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En 5 parties :

1. Fiche de syntheése a diffusion publique : modéle « Ecophyto » (Cf colloque Ecophyto Recherche)
jointe au mail.

2. Rapport d’activité :

e de I'exécution du projet (par tache, par partenaire),

Le projet PROBIOTAUPIN a été réalisé entre avril 2015 et novembre 2018 par Arvalis Institut du
végétal (Chef de file), le CTIFL, FACTA, 'UMR DGIMI (Inra - Université de Montpellier 1), la SONITO et
les stations régionales légumes ACPEL, APREL, SudExpé (anciennement CEHM), Invenio avec pour
objectif de proposer des stratégies alternatives de protection contre les taupins.

Arvalis s’est employé a animer le projet tout au long de sa durée. En contact permanent avec les
différents partenaires du projet et notamment I’'UMR DGIMI pour lequel il a fourni environ un millier
de larves de taupins pour la réalisation d‘essais en conditions contrélées au laboratoire. Arvalis a
également réalisé de nombreux essais sur l'intérét des substances naturelles et des champignons
entomopathogenes pour la protection des cultures de mais et de pommes de terre contre les taupins.
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LUMR DGIMI a réalisé des bioessais en laboratoire destinés au screening de souches de nématodes
vis-a-vis des larves de taupins (voir § Résultats, axe 1).

Les autres partenaires du projet (CTIFL, ACTA, SONITO et les stations régionales légumes ACPEL,
APREL, SudExpé, Invenio) ont participé a I'élaboration des protocoles d’expérimentation, a la
réalisation des essais sur différentes espéces cultivées et a la synthése des résultats (voir § Résultats,
axes 2 et 3).

e des moyens (humains et techniques) effectivement mis en ceuvre,
Ces éléments seront complétés lors de la consolidation du rapport financier.
ARVALIS :

UMR DGIMI :

ACTA

CTIFL

ACPEL

APREL

SudExpé

Invenio

SONITO

e de laréalisation des jalons et de la production des livrables annoncés,

La convention entre le chef de file et 'AFB a été signée le 16 novembre 2016 pour une durée de deux
ans. Cependant, le projet a été initié par anticipation (en accord avec les personnes référentes) et a
effectivement débuté le 15 avril 2015. Cela signifie que les résultats ont été acquis sur 4 campagnes
de production.

Les principaux livrables actuels sont :
e nombreuses présentations dans des réunions techniques des différentes filieres concernées
aupres de techniciens et d’agriculteurs.
e |le compte-rendu intermédiaire, le présent rapport

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

Lanimation a été faite tout au long du projet par l'intermédiaire de deux réunions par an l'une
physique, 'autre téléphonique (dont I'historique figure ci-dessous).

e Une réunion téléphonique par an (fin d’hiver) suivie d’échanges par email pour élaborer les
protocoles a mettre en ceuvre au printemps suivant, discuter des méthodologies et définir
les besoins en matiéres premiéeres pour les essais de lutte au champ sur les différentes
cultures ou en conditions de laboratoire (fourniture de larves de taupins de la part des
partenaires a destination de I'lUMR DGIMI pour la réalisation des bioessais sur nématodes
entomopathogeénes),

e Une réunion par an en présentiel : restitution des résultats de chaque partenaire, échanges

sur les méthodologies utilisées, réflexion sur les expérimentations a mettre en place pour la

Rapport technique PRO BIO TAUPIN



prochaine campagne. Chaque réunion a fait 'objet d’'un compte rendu diffusé a tous les

partenaires. L'ensemble des partenaires étaient présents (ou excusés) aux réunions

téléphoniques ou de restitution de résultats annuels.

Historique du projet et liste des réunions tenues depuis le début du projet :

Date Lieu Actions (partenaires présents) Livrables
18/05/2014 - Dépot de dossier AAP
23/10/2014 - Avis favorable mais dépenses
éligibles a partir de avril 2015

19/03/2015 Réunion Préparation programme 2015 Fichier excel reprenant les

téléphonique Echanges sur les protocoles thématiques et les

besoins par partenaire
15/04/2015 - Début du projet (éligibilité
financiere)

04/02/2016 BORDEAUX Restitution résultats année 2015 Compte-rendu de réunion
Février 2016 Echanges par Préparation programme

email expérimentations 2016
14/03/2017 PARIS Restitution résultats année 2016 Compte-rendu de réunion
Mars 2017 Echanges par Préparation programme

email expérimentations 2017
20/12/2017 BORDEAUX Restitution résultats année 2017 Compte rendu de réunion
23/02/2018 Réunion Préparation programme 2018 Fichier excel reprenant les

téléphonique Echanges sur les protocoles thématiques et les

besoins par partenaire

17/12/2018 Réunion Restitution résultats année 2018

téléphonique

des liens établis avec les acteurs du plan Ecophyto, en particulier du ou des dispositifs concernés,

Participation au séminaire Ecophyto organisé les 14-15 décembre 2017 (Paris, La Défense).
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e des différents produits du projet (a lister)

Résultats d’expérimentations diffusés dans des réunions agriculteurs et/ou techniciens par

chaque partenaire
Partenaires Réunions Dates Lieux
ARVALIS Réunion techniciens mais 28/11/2017 Hagetmau (40)
29/112017 Montauban (82)
07/11/2017 Ploérmel (56)
10/01/2017 Sainte Croix en Plaine (67)
30/11/2017 Villefontaine (69)
Culturales 2018 4-5/6/2018 Isle Jourdain (32)
Réunion techniciens pommes de terre | 29/11/2018 Cottenchy (80)
4émes rendez-vous techniques 28/06/2018 Villers Saint Christophe (02)
Pommes de terre
APREL Commission phytosanitaire annuelle 26/11/2015 Saint Rémy de Provence (13)
sur les essais de protection intégrée
ACPEL Réunion technique de restitution des | 19/11/2015 Mignaloux Beauvoir (86)
résultats annuels d’expérimentation 22/112016 Mignaloux Beauvoir( 86)
14/12/2017 Le Bois Plage en Ré (17)
28/11/2018 Le Bois Plage en Ré (17)
05/02/2019 Vouillé les marais (85)
05032019 Riviere (86)
15/04/2019 Brie (79)
Invenio Groupe de Travail Régional Asperge 13/10/2015 Ychoux (40)
11/10/2016
10/10/2017
23/10/2018
Réunion technique de restitution des | 18/03/2016 Bétaille (46)
résultats annuels d’expérimentation 09/02/2016 Saint-Geours-de-Maremne (40)
07022017 Bétaille (46)
20/02/2017 Solférino (40)
02/032017 Bram (11)
20/11/2017 Bétaille (46)
08/02/2018 Castets (40)
28/02/2018 Bram (11)
11/12/2018 Bétaille (46)
06/02/2019 Castets (40)
SUDEXPE Journée Régionale Occitanie 07/12/2017 Marsillargues (34)
Maraichage Bio 20/11/2018 Castanet Tolosan (31)
Groupe de travail National Melon 14/12/2015 Balandran (30)
12/12/2016 Montauban (82)
18/12/2017 Saintes (17)
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18/12/2018 Marsillargues (34)
Commission technique Régionale 15/10/2015 Marsillargues (34)
Melon
Groupe de travail National Asperge 07/022017 Paris (75)
25/09/2018 Ychoux (40)
SONITO Commission Technique 18 et Avignon (84) et Bias (47)
19/12/2017
Commission Technique 15 et 27/11/2018 | Avignon (84) et Bias (47)

e Articles scientifiques

Bueno Océane, 2018. Etude des facteurs de virulence de la bactérie entomopathogéne
Xenorhabdus kozodoii vis-a-vis du ravageur taupin (Agriotes sordidus). Rapport de stage M1
(parcours master IMHE de I’Université de Montpellier)

Frayssinet Marie, Pages Sylvie, Lawac Floriane, Duvic Bernard, Givaudan Alain and Ogier Jean-Claude
(2018). Evaluation des nématodes entomopathogénes et leurs bactéries symbiotiques pour lutter
contre les taupins. Poster présenté au colloque «International Congress Natural Products and
Biocontrol, Perpignan, FRA (2018-09-25 - 2018-09-28)».

Larroudé Ph. et Thibord J.B. — 2017 - Intérét de I'utilisation de Metarhizium brunneum pour lutter
contre les taupins (Agriotes sp.) en Grandes cultures - 11éme Conférence Internationale sur les
Ravageurs et Auxiliaires en Agriculture, Montpellier 25-26/10/2017.

Lawac Florianne, 2017. Evaluation de la virulence des complexes némato-bactériens
entomopathogénes contre les taupins. Rapport de stage M1 (Master en Agronomie et Agro-
alimentaire, Parcours SEPMET, SupAgro Montpellier)
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3. Rapport scientifique :

e Introduction rappelant la problématique, les enjeux et I'état de I'art
Contexte

De nombreuses cultures sont actuellement exposées a de graves attaques par les larves de taupins. Les dégats
occasionnés diminuent le rendement de la culture (mais, céréales a paille, carotte, tomate, melon...) ou la
qualité du produit (pomme de terre, carotte, melon, asperge..) pouvant entrainer par conséquent un
déclassement de la production.

Une protection insecticide contre les taupins est nécessaire sur d’'importantes surfaces cultivées. Depuis
quelques années, les producteurs sont confrontés a une raréfaction des solutions phytopharmaceutiques
(retraits de produits commerciaux suite a l'interdiction de certaines substances actives). Les solutions qui
demeurent disponibles présentent souvent une efficacité plus limitée.

Il devient donc nécessaire et urgent d’élaborer des stratégies de protection intégrant des solutions de
biocontrole soit en substitution des solutions phytopharmaceutiques pour les situations de faibles niveaux
de populations de taupins, soit en complément des solutions conventionnelles dans le but de limiter la
nuisibilité du ravageur dans les situations de fortes populations.

L'élargissement des problemes liés aux attaques de taupins sur différentes filieres et les difficultés a
obtenir des Autorisations de Mise en Marché de nouvelles substances actives avaient conduit le
Ministére de I’Agriculture et de la Péche a demander a I'INRA en décembre 2008 un rapport intitulé
« Lutte contre les taupins : Etat des recherches et des connaissances techniques en France et dans
I’'UE. Voies de recherche a privilégier ». Les principales actions présentées dans les conclusions du
rapport (Dedryver, 2009) ont été conduites dans un projet de recherche « Protection des cultures
contre les attaques de taupins : Prévision des risques et élaboration de nouvelles techniques de lutte
» (Casdar 1133, 2012-2014). Ce projet, fruit d’'une collaboration entre instituts techniques (Arvalis,
Ctifl, Acta, Itb), stations régionales légumes et I'Inra, a permis d’initier de nouveaux travaux sur la
prévision des risques d’attaques de taupins (UMR IGEPP, Rennes) et sur I’évaluation de I'intérét des
nématodes entomopathogenes pour la lutte contre les larves de taupins (UMR DGIMI, Montpellier).
De plus, toujours dans le cadre de ce projet, d’autres travaux de recherche ont également permis de
mettre en évidence ou de confirmer I'intérét potentiel de moyens de lutte tels que, par exemple , la
lutte a l'aide de champignons entomopathogenes Metarhizium anisopliae ou l'application de
substances naturelles ayant des propriétés répulsives ou insecticides.

Le programme PROBIOTAUPIN avait pour objectif de poursuivre les travaux de recherche concernant

trois axes : nématodes entomopathogénes, champignons entomopathogénes et substances naturelles
insectifuges.
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e les approches scientifiques et techniques utilisées

Le projet est basé sur lacquisition de références dans la lutte contre les taupins lors
d’expérimentations en conditions de laboratoire (nématodes entomopathogenes) ou au champ
(champignons entomopathogenes ou substances naturelles).

e Essais mis en place lors du projet

Au cours des 4 campagnes sur lesquelles s’est déroulé le projet Pro-Bio-Taupin [2015-2018], 48 essais
ont été mis en place au champ sur différentes cultures par les différents partenaires.

Répartition des essais par axe de recherche et par culture entre 2015 et 2018

Culture Nombre d’essais mis Axes travaillés? Partenaires impliqués
en place (attaqués)

Asperge 6 (4) 2,3 Invenio (4), Sud Expé (2)

Carotte 2 (0) 2,3 APREL

Mais 9(9) 2,3 Arvalis

Melon 10 (6) 2,3 ACPEL, CTIFL, Invenio,
SudExpé

Pommes de terre 16 (16) 2,3 ACPEL, APREL, Arvalis

Tomate 4 (0) 2,3 SONITO

Rutabagas 1(0) 2,3 ACPEL

L+ axes travaillés :

1= nématodes entomopathogénes ; 2= champignons entomopathogénes ; 3= substances naturelles

LUMR DGIMI a travaillé (axe 1) sur un screening de souche de nématodes en 2015 et 2016, puis sur
les bactéries associées (a ces nématodes) en 2017 et 2018. Les larves de taupins utilisées dans les
bioessais ont été fournies principalement par Arvalis et ACPEL.

e Méthodes d’expérimentation utilisées

Axel : évaluation des Nématodes EntomoPathogénes (NEPs)

® Matériel biologique

Collecte et identification des larves de taupins: la plupart des collectes de taupins a été réalisée sur
des parcelles de mais-grain dans la région sud-ouest de la France, a proximité de Pau; quelques
collectes ont été réalisées a Villeveyrac dans I’'Hérault sur une parcelle de radis.

Aprés chaque collecte sur le terrain, les larves étaient triées et séparées en fonction de leur taille,
puis identifiées selon des criteres morphologiques définis par la clé de Cocquempot et al., 1999. Les
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résultats d’identification morphologique étaient confirmés par une approche PCR (Polymerase Chain
Reaction) ciblant le géne de la Cytochrome oxydase | (CO/), couramment utilisé en taxonomie chez les
insectes (Staudacher, 2011). Cependant, les amorces universelles de Staudacher n’étant pas adaptées
pour amplifier efficacement le géne COI des larves de taupins, elles ont été redessinées pour le projet
(Taupin_F: 5" TCG-TCG-TGA-ATT-AGG-TAA-CC 3’ et Taupin_R: 5" ATT-CCT-GTT-GAT-CGY-ATA-TTA-TA 3')

Les nématodes entomopathogénes et leurs bactéries associées: les souches de NEPs et leurs
bactéries associées (symbiotiques ou non) utilisées pour les bio-essais proviennent de la collection
DGIMI (voir annexe n°1).

® Bio-essais en laboratoire

Test de pathologie par injection directe des souches bactériennes : Pour une souche bactérienne
testée, un minimum de 10 larves de taupin sont injectées de facon a réaliser des tests statistiques.
Pour certaines souches des répétitions en triplicat ont été réalisées (ces répétitions n‘ont pu étre
réalisées sur le panel entier des bactéries testées en raison du manque de matériel biologique
taupin). Les larves injectées sont placées dans une plaque cellulaire de 12 puits contenant un tapis de
sable fin autoclavé humidifié, recouverte de papier aluminium et stockée a I'étuve a 23°C. L’injection
est effectuée sur des larves de plus de 2 cm, au niveau des inter segmentaires latéraux. Le nombre de
bactéries injectées est vérifié par étalement de la suspension sur milieu de culture.

Test de pathologie par infestation avec les NEPs: Pour une souche de NEP testée, 30 larves de
taupins sont utilisées. Les bio-essais sont réalisés dans des pots individuels remplis a moitié de sable
fin autoclavé et contenant un morceau de carotte. Une suspension de 500 NEPs diluée dans le Ringer
est mise en contact avec une larve de taupin. Les pots sont placés dans I'étuve a 23°C a 'obscurité, et
un suivi est réalisé quotidiennement pour évaluer le taux de mortalité, le succes parasitaire et le
succes reproducteur.

Axe 2 et 3 : évaluation des Champignons entomopathogénes et substances naturelles

Au champ, les essais de lutte ont été réalisés selon la méthode CEB N°248 « Méthode d’essai
d’efficacité pratique d’insecticides destinés a protéger les cultures contre les larves de taupins et
autres ravageurs souterrains » (Edition 2010). La plupart des essais ont été réalisés en conditions BPE
(Bonnes Pratiques d’Expérimentation) par du personnel qualifié (ingénieurs et techniciens).

Les dispositifs adoptés étaient la plupart du temps des dispositifs en blocs de Fischer a 3-4 répétitions
avec témoin non traité inclus.

En termes d’indicateurs :

Sur mais, durant les premieres semaines de culture entre le semis et le stade 9-10 feuilles des
comptages de plantes présentes et de plantes attaquées par les taupins sur 20 meétres linéaires par
répétition sont réalisés a intervalle de temps régulier (3-4 observations).

Pour les pommes de terre, a la récolte un prélevement de 100 tubercules par répétition est réalisé au
centre de la microparcelle expérimentale, un dénombrement du taux de tubercules attaqués
(présentant au minimum un trou ou galerie de plus de 3.5 mm de profondeur — toujours visible apres
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3 passages d’économes) et de l'intensité d’attaques (nombre de trous par tubercule) sont alors
effectués. Le méme protocole est suivi pour les essais sur carotte.

Sur asperge, (Invenio), une fois par semaine pendant toute la durée de la récolte d’asperge (soit
environ 8 semaines), 100 turions par modalité sont prélevés. Sur chaque turion le nombre de
morsure de taupin et de piq(re de scutigérelle est comptabilisé.

Sur melon, comptage du nombre de jeunes plants morts suite a une attaque de taupins par parcelle
élémentaire (2 semaines apres plantation) et comptage du nombre de morsures par fruit a chaque
récolte.

e Résultats obtenus

Axe 1 - Nématodes entomopathogénes (NEPs)

® Objectifs des travaux

Lors du projet CASDAR n°1133 (2012-2014) « Protection des cultures contre les attaques de taupin :
prévision des risques et élaboration de nouvelles techniques de lutte », auquel DGIMI était
partenaire, des bio-essais d’infestations de complexes némato-bactériens ont été effectués sur des
larves de taupins et ont donné des résultats peu probants (faibles taux de mortalité et résultats
d’efficacité tres irréguliers pour une méme souche de NEPs). 'hypothése émise pour expliquer le
faible succés des NEPs était la barriere cuticulaire tres rigide des larves de taupin qui empécherait le
nématode de rentrer dans l'insecte pour libérer ensuite sa bactérie symbiotique entomopathogene.

Au cours de ce projet EcoPhyto « Pro-Bio-Taupin », les travaux avaient pour objectifs:

1) de s’affranchir de I'effet « barriere » de la cuticule des insectes grace a la mise au point de bio-
essais par injection directe des bactéries symbiotiques (ou associées aux NEPs) dans I’"hémolymphe
des taupins, et rechercher les souches bactériennes les plus performantes parmi un panel
représentatif des souches de la collection DGIMI.

2) cribler de nouvelles souches de NEPs parmi la collection DGIMI en testant le succés parasitaire des
complexes némato-bactériens dont les bactéries symbiotiques se seront avérées les plus
performantes lors du criblage de I'étape 1.

3) Optimiser les performances des NEPs pour lutter contre le taupin en combinant leur utilisation
avec d’autres méthodes de lutte.

e Synthése des résultats obtenus

Collecte et identification des larves de taupins.

Au total, sur la durée du projet, environ 3000 larves de taupins ont été collectées a Villeveyrac et a
Pau. Les identifications morphologique et moléculaire ont montré que les larves provenant des 2 sites
étaient quasi exclusivement des Agriotes sordidus (voir Annexe n°2).
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Bio-essais par injection directe des bactéries symbiotiques.

La virulence d’une vingtaine de souches bactériennes (voir annexe 1) a été testée par injection directe
de la culture dans les larves de taupins (Figure 1). Deux souches symbiotiques se sont révélées tres
performantes puisqu’elles entrainaient 100 % de mortalité des larves de taupins a 48h post injection:
X. nematophila FR36 (associée au nématode S. carpocapsae FRA36) et X. kozodoii FR48 (associée au
nématode S. boemarii FRA48). Les bio-essais ont été répétés plusieurs fois avec ces 2 souches, et le
phénotype hyper virulent a été confirmé uniquement pour la souche X. kozodoii FR48 (Figure 2).
Nous avons vérifié par des tests d’hémoculture que la bactérie X. kozodoii FR48 était capable de se
multiplier et de provoquer une septicémie conduisant a la mort rapide de l'insecte.

Les injections d’autres souches de l'espece X. kozodoii ont révélé qu’elles étaient trés peu
performantes comparativement a la souche X. kozodoii FR48 (exemple en figure 1 avec la souche X.
kozodoii FR74), révélant pour la premiere des virulences variables contre un insecte donné chez des
souches de Xenorhabdus appartenant a la méme espeéce.

Figure 1: Cinétique de mortalité des larves de taupins en fonction du temps. La correspondance
entre le n° de souche et les espéces est indiquée en annexe n°1. La souche F1 correspond a un contréle
positif, I'injection de milieu LB a un contréle négatif. N = 10 larves de taupins/souche testée ; dose
injectée/larve = 10* bactéries dans 5 ul.
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Figure 2: Courbes de survie des larves de taupins (% des survies cumulées) en fonction du temps
apreés injection par les souches X. kozodoii FR48 et X. nematophila FR36. La souche F1 correspond a
un contréle positif, Iinjection de milieu LB a un contréle négatif. N = 60 larves de taupins/souche
testée ; dose injectée/larve = 10* bactéries dans 5 ul
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Bio-essais par Infestation des complexes némato-bactériens

Nous avons évalué les performances insecticides sur taupins des couples némato-bactériens en
sélectionnant ceux dont les bactéries symbiotiques sont les plus virulentes, c'est-a-dire parmi les
couples S. boemarii/ X. kozodoii et S. carpocapsae/X. nematophila. Pour chaque couple, 3 souches
ont été testées (Figure 3).

Dans un premier temps, des bio-essais ont été menés sur I'insecte modele Galleria mellonella afin de
s’assurer que les souches de NEPs testées étaient physiologiquement actives. Les taux de mortalité
des larves de Galleria étaient compris entre 90% et 100% aprés 48h post infestation (Figure 3A), ce
qui prouve que les complexes némato-bactériens utilisés dans nos bio-essais étaient dans un bon
état physiologique.

Concernant les bioessais sur les larves de taupins, les taux de mortalité étaient faibles et compris
entre 20 et 50% apres 21 jours post infestation (Figure 3B), quel que soit le couple de nématode
testé. Ce n’est donc pas parce qu’'un nématode porte une bactérie symbiotique performante que le
complexe némato-bactérien sera naturellement performant pour tuer les larves de taupins. Ces
résultats confirment I'hypothése que I'étape limitante pour la réussite parasitaire des complexes
némato-bactériens est probablement liée a la difficulté du nématode pour pénétrer dans l'insecte.
Nous avons cependant observé des comportements différents dans le cycle parasitaire des NEPs en
fonction des souches de NEPs testées. En effet, parmi les 6 couples testés, seul le complexe némato-
bactérien S. boemarii FRA48/X. kozodoii FR48 était capable d’effectuer son cycle parasitaire complet
dans les larves de taupins, puisque des émergences de stades infestants (lJs) ont été observées a
partir des cadavres larvaires. Par conséquent, il semblerait que plus la bactérie symbiotique s’avere
virulente vis-a-vis d’un insecte donné, plus le cycle parasitaire complet des nématodes est efficace.
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Figure 3 : Tests de bio-infestation par contact entre les NEPs et les larves d’insectes

A. Test de mortalité sur des larves de Galleria mellonella. Les histogrammes représentent le
pourcentage de mortalité moyen (3 réplicas) des larves de Galleria 48h post infestation avec des
souches de S. boemarii et de S. carpocapsae. N = 30 larves de Galleria ; dose infestation = 500 NEPs
par larve ; contréle négatif = liquide de Ringer ; contréle positif = SK27 T2.
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B. Test de mortalité sur des larves de taupin. Les histogrammes représentent le pourcentage de
mortalité moyen (3 réplicas) des larves de taupin 21 jours post infestation avec des souches de S.
boemarii et de S. carpocapsae. N = 30 larves de taupins ; dose infestation = 500 NEPs par larve ;
contréle négatif = liquide de Ringer ; contréle positif = SK27 T2.
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Bio-essais combinant l'utilisation des NEPs avec d’autres méthodes de lutte

L'objectif attendu était d’améliorer les performances des NEPs pour tuer les larves de taupin par la
recherche d’effets synergiques lorsque leur utilisation est combinée avec d’autres méthodes de lutte.
Nous avions notamment envisagé des bio-essais combinant NEPs et insecticides chimiques a faible
dose, et des bio-essais combinant NEPs et souches de Metarhizium. Ces travaux a I’échelle semi-field
était prévu au laboratoire CTIFL de Bergerac, en collaboration avec Francois Villeneuve.
Malheureusement, les conditions climatiques trop humides et trop froides au printemps 2018 n’ont
pas permis de collecter suffisamment de matériel biologique taupin pour la mise en place des essais.
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Les moyens financiers initialement dédiés a cette action ont été mobilisés pour la réalisation d’autres
travaux. Le CTIFL a notamment réalisé un essai supplémentaire sur melon avec pour objectif
d’acquérir des résultats permettant de comparer des solutions a base de champignons
entomopathogenes et de substances naturelles car peu de données valides étaient disponibles faute
d’attaque significative dans les précédents essais.

Axe 2 : évaluation des Champignons entomopathogénes (CEPs)

En France, la spécialité commerciale Met 52 Granulés (Novozymes) bénéficie depuis 2011 d’une
homologation pour la protection contre I'otiorhynque sur fraisier.

Des premieres expérimentations conduites entre 2012 et 2014 par ARVALIS et autres partenaires lors
du programme CASDAR n°1133 avec l'utilisation de ces organismes vivants et notamment de la
formulation MET 52 GR (a base de Metarhizium anisopliae / brunneum F52 sur support grains de riz)
avaient donné des résultats encourageants mais cependant irréguliers dans la protection des plantes
contre les attaques de taupins.

De 2015 a 2018, les actions se sont poursuivies avec l'objectif (i) de valider les premiers résultats, (ii)
de définir les itinéraires techniques (doses a appliquer, positionnement spatio-temporel de la
formulation au champ, ...) les plus efficients dans la protection des plantes tout en tentant
d’expliquer la variabilité d’efficacité, (iii) de mesurer I'impact de cette formulation sur les
populations larvaires lors de suivis pluriannuels.

Protections des plantes et des produits de récolte

En culture de mais, deux essais mis en place en 2015 confirment I'intérét d’utiliser une dose élevée
de MET 52 GR (125 kg/ha) pour lutter contre les taupins (en moyenne 60 % d’efficacité vs 40 % pour
la dose de 50 kg/ha). En 2016, deux essais complémentaires, I'un en Bretagne en présence d’espéces
a cycle long (A. lineatus et A. sputator) et l'autre au sud de I'Aquitaine en présence de l'espéce A.
sordidus, montrent une efficacité variable du produit a la dose de 125 kg/ha (20 % et 50 %
respectivement). Ces différences peuvent étre expliquées par la biologie du ravageur lui-méme
(espéce, stade larvaire) et/ou les conditions d’implantation des CEPs en début de culture
(température et humidité du sol, ...). Des premiéres expérimentations conduites en laboratoire en
présence de I'espéce Agriotes sordidus, avaient démontré que l'action de la spécialité était d’autant
plus foudroyante que les larves étaient jeunes.

Lanalyse de 10 essais, réalisés entre 2012 et 2017 sur mais grain tend a montrer en situation de
fortes attaques une efficacité moyenne proche de 50 % de la formulation MET 52 GR appliquée a la
dose de 125 kg/ha en plein et incorporée sur les 10-15 premiers centimétres avant semis de mais
(figure 4). Celle—ci est néanmoins fortement liée aux conditions climatiques et notamment au cumul
de pluie mesuré au cours de la période [15 jours avant semis - 30 jours aprés semis] (R?=0.65).
Lefficacité du produit varie pratiquement du simple au double (de 40 a 72 %) pour des niveaux
d’attaques sur les témoins non traités variant de 16 a 49 % (figure 5).
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Figure 4 — Intérét de MET 52 GR appliqué en plein et | Figure 5 — relation entre pluviométrie cumulée [15 jours
incorporé avant semis de mais (synthése 10 essais | avant semis-30 jours aprés semis] et efficacité de MET
2012-2017 — 8 essais sud Aquitaine / 2 essais | 52 GR (8 essais mais sud Aquitaine — 2012-2017) -
Bretagne) — Arvalis Arvalis
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Une interrogation était soumise quant a I'attractivité du support « riz » de la formulation vis-a-vis des
taupins. Les quelques références d’Arvalis ne mettent pas en évidence d’effets significatifs du support
« riz » sur le taux de plantes attaquées. Pour 5 essais (figure 6) mis en place sur mais entre 2012 et
2016, l'efficacité est en moyenne de 10%. Il est difficile de parler d’attractivité du riz. Lefficacité de la
formulation MET 52 GR observée sur les larves de taupin est majoritairement imputable a la présence
de Metarhizium anisopliae / brunneum souche F52.

Figure 6 — Effet attractif du riz (synthése 5 essais 2012-2016 — Arvalis)
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En culture de pommes de terre, sur cing années d’études 2014-2018, les résultats acquis par ARVALIS
confirment I'intérét de cette formulation appliquée en plein avant plantation a la dose de 125 kg/ha
(dose la plus forte), I'efficacité est proche du produit de référence mais reste limitée a environ 30%

(figure 7).
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Figure 7 — Fréquence de tubercules de pomme de terre attaqués par les taupins. Synthése 4 essais 2016-2018 —
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Le méme constat est fait par 'APREL certaines années et 'ACPEL pour des applications en raie de
plantation sur des pommes de terre primeurs récoltées moins de 80 jours apres plantation (2018).

Sur melon, peu d’essais ont subi des attaques significatives par les taupins. LACPEL en 2015 (figure 8)
observe pour un niveau d’attaque dans le témoin de 47% (1.8 perforation par fruit) une efficacité de
I'ordre de 30% pour une dose MET 52 GR de 125 kg/ha appliquée en plein et incorporée avant
plantation, efficacité inférieure a celle mesurée avec la référence FORCE 1.5 G (70%). En revanche,
aucune efficacité n’est constatée par SudExpé et le CTIFL en 2015 ou encore Invenio en 2018 pour des
niveaux d’attaques plus modérés (respectivement 18, 6 et 11% de fruits touchés dans les témoins).

Figure 8 — Intensité d’attaques des larves de taupins sur fruits (melon - ACPEL 2015)
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Sur asperge, seul un essai est exploitable. Invenio observe en 2017 (figure 9) dans des conditions
d’attaques significatives (30 a 85% de turions mordus selon les dates de récolte) que MET52 GR
(appliqué a la dose de 100 kg/ha en plein avant buttage soit 15 jours avant le début de la récolte)
enregistre des résultats intéressants contre les attaques de taupins dans le premier mois de récolte.
Cet effet s’estompe ensuite.

Sur les essais conduits en asperge aucun symptome de phytotoxicité n'a été observé sur les turions.
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Figure 9 — Fréquence de turions mordus par les larves de taupins sur asperges (INVENIO 2017)
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Sur carotte et sur tomate, les essais réalisés par le CTIFL, 'APREL et la SONITO présentent des niveaux
d’attaques faibles. Cela ne permet pas de conclure concernant I'éventuelle efficacité des champignons

entomopathogenes.

Intéréts de CEPs pour la réduction des populations larvaires

Lutilisation répétée dans une parcelle de la formulation MET 52 GR sur le niveau de population
larvaire a été mesurée entre 2013 et 2016. Depuis 2013, chaque année, environ 15 jours avant semis
de mais, la formulation MET52 GR était épandue a la dose de 50 kg/ha et incorporée sur 10 a 15 cm.
Au bout de 3 années d’essai (de 2014 a 2016), les niveaux de population larvaire ont été réduits dans
la zone traitée par le champignon (figure 10). Le dispositif expérimental ne permet pas de réaliser
d’analyse statistique des données.

Figure 10 - Evolution des populations larvaires de taupins suite a des applications répétées de MET 52 GR au
printemps avant semis de mais (Arvalis 2013-2016).
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Poursuivant cet objectif d’abaissement de population, un autre site expérimental a été mis en place
par Invenio sur asperges entre 2015 et 2017 avec un protocole légérement adapté.

Pour la campagne de récolte 2016, une application de MET 52 GR a été réalisée en végétation de
I'année n-1, le 16/09/2015, sans incorporation. Le mois de septembre offrant des conditions de
températures et d’humidité du sol favorable au développement du champignon.

Au démarrage de la récolte au printemps 2016, les niveaux d’attaques de taupins ne semblent pas
avoir été impactés par la présence de Metarhizium anisopliae.

Dans les essais suivants, le MET 52 GR a été appliqué juste avant le buttage permettant une
incorporation, les buttes sont alors bachées offrant des conditions de températures optimales pour le
développement du champignon. Cette méthode permet de réduire le temps entre I'application du
champignon et la récolte par rapport aux attaques de taupins.

Cependant, les niveaux d’attaques n‘ont pas été réduits au fil du temps dans ce deuxieme site. Les
résultats encourageants obtenus par Arvalis ne sont donc pas confirmés.

Axe 3 — Substances naturelles

Des premiers résultats obtenus lors du programme CASDAR 2012-2015 avaient permis de mettre en
évidence l'intérét de l'utilisation d’issues de transformation (sous forme de tourteaux) de plantes
riches en glucosinolates pour la protection des cultures contre les larves de taupins (procédé de
biofumigation). Différentes spécialités/formulations ont été identifiées en début de projet. Les
différentes modalités retenues et expérimentées dans le cadre de PROBIOTAUPIN sont :

-BIOFENCE (tourteaux issus de graines de Brassica carinata déshuilées), spécialité commerciale en
formulation granulés,

-du son de moutarde (Sinapis alba), formulation en poudre,
-COLEOFAR (oligoéléments et extraits d’algues), spécialité commerciale en formulation liquide,

-TAPIS VERS (oligo éléments, jus d’algues et extraits de piments et de moutarde), spécialité
commerciale en formulation liquide.

D’un point de vue réglementaire, le son de moutarde est autorisé pour certains usages dans le cadre
des substances de bases. Les autres produits sont proposés a la vente en tant que produits fertilisants
(ou biostimulants). Si ces produits ne peuvent pas en théorie revendiquer d’intérét pour la protection
des plantes, la composition des produits et certaines allégations de fournisseurs incitent a évaluer
I'intérét de ces produits pour la protection contre les taupins.

Dans le cadre de ce projet, les essais avaient pour objectifs de (i) valider I'intérét de différentes
formulations insectifuges et (ii) définir les itinéraires techniques pour atteindre une efficacité
optimale du produit. Trois axes furent traités : recherche de dose, positionnement spatial et
positionnement temporel du produit.
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Pour la spécialité commerciale BIOFENCE, une efficacitt moyenne de l'ordre de 40 a 50% est
obtenue avec une dose de 3 tonnes par hectare épandue en plein et incorporée juste avant le semis
de mais ou la plantation de pommes de terre. Lefficacité est cependant variable. Les conditions
climatiques de début de culture (humidité nécessaire a la biofumigation) et le stade de
développement du ravageur (les jeunes larves sont certainement plus sensibles) semblent avoir une
influence sur les performances mesurées.

En culture de mais, I'efficacité de BIOFENCE est comprise entre 55 et 85% dans 4 situations sur les

cing essais mis en place en Bretagne entre 2014 et 2018 sur des espéeces de taupins a cycle long (A.
lineatus, A. sputator, A. obscurus) (figure 11). Dans les essais réalisés dans le sud de I'Aquitaine, les
résultats ne permettent pas d’obtenir une efficacité aussi satisfaisante. De plus, un manque de
sélectivité est observé avec des pertes de plantes comprises entre 12 et 50%. Afin de limiter ce
mangque de sélectivité et réduire les colts, le positionnement temporel et I'optimisation de la dose
sont nécessaires. Des applications a la dose de 3 t/ha en plein ont été réalisées 10 jours avant semis
de mais dans deux essais. Les résultats sont variables avec dans un cas une efficacité de 50% et dans
l'autre cas un manque de sélectivité flagrant. Des modalités comportant des doses réduites et
concentrées sur la zone a protéger ont donné des résultats encourageants avec une efficacité
atteignant 40 % mais dans des situations d’attaques limitées (15-20 %) (figure 12). Les travaux devront
étre poursuivis afin de confirmer la sélectivité et l'efficacité de cette stratégie dans de plus fortes
pressions d’attaques de taupins.

Figure 11 — Intérét de Biofence appliqué a 3 tonnes/ha | Figure 12 — Evaluation de réduction de doses de
en plein et incorporé avant semis de mais (synthése 5 | Biofence (synthése de 3 essais 2015-2018 — Arvalis)
essais 2014-2018 — Bretagne) — Arvalis
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En production de pommes de terre, les six essais réalisés par Arvalis en 2015 et 2017 montrent pour

des niveaux d’attaques tres différents allant de 8 a 82 % de tubercules troués, une efficacité de I'ordre
de 40 % (de 10 a 65 % selon les essais) avec une dose de 3 tonnes par hectare de BIOFENCE. Il est
difficile de relier ces niveaux d’efficacité avec les conditions météorologiques (et notamment le
niveau de précipitations) méme si une tendance a I'amélioration de I'efficacité est observée lorsque la
pluviométrie moyenne journaliére sur toute la durée du cycle de production augmente. Les résultats
acquis par I'APREL ne permettent pas de confirmer I'efficacité du produit Biofence ou du son de
moutarde appliqués en plein avant plantation dans les essais en conditions expérimentales mises en
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ceuvre en production de pommes de terre de conservation (2016 et 2017). Un manque de sélectivité
de cette formulation a pu étre constaté sans qu’il soit possible de I'expliquer.

En culture de melon, 'ACPEL a observé en 2015 une efficacité de l'ordre de 20 % avec la formulation
Biofence appliquée en plein a la dose maximale de 3 t/ha et incorporée sur les 10-15 premiers
centimetres. SudExpé observe une légére réduction de fréquence de fruits touchés avec le son de
moutarde (différence non significative entre les modalités) dans des situations d’attaques tres élevées
en 2018 (50% de fruits touchés dans le témoin) (figure 13).

Figure 13 — Fréquence de fruits perforés sur melon (Sud Expé 2018).
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Concernant l'essai mis en place par le CTIFL sur le centre opérationnel de Lanxade en 2016, outre le
fait que le niveau de population de larves de taupins était trop faible pour mettre en évidence d’effet
sur les dégats, a montré que lI'apport d’azote apporté par le son de moutarde a eu une forte incidence
sur le nombre de fruits récoltés (figure 14), 53,8 fruits par parcelle élémentaire avec apport de son de
moutarde, contre 36,8 pour le témoin non traité.

Figure 14 : Dynamique de récolte des melons pour les différentes modalités expérimentées en 2016 sur le
centre opérationnel CTIFL de Lanxade
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Concernant les asperges, les expérimentations conduites par Invenio n‘ont pas permis d’observer de
gains significatifs de la protection contre les taupins avec l'apport de BIOFENCE ou de son de
moutarde dans les conditions d’attaques trés modérées de 2015 et 2017. Les résultats acquis en 2016
et 2018 montrent une légere réduction de turions attaqués (figure 15). Ces essais ont permis de
constater l'intérét de ces modalités pour la protection contre les scutigérelles (sans déterminer s’il
s’agit d’un effet direct des glucosinolates ou indirecte liée a I'apport de I'azote organique associé a ces
produits). Ces résultats sont confirmés en 2017 par SudExpé sur scutigérelles. Ces résultats ont
permis de développer la méthode chez certains producteurs.

Sur les essais conduits en asperge aucun symptdme de phytotoxicité n'a été observé sur les turions.

Figure 15 a et b — Intensité d'attaques de taupins sur asperges entrainant un déclassement de la production
(INVENIO 2016 a et 2018 b).
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Sur carotte et tomate, les niveaux d’attaques constatés dans les témoins des essais ont été trop

faibles et ne permettent pas de juger de I'intérét de ces formulations (CTIFL et SONITO).

L'utilisation de son de moutarde (issues de transformation de moutarde) a 3 tonnes/ha appliquées en
plein et incorporées sur 15 cm de profondeur avant semis de mais a donné des résultats irréguliers.
Sur deux essais réalisés en 2016 par Arvalis, I'un montre dans des conditions d’attaques réduites (<20
% de plantes attaquées) une efficacité de 45 % mais ce résultat n’est pas significatif, sur le deuxieme
essai une efficacité de 10 % est mesurée dans des conditions d’attaques supérieures (53% d’attaques).
Ce niveau d’efficacité est comparable a celle obtenue lors de I'application d’une fertilisation starter.

Les produits comportant des glucosinolates en formulation liquide (Coleofar et Tapis vers) ont fait
I'objet de multiples expérimentations. En culture de mais, I'application de la formulation Coleofar n’a

pas montré d’intérét dans la protection de la culture vis-a-vis des attaques de taupins que ce soit en
application préventive dans la raie de semis ou en végétation au stade jeune au moment des
premieres attaques de taupins (stade 3 feuilles). Les applications préventives de la formulation Tapis
vers en raie de semis entrainent parfois des manques de sélectivité avec des pertes de plantes
importantes. Appliqué en traitement des parties aériennes, au moment des premiéres attaques et a

des doses élevées, cette spécialité commerciale n’a pas donné de résultats positifs. En culture de

pommes de terre, une application de la formulation TAPIS VERS dans la raie de plantation présente un

niveau d’efficacité proche de 40% lorsque la pression taupins est limitée (< 45 %) et le niveau de
pluviométrie rencontré au cours du cycle de la culture est réduit (figures 16 et 17).
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Figure 16 — Intérét de Tapis vers sur tubercules de
pommes de terre (synthése 8 essais 2015-2018 —
ARVALIS)

Figure 17 — relation entre pluviométrie journaliére sur la
durée de culture de pommes de terre et efficacité (synthése 8
essais 2015-2018 — ARVALIS)
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Lapplication tardive réalisée apres défanage des pommes de terre présente une efficacité a hauteur

de 30 % dans un essai réalisé par I'APREL en 2016. Cependant, ce résultat n’a pas été reproduit en

2017 malgré un niveau d’attaques comparable (autour de 35%).

Sur_ melon, un essai réalisé par le CTIFL en 2015 a permis d’obtenir une efficacité de l'ordre de 30 %

sur les attaques de taupins sur fruits avec une application de Tapis Vers a la dose de 20 I/ha (figure

18).

Figure 18 — Taux de fruits perforés par les larves de taupins (CTIFL 2015)
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Ce résultat n'a pas été confirmé en 2017 (figure 19) dans l'expérimentation mise en ceuvre par
SudExpé avec des applications aux doses de 20 I/ha (dose 1) ou 40 I/ha (dose 2), réalisées 60, 75 et 90
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jours aprés plantation en goutte a goutte au pied des plants pendant la période de récolte des fruits
pour les applications a 75 et 90 jours aprées plantation.

Figure 19 — - Fréquence de fruits perforés sur melon (Sud Expé 2017).
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En asperge, la spécialité Tapis vers n’a pas été testée. En effet 'application des produits a effet répulsif
est positionnée au moment du buttage soit proche de la récolte. Or le Tapis vers pouvait engendrer
des désagréments a la fois pour le cueilleur et le consommateur.

Sur carotte, la spécialité Tapis vers a été testée mais les niveaux d’attaques constatés dans les témoins
des essais ont été trop faibles et ne permettent pas de juger de son intérét (APREL).

D’autres spécialités a base de substances naturelles ont parfois été intégrées dans les
expérimentations mises en ceuvre par les partenaires. Parmi les solutions testées, il y a notamment
Larvasoil, Litostop, Nemguard ou un tourteau de ricin. La spécialité Nemguard (composée d’extraits
d’ail, autorisée pour lutter contre les nématodes sur carotte) affiche une efficacité de I'ordre de 50 %
dans un essai dans des conditions d’attaques trés limitées sur culture de mais (14% de plantes
attaquées sur le témoin non traité en 2017). Ce résultat devra étre confirmé dans des cas de
pressions d’attaques significatives de taupins. En culture de pommes de terre, Nemguard affiche une
faible efficacité lors d’un essai mis en place en 2018.

Figure 20 — Intérét d’extrait d’ail (NEMGUARD DE) contre les attaques de taupins sur pommes de terre
—1 essai 2018
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e Dijscussion et conclusion

Axel : Nématodes entomopathogénes

Les travaux menés au cours de ce projet ont mis en évidence que les barrieres physiques de 'insecte
(en particulier leur cuticule trés résistante) limitaient trés certainement I'entrée des nématodes dans
les larves, expliquant ainsi les faibles performances de ces agents de biocontréle vis-a-vis des taupins.
Cette étape clé du cycle parasitaire des nématodes constitue probablement le principal verrou a lever
avant d’envisager |’utilisation a la parcelle des NEPs pour lutter contre les larves de taupins.

Au cours de ce projet, nous n‘avons pas exploré des leviers potentiels qui permettraient de faciliter le
passage des NEPs au travers de la cuticule des insectes, mais nous avons décidé de s’affranchir de
cette barriere physique par injection directe des partenaires bactériens symbiotiques des NEPs dans
I’'hémolymphe des insectes.

Cette stratégie a été payante, car nous avons identifié une souche bactérienne tres performante pour
tuer les larves de taupins : X. kozodoii FR48. A notre connaissance, c’'est la 1ére fois qu’il est montré
gu’une bactérie symbiotique des NEPs est pathogene a elle seule vis a vis des larves de taupins. X.
kozodoii FR48 est naturellement associée au nématode S. boemarii qui a été isolé dans le sud de la
France a proximité du bord de mer (dune du Grand Travers, Hérault). Les bio-essais par injection ont
également montré que d’autres souches appartenant a I'espéce X. kozodoii étaient a I'inverse tres peu
pathogene contre les larves de taupins. Ce résultat est trés intéressant car il permet d’envisager des
études de comparaison génomique entre la souche virulente X. kozodoii FR48 et les souches
avirulentes de X. kozodoii afin d’identifier d’éventuels génes ou régions génomiques impliqués dans le
pouvoir pathogene de X. kozodoii FR48 vis-a-vis du taupin. Les génomes entiers de la souche
pathogene X. kozodoii FR48 et des souches avirulentes FR71 et FR74 ont été séquencés en 2018 par
la plateforme Gentyane (INRA de Clemont-Ferrand).

Perspectives :

Les résultats obtenus au cours du projet Pro-Bio-Taupin sont trés prometteurs par la découverte
d’une bactérie pathogene trés performante pour tuer les larves de taupins, bien gu’il soit difficile de
mettre en oeuvre cette stratégie au champ sachant que les bactéries entomopathogénes
Xenorhabdus ne peuvent survivre sans leur hote nématode.

A défaut de pouvoir utiliser seule et directement au champs la souche X. kozodoii FR48 comme agent
de biocontréle potentiel, une piste prometteuse est la recherche de facteurs de pathogénicité de
cette souche vis-a-vis du taupin, dans |'espoir d’identifier une ou des toxines insecticides qui
pourraient constituer des substances naturelles potentiellement utilisables pour contréler ce
ravageur.

Plusieurs pistes de recherches peuvent étre envisagées pour la recherche de toxines insecticides :

1) Une approche expérimentale par injection dans les larves de taupins de différentes fractions
bactériennes (cytoplasmique/membranaire/surnageant), suivi d’une séparation/purification par
HPLC pour isoler la (ou les) molécule(s) qui jouent un réle dans les mécanismes de pathologie

Rapport technique PRO BIO TAUPIN

24



2) Une approche in silico par génomique comparative entre la souche pathogene X. kozodoii FR48 et
les souches avirulentes X. kozodoii FR71 et FR74, dont les génomes entiers sont désormais séquencés.

Une autre piste prometteuse est I'utilisation combinée des NEPs avec d’autres agents de biocontréle
pour la recherche d’effets synergiques (ces travaux était prévus en 2018 mais n‘ont malheureusement
pas été réalisés par manque de matériel biologique taupin). Par exemple, les souches de Metarhizium
sont connues pour produire des chitinases fragilisant la cuticule des insectes, ce qui pourrait
permettre de favoriser I'entrée des NEPs a travers la cuticule rigide des larves de taupins.

Axe 2 : Champignons entomopathogénes

Létude de champignons entomopathogenes a été focalisée sur la spécialité commerciale MET 52
granulés®, spécialité a base de Metarizhium anisopliae / brunneum. Les essais de protection des
plantes vis-a-vis des larves de taupins ont permis d’obtenir des résultats trés encourageants avec dans
certaines situations des efficacités comparables a celles obtenues avec des références
conventionnelles. Cependant, le niveau de protection est variable selon les situations, les co(ts élevés
du produit commercial actuellement disponible et les difficultés d’approvisionnement de ce produit
ne permettent pas d’envisager son utilisation dans le cadre d’une protection annuelle des cultures.
C’est pourquoi de premiers travaux ont été mis en ceuvre dans une stratégie visant I'abaissement des
populations de taupins. Si de premiers résultats semblent encourageants, de nouveaux travaux
devront étre mis en ceuvre afin de confirmer I'intérét de cette technique. Par ailleurs, le manque (i)
de moyens d’analyses (qualitative et quantitative) et (ii) de connaissances sur les conditions
favorables au maintien et au développement des champignons entomopathogenes dans le sol font
actuellement cruellement défaut. Il semble en effet indispensable de faire progresser les
connaissances fondamentales sur ces champignons afin de pouvoir optimiser leurs conditions
d’utilisation et améliorer in fine leur intérét technique et économique pour une utilisation en
protection des cultures. La recherche de souche locale pathogene est également une piste envisagée
pour améliorer |'efficacité de la protection contre les taupins.

Axe 3 : Substances naturelles

De nombreuses substances naturelles sont candidates pour protéger les cultures contre les taupins.
Les plantes riches en glucosinolates (famille des cruciferes) dont les composés peuvent avoir des
effets sur de nombreux bioagresseurs font parties des solutions méritant d’étre expertisées en
priorité. U'hydrolyse de ces glucosinolates aprés destruction de la plante libére des isothiocyanates,
biofumigants, ayant des propriétés répulsives et/ou insecticides.

De nombreuses formulations liquides a base de glucosinolates sont parfois proposées aux
producteurs. A défaut de toutes les avoir testées, celles ayant fait I'objet d’expérimentation par les
partenaires du projet n‘ont pas permis d’obtenir des résultats tres probants, et ceci malgré la diversité
des modes et stades d’application.

En revanche, une formulation de tourteaux de graines déshuilées de moutarde d’Abyssinie Brassica
carinata, spécialité commerciale BIOFENCE®, est une solution qui a permis de réduire les attaques de
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taupins sur mais et pomme de terre. Lintérét semble étre plus limité sur d’autres cultures mais a pu
s‘avérer intéressant dans la protection contre d’autres ravageurs du sol - les scutigérelles (sur
asperges) et les nématodes a kystes (sur pomme de terre). Néanmoins les doses importantes a
I’hectare utilisées engendrent dans certaines situations un manque de sélectivité et des difficultés de
mise en ceuvre par les producteurs. La spécialité BIOFENCE étant trés onéreuse, les travaux ont été
orientés selon deux pistes. Dans un premier temps, les doses ont été réduites et localisées dans la
zone a protéger. La réduction de dose en culture de mais montre un certain intérét mais ces
expérimentations nécessitent d’étre poursuivies pour confirmer I'intérét de la technique en situations
d’attaques élevées. En paralléle, certains essais avaient pour objectif d’évaluer I'intérét du son de
moutarde, autorisée dans le cadre des substances de base, comme produit de substitution. Si les
résultats obtenus ne sont pas trés encourageants, des améliorations sont envisageables en
caractérisant mieux le son utilisé.

Sur le méme principe, la production de Brassica carinata directement dans une parcelle infestée de
taupins, en tant que plante de services, permettrait d’abaisser les colts en évitant des apports
importants. Cette stratégie nécessite la mise en ceuvre d’itinéraires techniques adaptés. Certains
aspects plus fondamentaux restent aussi a approfondir comme I'importance de la nature des
glucosinolates présents dans les plantes sur les populations de bioagresseurs. Certains résultats
montrent que la sinigrine souvent considérée comme étant moteur des efficacités mis en évidence,
n’est pas le seul facteur de réussite de cette technique (projet PIClég batica).

4. Contribution au plan Ecophyto (et a I'agroécologie)

Les enseignements acquis au cours du projet PROBIOTAUPIN et par conséquent les sorties
opérationnelles qui en découlent sont variables entre les différents axes de recherche qui le
constituent.

Concernant les nématodes entomopathogénes (axe 1), les travaux de screening de différentes
especes de nématodes ont mis en évidence le manque de régularité et de répétabilité des efficacités
ayant pu étre constatées par rapport aux résultats des essais antérieurs au projet. Cette technique de
lutte, dont il fallait expertiser I'intérét potentiel sur taupins, a finalement peu de chance d’aboutir a
court terme a une solution suffisamment efficace. En revanche, les travaux ont pu mettre en évidence
I'intérét potentiel de bactéries symbiotiques de nématodes et leur caractere pathogene lors
d’injection directes sur larves de taupins. Si le caractére insecticide de ces bactéries est démontré, il
existe de nombreux verrous scientifiques, techniques et environnementaux avant de pouvoir utiliser
ces bactéries comme agents de biocontrole utiles a la protection des cultures contre les taupins. Cela
ouvre de nouveaux champs d’études a investiguer dans le cadre de futurs projets de recherche.

Concernant les champignons entomopathogénes (axe 2), les nombreux essais réalisés au champ
dans le cadre de PROBIOTAUPIN permettent de confirmer l'intérét potentiel de Metarhizium
anisopliae F52 (spécialité commerciale : Met52 Granulé) pour la protection de différentes cultures
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contre les attaques de taupins. Cependant, l'efficacité demeure parfois insuffisante ce qui réduit
I'intérét de la solution testée pour certaines filieres a forte valeur ajoutée. Par ailleurs, le co(t du
produit commercial disponible au cours du projet est tres élevé ce qui réduit son intérét pour les
cultures a faible valeur ajoutée. Les nombreuses références acquises au cours du projet permettent
d’envisager une poursuite du travail concernant cette espéce de champignon entomopathogene en
investiguant diverses pistes et notamment :

i) 'amélioration de nos connaissances sur le maintien et le développement de cette souche dans le
sol en lien avec les conditions pédoclimatiques.

ii) de l'identification de souches de Metarhizium anisopliae naturellement présentes dans les
parcelles dans le but de sélectionner des souches particulierement intéressantes pour lutter contre
les taupins a la fois pour leur caractére pathogéne vis-a-vis des taupins et pour leur adaptation aux
conditions pédoclimatiques,

iii) I'évaluation de la stratégie d’apports inondatifs de M. anisopliae visant a abaisser la population
dans la parcelle en provoquant des épizooties (bénéfice pluriannuel).

Les résultats acquis dans le cadre du projet concernant ce champignon ont permis de susciter I'intérét
de I'Université de Pau et des Pays de I'’Adour, partenaire académique dont les compétences en
microbiologie seront mises a profit dans le projet METACONTROL (financement de la région Nouvelle-
Aquitaine). Les objectifs de ce projet viseront a rechercher différentes souches locales de
Metarhizium anisopliae et a étudier la pathogénicité de certaines d’entre elles vis-a-vis des principales
espéces de taupins.

Les résultats acquis sur l'intérét potentiel de Metarhizium anisopliae permettent également de
démontrer I'intérét de cette solution potentielle et d’intéresser des organismes privés susceptibles de
proposer demain des outils de protection des cultures a base de ce microorganisme.

Concernant les substances naturelles, beaucoup de produits sont proposés depuis quelques années
aux producteurs des différentes filieres végétales dans le but de protéger leur culture contre les
taupins. Les producteurs sont souvent démunis entre d'un c6té la disparition des solutions
phytopharmaceutiques conventionnelles efficaces et de l'autre des solutions présentées comme tres
prometteuses sur le plan technique et ayant - souvent - esquivé les regles de ’lhomologation. A défaut
de pouvoir tester toutes les solutions, beaucoup de produits proposés aux producteurs ont été testés
dans le cadre du projet PROBIOTAUPIN. Aucun n’a permis de démontrer de bénéfice pour la
protection des cultures contre les taupins. Ce résultat constitue une réponse utile pour les
producteurs a défaut de leur apporter une solution satisfaisante.

Le troisieme axe du projet PROBIOTAUPIN a néanmoins permis de confirmer I'intérét potentiel des
produits riches en certains glucosinolates. Compte tenu des co(ts du produit actuellement disponible
(Biofence), les travaux expérimentaux mériteraient d’étre approfondis pour étudier I'intérét technico-
économiques de doses réduites de glucosinolates, hypothése n’ayant pu étre vérifiée dans le cadre du
projet. Par ailleurs, la stratégie visant a produire des glucosinolates dans la parcelle grace a
I'implantation d’'une plante de service constitue une voie de recherche en cours d’étude dans le
projet STARTAUP (financement Ecophyto, AAP Alternatives aux NNI, chef de file : Inra).

Rapport technique PRO BIO TAUPIN

27



A ce jour, aucune solution de biocontrole satisfaisante sur les plans techniques et économiques n’a
été identifiée pour protéger les cultures contre les attaques de taupins. Par conséquent, le frein au
développement du biocontrdle est uniqguement lié I'absence de solution efficace.

La priorité est donc de faire émerger des solutions de biocontrole. Certains axes de recherches du
projet PROBIOTAUPIN ont confirmé I'intérét potentiel de certains types de solution. C’est notamment
le cas pour des microorganismes (bactérie, champignons), substances pour lesquelles des travaux de
recherches sont encore indispensables avant de pouvoir aboutir -peut-étre- a des solutions de
protection utiles aux producteurs.

Laxe relatif aux plantes de services n‘a pas fait I'objet de travaux dans le cadre de PROBIOTAUPIN. Cet
axe demeure néanmoins intéressant a expertiser plus en détail notamment dans une voie visant a
abaisser les populations de taupins (ex : glucosinolates) ou comme plante compagne permettant de
diluer les attaques de larves (ex : stratégie appéts en culture de mais ou de pomme de terre). Ces
voies visent a utiliser des substances naturelles ou des médiateurs chimiques, deux principes
appartenant également au biocontréle.

5. Rapport financier
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ANNEXE n°1

Origine des souches de NEPs et de leurs bactéries associées utilisées dans les bio-essais.

Nématodes
entomopathogénes

Bactéries associées

Codage de la souche
bactérienne

Date
d’isolement

Origine

S. carpocapsae FRA 36 Xenorhabdus nematophila FR 36 20/03/07 France

S. carpocapsae ALL Xenorhabdus nematophila USGAO01 14/05/09 USA

S. carpocapsae DD 136 Xenorhabdus nematophila USGAO03 14/05/09 USA

S. carpocapsae SK 27 Xenorhabdus nematophila F1 <1999 France

S. carpocapsae Xenorhabdus nematophila ATCC 19061 <1999 USA

S. boemarii FRA 48 Xenorhabdus kozodoi FR 48 01/12/05 France

S. boemarii FRA 71 Xenorhabdus kozodoi FR71 21/06/06 France

S. boemarii FRA 74 Xenorhabdus kozodoi FR 74 21/06/06 France

S. affine FRA 91 Xenorhabdus boveinii * FR 91 18/08/09 France

S. affine FRA87 Xenorhabdus boveinii FR 87 18/08/09 France

S. feltiae FRA 200 Xenorhabdus boveinii FR 200 27/04/99 France

S. feltiae TCH10 Xenorhabdus boveinii CS10 08/12/15 Rép Tcheque
S. feltiae St Gély Xenorhabdus boveinii FR 44 18/11/05 France

S. jolietti SS-2004 Xenorhabdus boveinii SS-2004 12/09/07

S. kraussei FRA 205 Xenorhabdus boveinii FR 205 14/04/15 France

S. kraussei FRA 218 Xenorhabdus boveinii FR 218 14/04/15 France

S. glaseri SK39 Pseudomonas chlororaphis SK39 Apo A 22/08/14 USA

S. weiserii 583 Pseudomonas protegens SW4 08/07/14 Rép Tchéque
S. weiserii 583 Stenotrophomonas maltophilia SW1 25/06/14 Rép Tcheque
H. bacteriophora TT01 Photorhabdus luminescens TT01" <1999 Trinidad
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ANNEXE n°2

Analyse de la diversité génétique des taupins collectés
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