capturés en fonction de la couleur, essai plaques au sol

(3) BATTAGE DE VEGETATION
a. Captures d'adultes
L'essai de capture de Tychius par battage est, comme I'année derniére, concluant. En effet, la
formulation de type gousse « mix» a significativement attiré plus de Tychius que le témoin (anova ;
p=0.000). En moyenne, 17.5£2.1 Tychius ont été capturés par parcelle élémentaire avec attractifs,
contre 10.3+2.3 pour les témoins. Les résultats de capture moyens par date de notation sont visibles sur
la figure 5.
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Figure 5 - nombre moyen de Tychius capturés en fonction de la modalité et de la date, essai battage
(FF : Fin Floraison ; GV : Gousse verte stade 1 -2 - 3 ou 4)

Le sexage de I'ensemble des individus capturés ne montre pas de différence significative en termes
d’'attractivité, en fonction du sexe (anova ; p=0.55 - test t Student ; p=0.09).
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b. Comptages de larves et niveau d’attaque
Les données de captures d'adultes sur les parcelles élémentaires sont comparées aux données de
comptages de larves dans les gousses (figure 6).
Pour cette année 2016, le lien entre ces deux variables est relativement élevé (r?=0.61; p=0.02) et
comparable & celui observé en 2015 (r?=0.64 ; p=0.06). La mise en commun des deux années donne un
résultat intéressant et statistiquement significatif (r2=0.65 ; p=0.000).
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Figure 6 - lien entre le nombre d’adultes capturés sur toute la durée de I’essai (racine carrée) et le
nombre moyen de larves par gousse, essais 2015 et 2016 (bleu : témoins ; rouge : attractifs)

En définitive, plus on a capturé de Tychius sur une parcelle élémentaire, plus on a retrouvé de larves
dans les gousses observées sur cette méme parcelle.

Nous avions néanmoins émis I'hypothése I'année derniére qu’en connaissant les populations d’individus
femelles capturées, nous pourrions établir un lien plus précis avec le nombre de larves observées, car
ce sont bien évidemment les femelles qui pondent dans les gousses. Pour les huit placettes
échantillonnées en 2016, le lien entre ces deux variables est plus faible (r?=0.35), ce qui ne confirme
donc pas notre hypothése.

En étudiant ensuite de plus prés le nombre de graines attaquées par gousse, nous observons une
différence statistiquement significative entre les modalités avec attractif et témoin. Ainsi, I'utilisation de
la kairomone sur les parcelles élémentaires de suivi a permis d'avoir plus de graines attaquées
(régression logistique sur 400 gousses récoltées; p=0.01). Nous observons également une différence
significative au niveau des blocs de parcelles échantillonnées, le quatrieme bloc présentant moins de
graines attaquées, ce qui peut traduire une différence de pression du Tychius sur la parcelle. Le stade
des gousses est aussi important, le stade 5 (gousses seches et cassantes) ayant présenté plus de graines
attaquées que les stades 3 et 4 (p=0.012 et 0.006 respectivement), mais ce résultat est & prendre avec
précaution car seulement 6 graines observées provenaient de gousses au stade 5.

Nous avons vu qu'il existait un lien entre le nombre d'adultes capturés sur une parcelle élémentaire et le
nombre de larves retrouvées dans les gousses (r>=0.61). Nous notons également une relation entre le
nombre de larves observées et le pourcentage de graines attaquées, par gousse (régression linéaire ;
r?=0.76 ; p=0.005). Par contre, nous ne retrouvons pas de lien clair entre le nombre d'adultes comptés
sur les parcelles et le pourcentage de graines attaquées par gousse (r?=0.24 ; p=0.22).

c. Rendement des placettes

Les 50 inflorescences récoltées par parcelle élémentaire sont tfransmises & Labosem pour analyse, dont
les résultats sont présentés sur la figure 7.
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Figure 7 - rendement grainier pour 50 inflorescences et par modalité

Il n'y a pas de différence significative entre la modalité avec attractif et le témoin (anova ; p=0.91), le
poids net récolté par modalité étant en moyenne presque identique (attractif = 9.1g ; témoin = 9.0g).
Le constat est similaire en ce qui concerne le PMG (attractif = 1.937g ; témoin = 1.914g).

DISCUSSION

DISPOSITIFS ET EFFICACITE D' ATTRACTIVITE
Un nombre important de dispositifs a été mis en place cette année car nous avons encore
énormément d'interrogations concernant la biologie de T. qureolus.

Le dispositif caméras, bien que beaucoup plus concluant que I'année derniere, montre une nouvelle
fois ses limites dans I'utilisation du logiciel de comptage automatique Agathe. Nous avons néanmoins
pu observer des Tychius se déplacant sur les vidéos ce qui nous laisse penser que les caméras BEECAM
pourraient étre utiles dans I'étude du comportement de cet insecte.

Les quelques données obtenues nous laissent penser que le Tychius se réfugie vers le sol la nuit et/ou
quand les conditions météorologiques sont défavorables.

De nouvelles améliorations prévues du matériel BEECAM nous permettront sans doute d'obtenir des
résultats beaucoup plus fiables et informatifs.

Vu le tfrés faible nombre de captures sur I'essai de Condom, il est impossible de conclure quant &
I'efficacité d'attractivité de la kairomone testée, le dispositif expérimental utilisé n'étant pas adéquat
pour la capture du Tychius. La méthode de capture sur plaques engluées transparentes quelle que soit
la hauteur est donc définitivement abandonnée.

Les plagues engluées colorées & hauteur de végétation avaient pour but d'apprécier |'efficacité
d'attractivité des formulations et couleurs, ainsi que I'efficacité du piege en hauteur en fonction du
stade (fleur ou gousse). Les trés faibles nombres de captures pour cet essai ne permettent pas
d'évaluer I'efficacité d'attractivité des kairomones et des couleurs. Comme pour I'essai de Condom, il
apparait que les plagues engluées a hauteur de végétation et positionnées verticalement ne sont pas
adaptées pour piéger des Tychius.

Néanmoins, ce dispositif nous renseigne sur le fait que, méme si les captures ont été faibles dans le
premier essai, les Tychius piégés ont probablement volé jusqu'au pieége, ce qui est une information
importante.

L'essai est plus concluant en positionnant les plaques horizontalement et au sol. En effet, plus de
captures sont observées. Les Tychius étant susceptibles de tomber trés facilement des tiges sur
lesquelles ils sont, ce dispositif semble plus adapté. Cela pourrait aussi expliquer les résultats obtenus, &
savoir qu'il n'a pas été observé de différence d'attractivité entre les kairomones et le témoin. Les
insectes tomberaient alors sur les plagues sans qu'ils ne soient véritablement attirés par les substances
testées. Un probléme d'hétérogénéité des populations dans la parcelle pourrait aussi expliquer I'effet
bloc que nous avons observé.

Cette hypothese étant, nous avons néanmoins observé plus de captures sur les plaques bleues que sur
les jaunes.

Deux informations sont donc & retenir de cet essai : la couleur peut étre importante en ce qui concerne
I'attractivité et le positionnement d'un piege sur le sol est vraisemblablement plus adapté pour la
capture du Tychius.
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Cette derniére information est corroborée par les résultats de I'essai de battage de végétation sur des
béches placées au sol. Comme I'année derniére, cette technique est la plus efficace pour piéger ce
ravageur, comme avancé par Naibo en 1972.

Nous avons vu dans cet essai que I'attractif utilisé avait permis de capturer plus de Tychius par rapport
au témoin. Cependant, bien que statistiqguement significative, I'attractivité ne semble pour I'instant pas
suffisante pour le développement d’'un produit de biocontréle basé sur cette kairomone. En effet, les
travaux conduits par I'INRA de Versailles sur le modéle bruche de la féverole montrent une attractivité
jusqu'd 60 fois supérieure de la formulation vis-a-vis d'un témoin, en termes de captures. L'attractif que
nous avons, semble donc encore nettement perfectible.

En outre, I'hypothése de base de I'utilisation d'une kairomone simulant une odeur de gousse au stade 2
(d'apres le bareme de Naibo, c'est-a-dire début de spiralisation des gousses) est que cette derniere est
la plus attractive pour les femelles en période de ponte. En effet, c'est le stade préférentiel pour
déposer les ceufs dans les gousses. Le sexage des individus capturés sur I'essai devrait donc montrer un
sex-ratio en faveur des femelles, ce qui n'a pas été le cas cette année et conforte donc I'idée que
I'attractivité de la kairomone n'est pas encore au niveau espéré.

Ce dernier essai nous renseigne donc sur le fait que la technique de battage de végétation reste la
méthode la plus efficace pour capturer les Tychius et que la kairomone actuellement disponible n'est
pas encore assez attractive malgré des résultats intéressants.

Sur cette parcelle d'essai de battage de végétation, nous avons également placé, en complément et
sans protocole défini, un piege entonnoir a ailette habituellement utilisé pour capturer les punaises dans
nos essais sur carotte porte-graine. Nous avons en effet noté dans la littérature le cas du ver du
framboiser (Byturus tomentosus, Coléoptere) dont la biologie est trés proche du Tychius, car I'adulte
pond ses ceufs dans le réceptacle floral que la larve dévore ensuite lors de son développement, avant
de se laisser tomber au sol pour se nymphoser. Pour ce ravageur, une lutte combinant un attractif
kairomone et phéromone dans un piege vert a ailettes blanches semble efficace. Nous avons donc
testé ce type piege (mais sans couleur particuliere pour les ailettes) en placant une kairomone gousse
dans la logette de diffusion des substances, mais aussi en mélangeant la kairomone dans le bac de
liguide du piege capturant les insectes. Cette tentative n'a pas été concluante, seulement deux T.
aureolus ayant été capturés en 4 semaines de mise place. Néanmoins, le stade gousse (simulé par la
kairomone utilisée) n'est peut-étre pas le plus optimal en termes de stratégie. Il faudrait en effet peut-
étre mieux utiliser une kairomone de fleur en placant le pieége un peu plus tét. A ce stade-Id, les Tychius
seraient potentiellement plus & méme de voler jusqu’'au piege, ce qui n'est probablement plus le cas
par la suite. Le frein majeur & I'utilisation de ce piege semble donc étre la faible capacité de vol de T.
aureolus.

LIEN ENTRE ATTRACTIVITE ET NIVEAUX D’ ATTAQUE

Le lien observé I'année derniére entre le nombre de Tychius adultes capturés sur les placettes et le
nombre moyen de larves par gousse est de nouveau observé cette année, ce qui semble donc
confirmer qu'augmenter la population imaginale sur une zone (principe de I'attractif) induit un nombre
plus élevé de larves. Il y aurait donc plus de pontes sur cette zone, ce qui validerait la stratégie de lutte
envisagée (sacrifier une zone en concentrant la population de ravageur).

Cependant, I'nypothése selon laquelle augmenter le nombre de femelles sur une zone donnée, au
stade oU ces derniéres sont censées pondre, augmenterait le nombre de larves observées au final dans
les gousses n'est pas validée. Comme expliqué précédemment, & l'inverse de ce qui était attendu,
nous n'avons pas capturé plus de femelles que de mdales sur les placettes d'essai.

LIEN ENTRE ATTRACTIVITE ET RENDEMENT

Les résultats obtenus sur la récolte manuelle d'inflorescences ne montrent pas de différence entre la
modadalité avec et sans attractif, ce qui met en évidence que la stratégie de lutte envisagée n’est pas
encore possible. Une nouvelle fois, I'attractivité insuffisante de la kairomone et le nombre peut-étre trop
faible d'inflorescences échantillonnées pourraient expliquer ce résultat.

CONCLUSION

L'essai de cette année a de nouveau montré que la technique de battage de végétation est la plus
efficace pour échantillonner le Tychius en parcelle. Néanmoins, bien que les résultats obtenus sur
I'attractivité des tychius soient statistiguement significatifs, la kairomone la plus aboutie fournie par
I'INRA n'est pour I'heure pas assez attractive pour envisager qu’elle soit opérationnelle & court terme au
champ. La récolte manuelle des inflorescences n'a, par conséquent, pas livré de résultat appuyant la
stratégie de lutte envisagée. Néanmoins, une relation positive entre le nombre de Tychius attirés sur une
zone et le nombre de larves observées dans les gousses laisse supposer que la piste sémiochimique est
pertinente.
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Les autres techniques utilisées ont montré que les plaques engluées disposées verticalement sont
totalement inefficaces pour la capture. En couplant avec les quelques résultats de vidéo obtenus avec
les caméras BEECAM nous pouvons désormais dire qu'une stratégie de lutte efficace contre le Tychius
ne devrait probablement pas étre basée sur un pieége nécessitant le vol de ce dernier. Il faudrait alors
s'orienter vers un pieége adapté aux insectes rampants, ce que nous avions pourtant fait les années
précédentes avec le piege utilisé contre le cléone mendiant, mais sans succes.

Un fravail bibliographique recensant les techniques utilisées pour lutter contre des coléoptéeres a la
biologie trés proche du Tychius est donc de nouveau a conduire.

Une synthése des travaux effectués sur le Tychius par la FNAMS depuis 2008 est prévue en 2017 pour
faire le point. A I'issue de cette synthése, il sera décidé de la stratégie de lutte & poursuivre, dans cette
voie ou non.
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