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2. Rapport d’activité : doit permettre de juger

e  Moyens (humains et techniques) effectivement mis en ceuvre

Partenaire No Prénom Emploi actuel Discipline Personne/mois Role / Responsabilité
Microbiologie / Coordinateur du projet,
Costet Laurent Chercheur thm :hoglle N 3 Responsable action 2, A2-T1,
Ytopathologie A2-T2, A2-T3
Duyck Pierre-Frangois Chercheur HDR Entomologie, écologie 3 Responsable de I’Action 1
A N Participation réalisation
Nibouche Samuel Chercheur HDR Entomologie 3 AL A2
Glenac Serge Technicien Entomologie 3 Elevage d’insectes
Merl 1sabell Stage de fin d'étude o thologi G Participation réalisation
§ ELe sabelle d'ingenieure (ENSAIA Nancy) " omo-Pathologie A2-T1, A2-T2, A2-T3
Cirad UMR PVBMT
Vénard Juli Stage de fin d'étude 5 hologi G Participation réalisation
Expertise : étude de I'écologie et du ulie d'ingenieure (ESA Angers) ntome-pathologie A2T2
comportement des mouches des des fruits P s
A L. N N Participation réalisation
Développement de stratégie en matiére d'lPM Verger Manon Stage Cesure (Ensa Toulouse) Entomo-pathologie 6 A2-TL
Stage M2 Science Technologie P éalisati
Verger Damien Santé (Agro Campus Ouest - Entomo-pathologie 6 articipation realisation
A2-T2, A2-T3
Angers/Rennes)
Tibe Richard Technici Ent logi 6 Participation réalisation
1oere ichare echnicien ntomologie ALTL, A1T3
Lall d G i w0 - @ Participation réalisation
alleman edric echnicien ntomologie ALTL, A1-T3
. R Participation réalisation
Muller Lucile VsC Entomologie 6
Al-T1
AI’Lﬂ'ﬂOI‘ Graind Rachel Ingéni A . 1 Prévue Responsable de I’action A3, Réalisé
raindorge achie DECTELIE gronomie participation A1-T2
Expertise expéri i de
hni itia Prevu participation réalisation A3-T2 Realisé
de  pr fruitieres, HEUREUDE ~ Lucas Technicien Protection des cultures 1 5 pation rea
lézumiéres. horticoles participation A1-T2
Prevu participation réalisation A3-T2 Realisé
BARET Celine Technicien Protection des cultures 3 2 pation rea
participation A1-T2
. R R Participation réalisation
Zoogones Anne-Sophie Ingenieure Protection des cultures 6 ALT2
Fourniture des souches de Beauveria spp. et
B S o 2 ble R&D Microbiologie / a production d’échantillons,
ESsE amantha esponsable Mycologie Participation A2 participation au pilotage du
projet
Microbiologie Production des échantillons pour les essais
Cabrol Ghislain Technicien Mycologie eie / 0.5 Participation A:
Natural Plant Protection (NPP) / yeooste - rHicipat -
- . .. N . - Microbiologie / Production des échantillons pour les essais
Bétel Réunion (Arysta Life Sciences) Saubanére  caroline Technicienne Mycologie o= Participation A2
Production des échantillons pour les essais
Expertise : développement de produits de Zui e Responsable technique Betel - q Participation A2
biocontrole, notamment & base de souches de £UIN LB Réunion Mycologie Participation aux instances de pilotage du
Beauveria projet
Rohrlich a e o Ent thologi 5 Participation réalisation
ohrlicl ara octorante ntomo-pathologie A2-T1, A2-T2, A2-T3
Personnel Mycologie / Biologi
temporairement yc'a ag|‘e lologie 4 Criblage des souches de Beauveria A2-T1
. q moléculaire
affecté au projet
AB7 Innovation I Creation, production et fourniture des
. Harraca . Responsables scientifique et o "
Expertise : mise au point de polymére diffuseur Vincent il Ecologie chimique 1 polymeres,
actif (B participation au pilotage du projet
Chuche Julien

En noir : Personnels financés sur le budget du projet AttractMyFly
En rouge : Stagiaires et CDD financés sur le budget du projet AttractMyFly

En vert : Personnel ayant travaillés sur le projet AttractMyFly mais non financés sur le budget du projet AttractMyFly
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e Exécution du projet (par tache, par partenaire),

Cirad

ARMEFHLOR
WP1-T2 AB7
Cirad

Tests attractifs en milieu
controlé

Evaluation des attractifs au
champ

WP2-T1 NPP et Be:tel Réunion
Cirad

NPP et Betel Réunion

Criblage des souches de
Beauveria

WP2-T2 ) Test de transfert horyzontal
Cirad
WP2-T3 Cirad Mise au Pomt du dIS.pOSI'tIf
d’attraction/contamination
ARMEFHLOR Efficacité du controle du
WP1-T3 AB7 contréle de Z. cucurbitae au
Cirad champ"

En vert prévu, en jaune extension ou décalage du prévisionnel, bleu poursuite au dela du projet

e Réalisation des jalons et de la production des livrables

Jalon (J) ou | Action- o, Trimestre de livraison L. L. L
) . Intitulé , Date de livraison Partenaires impliqués
livrable (L) Tache Prévue

. P . L AB7
L1 Al Polymeére imprégné attractif T6 Livré T8 Cirad
Souches de Beauveria actives sur o, NPP & BETEL Réunion
J1 A2-T1 . T4 Livré T4 .
les adultes de B. cucurbitae Cirad
Faisabilité du transfert Cirad
J2 A2-T2 horizontal des sPores de T8 Livré T12 NPP & BETEL Réunion
Beauveria
Version Beta
fonctionnelle livrée T12
12 A2-T3 DISpOSItiIf d.e plegeag? et T10 L0|.ot|m|.sa?t|0n des Cirad .
contamination des males dispositifs sera NPP & BETEL Réunion
poursuivie au dela du
projet
Non Livré ARMEFLHOR
3 . . La mise au point champ Cirad
L3 A3 Méthodes de biocontrole T12 L
sera poursuivie au dela AB7
du projet NPP & BETEL Reunion

o de la collaboration effective a I'intérieur du projet et, éventuellement, entre projets,

AttractMyFly associait Le Cirad, ULARMEFHLOR, NPP et Betel Réunion, et AB7. La
complémentarité entre les partenaires s’est avérée effective sur I'ensemble du déroulé du projet.
Lensemble des taches réalisées en collaboration entre partenaires est détaillé dans le tableau

d’exécution du projet.

e des liens établis avec les acteurs du plan Ecophyto, en particulier du ou des dispositifs concernés,
Les représentants du Plan Ecophyto a la Réunion ont participé au comité de pilotage du
projet. lls ont été directement impliqués via Le DEPHY et RITA pour communiquer sur la stratégie avec

les agriculteurs au sein du projet notamment via les expérimentations de terrain
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e Différents produits du projet
Produits
- Dispositif « Attract and Kill » basé sur des attractifs kairomonaux ciblant les femelles de la mouche du
melon Zeugodacus cucurbitae
- Preuve de concept de la méthode d’auto-contamination-dissémination
- Version Beta du dispositif d’autocontamination-dissémination de champignons entomopathogénes
- Caractérisation du spectre d’ho6tes des souches 12960, 12960 et B507 permettant d’envisager des
extensions d’usages aux mouches des fruits

Publications scientifiques et autres valorisations du projet :

Rohrlich C., Merle I., Hassani I. M., Verger M., Zuin M., Besse S., Robene I., Nibouche S. & Costet L. (2018).
Variation in physiological host range in three strains of two species of the entomopathogenic fungus
Beauveria. PloS one, 13(7), €0199199. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0199199

Rohrlich, C., Merle, 1., Venard, J., Verger, D., Besse, S., Nibouche, S., Costet, L. (2018) Horizontal transmission
of the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana in melon flies Zeugodacus cucurbitae during
mating. In prep

Graindorge R et Costet L (2018). Lutte biologique contre la mouche du melon des résultats prometteurs.
Fertile : Bulletin de I’Association Réunionnaise pour la Modernisation de I'Economie Fruitiére
Légumiére et HORticole (Armefhlor). N°41, P14

Costet L. (2017). Développement d’attractifs et auto-dissémination de champignons entomopathogénes
pour lutter contre la mouche du melon Zeugodacus cucurbitae. Séminaire intermédiaire des projets
issus de la deuxieme édition de I'appel a propositions de recherche "Pour et Sur le Plan Ecophyto,
Contribuer a I'essor du biocontréle" (PSPE2) et de I'APR 2014 du Programme Pesticides "Résistance et
pesticides : Résister aux bioagresseurs, vaincre les résistances au changement pour réduire les risques".
14 et 15 décembre 2017. Paris (France).

Rohrlich C., Merle |.,, Payet-Hoarau M., Télismart H., Besse S., Nibouche S., & Costet L. (2016).
Characterization of the pathogenicity of commercial or precommercial Beauveria sp. strains against the
melon fly Bactrocera cucurbitae. In Abstract of the 49th Annual Meeting of the Society for Invertebrate
Pathology International Congress on Invertebrate Pathology and Microbial Control. 24-28th of July
2016. Tour- France [Poster FU-5].

https://umr-pvbmt.cirad.fr/principaux-projets/attractmyfly

http://ecophytopic.fr/tr/innovation-en-marche/ecophyto-recherche/attractmyfly-d%C3%A9veloppement-
d%E2%80%99attractifs-et-auto

Rohrlich (2018) Lutte biologique a base de champignons entomopathogénes du genre Beauveria en zone
tropicale. These de doctorat en Biologie des Populations et Ecologie de I'Université de la Réunion.
Soutenue le 3 octobre 2018. 149p

Verger (2017) Caractérisation de la capacité de transfert de spores de champignon entomopathogéne
Beauveria bassiana des males aux femelles de la mouche du melon Zeugodacus cucurbitae lors de
I'accouplement. Mémoire de Master 2 Sciences et Technologie Santé mention Biologie et Technologie
du Végétal, spécialité Production et Technologie du Végétal (Protev) de I'Université d’Angers. 33p.

Venard (2016) Caractérisation de la capacité de transfert de spores de Beauveria bassiana des males aux
femelles de la mouche du melon Zeugodacus cucurbitae lors de I'accouplement. Mémoire de fin d’étude
d’ingénieur agronome de I'ESA d’Angers. 84p

Merle (2015), Caractérisation du pouvoir pathogéne de souches de Beauveria sp. sur la mouche du melon
Bactrocera cucurbitae et de la capacité de transfert horizontal des spores du champignon lors de
I'accouplement. Mémoire de fin d’étude d’ingénieur agronome de I'ENSAIA spécialité « protection des
cultures » et de I'Université de Lorraine. 39p

3. Rapport scientifique : 10 a 15 pages en format a peu prés libre
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Zeugodacus cucurbitae : des impacts économiques et environnementaux majeurs

La famille des Tephritidae, compte environ 4000 espéces, appelées « mouches des fruits ». Prés de 250
especes sont des ravageurs d’'importance économique des cultures fruitieres et maraicheres. Elles sont
largement distribuées dans le monde dans les régions tempérées, subtropicales ou tropicales. Parmi ces
especes, Zeugodacus cucurbitae (Coquillett) est I'une des plus nuisibles pour les cultures maraichéres dans
de nombreuses régions du monde, en Asie, en Afrique et dans plusieurs iles de I'océan Pacifique et de I'océan
Indien. Zeugodacus cucurbitae a été recensée au total sur pres de 125 especes de plantes appartenant aux
Cucurbitaceae, Passifloraceae et Solanaceae (Dhillon et al., 2005). Les dégats sont engendrés par la ponte
des femelles de Z. cucurbitae et le développement des larves dans les fruits. Les pertes occasionnées par
cette espéce sur les cultures peuvent atteindre 90% (Ryckewaert et al., 2010).

La lutte contre ces Tephritidae est difficile, car les différents stades du cycle biologique sont localisés dans
différents micro-habitats. Les ceufs et les larves se développent dans les fruits, tandis que la pupe est enfouie
dans le sol, le stade adulte étant le seul stade éventuellement exposé aux insecticides. Néanmoins les
méthodes de controle des populations de Z cucurbitae reposent encore majoritairement sur la lutte
chimique (Rossler, 1989). Cette protection montre cependant ses limites notamment par ses conséquences
sanitaires, environnementales et économiques.

La lutte contre les mouches des [équmes a la Réunion

Les organismes nuisibles prioritaires identifiés dans le cadre du programme ECOPHYTO DOM (Cote et al.,
2011) sont majoritairement des insectes : aleurodes et mouches des fruits. Cependant a la Réunion, malgré
une forte mobilisation pour la mise au point de stratégies alternatives au tout insecticide telles que le projet
GAMOUR (Deguine & al. 2013), I"adoption de ces méthodes difficiles a mettre en ceuvre est loin d’étre
généralisée et I'utilisation des insecticides de synthese reste importante. L'amélioration de la compétitivité
de la filiere maraichage et I'objectif de réduction de l'usage des pesticides dans le cadre du plan ECOPHYTO
motivent la mise au point de techniques innovantes permettant de lutter contre ces organismes nuisibles
tout en améliorant la durabilité des systémes de culture.

Les méthodes alternatives aux insecticides de synthése pour lutter contre les Tephritidae

Différentes méthodes alternatives a la lutte chimique ont été développées et certaines sont déja utilisées
a la Réunion. Les méthodes prophylactiques consistent a collecter et détruire ou isoler tous les fruits infestés
qui constituent des réservoirs de mouches. Les méthodes de lutte biologique sont basées sur des lachers de
parasitoides. Psyttalia fletcheri Silvestri (Braconidae) a ainsi été acclimaté a la Réunion ou il contribue a la
régulation biologique des populations de la mouche du melon. La stratégie de lutte autocide est basée sur le
lacher de males stériles en vue de les mettre en compétition avec la population de males sauvages et de
diminuer le potentiel reproductif de la population-cible.

D’autres stratégies sont basées sur I'emploi d’attractifs afin de localiser et minimiser I'emploi
d’insecticide ; il s’agit par exemple i/de la lutte par suppression des males qui consiste a attirer et tuer les
males grace a un dispositif associant un attractif sexuel (paraphéromone) a un insecticide ou ii/ du traitement
par taches qui reposent sur la pulvérisation localisés d’'un mélange d’insecticide et d’attractifs.

Plus récemment, de nouvelles stratégies de lutte biologique basées sur I'utilisation de champignons
entomopathogénes ont également démontré un certain potentiel. Certaines souches de champignons
entomopathogénes se révelent en effet pathogenes de plusieurs Tephritidae. Plusieurs stratégies de
contamination des mouches des fruits et de dispersion de ces champignons ont été évaluées, que ce soit par
pulvérisations de couverture ou grace a des dispositifs de contamination fongique. Dans ce dernier cas, cette
stratégie dite « Attract and Contaminate » consiste a attirer les adultes par un attractif au sein d’un dispositif
ou sera opéré la contamination par l'agent entomopathogéne. La contamination des insectes peut étre
amplifiée par autodissémination de I'agent pathogéne lors des accouplements. L'objectif est d’obtenir une
forte sélectivité grace a la spécificité de I'attraction, le phénomene d’autodissémination lors de
I"accouplement permettant en outre de limiter la quantité d'inoculum entomopathogene libéré au champ,
diminuant ainsi les possibilités d'infection d’espéces non cibles. Les résultats préliminaires des tests
d’efficacité de ce type de systemes de contréle des tephritides sur le terrain sont encore peu nombreux mais
encourageants (Ekesi et al., 2007; Navarro- Llopis et al., 2012).
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Eliminer les femelles : un enjeu majeur

A la Réunion, une stratégie de gestion agroécologique des populations de Z. cucurbitae a été mise a la
disposition des agriculteurs dans le cadre du projet GAMOUR (Deguine et al., 2012). Cette stratégie integre
notamment des méthodes prophylactiques et des méthodes biotechniques basées sur la médiation
chimique. Cependant, dans le cas de Z cucurbitae comme pour d’autres Tephritidae d’importance
économique, on ne dispose comme attractifs que de paraphéromones sexuelles attractives uniquement pour
les males.

Le piégeage des femelles constitue pourtant un enjeu majeur, car la diminution de leurs populations
entrainerait un impact direct sur les dégats immédiats et futurs (Jacobson et al., 1971 ; Jang & Light, 1996).
Le piégeage des femelles influence plus significativement la population de mouches de fruits que le piégeage
des males, car une femelle fécondée peut déposer un grand nombre d’ceufs dans divers hbétes avant un
nouvel accouplement. Chez Z. cucurbitae, la fécondité totale est de I'ordre d’'un millier d’ceufs par femelle
(Vargas et al., 1997). Le piégeage des femelles constituerait pour le contréle des populations de cette espece
une technique complémentaire, qui pourrait s’intégrer dans les programmes de gestion agroécologique.

Certains composés volatils impliqués dans la localisation des fruits-hotes a distance par les femelles
peuvent constituer une source d’attractifs pour les piéger. Chez les mouches des fruits, des attractifs basés
sur des kairomones de plantes-hotes ont permis de contrbler certaines espéces, comme Rhagoletis
pomonella (Stelinski & Liburd, 2002) ou Anastrepha spp. (Gonzalez et al., 2006). Les travaux réalisés
récemment au CIRAD a la Réunion concernant I'étude de la composition chimique et I’attractivité des effluves
de 27 fruits hotes de cette espece ont permis de déterminer 34 composés potentiellement impliqués dans
I'attraction des femelles. Un mélange constitué de deux composés volatils de synthese, aussi attractif qu’une
odeur de fruits frais, a été identifié (Atiama-Nurbel 2013). La forte réponse des femelles de Z. cucurbitae a ce
mélange synthétique simple ouvre des perspectives d’utilisation pour le piégeage de masse des femelles. II
reste a préciser les ratios optimaux de composés du mélange, le type de diffuseur a utiliser, ainsi que le
systéme de piégeage le plus adapté. Il importe notamment de définir un diffuseur permettant de prévenir la
dégradation des composés volatils et I'émission d’'un mélange uniforme au cours du temps.

Les composés volatils sont des substances non solubles dans I'eau et, pour certains, instables. La
combinaison de ces composés dans une matrice polymérique s’avére donc étre une solution intéressante.
Ces matrices sont composées de polymeres actifs, qui sont des matiéres synthétiques ou d'origine naturelle
pouvant contenir un principe actif et le libérer de facon continue pendant une période de temps allant de
quelques heures a plusieurs mois, en fonction des utilisations (Femenia & Sancho, 2013). Une fois réalisée
I'intégration de I'attractif dans la matrice polymére, des tests mesurant son attractivité en conditions semi-
naturelles (grandes cages sous ombriére) et au champ doivent étre menés. Ces tests permettront en outre
d’évaluer son attractivité vis-a-vis des males de Z. cucurbitae, bien que ceux-ci ne constituent pas la cible
prioritaire de ces attractifs. Le passage au champ nécessite la définition d’un systéme de piégeage permettant
une bonne diffusion des composés volatils et la définition de sa durée d’efficacité.

Une autre stratégie pour neutraliser les femelles est d’utiliser une approche «Attract and
Contaminate» combinée a de I'autodissémination de champignon entomopathogene. Les males attirés par
la paraphéromone seraient contaminés par des spores de champignon entomopathogene et serviraient de
vecteurs pour contaminer les femelles lors de I'accouplement (Flores et al., 2013). Des études récentes ont
révélé que des isolats réunionnais et mauriciens de champignons entomopathogénes, B. bassiana et
Metarhizium anisopliae, sont pathogenes des adultes et larves de Z. cucurbitae (Pastou, 2008 ; Sookar et al. ;
2008, 2010, 2013). A la Réunion, la lutte contre le ver blanc de la canne a sucre Hoplochelus marginalis est
un exemple de réussite d’une stratégie de biocontréle aussi bien par I'importance des surfaces traitées que
par la durée de mise en ceuvre. Le Betel®, un bio-insecticide a base du champignon entomopathogéne
Beauveria spp. est appliqué lors des replantations de canne a sucre depuis plus de trente ans. Ce produit est
fabriqué par Betel Réunion, une filiale de la société Natural Plant Protection (groupe Arysta LifeScience,
arystalifescience.fr) spécialisée dans la production de produits de biocontréle et notamment de Beauveria
spp. Cette compagnie produit et commercialise en outre la souche B. bassiana 1-2960 (Ostrinil®) pour lutter
contre le papillon palmivore, Paysandisia archon, ravageur des palmiers ornementaux, et a développé
récemment une nouvelle souche 1-2961 (NPP111B005) efficace pour la lutte contre le charangcon du bananier
Cosmopolites sordidus et le charangon rouge du palmier Rhynchophorus ferrugineus. Si une ou plusieurs de
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ces souches de Beauveria présentaient une pathogénicité suffisante sur Z. cucurbitae une extension d’usage
serait demandée.

L’analyse de cet état des connaissances permettait d’envisager deux voies innovantes pour lutter contre les
femelles de Z. cucurbitae :
e ['utilisation d’un mélange attractif a base de kairomones pour des stratégies de controle par piégeage
de masse des femelles
e |e développement d’'une stratégie d’autodissémination de Beauveria via les males de Z. cucurbitae.

Quatre partenaires techniques rassemblant les compétences nécessaires au développement, I'évaluation et
la variolisation de ces stratégies se sont associés pour le projet AttractMyFly

e Cirad, Unité mixte de Recherche Peuplement Végétaux et Bioagresseurs en Milieu Tropical

e Association Réunionnaise pour la Modernisation de I'Economie Fruitiére Légumiere et HORticole
(Armeflhor) expérimente de nouvelles techniques afin de développer les productions fruitiéres,
légumieres, horticoles, I'agriculture biologique et la protection des cultures tropicales.

e Natural Plant Protection SA. et Betel Réunion SAS (groupe Arysta LifeScience), entreprises
spécialisées dans le développement et la production de produits de biocontréle, notamment a base
de souches de Beauveria.

e AB7 Industrie entreprise spécialisée mise au point de polymeres actifs : matieres plastiques
synthétiques ou d'origine naturelle pouvant contenir un principe actif libérer de facon continue
pendant une période de temps allant de quelques heures a plusieurs mois.

Objectifs et résultats attendus

L'objectif du projet ATTRACTMYFLY était d’enrichir la gamme de méthodes et produits disponibles pour
apporter des solutions de biocontréle contre la mouche du melon, Z. cucurbitae, ravageur majeur des
cultures légumiéres a la Réunion et dans de nombreuses régions tropicales.

Les objectifs spécifiques étaient (i) de mettre au point un dispositif attractif-diffuseur polymere
permettant le piégeage de masse des femelles, (ii) de mettre au point une méthode d’auto-dissémination de
champignons entomopathogenes, et (iii) de tester en plein champ I'efficacité de ces techniques.

Les résultats attendus du projet sont la mise au point d’innovations techniques dans le domaine du
biocontréle qui contribueront a la réduction de la consommation d’insecticides de synthése en culture
maraichéere dans les DOM et plus généralement en zones tropicales.

1. Approches scientifiques, techniques utilisées et résultats obtenus
Le projet ATTRACTMYFLY était structuré en trois actions. Les expérimentations ont été menées suivant les
cas en milieu controlé (laboratoire), semi-contrdolé (grandes cages sous ombriére) ou en plein champ.

Action 1 : Mise au point des diffuseurs d’attractifs

Les travaux réalisés au CIRAD a la Réunion dans le cadre de la thése de T. Atiama-Nurbel concernant la
composition chimique et I'attractivité des effluves de 27 fruits hotes avait permis de de sélectionner 34
composés potentiellement impliqués dans I'attraction des femelles de Z. cucurbitae. Un mélange constitué
de deux composés volatils de synthese C1 et C2, aussi attractif qu’une odeur de fruits frais, avait été identifié
sur la base de tests réalisés dans des olfactometres a une voie.

L’objectif de I'action 1 était de mettre au point un diffuseur d’attractifs pour le piégeage de masse des
femelles.

Action 1 —tdche 1 : Définition en milieux contrélé et semi-contrélé du ratio optimal de kairomones
A1-T1 : Objectifs
L'objectif était de valider I'attractivité du mélange de deux composés de synthése en milieux contrélé
et semi-controlé, définir le ratio optimum de kairomones a incorporer dans des polymeres contrélant leur
diffusion, et les quantités de polymeres a utiliser pour obtenir une attractivité maximale vis-a-vis des femelles
de Z cucurbitae.

A1-T1 : Matériel et méthodes
a/ Matériel biologique
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Tableau 1 : Modalités utilisés au laboratoire pour évaluer I'attractivité des composés C1 et C2 incorporés dans les laniéres polymériques
en olfactometre a une voie. Les laniéres sont chargées a 1% de matiéere active.

Modalité Nature Longueur laniére Quantité composé intégré dans
polymerique le polymére(mg)
MO - - -
M1 Concombre frais 30g
M2 Laniére « Témoin » lcm -
M3 Laniere « C1 » 0,3cm 1.6
M4 Laniére « C2 » 0,2cm 1.1
M5 Laniere « C1 » et « C2 » 0,3cm (C1) +0,2 cm (C2) 2.7
80 —
a a
= 60 b J l
= 2 T Figure 1: Taux d'attraction des femelles (%) de Z
=] T J_ cucurbitae a Cl1 et C2 mesuré a I'aide d’olfactometre
5 40 — l une voie. MO : Témoin négatif, M1: Témoin positif,
:E M2 : Lanieére T, M3 : Laniere C1, M4 : Laniére C2, M5
% e : Lanieres C1 et C2. Neuf répétitions par modalité ont
e 207 < | été réalisées. L'effet des modalités a été modélisé a
L I I'aide d’un modeéle linéaire généralisé. Les moyennes
représentées par des lettres différentes sont
0 - significativement différentes.
MO M2 M3 4 MSs M1
A
Figge « Techrarap «
—
————Lenkre
Paner
o0 =
® O
- FAU sERCNRLSS

Figure 2 : Schéma (A) et photographie (B) du dispositif de piégeage avec lanieres polymériques. Les mouches
adultes pénetrent dans le piége par ses trous, ne peuvent plus en ressortir et se noient dans I'eau savonneuse
(Schéma et photographie : A. S. Zoogones)

30
Piége TephriTrap Eau Teepol

- Concombre VS Témoin

Figure 3 : Capacité de piégeage de femelles Z 20
cucurbitae du dispositif TephriTrap rempli d’eau
additionnée de « Teepol ». Deux modalités sont testées :
pieges contenant du concombre face a un piege vide. Le
dispositif consiste en quatre cages, dans chaque cage 10
chaque modalité est représentée deux fois.
L’expérimentation a été répétée a deux dates. L'effet des 5
modalités a été modélisé a I'aide d’'un modeéle linéaire
généralisé. Les moyennes représentées par des lettres 0

différentes sont significativement différentes. Concombre Témoin
Modalités
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Les femelles de Z. cucurbitae adultes sont élevées dans des chambres climatiques en conditions
controlées et sont sexuellement matures (25 a 30 jours). Pour les essais en grandes cages de comportement,
des Ficus, plantes non-hotes pour les femelles de Z. cucurbitae, sont placés dans les cages. Les fruits les plus
attractifs pour les femelles de Z. cucurbitae sont les concombres « pays » (Cucumis sativus L.). Les concombres
mrs, n’ont subi aucun traitement phytosanitaire et sont indemnes de toutes attaques de ravageur.

b/ Composés de synthése et laniéres polymériques
Les composés chimiques proviennent de I'entreprise Sigma-Aldrich (Saint-Louis, MO, USA). Afin de
faciliter la lecture, les composés (6Z)-non-6-én-1-ol et (2E,6Z)-nona-2,6-diénal sont nommés «C1» et «C2».
« C1-C10 » nomme l|’association de 10 composés C1, C2 auquel s’ajoute les (6Z)-non-6-énal, (2E)-2-non-
énal, diénal decanal, Hexanal, Nonanal, 1-Nonanol, 1-Hexanol, Limonene. Les composés sont intégrés a 1%
dans les lanieres polymériques produites par AB7 Innovation.

c/ Dispositif expérimental en conditions contrdlées : olfactométre a une voie

Des olfactomeétres a une voie ont été utilisés pour évaluer I'attractivité au laboratoire de C1 et C2
incorporés dans les polymeres. lls sont composés d’un tube cylindrique (84cm de longueur et 11.5cm de
largeur) compartimenté en trois chambres consécutives, terminé par un ventilateur créant un flux d’air
(0.35ms™). La chambre de stockage contient les mouches; elle est délimitée par un entonnoir en tissu maillé
métallique conduisant a la chambre de capture, et suivie par la chambre a odeur contenant les polymeéres
imprégnés. Les olfactometres sont placés sur une paillasse en série de quatre unités, trois avec un polymere
imprégné et un témoin, qui fonctionnent simultanément. Dans chaque olfactometre, trente femelles sont
placées dans la chambre de stockage et sont exposées pendant une heure aux composés chimiques. A l'issue
de ce temps, les femelles présentes dans la chambre de capture sont comptées.

d/ Dispositif expérimental en conditions semi-naturelles

Le dispositif en condition semi-naturelles consiste en des cages cylindriques en toile insect-proof de 3
m de diameétre et de 2,5 m de hauteur disposées sous ombriere. Une plante (ficus) est disposée au centre de
la cage. Dans chaque cage, 4 systéemes de piégeage sont disposés sur un support a 30cm autour de la plante.
Les essais se déroulent de 9h a 14h, horaire le plus favorable a la recherche d'un site d'oviposition pour les
femelles. Deux heures avant le début de I'expérimentation, 100 femelles de Z. cucurbitae sont acclimatées
dans chaque cage. La disposition des systemes de piégeage suit une randomisation intra-cage. Eau et
ressource alimentaire sont a disposition durant toute I'expérimentation. A 14h, le nombre de mouches dans
chaque piege est relevé.

d/ Analyses statistiques
Pour chacune des expérimentations, afin de tester I'effet des différents facteurs, un modele linéaire
généralisé a été utilisé. Les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide des logiciels R ou SAS.

A1-T1 : Résultats
a/Attractivité en conditions contrdlées des composés C1 et C2 incorporés dans les laniéres
polymériques

Les tests préliminaires suggéraient que C1 diffusait environ 1,5 fois moins que C2 du polymere (VAT lot

1). Nous avons donc utilisé un ratio C1/C2 de 1.5 pour respecter les proportions utilisées avec produit liquide

sur coton dans la thése de T Nurbel.

Les modalités utilisées au laboratoire en condition controlée pour évaluer I'attractivité des composés

C1 et C2 incorporés dans les laniéres polymériques en olfactometre a une voie. Afin évaluer les effets des

modalités présentées dans le Tableau 1 Neuf répétitions ont été réalisées pour chaque modalité

Les résultats sont présentés Figure 1 révelent :

I/ L'absence de différence significative d’attractivité entre MO et M2. La matrice polymérique composant
les lanieres n'est pas attractive pour les femelles de Z. cucurbitae.

ii/ Les deux modalités M3 et M4 correspondant aux laniéres chargées avec un seul composé, attirent
significativement plus de mouches que les témoins négatifs MO et M2 alors qu’elles ne sont pas
statistiquement différentes entre elles.

iii/ Lattractivité de la modalité M5, mélange des laniéres C1 et C2 n’est pas significativement différent du
témoin concombre frais (M1) mais est significativement différentes des quatre autres modalités. En
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Tableau 2 : Détail des laniéres polymériques et des quantités de composés de matiére active testées en condition semi controlée

Polymeére Quantité totale de composés Génération du Lot du polymeére c1/c2
testés (mg) polymeére
Témoin 0 VAT Lot n°1
Cl+C2 0.27 VAT Lot n°1 1.5
0.56 TAT Lot n°2 1.5
2.7 VAT Lot n°1 1.5
C1-C10 2.4 TAT Lot n°2 1.5

Tableau 3 : Détail des expérimentations réalisées en condition semi controlée

Modalités
C1+C2_0.27mg_L1 | C1+C2_0.56mg_L2 C1+C2_0.56mg+C3- C1+C2_2.7mg_L1_
Expérience Nb répétitions _VAT _TAT C10_1.84_L2_TAT VAT Témoin
1 3 X X
2 5 X X
3 12 X X
4 5 X X
5 5 X X
(=], L1_VAT_ 2.7mg C1+C2 [v], L1_VAT_ 0.27mg C1+C2
vs Témoin vs Témoin

25 25
g2 —) ;
%15 10Xmoins% 15
F a a g
=10 =10 b

5 5
0 0
L1_VAT_C1+C2_2.7mg Témoin-Omg L1_VAT_C1+C2_0.27mg Témoin-Omg
Modalité Modalité
E " L2_TAT_0.56mg C1+C2 EI 30 - L2_TAT_C1+C2_0.56mg+C3-C10_1.84 vs
vs Témoin E Témoin
25 25
o -_—
a + 8 composés

a 0.23mg/comp

Mouches/piege
e

Mouches/piege
&

b

. Bl

C1+C2_0.56mg_L2_TAT Témoin-Omg L2_TAT_C1+C2_0.56mg+C3-C10_1.84 Témoin-0mg
Modalité Modalité

ELO L2_TAT C1+C2_0.56mg+C3-C10_1.84 vs
C1+C2_0.56mg

T

25

]
5}

+ 8 composés
a a0.23mg/comp

Mouches/piege
= =
15 G

«

C1+C2_0.56mg_L2_TAT C14C2_0.56mg+C2-C10_1.84_L2_TAT
Modalité

Figure 4 : Capacité Les composés kairomonaux sont attractifs pour les femelles de Z. cucurbitae en condition semi-
controlées. Le piégeage dispositif est un TephriTrap rempli d’eau additionnée de « Teepol ». Le dispositif consiste en
quatre cages, dans chaque cage chaque modalité est représentée deux fois. Les expérimentations ont été répétées a
plusieurs dates (entre 5 et 12 en fonctions des expérimentations. L'effet des modalités a été modélisé a I'aide d’un
modele linéaire généralisé. Les moyennes représentées par des lettres différentes sont significativement différentes.



mélange, les composés C1 et C2 intégré dans le polymeére attirent statistiquement plus de femelles
de Z. cucurbitae qu'individuellement.

Conclusions :
En conditions controlées, la combinaison de laniéres polymériques contenant 2.7 mg de C1 et C2 (ratio
C1/C2=1.5) attire autant que le concombre

b/ Attractivité des laniéres polymériques diffusant C1 et C2 et C1-C10 en conditions semi-
naturelles

Une premiere étape était le choix d’un systéme de piégeage en conditions semi-naturelles. Pour cela,
nous avons évalué la capacité de piégeage des femelles de Z. cucurbitae de différents types de pieges
disponibles sur marché.

-Mc Phail jaune intégrant les bandes collantes Sticky Trap,

-Tephri-Trap jaune intégrant les bandes collantes Sticky Trap,

-Tephri-Trap noir intégrant les bandes collantes Sticky Trap,

-CeratiPack jaune piége intégrant un couvercle imprégné de deltamethrine.

-Tephri-Trap jaune avec le couvercle imprégné de deltamethrine du CerariPack

-Tephri-Trap jaune avec de I'eau additionnée de savon de type « Teepol » a raison de trois gouttes de
savon par piege (Figure 2). Les mouches adultes pénetrent dans le piége par ses trous (latéraux et central).
Avant leur utilisation les pieges sont lavés dans un bain de « TFD4 » a 4% pendant une période pouvant aller
de 3 a 24 heures. Le « TFD4 » est un détergent, permettant d’éliminer les odeurs qui seraient présentes sur
les pieges.

Neuf expérimentations (plus de 6500 mouches), préliminaires croisant différentes modalités entre elles
ont été réalisées. A I'issue de ces expérimentations, nous avons retenu le piege Tephri-Trap rempli d’eau
additionnée de « Teepol ». La capacité de piégeage de ce dispositif contenant du concombre face a un piége
vide est représentée Figure 3.

Neuf expérimentations (plus de 14000 mouches) ont été conduites afin d’évaluer I'attractivité de
différentes quantités du mélange C1 + C2 et C1-C10 en grande cage. Pour, les premiers tests, nous avions
commencé par utiliser les quantités ou augmenter les quantités de kairomones par rapport a celle que nous
avions identifiées comme attractives au laboratoire en olfactometre a une voie. Cependant aucune des
guantités testées n’étaient attractives en grande cages. Nous avons alors diminué les quantités testées. Les
expérimentations les plus informatives sont présentées ci-dessous. Les polymeres disponibles sont décrits
dans le Tableau 2.

Le ratio C1/C2 est toujours égale a 1.5 et le ratio C2/Cn (avec n de 3 a 10) est de 1. Deux polyméres
différents par leur nature ont été testés, le polymére TAT étant supposé relarguer moins vite les composés
qgue le polymére VAT. Dans le Tableau 3 est présenté le détail des expérimentions réalisées en condition
contrblée (grande cage). Le dispositif consiste en quatre cages, dans chaque cage chaque modalité est
représentée deux fois. Dans chaque cage, il est disposé deux piéges contenant la modalité a évaluer et deux
témoins chaque expérimentation est répétée a plusieurs dates. Le nombre de répétition varie entre 5 et 12
en fonction des expérimentations.

Les résultats sont présentés Figure 4 :

I/ Absence de différence significative d’attractivité en grande cage pour les femelles de Z. cucurbitae
entre les laniéres polymériques L1 VAT incorporant 2.7mg de C1+C2 comparées au témoin (Figure 4a)
alors que cette modalité était attractive au laboratoire en olfactométre a une voie.

ii/ Si I'on diminue par 10 la quantité de composés, L1 VAT incorporant 0.27mg de C1+C2 est
significativement plus attractif que le témoin (Figure 4b)

iii/ Un polymére L2 TAT incorporant 0.56mg de C1+C2 est significativement plus attractif que le témoin
(Figure 4c). Son attractivité n’est pas significativement différente du polymére L1 VAT incorporant 0.27mg
de C1+C2 soit deux fois moins de composé mais VAT est aussi supposé en relarguer deux fois plus.

IV/ On constate que si 'on rajoute a L2 TAT incorporant 0.56mg de C1+C2 0.23mg de chacun des composés
de C3 a C10 que l'attractivité pour les femelles augmente trés significativement (Figure 4d et 4e). Ce
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Tableau 4 : Informations relatives aux parcelles utilisées pour évaluer au champ I'efficacité du dispositif de piégeage.

Localisation des | Espece(s) cultivée(s) sur la
parcelles parcelle (noms vernaculaires)
Petite-lle Concombre puis Citrouille
Petite-lle Concombre

Petite-lle Concombre - Agrumes
Entre-Deux Calebasse

Saint-Paul Courgette

Saint-Paul Concombre

Saint-Paul Margose

Saint-Paul Citrouille

Saint-Paul Citrouille

Saint-Louis Citrouille - Concombre - Papaye
Entre-Deux Margose

Saint-Louis Citrouille - Concombre -
Petite-lle Concombre - Canne a sucre

Espéce(s) cultivée(s) sur la parcelle

Cucumis sativus L. puis Cucurbita moschata
Cucumis sativus L.

Cucumis sativus L. — Citrus spp.

Lagenaria siceraria (Molina) Standl.

Cucurbita pepo L.

Cucumis sativus L.

Momordica charantia L.

Cucurbita moschata Duchesne

Cucurbita moschata Duchesne

Cucurbita moschata Duchesne - Cucumis sativus
Momordica charantia L.

Cucurbita moschata Duchesne - Cucumis sativus
Cucumis sativus L. - Saccharum officinarum L.

Altitude
(m)
130
130
210
230
490
490
490
760
450
60
230
60
138

Superficie
(m?)
1700
5000
5500
2800
800
800
750
760
850
800
1600
750
3500

Tableau 5 : Descriptifs des essais mis en place pour |'’évaluation pour I'évaluation de l'attractivité des mélanges de composés

kairomonaux vis-a-vis des femelles Z. cucurbitae

o Nombre de , Nb. de
N iy . Durée de PP
. modalités Parcelles mises en place . répétitions
essai , suivi (jours) |.
testées intraparcelles
1 6 Petite-lle — Concombre puis Citrouille 118 2
Petite-lle - Concombre 82 5
Entre-Deux - Calebasse 77 3
2 10 Petite-lle - Concombre - Agrumes 79 4
Saint-Paul - Courgette 70 1
Saint-Paul - Concombre 70 1
Saint-Paul - Margose 70 1
Saint-Paul - Citrouille 63 1
Saint-Paul - Citrouille 63 1
Saint-Louis - Citrouille - Concombre - Papaye 55 2
3 6 Petite-lle - Concombre 28 2
Saint-Paul - Margose 28 2
Saint-Paul - Citrouille 30 2
Saint-Louis - Citrouille - Concombre - Papaye 28 3
Entre-Deux - Margose 17 3
Saint-Louis - Citrouille - Concombre - Aubergine 14 3
4 3 Petite-lle - Concombre 29 4
Saint-Paul - Margose 28 4
Saint-Paul - Citrouille 28 4
Saint-Louis - Citrouille - Concombre - Papaye 28 6
Entre-Deux - Margose 28 6
Saint-Louis - Citrouille - Concombre - Aubergine 27 6
Petite-lle - Concombre - Canne a sucre 28 8
5 2 Petite-lle - Concombre 8 3
Saint-Paul - Margose 26 3
Saint-Paul - Citrouille 26 3
Entre-Deux - Margose 25 5
Saint-Louis - Citrouille - Concombre - Aubergine 27 5
Petite-lle - Concombre - Canne a sucre 8 7




phénomene n’avait pas été observé en olfactomeétre une voie avec les composés purs sur coton (travaux
de T Nurbel)

A1-T1: Conclusions
I/ Le disposif Tephri-Trap contenant de I’eau addtionnée de Teepol et des kairomones C1+ C2 ou C1-C10
piégent significativement les femelles de Z. cucurbitae.
11/0n ne retrouve pas en condition semi contrélée en grande cage les mémes résultats qu’au laboratoire
avec les olfactomeétres une voie :
-les doses de C1+C2 qui étaient attractives ne le sont plus en grande cage. Il faut diminuer par 10
les quantités pour retrouver de I’attractivité pour les femelles
-Les 10 composés C1-C10 attirent significativement plus que C1+C2

Action 1 — tdche 2 : Evaluation au champ de I'efficacité du dispositif de piégeage
A1-T2 : Objectifs
Test au champ de l'efficacité de piégeage de la combinaison optimale kairomones / piége identifiée dans la
tache 1.
- Valider au champ I'attractivité du dispositif de piégeage comprenant un mélange de composés
kairomomaux de synthese (C1+C2 et C1-C10).
- Evaluer les quantités de composés a utiliser au champ pour obtenir une attractivité maximale vis-
a-vis des femelles Z. cucurbitae.
- Evaluer la sélectivité du dispositif de piégeage (sexe des individus Z. cucurbitae et autres espéces de
Tephritidae capturées).

A1-T2 : Matériel et méthodes
a/ Sites d’études
L'étude a été menée sur un total de 13 parcelles de Cucurbitaceae sur une période allant de Juin 2017
a Janvier 2018. La culture de Cucurbitaceae était en culture seule ou couplée a la culture d’une autre espéce
de Cucurbitaceae ou d’une espéece appartenant a une famille différente (Tableau 4).

b/ Composés attractifs et laniéres polymériques

Idem Al1-T1la. Sont utilisées les laniéres suivantes

-Lanieres chargées en C1-C2-C3-C4-C5-C6-C7-C8-C9-C10

-Laniéres ne contenant aucun composé

-Laniéres chargées en Cue-lure

Les lanieres sont découpées de maniére a obtenir les quantités de composés désirés. Sauf pour C1-
C10a 0.18mg ou tous les composés sont incorporés dans le méme polymeére. Le ratio C1/C2 est toujours égal
al5etleratioC2/Cn(avecnde3a10)estdel

c/ Dispositif expérimental au champ

Lensemble de I'expérimentation s’est déroulée sur cing phases d’essais. Chaque essai regroupe les
parcelles sur lesquelles les modalités mises en place ont été identiques, sur une période de temps donné
(Tableau 5). Pendant la durée d’un essai, les laniéres polymériques ne sont pas changées.

Les pieges sont maintenus sur un piquet a 50 centimetres du sol et disposés le long de la bordure du
champ avec une distance de 10 meétres entre chaque piége (Figure 5). Deux piéges correspondant a la méme
modalité ne sont pas placés cote a cote. Le nombre de piéges disposés sur chaque parcelle est dépendant du
périmétre de celle-ci, et par conséquent le nombre de répétitions (des modalités) intra-parcelle peut varier
d’une parcelle a une autre. L'observation des pieges est faite une fois par semaine apres leur pose. Les
mouches des fruits capturées sont comptées puis identifiées (espece et sexe) selon un guide d’identification
des Tephritidae de La Réunion (Franck et al., 2017). A chaque relevé, I'eau des piéges est remplacée et les
pieges sont déplacés entre piquets de maniere a ce qu’ils effectuent une rotation autour de la parcelle. La
rotation des piéges permet d’éviter un effet de leur emplacement sur la capture des mouches. A chaque
relevé, le stade phénologique global de la parcelle a été relevé.

e/Analyses statistiques
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Figure 5 : Schéma (A) et photographie (B) du dispositif expérimental au champ. Les piéges sont maintenus sur un
piquet en fer a 50 centimeétres du sol. lls sont disposés le long de la bordure du champ avec une distance de 10
metres séparant chaque piege. (Schéma et photographie: A. S. Zoogones).

Tableau 6: Résultats de I'évaluation au champ de l'efficacité du dispositif de piégeage Nombre moyen de
mouches/piége pour Z. cucurbitae (SE = erreur-standard). Les moyennes sont faites entre les parcelles d’un
méme essai. Les lettres représentent les résultats de la comparaison multiple de moyennes (test de Tukey
HDS). En vert les modalités pour laquelle les moyennes sont significativement différentes du témoin.

Femelles Males
N° d’essai Modalités Nb. moyen SE Nb. moyen SE
/piége /piége
1 Témoin 0 mg 342 ab 11.6 242 a 9.9
Cue-lure 5 mg 216 a 7.2 | 169.7 c 69.8
L2_TAT_C1-C10 2.4 mg 50.9 bc 18.9 283 ab 13.7
L2_ TAT_ C1+C2 0.56mg 46.7 bc 12.1 223 a 13
L2_TAT_ C1+C2 5.6 mg 68.1 cd 215 36.2 ab 114
L2_TAT C1+C2 56 mg 113.5 d 44.3 55.3 b 37.4
2 Témoin 0 mg 6.1 ab 1.8 7 ab 2.6
Cue-lure 5 mg 8.9 ab 3.8 | 140 d 19.8
L2_TAT_C1-C10 24 mg 6 a 1.9 4.3 a 1.6
L3_VAT_C1-C10- 0.18 mg 6.6 ab 2.1 7.4 ab 15
L3_VATC1+C2 0.44mg 7 a 3.2 7.7 ab 29
L2_ TAT C1+C2 0.56mg 6.4 ab 2.7 6 ab 3
L3_VATC1+C2 4.4 mg 7.4 ab 2 9.3 ab 4.1
L2_TAT_ C1+C2 5.6 mg 14.8 ac 7.2 10 ac 4.5
L3_VATC1+C2 44 mg 15 bc 6.7 15 bc 7
L2_TAT C1+C2 56 mg 28.6 c 131 | 174 ac 6.8
3 Témoin 0 mg 3.4 ab 1.2 2.3 ab 1.3
Cue-lure 5 mg 2.7 a 1.4 | 200 c 59.3
L1_VAT_C1+C2 2.7 mg 11.4 bc 5.8 1.1 a 0.7
L3_VATC1+C2 9 mg 28.6 cd 21 2.7 ab 13
L1_ VAT C1+C2 27 mg 43.3 cd 28.8 34 b 1.9
L3_VATC1+C2 90 mg 45.9 d 34.3 4.5 b 3.1
4 Témoin 0 mg 35 b 1.8 2.9 a 1.8
Cue-lure - 5 mg 1.1 a 0.6 | 156.2 c 31.2
L3_VATC1+C2 90 mg 26.7 c 14.1 19.3 b 10.8
5 Témoin 0 mg 1.5 a 0.7 13.7 a 9.3
L3_VAT C1+C2112.5 mg 28 b 16.2 60 b 35.3




Les données ont été analysées a I'aide du logiciel R. Au sein de chaque essai, les males et les femelles
de chaque espece de Tephritidae capturés sont analysés séparément. Leffet des « modalités » et I'effet des
« parcelles » sur les nombres de mouches capturées ont été évalués en utilisant un modeéle linéaire généralisé
(GLM) avec une distribution binomiale négative et une fonction de lien logarithmique. La significativité des
effets étudiés a été testée par des ANOVA basées sur des tests de rapport de vraisemblance (Khi-Deux, x2).
Des tests de comparaison de moyennes deux a deux de Tukey HDS ont été réalisés pour identifier les
modalités ayant le nombre moyen de mouches capturées significativement supérieurs.

A1-T2 : Résultats

a/ Attractivité au champ du mélange de composés kairomomaux vis-a-vis des femelles Z.

cucurbitae

Pour, les premiers tests, nous avions commencé par utiliser les mémes quantités de composés
qgue celles que nous avions identifiées comme attractives en condition semi contrélée en grande cage.
Cependant aucune des quantités testées n’étaient attractives au champ. Nous avons alors augmenté les
guantités des deux kairomones C1 et C2. Nous n’avons pu augmenter les quantités pour I’évaluation du
cocktail de kairomones C1-C10 par manque de matériel.

Lensemble des résultats est présenté dans le Tableau 6. Pour la variable nombre de femelles Z. cucurbitae
capturées, les effets parcelles et modalités sont hautement significatifs. Ceci signifie que certaines modalités
sont plus attractives que d’autres, mais avec des différences de captures selon les parcelles. Le faible effectif
des captures sur certaines parcelles pourrait étre di une faible pression de Z. cucurbitae (liée par exemple
aux pratiques agricoles de I'agriculteur ou de ces voisins).

Sur 'ensemble des essais, les tests de comparaisons multiples de moyennes indiquent que :
-Le cue-lure est toujours tres significativement attractif pour les males alors qu’il n’est jamais différent
du témoin en pour l'attraction des femelles
-C1-C10 n’est pas significativement attractif pour les quantités utilisées
-le mélange C1-C2 a toujours été toujours significativement attractif pour les femelles pour des
quantités supérieures ou égales a 27 mg et cela jusqu’a 112 mg quantité maximale que nous ayons
testées
-Le mélange C1 +C2 a été significativement attractif pour les males dans trois des essais sur cing
-En milieu semi-contrélé ce sont les modalités C1+C2 a 0.56 mg et C1-C10 a 2.4 mg qui étaient les
plus attractives. Les résultats obtenus ici montrent qu’au champ elles ne le sont pas.

b/Piégeage d’autres tephritidae

Des captures anecdotiques sont observées pour les especes D. ciliatus, B. zonata et C. quilicii. Des
captures plus nombreuses sont observées pour I'espece N. cyanescens, mais cela quelle que soit la modalité
et le sexe considérés, ceci révélant probablement une attraction visuelle (couleur et forme) du dispositif de
piégeage). Dans le cas de I'espéce D. demmerezi, les analyses des modeéles linéaires généralisés par ANOVA
indiquent que sur I'ensemble des cing essais, il existe un effet tres significatif des modalités et des parcelles
sur les nombres de captures. De maniére générale, ce sont les nombres moyens de captures correspondant
aux modalités C1+C2 avec les quantités les plus hautes qui sont significativement supérieurs au témoin. Le
mélange C1+C2 avec les quantités les plus élevées est attractif vis-a-vis des males Z. cucurbitae (Tableau 6) et
vis-a-vis des males et des femelles de I'espéce D. demmerezi. Le mélange C1+C2 n’attire donc pas uniquement
les femelles Z. cucurbitae.

A1-T2 : Conclusions et perspectives

Conclusions

I/ Le disposif Tephri-Trap contenant de I'’eau additionnée de Teepol et des kairomones C1+ C2 intégrés
dans les polymeéres piegent significativement les femelles de Z. cucurbitae pour des quantités
supérieures ou égales a 27 mg. Nous disposons donc d’un dispositif de piégeage efficace

11/ Le dispositif attire également avec les plus fortes quantités de C1+ C2 les femelles de D. demmerezi
une autre mouche des fruits ravageurs des cucurbitacées et des males de Z. cucurbitae

11/0On ne retrouve pas au champ les mémes résultats qu’en condition semi contrdlée en grande cage au
laboratoire avec les olfactométres une voie
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Tableau 7. Insectes utilisés dans les essais biologiques.

Nb. insectes ~ Suspension
Espéece Nom commun Ordre Famille Stade par (conidie.mL?)
traitement
Bactrocera dorsalis Mouche orientale des Diptera Tephritidae Adulte 90 106
fruits
Bactrocera zonata Mouche des fruits de Diptera Tephritidae Adulte 90 106
péche
Ceratitis capitata Mouche méditerranéenne Diptera Tephritidae Adulte 90 108
de fruits
Ceratitis catoirii Mouche des fruits des Diptera Tephritidae Adulte 90 106
Mascarénes
Dacus demmerezi Mouche des cucurbitacée Diptera Tephritidae Adulte 90 108
de I'Océan Indien
Zeugodacus Mouche du melon Diptera Tephritidae Adulte 150 108
cucurbitae
Alphitobius Petit ténébrion Coleoptera Tenebrionidae  Larve 90 108
diaperinus
Hoplochelus Ver blanc de la canne a Coleoptera Scarabaeidae Larve 90 108
marginalis sucre (3eme
stade)
Galleria mellonella Fausse teigne des ruches Lepidoptera  Pyralidae Larve 390 10° and 108
o ,0 > @ >
% o0° Prélever Anesthésie (CO,) puis
o° 0® 30 mouches @ trempage (10 sec)
o agées de 10
jours Flacons en Suspension de

verre (25mL)

spores (105/mL)
dans Tween 80 a
0,05% (vortexée)

Ethanol 70%

s e

Chambre humide
(sortie des mycoses)

< l
< o

Suivi journalier
mortalité (30 jours)

Eau stérilisée

Figure 6 : Représentation schématique du dispositif expérimental utilisée pour évaluer les pouvoir pathogénes des
souches de Beauveria sur les mouches de fruits



Perspectives:

Les résultats sont encourageants et les perspectives sont nombreuses :

- Nous devrions définir la quantité de composés présente dans les piéges pour obtenir une attractivité
maximale vis-a-vis des femelles Z. cucurbitae, notamment pour le mélange C1-C10, qui a révélé un fort
potentiel en grande cage mais que nous n’avons pu évaluer en plein champ.

- Le dispositif Tephri-Trap contenant de I'’eau additionnée de « Teepol » est efficace mais peu pratique
a mettre en ceuvre au champ. Les piéges « Ceratipack » et « Decistrap » ont tous les deux des couvercles
imprégnés de deltaméthrine. Ces deux pieges sont homologués pour le piégeage d’especes de Tephritidae
appartenant au genre Ceratitis. Leur usage faciliterait la mise en place de la lutte. Nous avons réalisé des
essais préliminaires en grandes cage et en plein champ, mais pour I'instant ces essais étaient peu concluants
et nous laisse imaginer que les populations de Z. cucurbitae pourraient avoir développé des résistances a la
deltaméthrine.

- Il faudra évaluer la durée d’efficacité au-dela de laquelle les laniéres polymériques ne sont plus
attractives est un autre enjeu. Pour cela, nous pourrions comparer le nombre de captures obtenues pour des
laniéres qui ne sont pas renouvelées pendant 1 a 3 mois avec le nombre de captures obtenues pour un
renouvellement hebdomadaire des lanieres.

- Dans la perspective d’une homologation, il sera nécessaire de faire un point bibliographique
approfondi sur la toxicologie et les impacts environnementaux associés a ces composés et étendre
I’évaluation de la sélectivité du dispositif de piégeage a des espéces non cibles appartenant a d’autres familles
d’insectes.

Enfin dernier point qui faisait I'objet de I’Action 3 et que nous n’avons pu réaliser du fait du stade
d’avancement du projet : évaluer I'efficacité du dispositif de piégeage en terme de protection des cultures.
Pour cela, il faudrait comparer les dégats sur cultures observés sur des parcelles non traitées avec pieges a
ceux observés sur des parcelles non traitées sans piége. Dans un second temps, il faudra évaluer le nombre
de piéges nécessaires par unité de surface pour obtenir une protection maximale de la culture.

Action 2 : Mise au point d’une méthode d’auto-dissémination de spores de

Beauveria

L'objectif est de mettre au point une méthode d’auto-dissémination qui permette d’attirer les males
grace a une paraphéromone (cue-lure), de les contaminer par des spores d’'un champignon
entomopathogéne (Beauveria), ces males deviendraient alors disséminateurs du champignon pour
contaminer les femelles par transfert horizontal des spores lors de I'accouplement.

Action 2 — tdche 1 : Criblage des souches de Beauveria sp.

A2-T1 : objectifs

Les tests de pathogénicité ont pour objectif de déterminer la souche présentant le meilleur potentiel
pour étre utilisée dans un systéme d’auto-dissémination des spores au champ. La souche du champignon
entomopathogéne ne doit pas tuer trop rapidement les insectes males pour gu’ils aient le temps d’aller
contaminer les femelles a I'accouplement, mais doit tuer suffisamment rapidement les femelles pour limiter
le dépot des ceufs. Il s’agit de tester et comparer le pouvoir pathogene des souches de Beauveria Betel, I-
2960 et 1-2961 (NPP111B005) en laboratoire sur des adultes de Z. cucurbitae par trempage dans une
suspension de conidies 1x10° spores/mL. Par ailleurs, huit autres espéces d’insectes ravageurs ont été inclues
dans ces tests de pathogenicités, afin de préciser le spectre d’hotes des souches de Beauveria commerciales
utilisées et envisager des extensions de leurs usages.

A2-T1: matériel et méthodes
a/Tests de pathogénicité des souches de Beauveria sur Z. cucurbitae et huit autres insectes
Le pouvoir pathogéne des trois souches de Beauveria spp. a été évalué sur neuf espéces d'insectes
appartenant a trois ordres : diptere, coléoptére et Iépidoptere (Tableau 7). Les tests ont été effectués sur :
i/ des adultes de six mouches (diptéres) des fruits la mouche du melon : Zeugodacus cucurbitae (Coquillett),
mais aussi la mouche méditerranéenne des fruits : Ceratitis capitata (Wiedemann) ravageur également
présent en métropole, la mouche orientale des fruits, Bactrocera dorsalis (Hendel), une espéce trés
envahissante introduite récemment a la Réunion mais non détectée a la Réunion au moment de I'étude, la
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Insecte standard)
Témoin B507 1-2960 1-2961
10° conidies.mL™
Bactrocera dorsalis 21.0+1.0 9.1%x05 47+0.2 52%0.1
Bactrocera zonata 179+11 81+06 5302 52+0.2
Ceratitis capitata 182+0.8 11407 85+05 7.6+04
Ceratitis catoirii 16.6+0.9 NA 10.1+0.8 9.8+0.7

Dacus demmerezi 19.0+1.1 126 +09 96+10 73+0.5
Zeugodacus cucurbitae  26.5+0.6 22.2+0.7 9904 89+04
Galleria mellonella 254+05 12806 65+03 8.7%0.3
10° conidies.mL™

Alphitobius diaperinus ~ 26.7+0.7 24.5+0.9 22.3+0.9 21.5+0.9
Hoplochelus marginalis  27.8+0.7 16.9+0.9 28.1+0.7 26.4+0.8
Galleria mellonella 263+08 54+03 50+02 4.8%03

B. zonata C. catoirii

Insect species

C. capitata D. demmerezi

Tableau 8 : Courbes de survie de Kaplan-Meier
pour six especes de mouches des fruits et G.
mellonella traitées avec la souche B507 de B.
hoplocheli et les souches 1-2960 et I-2961 de B.
bassiana en utilisant des suspensions

1Z. cucumtrai G. mellonelia



mouche des fruits de la péche, Bactrocera zonata (Saunders), une autre espece de mouches des fruits
invasive, la mouche des fruits des Mascareignes, C. catoirii (Guérin-Méneville), et la mouche des
cucurbitacées de I'Océan Indien: Dacus demmerezi (Bezzi). ii/Les larves de « ver blanc » H. marginalis
(Fairmaire) ravageur de la canne a sucre a la Réunion et de petits ténébrions, Alphitobius diaperinus (Panzer)
peste mondiale des poulaillers, pour les coléopteéres. iii/ Des larves de fausse teigne des ruches Galleria
mellonella (L.).(lepidopteres)

Les tests de pathogénicité ont été effectués sur deux especes d'insectes a la fois, en utilisant G.
mellonella dans tous les essais. Chaque test comparait quatre modalités: les trois souches de Beauveria B507,
[-2960 et 1-2961 et un témoin non traité. Chaque modalité a été réalisée sur 30 insectes. La souche B507 n'a
pas été testée sur C. catoirii. Chaque essai biologique a été répété trois fois. Les expériences ont été menées
de mai 2015 a ao(t 2016 dans le laboratoire du Cirad (Réunion). B. dorsalis n’étant pas présent a la Réunion
au moment de I'étude, des essais biologiques sur cette espece ont été effectués dans le laboratoire INRAPE
(Comores).

La contamination des insectes a été réalisée en les trempant dans une suspension de conidies
pendant 10 secondes (Figure 6). Les mouches des fruits adultes ont été anesthésiées avec du CO, avant le
traitement et trempées dans une suspension a 10° conidies mL™. Des test préliminaires ont montré que, avec
10° conidies.mL?, la mortalité des larves de A. diaperinus et H. marginalis ne différait pas du témoin pour
toutes les souches testées. Par conséquent, les insectes ont été traités avec des suspensions a 108
conidies.mL?. Aprés traitement, tous les insectes ont été isolés dans des dispositifs d’élevage nourrissage
individuel. La mortalité des insectes a été enregistrée quotidiennement pendant 30 jours pour les mouches
des fruits et tous les deux jours pour les autres espéces. Les cadavres ont été stérilisés et placé en chambre
humide. Le développement de la mycose a été vérifié a 10 jours.

b/ Analyse des données

La premiére analyse a pour but de comparer I'effet des traitements sur deux variables utilisées pour
estimer la virulence: le taux de mortalité et le taux de mycose. Le dispositif expérimental, nous a permis de
comparer quatre traitements sur deux especes d'insectes dans chaque essai biologique. La présence de G.
mellonella dans chaque test a permis d'estimer |'effet test comme un effet fixe et le dispositif a donc été
analysé comme un plan factoriel classique. Les suspensions de spores ayant été utilisées a des concentrations
de 10° ou 102 conidies.mL?, nous avons effectué des analyses séparées pour chacune des deux doses. Nous
avons effectué I'analyse avec un modele linéaire généralisé utilisant une distribution binomiale et une
transformation logit (procédure SAS GLIMMIX). Les insectes utilisés dans les expériences avaient une durée
de vie et des stades de développement différents (adultes ou larves). Par conséquent, la durée moyenne de
survie des insectes témoins variait selon les especes d'insectes. Afin de tenir compte de ce facteur et de
s’assurer que les taux de mortalité ne sont pas trop élevés dans les contrdles, nous avons analysé les taux de
mortalité des mouches traitées lorsque le taux de mortalité du groupe témoin a atteint 0,2. L'interaction entre
espéces d'insectes et traitements était significative (P<0,05) pour les deux suspensions a 10° et 108
conidies.mL%. En conséquence, nous avons effectué les comparaisons entre traitements pour chaque espéce
d’insecte séparément. Nous avons utilisé un modele linéaire généralisé avec une distribution binomiale
(procédure SAS GENMOD).

La seconde analyse a porté sur les courbes de survie. Nous avons utilisé 'estimateur de Kaplan-Meier
(procédure SAS LIFETEST), une statistique non paramétrique, pour comparer les effets des trois souches de
Beauveria sur la survie des insectes au sein d’une espece. Un test de log-rank a été réalisé pour détecter les
différences significatives entre les traitements. La virulence des souches a été estimée par la durée de survie
moyenne (procédure SAS LIFETEST).

A2-T1 : Résultats

L'analyse des taux de mortalité révele que les effets traitement (F=36,76; DF=3,81 ; P<0,0001), espéce
d'insectes (F=8,62 ; DF=5,81) ; P<0,0001), ainsi que l'interaction espéce d'insecte x traitement (F=3,55 ;
DF=17,81; P<0,0001) étaient tres significatifs pour les six espéces de mouches des fruits et G. mellonella
traitées avec 108 conidies.mL?. L'analyse des taux de mortalité a également révélé que les effets traitement
(F=53,28 ; DF =3,25 ; P<0,0001), espéce (F=45,69 ; DF=2,25 ; P<0,0001) et I'interaction espéces d'insectes x
traitement (F=29 ; D F= 6,25 ; P<0,0001) étaient hautement significatifs pour H. marginalis, A. diaperinus et
G. mellonella traitées 108 conidies.mL®. L'interaction hautement significative entre les espéces d'insectes et
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le traitement montre que les différences entre les traitements dépendent des especes d'insectes. Par
conséquent, pour comparer les traitements, le taux de mortalité et la survie des insectes ont été analysés
indépendamment pour chaque espece.

Les trois souches de Beauveria utilisées a 10° conidies.mL? sont pathogénes pour toutes les espéces

de mouches des fruits testées et pour les larves de G. mellonella, comme le montrent les courbes de mortalité
et de survie de Kaplan-Meier, qui différent significativement des témoins quelques soient la souche de
Beauveria utilisée (Figures 7 et 8). Le taux de mortalité et I'analyse de survie de Kaplan-Meier révelent des
différences de virulence entre les souches de Beauveria. Les souches B. bassiana 1-2960 et 1-2961 étaient
significativement plus virulentes que la souche B507 de B. hoplocheli pour toutes les mouches des fruits
testées en se basant sur les courbes de survie de Kaplan-Meier (sauf B. zonata) et les taux de mortalité
(Figures 7 et 8). Ce résultat est également illustré par les durées moyennes de survie estimées a partir de
I'analyse de survie de Kaplan-Meier (Tableau 8). Les souches I-2960 et 1-2961 présentent une virulence trés
similaire sur les différentes mouches des fruits (Figure 7, 8 et Tableau 8). Le taux de mortalité et les courbes
de survie de Kaplan-Meier de G. mellonella traitée avec 10° conidies.mL? montrent que B507 est
significativement moins virulente que les souches de B. bassiana (figures 7 et 8). L'analyse de survie de
Kaplan-Meier montre que 1-2961 est significativement moins virulente que 1-2960 a 10° conidies.mL? (Figure
7).
Les trois souches ont présenté un niveau élevé de virulence similaire sur G. mellonella a 108 conidies.mL™
(Figure 9, 10 et Tableau 3). La souche B507 de B. hoplocheli était la seule souche pathogene de H. marginalis
a la dose testée de 102 conidies.mL™. Le taux de mortalité et les courbes de survie de Kaplan-Meier des larves
d'H. marginalis traitées avec les deux souches de B. bassiana n'étaient pas significativement différentes de
celles du témoin (Figures 9 et 10). Les deux souches de B. bassiana étaient pathogénes pour les larves d'A.
diaperinus, entrainant des taux de mortalité et des courbes de survie de Kaplan-Meier significativement
différentes de celles du témoin (Figures 9 et 10). Lorsque les larves d'A. diaperinus ont été traitées avec la
souche B507, le taux de mortalité et la courbe de survie de Kaplan-Meier n'étaient pas significativement
différents de ceux du groupe témoin (Figures 9 et 10).

L'analyse du taux de mycose révele que les traitements (F=31,60 ; DF=2,55 ; P<0,0001) et l'interaction
insectes x traitement (F=2,08 ; DF=1,55 ; P=0,038) ont un effet significatif pour les six espéces de mouches
des fruits et G. mellonella traitées avec 10° conidies.mL?, tandis que I'effet espéces d'insectes n’est pas
significatif (F=0,66 ; DF=5,55 ; P=0,66). Aucune mycose n'a été enregistrée chez les insectes témoins. Le taux
de mycose induit par la souche B507 de B. hoplocheli était significativement inférieur aux taux induits par les
deux souches de B. bassiana pour quatre mouches des fruits testées et pour G. mellonella (Figure 11). La
souche 1-2961 de B. bassiana a induit des taux de mycose significativement plus élevés que la souche 1-2960
pour toutes les mouches des fruits testées (sauf B. dorsalis) et G. mellonella, bien que les taux de mortalité
soient similaires. Dans le cas de H. marginalis, la souche de B. hoplocheli a provoqué un taux de mycose de
0,27 £ 0,05 pour un taux de mortalité de 0,86 + 0,04. Aucune des larves blanches mortes apres le traitement
avec la souche 1-2960 n'a développé de croissance fongique externe. Pour la souche 1-2961, le taux de mycose
était de 0,04 £ 0,02, ce qui était significativement différent du contréle (Chi2=5,66 ; DF=1; P=0,0174). Aucune
mycose n'a été observée chez les larves d'A. diaperinus, quelle que soit la souche de Beauveria considérée.

Conclusions 1 :
-Les trois souches sont pathogénes pour toutes les especes de dipteres et de Iépidoptéeres testées. Dans le
cas des coléopteres, seule la souche de B. hoplocheli est pathogene pour le ver blanc Hoplochelus marginalis
et seules les souches de B. bassiana sont pathogenes pour Alphitobius diaperinus
=>» Des extensions d’usages peuvent étre envisagées pour les trois souches de Beauveria
= |l existe des différences de spécificité, leur spectre est néanmoins large, les effets non
intentionnels sont a prendre en compte

Conclusions 2 :
-Toutes les souches sont pathogenes pour Z. cucurbitae
-Les trois souches différent entre elles en termes de virulence :
=>» pathogenicité des souches de Beauveria sur Z. cucurbitae: 1-2961 (NPP111B005)> 1-2960 > Betel
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Figure 12: Représentation schématique du protocole d’évaluation de la capacité de transfert des spores de la souche i-2961
(NPP111B005) des males aux femelles lors de I'accouplement



La souche 1-2961 (NPP111B005) ayant été isolée en zone tropicale et présentant un pouvoir pathogéne
supérieur a celui de la souche 1-2960 et bien supérieur a la souche Betel®, cette souche a été retenue pour
les expérimentations ultérieures

Action 2 — tédche 2 : Etude au laboratoire de la capacité de transfert horizontal des spores de
Beauveria spp. lors de 'accouplement
A2-T2 : objectif
L'objectif est d’évaluer, pour la souche de Beauveria 1-2961 (NPP111B005), la possibilité du transfert
des spores du male vers la femelle lors de I'accouplement, en déterminant le pourcentage de mortalité et |a
LT50 des femelles aprés accouplement. Le principe général de I'expérimentation est décrit Figure 12

A2-T2 : matériel et méthode
a/ La souche de Beauveria

La souche 1-2961 de B. bassiana a été fournie par Arysta LifeScience. Les conidies formulées sur des
microgranules de montmorillonite ont été maintenues a -20°C apres leur arrivée et sorties a température
ambiante une heure avant chaque expérience. La quantité de conidies et la viabilité dans le produit formulé
ont été controlées par mise en suspension puis étalement sur milieu PDA.

b/Insectes

Les mouches du melon Z. cucurbitae ont été élevées sur des courgettes au laboratoire. Les mouches
ont été séparées selon leur sexe trois jours apres émergence afin de s'assurer qu'elles ne se soient pas
accouplées avant les expérimentations. Les mouches utilisées pour les tests de transmission horizontale
avaient 16 + 3 jours et étaient sexuellement matures.

C/ Quantification des conidies transportables par les mouches méles

Une expérience a été réalisée pour estimer la quantité de conidies de B. bassiana captées par mouche
male lors de sa contamination et son évolution dans le temps. Soixante males ont été anesthésiés au CO, et
placés par groupes de cing dans une boite de Pétri contenant 5 g de conidies de B. bassiana formulées. Les
mouches ont été agitées doucement pendant cing secondes puis transférées dans une cage en plexiglas de
30 x 30 x 60 cm. Dix mouches ont été immédiatement recueillies dans la cage, anesthésiées pendant 5
minutes a -20°C et placées individuellement dans un tube Eppendorf de 2 mL contenant 1 mL de solution
TWEEN® 80 a 0,05%. Le tube a été vortexé pendant trois minutes pour déloger les conidies de l'insecte. Le
nombre de conidies a été estimé par étalement sur milieu PDA. Le processus a été répété 2, 4, 8 et 24 h aprés
la contamination. Une répétition de I'expérience a été réalisée, avec une mesure supplémentaire 1 h aprés
la contamination.

d/Tests de transmission horizontale de spores

Accouplement en grandes boites une heure aprés la contamination des males

Vingt-cing mouches males ont été contaminées comme décrit ci-dessus (c). Quinze mouches males
témoins ont été exposées a des microgranules de montmorillonite sans conidies. Les mouches males sont
restées isolées pendant une heure pour imiter le temps passé a trouver une femelle. Cing mouches ont été
utilisées pour quantifier les conidies comme décrit ci-dessus (c). Aprés le temps d'isolement, chacun des 20
males restants a été mis individuellement en présence d’une unique femelle vierge dans une grande cage (30
x 30 x 30 cm). Comme I'accouplement chez Z. cucurbitae a lieu au crépuscule et peut durer jusqu'a 10 heures,
les couples ont été formés autour de 16h et maintenus pendant 18 heures. Les mouches ont été observées
toutes les 15 minutes entre 16h30 et 18h30 pour enregistrer I'accouplement. A l'issue des 18 h, cing femelles
ont été échantillonnées pour la quantification des conidies et les autres ont été placées séparément dans des
récipients en plastique de 125 mL contenant de la nourriture et de I'eau. Ensuite, une femelle «saine» a été
placée dans chaque cage d'accouplement pendant 24 h pour contréler une éventuelle contamination de la
cage par les conidies laissées par le male contaminé. Apres 24 h, cinq de ces femelles ont été échantillonnées
pour la quantification des conidies et les autres ont été placées dans un récipient en plastique propre de 125
mL. Les mouches ont été nourries trois fois par semaine. La mortalité des insectes a été enregistrée
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Table 9. Nombre de conidies récupérées par males de Z. cucurbitae apres contamination par la formulation de B. bassiana

Temps aprés contamination (h) Nbre de conidies/mouches (moyenne + ESM)
0 2.2x10%+2.6 x10° a
1 1.3x10%+1.2x10° b
2 4.8 x10°+8.8 x 104 c
4 3.8x10°+5.3x10% cd
8 2.8x10°+7.8x10% d
24 9.1x10*+1.6 x10* e

Des lettres différentes indiquent des moyennes significativement différentes (GLMM, P < 0.05).
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Figure 13. Courbes de survie de Kaplan-Meier pour les femelles de Z. cucurbitae. Les mouches males ont été contaminées
par des conidies de B. bassiana puis isolées pendant une heure. Bb mated: femelles accouplées avec des males contaminés;
Bb unmated: femelles en contact avec des males contaminés sans s'accoupler; Mating box: femelles placées dans la boite
d'accouplement aprés I'accouplement; Control: femelles en contact avec des males non contaminés. Différentes lettres
indiquent des courbes significativement différentes (test du log-rank, P <0,05 aprés la correction de Sidak). Les croix
indiquent les données censurées.



quotidiennement pendant 30 jours. Les cadavres ont été stérilisés et placés en chambre humide. Le
développement de la mycose a été vérifié a 10 jours. L'expérience entiere a été répétée six fois.

Accouplement en petites boites 24 heures aprés la contamination des males

Pour évaluer la capacité des males a transmettre les conidies aprés un temps d'isolement plus long,
nous avons effectué la méme expérience, mais en isolant les males pendant 24 h aprés la contamination.
Nous avons utilisé des récipients en plastique de 125 mL comme cage d'accouplement. Nous avons utilisé 30
couples pour chaque modalité (Beauveria et témoin non contaminé) et 30 femelles pour contréler la
contamination des conteneurs. L'expérimentation a été répétée trois fois.

Analyse des données

Les expériences de transmission horizontale ont comparé deux traitements pour les mouches males:
contaminés et témoins; et quatre traitements pour les mouches femelles: les femelles qui se sont accouplées
avec des males contaminés, les femelles en contact avec des males contaminés sans s'accoupler, les femelles
placées seules pendant 24 h dans la cage d'accouplement, témoin. Nous avons utilisé I'analyse de survie de
Kaplan-Meier (procédure SAS LIFETEST) pour étudier les effets de la contamination et de la transmission de
Beauveria sur la survie des mouches. Un test de log-rank a été réalisé pour détecter les différences
significatives entre les traitements. La correction de Sidak a été utilisée pour ajuster la valeur P pour
comparaisons multiple deux a deux. Le temps de survie moyen a été calculé. Nous avons également analysé
le taux de mortalité des mouches aprés 30 jours, ainsi que les taux de mycose et de reproduction en utilisant
des modeles linéaires généralisés avec la procédure SAS GENMOD. Les modeles incluent les traitements et
les répétitions en tant que facteurs fixes. La significativité des comparaisons de traitement deux a deux a été
testée en utilisant un test de rapport de vraisemblance.

L’évolution de la quantité de conidies sur les males a été réalisée a cinq ou six temps aprés la
contamination avec dix mouches individuelles et les mesures répétées (plusieurs plaques pour le comptage
des CFU) pour chaque mouche. L'analyse a été analysée comme pour un dispositif en bloc incomplet, ou
chacune des deux répétitions est-elle méme considérée comme un bloc incomplet. Les analyses ont été
réalisées avec un modele mixte linéaire généralisé utilisant une distribution binomiale négative et une
transformation log (procédure SAS GLIMMIX). Le modéle inclut le temps comme facteur fixe alors que les
tests et les mouches individuelles sont considérés comme des facteurs aléatoires.

A2-T2 : Résultats
a/Quantification des conidies portées par les méles: la disponibilité des conidies diminue
avec le temps
La quantité de conidies viables dans le produit formulé était de 1,51 x 10° + 0,18 x 10° CFU g™. Le
nombre de conidies récupérées par mouche male immédiatement aprés était de 2,2 x 10° + 0,26 x 10°. Le
nombre de conidies diminue aprés contamination (Fs; 109 = 26,6 ; P<0,0001). Il est divisé par deux apres 1
heures et par 24 aprés 24 heures (Tableau 9).

b/Tests de transmission horizontale de spores
Survie des males et accouplement

Le nombre de conidies viables dans le produit formulé était de 1,68 x 108 + 0,53 x 108 UFC g pour les
essais de transmission ol les males ont été isolés pendant une heure aprés la contamination, les males
portaient alors en moyenne 6,6 x 10° + 0,5 x 10° conidies aprés isolement. Le nombre de conidies viables
dans le produit formulé était de 1,51 x 10° + 0,18 x 10° UFC g* pour les essais ou males ont été isolés pendant
24 heures et les males portaient en moyenne de 2,4 x 10* + 0,8 x 10* conidies aprés la période d’isolement.

Les males contaminés par B. bassiana sont tous morts et développé une mycose. Leur courbe de survie
est significativement différente de celle du témoin, que ce soit pour les tests en grandes cages (x>=189.93,
DF=1, P<0,0001) ou en petites boites (x>=152,79, DF=1, P<0,0001). Dans les expériences en grande cages,
leur temps de survie moyen était de 6,2 + 0,04 jours et de 5,5 + 0,3 jours dans les petites boites tandis que
les temps de survie moyens des males témoins dépassaient toujours24 jours.

Dans ces conditions (test sans choix), la contamination des males n'a pas d’effet significatif sur le succes
de l'accouplement, gu’ils aient été isolés pendant 1 h (x® = 2,73, ddl = 1, P = 0,10) ou 24 h (x?=0,32, ddI=1,
P=0,57) aprés contamination. Les taux d'accouplement moyens étaient de 0,88 + 0,02 dans les grandes cages
(1h) et de 0,66 + 0,04 dans les petites boites (24h).
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Tableau 10. Mortalité et survie des femelles de Z. cucurbitae.
Les males ont été contaminés avec les conidies de B. bassiana puis isolés durant une heure

Taux de mortalité a 30 jours (moyenne + ESM) Temps moyen de survie

Traitement )
Total Mortes et mycosées (moyenne + ESM) en jours
Bb accouplées 0.86+0.04 c 0.94+0.03 ¢’ 149+0.9
non-accouplées 0.50+0.13 b 0.86 £0.13 bc' 226127
Enceinte d’accouplement 0.31+0.05b 0.64 £0.09 b’ 26.2+0.8
Témoins 0.12+0.03 a 0+0.0a’ 29.0+04

Bb accouplées : femelles accouplées avec un male contaminé; Bb non-accouplées : femelles non accouplées en contact avec un male
contaminé; Enceinte d’accouplement : femelles saines placées seules pendant 24 h dans I’enceinte d’accouplement aprés les
accouplmements; Témoins : Femelles misent dans une enceinte d’accouoplment avec un male sain. Different letters indicate
significantly different means (GLM, P < 0.05). Temps moyen de survie calculer sur la base de I'analyse de Kaplan-Meier analysis et
limitée a 30 jours.
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Figure 14. Courbes de survie de Kaplan-Meier pour les femelles de Z. cucurbitae. Les mouches males ont été contaminées par des
conidies de B. bassiana puis isolées pendant 24 heures. Bb mated: femelles accouplées avec des males contaminés; Bb unmated:
femelles en contact avec des males contaminés sans s'accoupler; Mating box: femelles placées dans la boite d'accouplement apres
I'accouplement; Control: femelles en contact avec des males non contaminés. Différentes lettres indiquent des courbes
significativement différentes (test du log-rank, P <0,05 apres la correction de Sidak). Les croix indiquent les données censurées.

Tableau 11. Mortalité et survie des femelles de Z. cucurbitae.
Les males ont été contaminés avec les conidies de B. bassiana puis isolés durant 24 heures

Traitement Taux de mortalité a 30 jours (moyenne * Temps moyen de survie
Total Mortes et mycosées (moyenne £ ESM) en jours
Bb accouplées 0.11+0.04b 0.43+0.19 28.0+0.8
non-accouplées 0.31+0.09 a 0+0.0 23.8+1.9
Enceinte d’accouplement 0.18 £ 0.04 ab 0+0.0 26.4+0.9
Témoins 0.27+0.05a 0+0.0 259+0.8

Bb accouplées : femelles accouplées avec un male contaminé; Bb non-accouplées : femelles non accouplées en contact avec un male
contaminé; Enceinte d’accouplement : femelles saines placées seules pendant 24 h dans I'enceinte d’accouplement aprés les
accouplmements; Témoins : Femelles misent dans une enceinte d’accouoplment avec un male sain. Different letters indicate
significantly different means (GLM, P < 0.05). Temps moyen de survie calculer sur la base de I'analyse de Kaplan-Meier analysis et
limitée a 30 jours.



b/ Transmission des spores une heure aprés la contamination des males

L'accouplement n'a pas d’effet significatif sur les courbes de survie des femelles témoins (x?=0,06,
DF=1, P=0,80). L'analyse des femelles a 30 jours montre que le traitement a un effet significatif sur leur courbe
de survie (x>=146,9, DF=3, P<0,0001) et leur taux de mortalité (x>=122,7, DF=3, P<0,0001). Les courbes de
survie et les taux de mortalité des femelles accouplées et non-accouplées qui ont été en contact avec des
males contaminés sont significativement différents de celles des témoins (Figure 13, Tableau 10). Parmi les
femelles qui ont été en contact avec des males contaminés, les courbes de survie et les taux de mortalité des
femelles accouplées étaient significativement différents de ceux des femelles non accouplées (Figure 1,
Tableau 10). Les femelles accouplées avec un maéle contaminé ont un temps de survie moyen réduit de 14
jours par rapport aux témoins et de 7 jours par rapport aux femelles non accouplées qui ont été en contact
avec un male contaminé (Tableau 10). Ces résultats démontrent qu’il y a eu transmission horizontale des
conidies de B. bassiana des males aux femelles et que cette transmission est plus importante s’il y a
accouplement. La courbe de survie des femelles « saines » placées dans les cages d'accouplement apres
I'accouplement n'est pas significativement différente de celle du témoin (Figure 13), mais lors de I'analyse
des taux de mortalité, les deux modalités étaient significativement différentes (Tableau 13). Les femelles
« saines » placées dans la boite d'accouplement aprés I'accouplement ont été contaminées par les conidies
de B. bassiana libérées par le male dans la boite.

Sur les 30 mouches femelles utilisées pour quantifier la quantité de conidies qu’elles portent apres
contact avec un male contaminé, une seule ne s'est pas accouplée. Nous n'avons donc pas pu comparer le
nombre de conidies présentes chez les femelles accouplées et non-accouplées. Les femelles qui se sont
accouplées ou ont été en contact avec des males une heure aprés leur contamination portent en moyenne
1,4 x 10% + 0.17 x 103 conidies, soit significativement plus que les mouches saines qui ont passées 24 h dans
la boite d'accouplement aprés les accouplements 2.9 x 102 £0.5 x 102 (F4; 145 = 177,0 ; P<0,0001).

Nous avons enregistré significativement plus de mycoses chez les cadavres de femelles qui se sont
accouplées avec un male contaminé que chez les femelles utilisées pour controler la contamination des
boites, mais aucune différence avec les femelles ayant été en contact avec un male contaminé sans
s’accoupler (tableau 2).

¢/ Transmission des spores 24 heures aprés la contamination des méles
L'analyse de survie de Kaplan-Meier montre que lorsque les males sont isolés pendant 24 h avant d'étre
mis en contact avec des femelles, le traitement n'a pas d'effet significatif sur les courbes de survie des
femelles (x2 = 7.2, DF = 3; Figure 14). Les durées moyennes de survie des femelles sont de plus de 23 jours
pour les quatre traitements (Tableau 11). Le traitement n'a pas eu d'effet significatif sur le taux de mortalité
(x2 =7,0, DF = 3, P = 0,07) (Tableau 11). Les femelles en contact avec des males contaminés portent en
moyenne 4,5 = 1,7 conidies par mouche.

Conclusions

-La contamination des mouches males par la souche 1-2961 (NPP111B005) de B. bassiana tue 100%
des individus qui développent une mycose en sept jours.

-Les maéles portent 1,3 x 10° + 0.12 x 10° conidies une heure apreés leur contamination

-Les males isolés pendant une heure avant d’étre mis en présence d’une femelle leur transmettent
suffisamment de conidies pour réduire de maniére significative leur temps de survie.

-Une transmission de spores a eu lieu, que les mouches se soient accouplées ou non, mais elle est
significativement plus importante s’il y a accouplement.

-Les femelles accouplées ont un temps de survie moyen réduit de 14 jours par rapport aux témoins
et de 7 jours par rapport aux femelles non accouplées qui étaient en contact avec des males contaminés.

-La quantité et la disponibilité des conidies chez les males diminuent rapidement avec le temps et
aucune transmission horizontale n'a eu lieu apres 24 heures d’isolement.

A l'aide d’un dispositif expérimental original, nous avons démontré que la transmission de spores
des males aux femelles lors de I’accouplement augmente significativement la mortalité des femelles. Nous
avons également détecté un biais expérimental causé par la contamination des cages d'accouplement par
des males contaminés. Cette contamination « passive » a entrainé une augmentation significative de la
mortalité chez les femelles introduites dans les cages contaminées. Cette contamination indésirable n'a
jamais été prise en compte par des études antérieures de transmission horizontales.
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Figure 15 : Dispositif de test de compatibilité cue-lure / formulation (Photo : Damien Verger)

Figure 16 : Pieges Ceratipack (a) et Tephri-Trap© (b) modifiés

Tableau 12 : Modalités des facteurs testés pour I'évaluation du dispositif attract and contaminate individuel de Z.
cucurbitae

N° Sexe Age Contamination Dispositif
Dispositif avec cue-lure m 20jours - Tephri-Trap modifié
Dispositif avec cue-lure et spores de NPP111B005 m 20jours NPP111B005 Tephri-Trap modifié

Poudrage avec spores de NPP111B005 m 20jours NPP111B005 Poudrage




Action 2 — tdche 3 : Mise au point du dispositif d’auto-dissémination
A2-T3: objectif
Il s’agit de mettre au point en conditions contrélée et semi contrélée, un dispositif qui permette
I"attraction des males de Z. cucurbitae par du cue-lure, leur contamination par les spores de Beauveria et leur
redécollage pour leur permettre de s’accoupler.

A2-T3 : matériel et méthodes
a/ Test de compatibilité de la formulation du Beauveria et du Cue-lure
Le cue-lure (C-L; 4-(p-acetoxyphenyl)-2-butanone), est une paraphéromone utilisée comme attractif
pour les méales de la mouche du melon. Un morceau de bande de polymere chargé a 1% de cue-lure (produit
par AB7 innovation) d’un centimétre (0,6 g) a été mis en milieu confiné en présence de la formulation
contenant les spores de la souche -2961 afin d’observer un éventuel effet du cue-lure sur la germination des
spores du champignon. Un réceptacle rectangulaire (2,7 x 4 x 0,5 cm) a été fixé au fond d’une boite de Pétri
stérile, le morceau de polymere libérant le cue-lure y a été placé. Autour du réceptacle, 3 g du produit
formulé contenant la souche [-2961 ont été déposé pour former une fine couche au fond de la boite de Pétri
(Figure 15). Cinq boites ont été réalisées par modalité, le méme dispositif a été mis en place en présence
d’une bande de polymere témoin. Les mesures de taux de germination ont été effectuées a J+0, J+3 et J+7,
par étalement sur milieu PDA.
b/Dispositif de contamination
Les seuls dispositifs d’attraction des mouches de la famille des Tephritides disponibles sur le marché
ont pour objectif le piégeage de celles-ci. Notre objectif étant I'auto-dissémination de spores, le dispositif
doit permettre aux mouches de ressortir. Des modifications ont donc été apportées a deux types de piege :
le Tephri-Trap et le Ceratipack. Des trous ont été percés dans le couvercle et une plateforme de couleur jaune
a été placée dans le piége pour réduire I'espace intérieur (Figure 16).

¢/Evaluation de la capacité de la sortie des mouches des dispositifs de contamination
Dans cette expérimentation, des lots de 20 males Z. cucurbitae vierges et agés de 13,5 — 16,5 jours ont
été endormis au CO; puis placés dans les pieges modifiés, le tout placé dans une cage de plexiglas.
Le nombre de mouches sorties du dispositif a été relevé toutes les heures pendant trois heures. Deux
répétitions ont été réalisées pour chacun des deux dispositifs.

d/Evaluation du comportement des mouches en présence du dispositif de contamination
contenant du cue lure
L'objectif de cette expérimentation était de vérifier que les mouches étaient capables de sortir du
Tephri-Trap© modifié malgré la présence du cue-lure.

Le Tephri-Trap modifié a été placé dans une cage d’élevage (30 x 30 x 30cm) placée sous une sorbonne
d’extraction. Aprés I'ajout d’'un morceau de 500mg (soit la libération de 50mg de matiére active par heure)
de polymére imprégné de cue-lure dans le dispositif, un lot de 5 males Z. cucurbitae vierges et agés de 13,5
— 16,5 jours a été endormi au CO; puis introduit dans ce dispositif. Les sorties, entrées des mouches dans le
dispositif ainsi que leur comportement face au cue-lure ont été observés en continu pendant une heure, puis
un relevé du nombre de mouches sorties a été effectué les deuxieme, troisieme, quatrieme et septieme
heures aprés le début de I'expérimentation. Deux répétitions ont été réalisées.

e/Evaluation de la capacité de contamination des mouches males du dispositif de

contamination contenant du cue lure :

1R TEST

Cette expérimentation utilise le piege modifié contenant un plateau sur lequel est disposé 5.7g du

produit formulé contenant la souche 1-2961 (NPP111B005) et d’'un morceau de 190mg de polymére imprégné
de cue-lure 1%. Le dispositif est placé sous une cage de plexiglas contenant un lot de 30 males Z. cucurbitae
vierges et agés de 20 jours ou ils sont laissés libres durant 7h. A I'issue de 7h, cinqg mouches sont utilisées
pour évaluer le nombre de spores portés par les individus. La survie des mouches restantes est suivie dans le
dispositif d’élevage individuel. Deux lots de mouches témoins sont utilisés I/le premier est placé dans le
méme dispositif sans le produit formulé contenant la souche 1-2961 (NPP111B005) ii/ le second témoin
correspondant un lot de mouche contaminé par poudrage des individus dans une boite de pétri (tel que
décrit en A2-T2 matériel et méthode b/). L’ensemble des modalités est décrit dans le tableau 12
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Figure 17 : Dispositif du test d’auto-inoculation en cage
plexiglass contenant un Tephritrap modifié (photo :
Damien Verger)
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2" TEST

Des tests d’auto-inoculation ont été effectués dans une cage en Plexiglas (30 x 30 x 60 cm) en présence
d’un Tephri-Trap fixé sur la paroi supérieure de la cage (Figure 17). Au fond de ce piege, 10 g du produit
formulé contenant la souche 1-2961 (NPP111B005) ont été déposé. Un morceau de bande d’un centimetre
de polymeére contenant du cue-lure (1%) a été déposé sur la formulation. Quinze males vierges ont été placés
pendant 4h dans cette cage, sous sorbonne. Toutes les 30 minutes la position des mouches (dans le piege,
sur le piége, sur une paroi de la cage) a été notée. Au bout de 4h les mouches étaient ressorties du piege,
elles ont été collectées a I'aide d’un flacon en verre de 30mL. Elles ont ensuite été endormies cinqg minutes
au congélateur puis placées chacun dans un tube Eppendorf 2 mL contenant 1 mL de solution de Tween 80°®
a 0,05% (solution mere). Le nombre de spores viables portés par les individus a été estimé par comptage du
nombre de CFU sur milieu PDA.

A2-T3 : Résultats
a/ Test de compatibilité de la formulation du Beauveria et du Cue-lure
La comparaison des quantités de CFU obtenues apres différents temps d’exposition n’a montré aucune
différence significative (p-value < 0,05). On retrouve en moyenne 1,80.10° CFU par gramme (Figure 18).

Conclusion :
Pas de différences significative quant a la germination des spores de la souche 1-2961
(NNPP11B005) en I'absence ou présence de quantité cue-lure, permettant I’attraction de Z. curcubitae.

b/Evaluation de la capacité de la sortie des mouches des dispositifs de contamination
Les deux types de dispositifs testés, a savoir le Tephri-Trap (T) et le Ceratipack (C) modifiés permettent
tous deux la sortie des mouches avec des dynamiques trés similaires (Figure 19).

Conclusion

Les piéges de type Tephri-Trap étant déja utilisés en piégeage de masse des males Z. cucurbitae et
plus pratiques a utiliser, la suite des tests de conception du dispositif d’attraction et contamination a été
effectuée avec le Tephri-Trap modifié.

¢/Evaluation du comportement des mouches en présence du dispositif de contamination
contenant du cue lure
Le suivi comportemental des mouches en présence du cue-lure fait apparaitre que celles-ci sont
capables de sortir du dispositif malgré la présence de I'attractif (Figure 20). De plus, dans les deux répétitions
de I'expérience, les mouches sont entrées a nouveau dans le dispositif. La libération progressive de I‘attractif
semble avoir attiré les mouches de maniere optimale deux heures aprés le début de I'expérience puisque
toutes les mouches étaient présentes dans le piege et la majorité déployée sur le polymere plastique
diffusant le cue-lure. Par la suite, I'attractivité du cue-lure a diminué car sept heures aprés le début de
I’expérience, toutes les mouches se trouvaient en dehors du dispositif.

Conclusion
Les mouches sortent du dispositif en présence de I’attractif

d/Evaluation de la capacité de contamination des mouches male du dispositif de
contamination contenant du cue lure :
1R TEST
Il s’agit d’un test préliminaire d’évaluation du dispositif d’attraction contamination. Aprés 7h dans
I’enceinte en plexiglas en présence du dispositif d’attraction contamination, les mouches portent en
moyenne 1. 10%spores. Toutes les mouches sont mortes au bout de 7 jours (Figure 21)

2" TEST
Les males vierges se sont auto-inoculés entre 2,5.10% au minimum a 0.11.10° au maximum conidies.
Soit une quantité moyenne de 3,51.10° + 0.55.10° spores par mouche. Cette quantité représente environ
75% de la quantité regue par inoculation par poudrage manuel en boite de pétri comme réalisé dans les
manipulations de transfert horizontal.
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A2-T3 : Conclusions et perspectives

Conclusion
Le dispositif d’attraction contamination est fonctionnel, il attire les mouches males qui se contaminent, et
leur permet de ressortir pour rechercher une partenaire.

Perspectives

I/ Le taux de mortalité des mouches est dose dépendant. Il pourrait étre envisagé de modifier la
formulation du produit contenant le champignon afin qu’il ait une concentration plus élevée ou qu’il permette
a la mouche de capter et transférer plus de spores. Certaines formulations existent telles que EntostatTM
(Barton et al., 2006) dont le support inerte est une cire chargée de facon électrostatique permettant une
meilleure adhérence des conidies a la cuticule. NPP est déja en contact avec la compagnie produisant ce
produit

II/1l sera nécessaire d’optimiser le dispositif et/ou la formulation du champignon pour maximiser la
conservation des spores

I/ Les résultats de ce projet associés a des travaux que nous réalisons actuellement sur la durabilité
de la lutte biologique a la Réunion contre H. marginalis, suggérent que a/ les souches de Beauveria, tout en
ayant une certaine spécificité, ont un large spectre d’hdte ; b / les souches possédent la capacité a se maintenir
dans les agrosystémes.

Il sera donc important de reproduire les résultats obtenus dans les cadres des A2T2 et A2T3 avec une
souche locale telle que la souche Betel. Ceci permettra de limiter les risques associés a l'introduction de
souches exotiques dans un écosysteéme insulaire tres sensible aux perturbations, et de poursuivre |'évaluation
du dispositif d’attraction contamination au champ comme il était prévu dans I’Action 3

Action 3 : Efficacité du contréle de Z. cucurbitae au champ — Intégration au paquet
technique GAMOUR.

L'état d’avancement des Actions 1 et 2 n’a pas permis de débuter cette action avant la fin du projet.
La finalisation des questions de recherche qui restent en suspens sur les actions 1 et 2 et la réalisation de
I'action 3 feront I'objet d’'un nouveau projet.
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4. Contribution au plan Ecophyto (et a I'agroécologie)
Il s’agit de discuter des sorties opérationnelles du projet (par rapport a ce qui avait été annoncé), en
distinguant :
e Ce qui a été effectivement produit et transféré (ex : un outil proposé avec un guide d’utilisation et
ayant fait I'objet de formation avec des utilisateurs)
e Les sorties identifiées, produites a I'état de prototypes ayant fait I'objet de discussion avec des
utilisateurs potentiels
e Les sorties projetées ou envisageables en indiquant comment une finalisation pourrait intervenir
e Les connaissances, informations et/ou recommandations que des acteurs pourront exploiter, afin de
contribuer au développement du biocontréle, dans un cadre qu’on essaiera de préciser
Dans tous les cas, on suggérera comment « aller plus loin » et avec qui.
Inclure dans cette partie :
e Une réflexion plus large, sur la promotion du biocontrdle dans la/les filiere(s) concernée(s) par le
projet et sur les possibilités de transposer a d’autres méthodes de biocontrole ou a d’autres
situations analogues les résultats du projet.

L'objectif de I'action 1 était de mettre au point un diffuseur d’attractifs pour le piégeage de masse
des femelles de Z. cucurbitae, espéeces cibles de traitements insecticides car ravageurs majeurs limitant la
culture de toutes Cucurbitaceae.

Le dispositif Tephri-Trap que nous avons développé contient de 'eau additionnée de « Teepol » et des
kairomones C1 + C2 intégrés dans des polymeres. Le dispositif piege significativement les femelles de Z.
cucurbitae pour des quantités supérieures ou égales a 27 mg de C1 + C2. Nous disposons a la fin du projet
d’un dispositif « Attract and Kill » qui cible plutot les femelles. Ce dispositif attrape également des males et
des femelles de Dacus demmerezi a des concentrations plus importantes. Le contréle de Z. cucurbitae ne
laisserait donc pas le champ libre a cet autre ravageur des Cucurbitacae.

Les stratégies d’évaluation de I'attractivité que nous avons utilisées, nous ont permis de passer du
laboratoire au champ. Les systémes simplifiés en condition semi controlée en grande cage ou au laboratoire
avec les olfactomeétres une voie permettent, par des screening rapides, de dégager de grandes tendances.
Néanmoins, au niveau quantitatif, on ne retrouve pas au champ les mémes ordres de grandeurs. La mise au
point du dispositif optimal sur le terrain nécessite d’investir plus de temps et de moyens pour I'évaluation de
nombreuses modalités. Les résultats sont encourageants et ce dispositif pourrait encore étre optimisé. Une
premiere piste a été ouverte en ce qui concerne le mélange C1-C10, qui a révélé un fort potentiel en grande
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cage mais que nous n‘avons pas pu évaluer réellement en plein champ. Les pieges « Ceratipack » et «
Decistrap » ont tous les deux des couvercles imprégnés de deltaméthrine. Ces deux pieges sont homologués
pour le piégeage d’espéeces de Tephritidae appartenant au genre Ceratitis. Leur usage faciliterait la mise en
place de la lutte. Nous pourrions évaluer plus précisément les quantités optimales de kairomones a intégrer
dans les polymeéres permettant d’atteindre I'attractivité maximale vis-a-vis des femelles de Z. cucurbitae et
évaluer leur durée d’efficacité au-dela de laquelle les laniéres polymériques ne sont plus attractives. Il sera
aussi important dans la perspective d’'une homologation, de faire un point bibliographique approfondi sur la
toxicologie et les impacts environnementaux associés a ces composés et étendre I'évaluation de la sélectivité
du dispositif de piégeage a des especes non cibles appartenant a d’autres familles d’insectes.

Enfin dernier point qui faisait I'objet de I'Action 3 et que nous n’avons pu aborder du fait du stade
d’avancement du projet est d’évaluer l'efficacité du dispositif de piégeage en terme de protection des
cultures. Pour cela, il faudrait comparer les dégats sur cultures observés sur des parcelles non traitées avec
piéges a ceux observés sur des parcelles non traitées sans piege. Dans un second temps, évaluer le nombre
de piéges nécessaires par unité de surface pour obtenir une protection maximale de la culture.

L'objectif de I’Action 2 était de mettre au point une méthode d’auto-contamination-dissémination
qui permette d’attirer les males grace a une paraphéromone (cue-lure), de les contaminer par des spores
d’un champignon entomopathogene (Beauveria), ces males devenant alors disséminateurs du champignon
pour contaminer les femelles par transfert horizontal des spores lors de I'accouplement. Aprés avoir
sélectionné une souche commerciale de Beauveria pathogéne des adultes de Z. cucurbitae, nous avons
validé le concept de transmission horizontal des males vers les femelles lors de I'accouplement et
finalement développer un dispositif fonctionnel d’autocontamination des males avec les spores de
Beauveria. L’'évaluation de la méthode au champ n’a pu étre réalisée dans le temps du projet comme prévu
dans I’Action 3.

Lors de la premiere étape, nous cherchions a identifier un agent de lutte biologique « homologable »
a court ou moyen terme. Pour cela, nous avons caractérisé pour trois souches commerciales de Beauveria
appartenant a deux espéces leur pouvoir pathogene sur Z. cucurbitae, mais aussi pour huit autres espéces
d’insecte. Les trois souches sont pathogénes pour toutes les espéces de diptéres et de lépidoptére testées.
Dans le cas des coléopteres, seule la souche de B. hoplocheli est pathogéne pour le ver blanc Hoplochelus
marginalis et seules les souches de B. bassiana sont pathogénes pour Alphitobius diaperinus. Ces résultats
nous ont permis de choisir la souche la plus pathogene pour la suite de I'étude. Ces travaux permettent aussi
dés aujourd’hui d’envisager des extensions d’usages pour les trois souches de Beauveria notamment
contre les mouches des fruits.

L'objectif de la seconde étape de I’Action 2 était de valider pour Z. cucurbitae la possibilité d’'un
transfert des spores de Beauveria du male vers la femelle lors de I'accouplement sur lequel repose le concept
d’auto-contamination-dissémination. A I'aide d’un dispositif expérimental original, nous avons démontré que
la transmission de spores des males aux femelles lors de I'accouplement augmente significativement la
mortalité des femelles si les males ont la possibilité de s’accoupler rapidement (entre 0 et une 1h) aprés leur
contamination. Au-dela de 24 h plus aucune mortalité des femelles n‘est possible. Nous noterons néanmoins
gue tous les males sont morts en 7 jours. Nous avons également détecté un biais expérimental causé par la
contamination des cages d'accouplement par des males contaminés. Cette contamination « passive » a
entrainé une augmentation significative de la mortalité chez les femelles introduites seules dans les cages
contaminées. Cette contamination indésirable n'a jamais été prise en compte par des études antérieures de
transmission horizontales.

Finalement I’Action 2-3 a permis de concevoir un dispositif d’attraction contamination fonctionnel,
attirant les mouches males qui se contaminent et ressortent, leur permettant de trouver une partenaire
potentielle. Nous avons donc mis au point une méthode d’auto-contamination-dissémination. Cette stratégie
pourrait étre évaluée et transférée pour lutter contre d’autres mouches des fruits. Néanmoins, les résultats
de ce projet associés a des travaux que nous réalisons actuellement sur la durabilité de la lutte biologique a la
Réunion contre H. marginalis, suggérent que i/ les souches de Beauveria, tout en ayant une certaine
spécificité, ont un large spectre d’hote ; ii / les souches ont la capacité a se maintenir dans les agrosystémes.
Les effets non intentionnels sont a prendre en compte notamment pour les écosystemes insulaires
particulierement fragile. En France métropolitaine, la souche 1-2961 (NPP111B005) a été introduite et
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exploitée commercialement. Son utilisation dans ce type de dispositif est envisageable a court ou moyen
terme. Pour La Réunion, la souche 1-2961 (NPP111B005) n’a pas été introduite, il sera donc important de
reproduire les résultats obtenus avec une souche locale telle que la souche Betel.

26

PSPE 2 - Contribuer a I'essor du biocontréle - Projet AttractMyFly 2015-2018



5. Rapport financier

Ce tableas ne o

Rapnel:

Attantion !

itue pas 'intégralité du bilan financler. Pour que le balan fa lor solt i

Ce tablesu de synthise fait partle des piaces du bllan financler & envoyer & 1a chargée de gestion de FAFB lors du warsement du solde, Il
doit par conséquent étre wisg, ainsi que teate place falsant partie de ce bilan, pas I'agent comptadle du parteur de projet.

bia, il

faut y ajoutar I bla des

factures réalisées Justifiant les dépansas engagées pour le prajet.

Tableau de synthase du Bilan Financier

progl

260N AS R <<= Mentant 1

Freasca du dig-an Gt semeitor s Bewd P I loma'ca ““!‘ °'= oW ileto
Cagoe on parieret 1a T idE | 2zaietac G G2r,s € SEELOE B SIiA0 € 02 215,59 C
arros fraks de bocheroament 22 GEG 00 C : B0 10 € .- & 1l 2442610 €
[TOINT cher caevn v ranien AT =TI PETIREL Stasane tamae
T ST ST VR T AT

mufivne

a4 % N Toulae Pyeslate subaamianiatye
Chaz Arrriflce NP EC alr cfininivel Ty a6 cha chienam
S AR|  avonmw|  swims|  Jnmma|  dvaine 302 738K
4o hus b i (b aonarran 27 ARMNDY 101G ¥ = 2 € E FL G080 E
T
90V 110 /AR¥Io01R SUlrropsaDRRbE: msiae]|  nsane 35 3386,00C 38400

Salviiltsw par e
Toldd 2 Vashwile subnesboanalin

225 321,83 € [ Mol 2

Footes de dipenss Gl Ameedeze ey leert A 'T:f;\n e 2 0
G rges cu P R 16304,41 ¢ WAL E £ 3TXIE
Aarrves frae dm b od o el (e 11451,20 € € . € 3
Tonla'e 3 pamc(ea ko G oo
arn ve TOEF0E 17 62647 C TR TR e - € e

— e
Toral e le curbicipalcn detindibe siotal

1 9TAAB E Jo Nt 3

COLT CONPLET TTC

2L BLTARA |ear Noreat |

TOTAL SES COUTS EUGDILES

225 021 43 € <o Morowt 2

PORTIIIPATON TOTALF CF L'AFR

313763 £ |<<< Moot )

[oe sesnon waus)

[FARTICIA UK T TALE CE CAFE
) 3

CACHTANT SOLLICITE 4 UAFBIEESS.

|AUTO‘INNOCEA‘G“T

Br
Dirs

igitt

DI \}q,)',:nd%(

PSPE 2 - Contribuer a I'essor du biocontréle - Projet AttractMyFly 2015-2018

27



SEGTICTR0F Wl FALaN = ESN) TTY 1T €TC LTS = SO0y (i) NI G5 Y | 30 JEiehna e ps - i

U6 FC IR IS CEE+ XU - R ¥ 1L TY CFE ) IRE - FONF AN QP LE - oo 5D

o ZHV
- Odil

PENTWA T NI
g . -

371500 o™y 0

BIOC/S0 70 3 ‘swikag ¥
ALIOJUDD FUHIT

1|OADI2S B JUBISII UOHUBAQNS BLOT

.oqu 37324 2/3p UOUINNS £ TOZ/Z0/0T
aoxmmw M ansa) gfap uonuaagns ST0Z/L0/Z0
i
[ovors ] o
£T6ELE TYLIOL
£26EL T Gty LOIUBANNS 3P XNEL
OV'60E 8 1o duoo 100 (RIe]
89'659 sa.nay 61 ayPNY) UdNN[ S3NSH 8T0Z/£0/TT
8Z'z2s saanay 11 AYanYD usNNf SBIN3H 2102
SLGPEE saunay LL EDRLIEH JUSIUIA S3UNBH L102
6'€60 £ saunay 6L BIBMIEH JUDIDIUIA S3IN3H aT0Z
Mh.vmo sa.nay g1 COE11EH JUIUIA SIINSH S10z/€0/21
ayaiaypal ej ap 3@jdwod 300D
apqeadwod Juawaed uawaBedus p
Jueluow duosaq asuadap e]3p |IPq!1 a09id 9p OipINN AL i
Lav s 3Jeualey
810Z/€0/TT Ne ST0Z/T0/T0 NA ,Z 3dSd,, ¥dV : AjjAwdey 12fo14 -jeuy yoddey

HELFd 2 doimanm

LIREAGULT m

28

PSPE 2 - Contribuer a I'essor du biocontréle - Projet AttractMyFly 2015-2018



A | V]| | = 115, - | b RS A e [ S

L

AlvactMpbly PSS wrowan froecem Womelor colt corplat 1"
Annexe financiére co(t complet
Une par partenaire
L' dune comptabing en (odt plet et son mode de caloul dowvent £tre ddment certtfiés par & personne habiditde.
'sigle de I'appel & propositions de recherche : PSPE 2 - 2014
Titre et acronyme du projet : Développement d’attractifs et auto-dissémination de champignons entomopathoganes pour lutter contre la
mouche du melon Bactrocera cucurbitae: AttractMyFly
Coordinateur scentifique du projet Nom : Quilici Prénarm : Serge
Organisme contractant Sigle : ARMEFLHOR
Statut juridique : Association N" de SIRET © 390 767 564 DO 37
Responsable du suivi scentifique Nom : GRAINDORGE Prénom ! Rachel
N° subvention :
1 - Coit complet de |a Recherche (Induant codits de personnel, de fonctionnement et utilisation des équipements généraux)
Cnprier "!"‘ﬂ.‘“‘ Oy wephr e € Arrke 2018
R bseriay redk Jour PNy
W a o SLUMITINE, P midbe e Tene ot becwi g Dl L 2973 2L603) dMisc
Leca HIUBDLDE, ecwdzhor Cogiianeatan uE 1430 21 S
ol 50 LODIT, wcwiches Cugpddinaweaiay 150 _awa = 2.0 LAl
eS8 tedri ey S peivaridne < e @ swgal wonmr
i - Basesr ovovh .| s Rl = T,
s Npaceren s lmms_
TOTALL EETErhiLs
2 - Equipement spédfique indispensable aux recherches
3
Nature de 13 Sépersa (sart des ameetivummnts cnmespoadant § & qurde tu projer, voire |a Wil du colt 3 il non réutifssble} eies e es O ofonins o
— Bocs Baee 9 020 assahetl
TOTALZ T <
3 - Frais d'Investissement et de fonctionnement n'entrant pas dans le codit complet
N2tre &6 lu dipenve |las duprnons seenct [ustitites < los dous CsnaNTs serost [olets b oo doavier, bes Sartures sevont Jolates 3 13 présentation des ndusi de S i :um.“w
|dtpersist 3 have tres ol 2en sonfetti
TOIAL S, BEE
ASSIETTE SUBVENTIONNABLE DU PROJET
<
1sute Sao condardues Su
L i hrars tane 3l roe ssufett
= 1 - Coin camzlit du le Bechorchm = T
3 2 - eyl 1 P rechesches, 1 )
= 35 - framnd * de fonctio e ant pas dans le codt cumglt] SR
TOIAL — Bnanc
MONTANT DU FINANCEMENT DEMANDE DANS LE CADRE DU PLAN ECOPHYTO (net de taxe)
‘
Total demanoe 17525,53 ¢ |
Toc: do wobeon 7 S5actts 2 e
MONTANT DES FONDS PROPRES et AUTRES SOUTIENS FINANCIERS/assiette subventionnable du projet (TOTAL B)
<
Identiication de parenaire Toex o2 gorticipation 12utn bean corraTiun cu
horstaeesison smujettt |
“oads peopres 3 - CECECLS
Fnansew i -
fowncewr2) r——
| Fnancew 3]
Tnenceu 4]

FENat.re ce 13 2ersonn: Taziie: & urgene
cadiet du Dicabiium e

Main DWABREALE > s
Prisiden de TARMERHIN s % (G82 L6 3’81

Cote | 2570/2018

. HA- B 054 I3

Mdee 2cc o

PSPE 2 - Contribuer a I'essor du biocontréle - Projet AttractMyFly 2015-2018

29



Db conll coang e "

Annexe financiére colit complet

Une par partenaire
Usxistanca d'une comptabslité en codt complet et son mode de cakcud doivant 8tre dimant certifids par la personna habilitée,

Titre et acronyme du projet ; Titre et acronyme du projet : Développement d’attractifs et entomovection de champignons
entomopathogénes pour lutter contre la mouche du melon Bactrocera cucurbitae - AttractMyFly

Coordinateur scientifique du projet Nom : Quilici Prénom ; Serge

Organisme contractant Sigle : BETEL REUNION

Statut juridique -SA N de SIRET : 40163093400016

Responsable du suivi scientifique Norn : BESSE Préncm - Samantha = -
|N" subvention : '

1 - Colit complet de la Recherche (cloont cotz de personnel de oo

T
Caégeries { Taare L4
: aben) M) -
l'lmllfﬁllﬁhﬂz e b Tawiar
[Nl 200 oo av caka w40 120 thet @1 FATROIKE J6€ RN wr | biene by v 14 e T PRS-y
(M vt QUG- wowar catang deacachan o pacdipaltion acimitancas 5u pRvane A nige ans 19| P2t A is:me
MV U s a e om e e el et nam 48 3 Totape duproer. Avae 1) 1] 018 1500€ | i AN ¢
M el U - e e tflf'ubucinﬂp&iauuu.nu-ni-.nu--v,am Avare 3000 E e ]t\'mv a30,00
2 S S S e TOTALL 383500
2 - Equipement specifique Indispensable aux recherches
<
Natwe de & didgarcee 0 0 HUaa AL w0k e ds tubadie duwey I il .l toules bean comicedess 0

Soes txon © non snesi

~TOTAL? 0,00
3 - Frais d'investissement et de fonctionnement n'entrant pas dans le coiit complet
pore 1rtlieme o my ¢ LmaLss shont joms 3 Ll et e 1 \ ntartos ey <
ﬂllflu-l:k&pmo e | ) ) i I s oo k)
b s tees 3l v swoajott
N T Tora | 000

ASSIETTE SUBVENTIONNABLE DU PROJET

3
! RS TIRLS (20N0ULS (u

o~ D | Daes lisw 3 nee wisa et
g I 3 0 s b L ] "0
3 83500
MONTANT DU FINANCEMENT DEMANDE DANS LE CADRE DU PLAN ECOPHYTO o0 te tone)
<
[Tetal domacd & = = — e
Tau de { AsRCILe Salnnestinnable 010
MONTANT DES FONDS PROPRES et AUTRES SOUTIENS FINANCIERS/assictte subventionnable du projet [TOTAL B)
| (2
Identification du partesainn Twedepartipation | oenes 1aees carfontues w
p————————————— - S 11T -
r._mdtg.mx = . Avom

Powncr ——— BETEL-REUNION 5 0,00%
T RFEM73 - Allge de Beaufonds R

Q7470 SAINT BENCIT 5
TS Y s Tél: Fay: 0262503455

~ RCS St DehLs 55.8.462 Siran: 4011 630°934" R

- doo.ir . )

| bl-run@wana 7 /@ . 0{\_///%_;)

Modse 2cc

PSPE 2 - Contribuer a I'essor du biocontréle - Projet AttractMyFly 2015-2018



Rapport final- Projet Attractmyfly : APR "PSPE 2" Du 01/01/2015 au 11/03/2018

Salaire [143 690 €}

s
ms
w015
0.5
Y
m6
06
018
wr
WL
2017
2m7
E
012
ot
#ws 20l

Stagiaire {11 844 €]

20G/2005
20y0E/2005
202005
20ms
200200

s
e el
‘2015

PRETES
L
0NRROLT
A0NTNE
PUT TP
ERES T

01E
0052017
00417
BTN B
nfa5Ee1?
00512017
20,052017
s

20301017
e}
e vetal

|mission {3 0C0 €)

31052015
nefstan
0505
CLM/2016
C1/4/2016
R TN
negmmy
Pt ALy
Sonss betal

PRECURNSLLE
PAE CURNAL LA
PAC CURNAL 0N
PHEICUSNGLO
PAIE (CLAMAL 020
PAIN LCLTIS 129
FMEIOLRNS DR
FAIEIOLRNS. D23

FAIE JULIRAL D00
ELTLN TS RUTE T )
FAEIDIRNY. 63
FAEJOURNAL 002

PAIEJOURNAL G
PAIEIDUREN 05
PAIEJOURRAL 205

DRI
010-FO2L 500225
020-7004°500252
020200 SCs?
DY AL e
OSepl ol Mt ind )
020-7001°5003:8
28040 B0 e
et
/21208 [N
2L0-7001%E00LEL
A0 MCITECI2D
QU RS
Bl ) RS
CLO-TI0IT D026
10 NC1"E0I2S5
280 L0405
GIE-TIDA TR
0140-72077E0CBLE

0107037 F608¢

0I0-7001 00N
010-7¢IL" 0287
040 7COL 031,

010-F1CO°50020
ZEO-HIA 001568
DID-1C0" N
IRD-TLATEINET
IEL- TG
030-F100° 600522
AN A IS
IADGRATIIIT N

INTERFACE C3/%2 140 FG DEC JOSTET I01S
WTERACE CHXAIAD- P2 LEC CUYLE 2025
HTTS AT CNXIAD-1E EEC S ERAL 01S
NTESFACE C3/%3-140-F5 CEC MDDUTIE 2015

PTESFACE C3)33 M40 75 DEC J05TET 2006

I EFACE L4/ R BEC DLV 2008
INTERFACE S)C-M0-2G DI GLINAC 206
INTERFACE £3/03-MD-25 DEC KIDTUSHE 2016

INTERFACE £3,%3 M2-~3 JEC COSTET 2007
INTEREACE S8R G JEL DUV 2010
INTEREACT S0 MG 0T GETNAC I
INTERFACE T3/63-N-FG DEC NIBTUCHE 2007

INTERFALE £3763-N0C-FG OEC COSTET 2045
INTEIT AL COAS-AKI G DL GLEMAC 2008
IRTERFATE CANFAWIFG DI NICLA E 2018

PAIE DL MIXS 6 A
PAE DU WIS C6
PAHECU MO 06
PRECU OIS T
PAE LU MGG T
PAT R 220 06
PHETU MO 08

RIFACT. VENARD
B=EAL L VENAND
PAILCU PO 04
PUCCU DS 0T
PAECU OS5 02
PAJECU MOS 08
PAIE LU MDS DS
P L MDS NS
PUECU MDSO?
PAJECU MOS IC

FAIE L ML
FAIL L MOS 1T

FAIE T M5 T
FOIEDUMIEM
FAIEDUMUS M
PAIE DL MS IS
ZAIT T NENS OB
DU MHE TG
FAIE DI MG
ORIE DU NUEDT
FAIT L NS O7
BOIZ M NSO
T NCIECe

FEAFFECT 292377 8 50522
AUL17Z2192 ANEY AMERITAN 23
TEAFIECT JO0S1T & &20e2
NN PAVAS VAL LS
FILLI24%ED FAYAS vIPASES
SEAFFECT 280377 & 420622
MUL170E192 NS AMERIZAN
Marnms OOSTET O0F ASS S0 - 1AL LYY

*RE

Layrere COGTET
Forre Frangols CUYCK
Swrpe GLENAC
Samiml NEOILHE

Lywrece COSTET
Ficrre Frangais CUTCK
Swrgu GLzhaC
Semeom MIDUCAE

Lurent DOSTIT
Fharre Frangels DU CL
Serqu GoEhAL
Samaw MIHOUCHE

Aurent J0STET
Zurge GLERALC
Sarraw NIBSUZHE

MERE Isabale
WEVE bl e
WEH L lesheln
WEE Isabaln
MEAE Inabele
MEUE laabule
FEEAE Inatnli

VIRSAD Il
VINASD Juis
VINAAD Juiz
VENANL luhe
ORI T
WERNAD Jude
WENARD Juke
WERARL Juhe
WENANL e
WENARD Lidbe

YESGIR Mino”
YEALER Mana

WESIER Oumicn

WURGEHN Darraan

YESGER Domien
YEIGER Qumicn
WEALEN Darrisn
YIAGIR Darrien
YESGIR Comien
YEAGER Coricn
YEALZH Darsicn
YUALER D ien

Moty o towie s MAEILE
Bles yoon Dovrisn VIRGES
Zilatavor e le MIRLE
shet aoen ulic VENGRD
Blo wo cnoube VENGRD
THlet van Manoe VERCER
Hlesyvion DoTien VIRGER
rdkgicn Cozee

k2 )
o
0
280

13216920¢€
LFAEE
SASOK
14312500
12emL<
A
RERSBAE )
N
Saisié
S1aed
LWL
15530 ¢
1’sMEC
NG
pEDEIR- 0
1asns €

1751504
S50<
1516¢
EOES1TY
1M
&anine
1Loz8c

LUTRITY
WL C
ExrASL
400
10532¢
NI
w5, e
L300
1Hs16¢
202,20€
110736G¢€
FEL0C
dL0€
47 z0C
1AL
HEETS
woee
335.20¢C
w2zE
BC TSN
11cARE
A0
ASEIE
pEL A FL

Lamaad
962,25 €
0K
WEIE
§535L¢C
25 ¢
LEHIN
e
5522,72¢

PSPE 2 - Contribuer a I'essor du biocontréle - Projet AttractMyFly 2015-2018

31



Rapport final- Projet Attractmyfly : APR “PSPE 2" Du 01/01/2015 au 11/03/2018

| Fonctionnement (20 000 €]
1a0sas LB AATS0E HLL15J205 MUNCHET LG A Carcammbaie 3zA00€
R VRS B NULISIZINS MDWVCHETEG A ursummbaie 2L ¢
% DORD SRIPT carali pack 231104

24052015 2ONHCMNE RULISIZIB FROMCNIT G A corearmibe ELY AR S
23001015 18ACH 50028 AIL1520684 FACNET LG 4 corzormb e aLCHL
U193 01s 2B-ACHSLIGISE FUILE2IA2 T S GNWA ALLAEX CHIr wisamabe (20N ER 4
JWCACHT IS RUTISINI DL SITOARGD rais douans 1573550
1W-MCHTT03E1S FILEESAFROMONET TG A4 rarenemmabin 851,97¢
B-ACHEOILC64 PULLE2E03S ECUINORE dsmedor A% e
235 ACH' 0142 ALL1515421 310343 LoMsunmIbis RIS
2RLALH ST SLITIEZSAMI PRCIIDNE] GG A sorsammaiis 15688¢
2EN-TIEATGIO0S RULIGIETEG FROGIOR T soeszemnails R
220-T124°6C0021 RJLI62E208 FROSONET sanesmmanis RUERTITS
19/C5720L8 230 ACR"E01954 PUALE2E6Z0 RIOTOR cnsommas e
snfaos ZED-ALA ISR 1855620 PRURINET LG A Lo 19731¢
RO FAIAL 055 AT PAIMONITC G A consanrech 4M7aC
13032010 EDLTAETOITIG RULIGESLLZ PROMONETCG A scnemTacle saAEe
et o ) RULIGITIN SIEMA ALDICE THIM consmTatle EXERITY
BN EEeED NUTIBL I KNS ALOFILE AW conammath 30e
BUT R B macmetmnia WEIIE S BRICICAGE T RS RGN pEm T e JEF-IT S
oy AITHAN PIUITS FACHING X LAVIR azawmmak 221€
/02017 WITN2ETTO0L6 REP CHALTD 2 TRIC? resarvation weh e W
20052017 3 P IR LR Uy REP CHALTOD ZEMETRCND resenation wehicue
EROES B 20011240 0008 HEP CHALTO JENE TR} rexealicn whicue
ay 1 M-S RIPCHALTO 20N TR 012 naservaticn wibizu s
Lwnsfe? IBI-MCHTMI318? RULITIFS2E ATEUER FERRTNMESIE aunt en fur
PR [ 3 i 18I-ACH IS5 RLLITI8I2E TROUS kecaton ke VERSES Cameen ANILOK
1310/1017 2B ACH' 0Cels2 AL11718122 JAOUS WLavon studio VERZES Damen Rl 4
JEC-ACH A MLLIIIEYZS IS iebos sodic VERSER Camun IGLC
pL ST | RUL1TINIZA ROUS et ke VERGER Samun 36004
131002007 T-ACHTTONA5S RUL1I7I81ZE CROUS aratas eude VIRGIR Damoes el
3401002027 23 TLATNO6L REFCHAUTO 32 TR 2017 rhzanation wetke e nse
3121002057 23071147 Noce: NEP CHALTOD 32 TR 01D e {0 o R 1078616
st ¢ THTLIAT N NP CHALTD % TR 3012 rlawvaten vl 3230¢
Ay FATIIATNNGA REFCHALTD W TR2012 chawewet n wiacals N
et Crlod) 2E0-ACHTI04345 RUILTIISAPACMONETCG A saceammabis LU S
1311202007 220 AC=4TI0280 AL 1720552 SIEMA DR CH CRIMY cotsommabis 1anmwe
miosfans ZaD-ALn A WITLES IS I CUYIEN reletire amghs 1z2eo0T
oz DAL CYISTET OECTS TRAS somyammaids 21200¢
1e320s RTINS REF DHFARTALTOT LE reencaat nnenhicile 17826
10320 20T E0E SES CHRARZALTOITLE résaraton wihicyle EEERERLS
1S B0 MetEON HEP CH PAOCRJTC STLE risarmtonwihioule 19291 ¢
msaoe PUICS SRS S H R HEZ CHPARC A1 14 revarsatine olhiuks L2204 ¢
M0 ARG ANDWNZ BOTCP soecmracle QIS
16/01,2012 WA RIS AN BOTIP caassmeacle 155 C
13052013 @B A BINEE AN2123.027 COAO! SREFC consomratie e
ChA0 AT BI R LU BRSNS LN RS - ™LWE
pLU IR L] A 1T RUI1?W53Z BeTaP WIS C
Sos sl 1740523 ¢€
Tetal colezampien 181 325,11 ¢€
T the mitesre bzn 59,555 7004590 €

igitte NESIUS

Crir r Adioint d@ ta
Comptasilitd et des Afaires
Financiéres

Fidy

A

PSPE 2 - Contribuer a I'essor du biocontréle - Projet AttractMyFly 2015-2018



Rapport finak Projet Attractmyfly : APR “PSPE 2" Du 01/01/2015 au 11/03/2018
Parterene o MATURG. FLANT PIOTECTION
Dale Cunede HNirndon degives
dpperet , seisment l compitabile Lizedls do Iy déparen Uit Nartast

Coit compiet de ks recherche

[orenfaons  [innaos | Ternzs g troall Sy aathm e - Aok - 43, 2000 275,8

01,0172016 31012/2016 Temizs aw Liwasil ¢ 103 57

11,01, 016 3iM12/048 Temgs de vl 52 - 35,20 - 21564

01/0L/2016  131112/3011 Tuires de Ll Crarforte Garres - 5ih - 14,74¢h 33,24

10172016 Tergs de bewani! Carcling Sucbianire 88 254Ch 16256

0170172017 Tengs de brvmll Samanthe Hesce - Aoh - 55,9500 793

u1,0152017 3320017 Temgs du e Carclue Soubanere - 500 - 24 604" 11325

03,01, 13/120i017 Terrps de braoil Chidwin Celanel - 120 - 25 4200 G

(03042018 |10/93/2012 Turmgs du el Samanths Besse - 15h - 35,0560 52,25

AN 10NE/ 013 Terps de trava) Larchur Swbanioe - 36,50 - 28 £5Ch 8,028

SouicToeN 5.2
Tl et Fun
TR e siasriia AT 4230
oA S

Cauld corfone,
A Fwu leaRIGI0IE

xS

PSPE 2 - Contribuer a I'essor du biocontréle - Projet AttractMyFly 2015-2018

33



	AttractMyFly_rapport final PSPE2_Costet
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7_figures 1
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7_figures 1 (1)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7 (1)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7_figures 1 (2)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7 (1) (1)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7_figures 1 (1) (1)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7 (2)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7_figures 1 (2) (1)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7 (3)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7_figures 1 (3)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7 (4)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7_figures 1 (4)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7 (5)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7_figures 3
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7 (6)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7_figures 4
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7 (7)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7_figures 5
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7 (8)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7_figures 6
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7 (9)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7_figures 7
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7 (10)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7_figures 8
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7 (11)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7_figures 9
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7 (12)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7_figures 10
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7 (13)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7_figures 11
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7 (14)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7_figures 12
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7 (15)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7_figures 13
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7 (16)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7_figures 14
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7 (17)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7_figures 15
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7 (18)

	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7_figures 1
	AttractMyFly_rapport final PSPE2_Costet (1)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7_figures 1 (1)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2_Costet (2)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2VF7_figures 1 (2)
	AttractMyFly_rapport final PSPE2_Costet (3)

