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AVANT-PROPOS :

Le projet SaveBuxus a pour objectif de développer des méthodes de gestion des populations
de pyrales du buis (Cydalima perspectalis), adaptées aux jardins, espaces végétalisés et
infrastructures (JEVI), mais pouvant éventuellement étre utilisées également en milieu naturel.
Un premier volet, le projet SaveBuxus | (2014/2017), a eu pour objectif de suivre I’évolution
de la dynamique de population de ce bioagresseur et sa répartition a travers la France, et
également d’étudier sa biologie afin de tester différentes méthodes de gestion. Les résultats
de ce premier volet ont permis de définir qu’une combinaison de plusieurs techniques s’avere
indispensable pour une gestion efficace de ce ravageur. C'est pourquoi le projet SaveBuxus Il
(2018/2021), vise a améliorer certaines méthodes de lutte déja expérimentées, mais
également de développer des solutions de biocontrole innovantes, telle que I'utilisation de
substances naturelles pouvant avoir un effet perturbateur sur le comportement du ravageur.

CONTEXTE DE L'ETUDE :

Au sein du complexe parasitaire associé aux buis en France, la pyrale du buis constitue depuis
2008 un probleme émergeant. Introduit de maniére involontaire en 2008 par le biais de
plantes infestées, on assiste depuis a une forte infestation qui ne cesse de s’étendre a
I’ensemble du territoire francais. En buxaies naturelles ou dans les JEVI, la pyrale du buis a
causé de nombreux dégats irréversibles. Dans le cadre d’une gestion respectueuse de
I’environnement, le développement de techniques de lutte efficaces s’avere primordial afin de
réguler les populations de ce bioagresseur. L'utilisation de substances d’origine naturelle
comme les huiles essentielles ou extraits de plantes, semble étre une technique prometteuse
dans la perturbation du comportement de la pyrale du buis.

OBIJECTIFS DE L’ETUDE :

Afin de répondre a cette problématique, trois études ont été expérimentées en 2020 :

Etude 1 : Etude de I'effet attractif d’une solution a base de buis sur le comportement de ponte
des femelles C. perspectalis.

Etude 2 : Etude de I'effet attractif de solutions sur des supports inertes de ponte dans le but
de développer un systéme de piégeage des femelles de C. perspectalis.

Etude 3 : Etude de I'effet répulsif de solution a base d’huile essentielle et d’extrait naturel sur
le comportement de ponte des femelles de C. perspectalis.
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Introduction

Considérée comme une espeéce invasive en France depuis 2008 (Feldtrauer et al. 2009),
la pyrale du buis Cydalima perspectalis est un Lépidoptére originaire d’Asie du Sud-Est
(Hannemann 1985), introduit de maniére non intentionnelle en Europe en 2007 par le
transport de plantes infestées (Kriiger 2008; Nacambo et al. 2014). Depuis, son aire de
répartition n’a cessé de s’étendre. Son cycle de vie dynamique avec notamment une fécondité
élevée, un nombre important de générations par an et une absence de prédateurs naturels
spécifiques, expliquent cette dispersion rapide (Nacambo et al. 2014; Wan et al. 2014). Espéce
monophage, elle entraine des défoliations totales et continues sur les buis. Les stades larvaires
s’attaquent principalement a la masse foliaire des buis mais également a I’écorce et aux
bourgeons entrainant le dépérissement des arbres (Leuthardt, Glauser, et Baur 2013). Les
premieres observations de ce ravageur ont été faites dans les Jardins, Espaces Verts et
Infrastructures (JEVI). Fréqguemment utilisé comme plante ornementale dans de nombreux
jardins et parcs a haute valeur patrimoniale, la préservation du buis en France représente un
enjeu culturel et économique important (Kenis et al. 2013; Mitchell et al. 2018). La gestion de
ce ravageur dans les espaces verts s’avére donc nécessaire.

Le programme SaveBuxus s’inscrit donc dans cette démarche. La premiére phase de ce
programme (SaveBuxus | 2014/2017) a permis d’approfondir les connaissances sur la biologie
de ce ravageur ainsi que sur sa dynamique de population. Ces informations ont permis de
tester différentes méthodes de lutte (traitement microbiologique, piégeage de masse, lacher
de parasitoides oophages, confusion sexuelle, installation de nichoirs a mésanges...). Ces
études ont permis de mettre en évidence que I'efficacité d’'une seule de ces méthodes n’est
pas suffisante pour limiter la dispersion de ce ravageur. La préconisation de I'utilisation d’une
combinaison de plusieurs techniques est donc nécessaire.

La deuxiéme phase de du programme (SaveBuxus |l 2018/2021) a eu pour objectif de mettre
en place de nouvelles méthodes de biocontréle innovantes. Ce rapport rend compte des trois
études menées en 2020 par 'UEFM d’Avignon. La premiére a permis d’étudier |'effet attractif
d’une solution sur le comportement d’oviposition des femelles de C. perspectalis (Etude 1). La
deuxiéme a permis d’évaluer I'effet attractif de solutions sur des supports inertes de ponte
dans le but de développer un systeme de piégeage des femelles de la pyrale du buis (Etude 2).
Enfin, la troisieme étude visait a étudier I'effet répulsif de différentes solutions sur le
comportement de ponte des femelles de C. perspectalis (Etude 3).
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Matériels et Méthodes

1. L’élevage de C. perspectalis

Les papillons utilisés pour les différentes études ont été élevés au laboratoire UEFM d’Avignon.
Ils proviennent soit de chenilles issues de I'élevage de 'UEFM d’Avignon, soit de chenilles
prélevés en milieu naturel (Drome) suite au déconfinement de juin 2020. Les chenilles ont été
réparties dans boites d’élevages avec du buis frais, et mises en chambre climatique dans des
conditions optimales de température et d’humidité (Température = 25°C £ 1°C, Humidité
Relative = 70% + 5%, Photopériode : 14 heures jour : 10 heures nuit). Le nettoyage des boites
et I'ajout de buis frais ont été réalisés deux fois par semaine. Le buis utilisé pour I'élevage des
chenilles a été récolté chaque semaine en milieu naturel, sur le Mont Ventoux, a une altitude
d’environ 800 meétres. Toutes les semaines, les chrysalides ont été récupérées et stockées dans
des beurriers. Une fois les chrysalides matures, elles ont été sexées, puis les males et femelles
ont été séparés et placés dans des cages insectproof (30 x 30 x 30 cm) distinctes en attendant
I’émergence des papillons. Dées I’'émergence des papillons une source de nourriture (miel et
eau) a été ajoutée dans les cages.

2. Les solutions testées

2.1 Provenance des solutions attractives et répulsives

Les macérats utilisés pour les études 1 et 2 sont réalisés le jour méme de la mise en place
d’une modalité, a partir de matiere fraiche récoltée le matin.

L’huile essentielle utilisée pour I’étude 3 provient de I'entreprise « La Compagnie des sens ».
L'entreprise garantit un produit naturel, pur, certifié « Agriculture Biologique ». Pour garantir
la présence en composés actifs, des contréles sont réalisés avant leur commercialisation,
notamment un profil chromatographique.

L’extrait naturel utilisé pour I’étude 3 provient d’un échantillon obtenu auprées d’une société
spécialisée dans la protection des cultures.

2.2 Préparation des solutions

Les concentrations des solutions sont détaillées dans le matériel et méthode de chaque étude.
Les dilutions sont réalisées avec de I'eau distillée. Afin d’homogénéiser les mélanges avec les
huiles, un émulsifiant (Tween20) est ajouté a une concentration définie dans chaque matériel
et méthodes.

Chaque solution est réalisée sous hotte aspirante le jour de la mise en place de I’essai.
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Ftude 1

Etude de |'effet attractif d’une solution a base de buis sur le
comportement de ponte des femelles C. perspectalis.

Matériels et Méthodes
Préparation de la solution attractive

Un macérat de matiére fraiche a une concentration de 12.5% est réalisé et testé pour cette
étude. Les feuilles les plus jeunes sont prélevées le jour méme de I'essai, afin de garantir un
niveau maximal de principes actifs, puis sont broyées a I'aide d’un hachoir mécanique. Le
macérat est conservée entre 23°C et 25°C sous hote aspirante jusqu’a son utilisation.

Déroulement de I’expérimentation et mesures effectuées

Dans cette étude, un test a deux choix a été réalisé, afin d’étudier I'effet d’'une solution a base
de buis sur le comportement de ponte des femelles de C. perspectalis, appliquée sur 4
essences de plantes différentes. Les 4 essences utilisées pour cette étude sont : le Troéne
Lingustrum vulgare, le Chéne vert Quercus ilex, le Fusain du Japon Euonymus japonicus et le
Houx commun llex aquifolium. Chaque semaine, une essence de plante traitée avec le macérat
a été testée en comparaison avec un rameau de buis et la méme essence non traitée. Pour
cela, des cages insectproof (30 x 30 x 30 cm) contenant quatre couples de C. perspectalis et
une source de nourriture (miel, eau) ont été préparées chaque semaine.

Trois modalités différentes avec 6 répétitions chacune ont été testées (Figure 1). La premiére
modalité permet de comparer |'effet attractif d’'un rameau de I’essence a tester, traitée avec
le macérat de buis, sur le comportement de ponte des femelles pyrales du buis en comparaison
avec un rameau de buis (Modalité 1). La deuxiéme permet d’observer ce méme effet, entre
un rameau traité de I’'essence a tester en comparaison avec un rameau de cette méme essence
non traitée (Modalité 2). Enfin, la troisieme modalité permet de tester cet effet entre un

MODALITE 1 MODALITE 2 _‘\I MODALITE 2

U U

ESSEMCE
TRAITEE

-

1:: '- (- | -1 T_ -

J U _J
ESSENCE ESSEMNCE

MQMN TRAITEE THAIIEE/‘

BUIS

Figure 1 : Schéma descriptif des modalités a deux choix testées pour I’étude n°1.
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rameau de I'essence non traitée en comparaison avec un rameau de buis (Modalité 3 =
Témoin).

Les rameaux des différentes essences ont été préalablement préparés et trempés entierement
durant 3 secondes, pour certains dans le macérat de buis, et les autres dans de I'eau distillée.
Ils ont ensuite été placés sous hotte aspirante pour les laisser sécher durant 1 a 2 heures. Les
rameaux ont par la suite été piqués dans deux morceaux distincts de mousse florale imbibés
d’eau et disposés dans les coins opposés de la cage. Toutes les cages ont ensuite été placées
en chambre climatique sous conditions contrélées (Température = 25°C + 1°C, Humidité
Relative = 70% + 5%, Photopériode : 14 heures jour : 10 heures nuit). Aprés 72 heures, les
rameaux ont été récupérés, puis pour chaque modalité et chaque répétition, les nombres
d’ceufs pondus ont été comptabilisés a I'aide d’une loupe binoculaire. Les papillons utilisés
pour |'expérimentation étaient agés entre 48 et 72 heures (période ou ils atteignent leur
maturité sexuelle).

Les essences de plantes utilisées pour cet essai étaient agées de 2 ans et ont été achetés
aupres de la pépiniére « ARBRES DE PROVENCE ».
Résultats

a. Mesures sur le Fusain du Japon Euonymus japonicus

M1 M2 M3
Buis vs essence traitée Essence non traitée vs essence traitée Essence non traitée vs Buis

Nb moyen d'oeufs pondus
Nb moyen d'oeufs pondus
Nb moyen d'oeufs pondus

200-
BUIS_NON TRAITE tesr FUSAIN_TRAITE FLISAR NONTRAITE s " AN TRATE L ey PO TRAT
t=1.055163, p = 0.3222 t =3.437023, p = 0.0089 t=-4.390968, p = 0.0023
ANOVA, p =0.2631 ANOVA, p = 0.0002669 *** ANOVA, p = 3.203e-06 ***

Figure 2 : Nombre d’ceufs moyen pondus par les femelles pyrales du buis suivant les
différentes modalités testées sur le Fusain du Japon.

La modalité 3 permet de confirmer la non-attractivité naturelle du Fusain du Japon sur les
papillons pyrales du buis. Ainsi, le nombre d’ceufs moyen pondus est significativement plus
élevé sur le buis en comparaison avec le Fusain non traité (p=3.203e-06) (Figure 2). En
revanche, pour la modalité 2, le nombre d’ceufs moyen pondus sur le fusain traité est
significativement plus élevé que sur le Fusain non traité (p=0.0002669). Aucune différence
significative n’est observée pour la modalité 1, le nombre d’ceufs moyen pondus n’étant pas
différent entre le buis non traité et le Fusain traité (p=0.2631).
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b. Mesures sur le Chéne vert Quercus ilex

M1 M2 M3
Buis vs essence traitée Essence non traitée vs essence traitée Essence non traitée vs Buis
nbu nan "a" "b" ubu ||au

Nb moyen d'oeufs pondus
n = S

Nb moyen d'oeufs pondus

Nb moyen d'oeufs pondus
™ e ~

.

e
—— , o
E‘.IC-,‘IC-‘HTF"ITE C}'E'IE;TR-‘.ITE C"H:"E:J\::'HR—‘T: ’.'HI:”':,"R—H& gu\:_y;;l‘ﬂ"z.ﬁ[ CHENE_NON TRAITE
TEST TEST EST
t=-5394350,p=7.104
1=-9.077830,p=0 t=3,274056, p =0.0113
ANOVA, p = 1.055¢-08 ***
ANOVA, p < 2.2¢-16 *** ANOVA, p =0.0005153 ***

Figure 3 : Nombre d’ceufs moyen pondus par les femelles pyrales du buis suivant les différentes
modalités testées sur le Chéne vert.

Concernant le Chéne vert, les femelles pyrales du buis ont pondu significativement plus sur les
rameaux de buis que sur le Chéne vert non traité (p=1.055e-08) (Figure 3). En revanche, pour
la modalité 2, le nombre d’ceufs pondus est significativement plus élevé sur le Chéne vert traité
gue sur le Chéne vert non traité (p=0.0005153). Enfin pour la modalité 1, le nombre d’ceufs
pondus est significativement plus élevé sur le buis non traité que sur le Chéne vert traité (p <
2.2 e-16).

c. Mesures sur le Troéne Lingustrum vulgare

M1 M2 M3
Buis vs essence traitée Essence non traitée vs essence traitée Essence non traitée vs Buis

ng nyr ngn e "h "a"
\
400
TROENE_TRAITE

BUIS_NON TRAITE

=

Nb moyen d'oeufs pondus
Nb moyen d'oeufs pondus
Nb moyen d'oeufs pondus

200-
200~ "
- .

Tesr TROENE_NON TRAITE S TROENE_TRAITE BUIS_ NON TRAITE TROENE_NON TRAITE
t=-0.334448, p = 0.7466 t=3.528136, p = 0.0078 t=-4.612696, p = 0.0017
ANOVA, p = 0.7228 ANOVA, p = 0.0001824 *** ANOVA, p =9.956e-07 ***

Figure 4 : Nombre d’ceufs moyen pondus par les femelles pyrales du buis suivant les différentes
modalités testées sur le Troéne.

De la méme maniéere que pour les essences précédentes testées, les femelles pyrales du buis
ont pondu significativement plus sur les rameaux de buis que sur le Troéne non traité (p=
9.956e-07) (Figure 4). En revanche pour la modalité 2, le nombre d’ceufs pondus est
significativement plus élevé sur le Troéne traité que sur le Troéne non traité (p=0.00078). Enfin,
pour la modalité 1, le nombre d’ceufs pondus n’est significativement pas différent entre le buis
non traité et le Troéne traité (p=0.7228).
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d. Mesures sur le Houx llex aquifolium

M1 M2 M3
Buis vs essence traitée Essence non traitée vs essence traitée Essence non traitée vs Buis

upn g g e " gt

n w &
8 4 2

Nb moyen d'ceufs pondus
8

Nb moyen d'oeufs pondus
N A‘
8
Nb moyen d'oeufs pondus

BUIS_NON TRAITE HOUX_NON TRAITE

] -

BUIS_NON TRAITE HOUX_TRAITE

HOUX H’)‘H TRAITE HOUX ITRJ\TE
TEST N TEST - TEST
t=-2.445202, p = 0.0402 t=3.981720, p = 0.0041 t=-3.761591, p = 0.0055
ANOVA, p = 0.0095 ** ANOVA, p = 2.408e-05 *** ANOVA, p = 6.614e-05 ***

Figure 5 : Nombre d’ceufs moyen pondus par les femelles pyrales du buis suivant les différentes
modalités testées sur le Houx.

Concernant le Houx, la modalité 3 montre un nombre d’ceufs pondus significativement plus
élevé sur le buis que sur le Houx non traité (p=6.614e-05) (Figure 5). En revanche, pour la
modalité 2, le nombre d’ceufs pondus est significativement plus élevé sur le Houx traité que
sur le Houx non traité (p=2.408e-05). Enfin, la modalité 1 montre un nombre d’ceufs pondus
significativement plus élevé sur le buis que sur le Houx traité (p= 0.0095).
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Ftude 2

Etude de |'effet attractif de solutions sur des supports inertes de
ponte dans le but de développer un systeme de piégeage des

femelles de C. perspectalis.

Matériels et Méthodes
Préparation des solutions a base de matiéres fraiches

Trois solutions sont testées en comparaison avec un témoin négatif : Attl (macérat de buis),
Att2 (macérat d’'une autre essence) et Att3 (mélange 50% Attl + 50% Att2). Le témoin négatif
est composé d’eau distillée, les autres solutions sont composées de macérats élaborées a
partir de matiere fraiche de différentes essences. lls sont réalisés selon le méme procédé que
I’étude 1, a la méme concentration de 12,5%.

Préparation des supports de ponte

Les différentes solutions sont testées sur différents supports de ponte. Les supports de ponte
sont évalués suivant deux types de papiers (papier canson/papier glacé) et suivant deux types
de pliage (plat/plié). Les supports sont d’une dimension de 7*7cm, la modalité « pliée » suit
un pliage en accordéon d’une marge de 1 cm.

Déroulement de I’expérimentation

Au sein de chaque cage insectproof (30x30x30cm), les 4 modalités de supports inertes ont été
installées comme indiqué dans la figure 6 (test a 4 choix). Ces supports ont été trempés au
préalable dans une des solutions testées (un traitement par cage afin d’éviter les interférences
possibles). 4 couples de papillons de méme maturité
sexuelle ont été installés dans chacune des cages durant 72
heures, en conditions controlées (T=25°C, HR=70%,
( \ photopériode 14 :10). 6 répétitions ont été réalisées pour
chacun des traitements, durant 72 heures.

1 type de traitement/cage
X 6 répétitions

Papier canson plat Papier glacé plat

—

\

1

Figure 6 : Schéma du dispositif mis en place au sein de chaque
Papier canson plié Papier glacé . ,
cage, pour chacun des traitements testés.
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Mesures réalisées

Apres le démontage du dispositif, au bout des 72 heures, les supports sont conservés a 9 °C
afin de ralentir la date d’émergence, et de permettre le comptage des ceufs réalisé au plus tard
dans les jours suivants. Les comptages sont réalisés a la loupe binoculaire sur le support de
ponte.

Résultats
a. Effet du traitement sur le comportement de ponte

La figure 7 présente la somme totale du nombre d’ceufs pondus par les femelles pyrales du
buis en fonction du type de traitement, quel que soit le type de support de ponte testé. Un
total de 1155 ceufs a été comptabilisé sur les 24 supports ayant été trempés dans la solution
« Att3 ». 778 ceufs ont été dénombrés sur les supports traités avec « Attl », 357 sur les
supports témoins, et enfin, 113 ceufs ont été comptabilisés sur les supports traités avec
« Att2 ».

Somme de Total

Total

1400

1200 1155

1000
778
800

600

400 357

200 113

Attl Att2 Att3 TEMOIN

Figure 7 : Somme des ceufs pondus par C. perspectalis comptabilisés par type de traitement.

Les analyses statistiques permettent de confirmer les différences observées entre traitements.
Un test glm a été réalisé sous une loi quasi poisson (données de comptage indépendantes avec
surdispersion) et montre un effet significatif du traitement sur le comportement de ponte des
femelles pyrales du buis (p=0.001566**), avec un effet attractif plus important du traitement
« Att3 » par rapport aux autres types de traitement et au témoin (Figure 8).
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Figure 8 : Boxplot présentant le nombre de pontes par type de traitement.
Test glm quasi poisson (données de comptage indépendantes, avec
surdispersion) effet traitement : p=0.001566 **

b. Effet du type de support sur le comportement de ponte
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Figure 9 : Boxplot présentant le nombre de pontes par type de support. Test
glmm quasi poisson (données de comptage non indépendantes, avec
surdispersion) effet support : p=0.04835*

Un test glmm a été réalisé sous une loi quasi poisson (données de comptage non
indépendantes avec surdispersion) et montre des différences significatives entre les types de
support testés (p=0.04835*) (Figure 9).

i. Effet du type de papier

L’effet du type de papier (canson/glacé) a été évalué par un modele linéaire généralisé. L’effet
du type de papier sur le nombre d’ceufs pondus par les femelles apparait comme étant non
significatif (p= 0.90208) (Figure 10). De plus, il n’existe pas d’interaction entre le type de papier
et le type de traitement sur le nombre d’ceufs pondus par les femelles de C. perspectalis
(p=0.867833).
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Figure 10 : Nombre d’ceufs moyen pondus en fonction du
type de papier (canson/glacé) utilisé.

ii. Effet du type de pliage

L'effet du type de pliage (plié/plat) sur le comportement de ponte des femelles de C.
perspectalis a également été testé (Figure 11). Les analyses statistiques (test glm quasi poisson)
confirme un effet significatif du type de pliage sur le nombre d’ceufs pondus par les femelles
(p=0.0125309*), quel que soit le type de traitement (pliage*Traitement : p=0.8735659).

n n n n
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o
% — (]
8 8 4 :
£ 8 :
_QI =] 8
Zz 27 o o
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o 4
T T
Plat Plié
Pliage

Figure 11 : Nombre d’ceufs moyen pondus en
fonction du type de pliage (plat/plié) utilisé.
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Etude 3

Etude de |'effet répulsif de solutions a base d’huile essentielle et
d’extrait naturel sur le comportement de ponte des femelles de C.

perspectalis.

Matériels et Méthodes
Préparation des solutions a base d’huile essentielle et d’extrait naturel

Au total, 5 modalités ont été testées.

L’huile essentielle de thym a été testée suivant deux modalités (6 répétitions chacune) :
- 1% de concentration, avec 1 % de Tween 20
- 5% de concentration, avec 5 % de Tween 20

L’extrait naturel de I'essence Y a été testé suivant 3 modalités (30 répétitions chacune) :
- 5% de concentration, avec 5% de Tween 20
- 5% de concentration, sans Tween 20
- 30 % de concentration, sans Tween 20

Les dilutions ont été réalisées avec de |'eau distillée et un émulsifiant, le Tween20 (T20), afin
d’homogénéiser le mélange. Chaque solution a été réalisée sous hotte aspirante le jour de la
mise en place de I'essai.

Déroulement de I’expérimentation

Pour cette expérimentation, un test a deux choix a été réalisé. Ainsi, chague semaine une
modalité a été testée en comparaison avec un témoin négatif (T-) composé uniquement d’eau
distillée.

Pour chaque répétition, des cages insectproof (30 x 30 x 30 cm) contenant quatre couples de
C. perspectalis et une source de nourriture (miel, eau) ont été préparées. Le nombre de
répétitions a été fixé a 6 pour I'huile essentielle et 30 pour 'extrait naturel. Deux rameaux de
buis d’environ quinze centimétres sont préparés pour chaque répétition, puis la moitié d’entre
eux sont trempés trois secondes dans une solution (d’huile essentielle ou d’extrait naturel) et
I'autre moitié dans de I'’eau distillée. Les rameaux sont ensuite placés sous hotte aspirante
pour sécher durant 1 a 2 heures. Les rameaux sont par la suite piqués dans deux morceaux de
mousse florale distincts imbibés d’eau et disposés dans les coins opposés de la cage (Figure
12). Toutes les cages sont ensuite placées en chambre climatique sous conditions controlées
(Température = 25°C £ 1°C, Humidité Relative = 70% + 5%, Photopériode : 14 heures jour : 10
heures nuit).
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Figure 12 : Dispositif mis en place pour I'étude 3.

Mesures réalisées

Apres 72 heures, tous les rameaux de buis ont été récupérés, et le nombre d’'ceufs
comptabilisés a I'aide d’une loupe binoculaire.

Résultats

a. Effet de I’huile essentielle de thym sur le comportement d’oviposition

Afin de déterminer un effet répulsif sur le comportement de ponte des femelles de la pyrale
du buis Cydalima perspectalis, le nombre d’ceufs moyens pondus a été dénombré sur les deux
modalités testées (non traité et traité) pour deux concentrations de I’huile essentielle de thym
(1% et 5%) (Figure 13).

A "a" ”a” B ”a” ”a”
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o — -
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o . ® 2
R B o
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NON TRAITE TRAITE NON TRAITE TRAITE
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Figure 13 : Nombre d’ceufs moyen pondus selon les modalités « non traité » et « traité » a
I'huile essentielle de thym (A) : concentration de 1%, (B) : concentration de 5%.

Les analyses statistiques ne montrent pas d’effet significatif de I'huile essentielle de thym sur
le comportement de ponte des femelles pyrales du buis, quelle que soit la concentration (1% :
p =0.1653 / 5% : p = 0.7444). Toutefois, la semaine ou la concentration de 5% a été testée,
nous avons observé une forte mortalité des papillons utilisés pour |'expérimentation
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certainement due a des facteurs extérieurs, ce qui explique le faible nombre d’ceufs
comptabilisés sur les 6 répétitions.

b. Effet de I’extrait naturel de I’essence Y sur le comportement d’oviposition

L'effet répulsif d’'un extrait naturel a été testé sur le comportement de ponte des femelles
pyrales du buis. Le nombre d’ceufs moyens pondus a été dénombré sur les deux modalités
testées (non traité et traité) pour deux concentrations (5 % et 30%), avec ou sans émulsifiant
Tween20 intégré dans la solution.
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Figure 14 : Nombre d’ceufs moyen pondus selon les modalités « non traité » et « traité » a
I'extrait naturel a 5 % de concentration (A) : sans Tween20, (B) : avec Tween?20.

Dans un premier temps, |'effet répulsif de I'extrait naturel sur le comportement de ponte a été
testé a une concentration de 5 % avec et sans émulsifiant (Tween20) (Figure 14).

Les analyses statistiques nous permettent de déterminer un effet répulsif significatif du
traitement des rameaux de buis a I’extrait naturel (5%) sans émulsifiant sur le nombre d’ceufs
pondus par les femelles de C. perspectalis (p = 0.002969**).

Toutefois, I'ajout de I"'émulsifiant dans la solution semble avoir I'effet inverse. Les analyses
statistiques permettent de déterminer un effet attractif significatif du traitement des rameaux
de buis a I'extrait naturel (5%) avec I’émulsifiant sur le comportement de ponte des femelles
de C. perspectalis (p = 0.02521%*). Nous avons en effet observé une agrégation de I’extrait dans
la solution deés I'ajout du Tween20, ce qui pourrait expliquer la baisse d’efficacité de son
pouvoir répulsif.

Au regard de ces résultats, nous avons testé |'effet du traitement d’extrait naturel a 30% de
concentration, sans émulsifiant, afin de confirmer le pouvoir répulsif de cet extrait a plus forte
concentration. (Figure 15).
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Figure 15 : Nombre d’ceufs moyen pondus selon les modalités « non traité » et « traité » a
I’extrait naturel a 30 % sans Tween20.

D’apres les analyses statistiques, le nombre d’ceufs pondus est significativement plus
important sur les rameaux non traités que traité a I'extrait naturel (30%) sans émulsifiant (p =
8.4028-09 ***),
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Discussion générale

Ce rapport rend compte des résultats de 3 études visant a caractériser des effets
répulsifs ou attractifs de solutions produites a base d’huiles essentielles et d’autres substances
naturelles, sur la pyrale du buis C. perspectalis, dans le but de développer de nouvelles
techniques de biocontréle contre cet insecte ravageur.

L’Etude n° 1 avait pour objectif d’étudier I'effet attractif de la solution a base de buis
sur le comportement de ponte des femelles de la pyrale du buis. La solution testée dans cette
étude avait montré un effet attractif sur le comportement de ponte des femelles lors des
premiers tests réalisés en 2019 dans le cadre de ce méme projet. L’objectif a donc été de
confirmer les résultats en augmentant le nombre de répétitions de 3 a 6. Le but de cette
méthode est d’attirer les femelles de C. perspectalis afin qu’elles pondent sur des plantes non
hotes. La descendance issue de ces pontes ne pouvant pas s’alimenter sur des plantes non
hotes, cette technique représente une méthode innovante de régulation de ce ravageur.

L'ensemble des plantes non hétes, pour la modalité 3, ont montré un nombre
significativement plus élevé d’ceufs sur le buis que sur la plante non héte non traitée. Ces
résultats permettent de conforter la bonne mise en place de |I'expérimentation. En effet les
femelles vont préférentiellement pondre sur du buis que sur un autre support. Pour la
modalité 2, les plantes non hoétes traitées avec I’extrait de buis ont comptabilisé plus d’ceufs
qgue celles non traitées. Ces résultats permettent d’affirmer que la solution d’extrait naturel a
bien un effet attractif significatif sur le comportement d’oviposition des femelles pyrales du
buis. Enfin, pour la modalité 1, le Fusain du Japon et le Troéne démontrent un intérét
particulier. L'effet attractif de la solution a base de buis sur ces deux plantes non hotes est
équivalent au buis lui-méme.

Ces résultats préliminaires sont toutefois a prendre avec précaution. En effet,
I’attraction des femelles de la pyrale du buis peut étre dictée soit par une attraction olfactive,
soit par une attraction gustative lors de la phase de sélection de la plante héte au cours du
comportement d’oviposition. La premiére étape de sélection fait intervenir majoritairement
des caractéristiques visuelles (forme, taille, couleur...) et olfactives (composés volatiles de la
plante...). La seconde étape est la reconnaissance au contact ou la femelle évalue les
caractéristiques physiques et chimiques de la surface des feuilles par le biais de palpations.
Lorsque I'ensemble de ces étapes est évalué positivement par la femelle, celle-ci peut alors
pondre. Ces différentes étapes montrent I'importance des composés volatiles des plantes
hotes mais également la forme et la texture de leurs feuilles dans le choix du site de ponte des
femelles.

Afin de pouvoir confirmer |'attraction olfactive de notre étude, il serait donc intéressant
de supprimer tous biais visuels et gustatifs en réalisant des études en tunnels de vol. Le tunnel
de vol est un systeme couramment utilisé pour tester le comportement de Lépidoptéeres
hétéroceres (Allison et CardZ 2016). Cette technique consiste a présenter les odeurs dans des
structures appropriées a la diffusion des odeurs (tunnel de vol, olfactomeétre) permettant
d’observer les comportements (orientation, mouvement, vitesse...) des insectes en présence
de ces odeurs complexes. L'avantage de ces techniques est qu’elles permettent d’observer des
comportements comme I'attraction et la répulsion vis-a-vis d’un mélange complexe. Mais elles
ne permettent pas d’identifier les composés particulierement impliqués dans ces
comportements (Atiama-Nurbel, s. d.). Ce qui nécessiterait en paralléle une identification des
composants chimiques du bouquet d’odeur de la solution.
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L’étude n°2 a permis de mettre en évidence des modalités d’attraction des femelles de
la pyrale du buis dans leur comportement de ponte. En effet, sur les 3 attractifs testés,
I'attractif « Att3 » a permis d’attirer significativement plus de femelles, avec un nombre d’ceufs
significativement plus élevé comparé au témoin. L'effet attractif significatif de ce mélange peut
s’expliquer en partie par un effet synergique des solutions « Attl » et « Att2 » qui compose
I'attractif « Att3 ». En effet, il est communément admis, que ce sont des mélanges de trois a
dix composés qui constituent I'identité du message clé de la reconnaissance d’une plante-hote
(Bruce et Pickett 2011).

Chaque plante est caractérisée par un bouquet odorant spécifique, c’est-a-dire un
ensemble de composés volatils qui peuvent étre émis par les parties végétatives, les fruits, les
fleurs (Knudsen et al. 2006), ou les racines (Steeghs et al. 2004). Ces composés sont émis d’un
point de la plante et se retrouvent dans une sphere de diffusion autour de la plante, leur
concentration diminuant avec la distance. L'odeur de la plante est transportée dans un
panache d’odeur grace au vent. Ainsi, I'insecte va utiliser ces composés volatils pour détecter
la plante hote dans le milieu et va parvenir a trouver le centre de cette sphére de diffusion en
se dirigeant vers des odeurs de plus en plus concentrées (Bradbury et Vehrencamp 1998). Deux
hypothéses ont été émises par Visser (1986) quant a la perception de composés volatils de
plantes par les insectes. La premiére hypothese selon laquelle la reconnaissance de la plante
se fait par la présence de composés volatils hautement spécifiques a celle-ci n’a été démontrée
gue dans peu d’études et uniquement chez des insectes spécialistes de Brassicales comme le
puceron du chou Brevicoryne brassicae (L.) ou le charangon des graines de chou Ceutorhynchus
assimilis Payk. La seconde hypothése avance que la spécificité de I'odeur de la plante-héte est
due a un mélange de composés volatils généralistes répartis selon un ratio bien spécifique a
chaque espéce de plante. De nombreuses études électrophysiologiques ont permis de
corroborer cette derniere hypothése, notamment du fait qu’un grand nombre de phytophages
répondent aux odeurs généralistes (Bruce, Wadhams, et Woodcock 2005) et que diverses
especes répondent de maniere différentielle a des mélanges dans lesquels les ratios de
composés volatils généralistes varient (Visser et Avé 1978; Thiéry et Marion-Poll 1998; Natale
et al. 2003). Cette situation expliquerait peut-étre le comportement d’attraction de la pyrale
du buis a un mélange de deux attractifs, induisant une concentration de composés volatils
généralistes plus importante.

De plus, on observe un effet significatif du type de pliage du support de pontes sur les
le comportement des femelles. Le pliage des supports entraine un nombre de ponte
significativement supérieur a un support plat. Le type de papier n’a quant a lui pas d’effet sur
le nombre de pontes. Ces résultats peuvent s’expliquer par la phase dite « de contact », ou la
femelle évalue les caractéristiques de la plante par le biais de la palpation. En plus de ces
récepteurs visuels, les récepteurs tactiles et olfactifs sur les antennes, les pieces buccales, les
tarses et l'ovipositeur sont utilisés pour déterminer les caractéristiques physiques et
chimiques de la plante (Fletcher et Prokopy 1991).Pendant la phase de contact, des
évaluations intermittentes sont réalisées au niveau de la surface de la plante, soit par des
éraflements et des percussions avec les tarses, soit par antennation, soit par palpation et
frottement de I'ovipositeur (Schoonhoven et al. 2005). Ainsi, la morphologie et la texture de
la surface des feuilles influencent le comportement des femelles pouvant expliquer le choix de
ponte préférentiel sur les supports de ponte pliés plutét que plats.
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L’étude n°3 a permis de déterminer que I'huile essentielle testée ne semble pas avoir
d’effet répulsif sur le comportement de ponte de la pyrale du buis aux différentes
concentrations testées. Il est a noter que I'effet de cette huile essentielle avait été testé lors
des travaux de 2019, mais qu’un probléme de chambre climatique n’avait pas permis de
déterminer son effet.

A contrario, I'extrait naturel démontre un effet significatif répulsif sur le comportement
de ponte des femelles de la pyrale du buis. La nature de cet extrait naturel est connu dans la
littérature pour avoir un effet répulsif pour de nombreux ravageurs. D’aprés ces résultats il
serait intéressant de déterminer la dose ainsi qu’un dispositif de diffusion permettant d’avoir
un taux de molécules constant dans le temps, afin de pouvoir étudier I'effet de ce répulsif en
conditions semi-naturelles puis naturelles.

Conclusion

Les résultats de nos trois études nous permettent d’avoir des perspectives prometteuses en
termes de lutte contre la pyrale du buis. En effet, I’extrait naturel montre un effet répulsif sur
le comportement de ponte des femelles C. perspectalis. Ces résultats sont désormais a adapter
a un milieu semi-naturel afin de permettre son utilisation, par la suite, par I'ensemble des
gestionnaires des JEVI. De plus, les différents attractifs testés nous permettent également
d’ouvrir de nouvelles pistes de réflexions. L’utilisation d’un attractif complété par |'utilisation
du répulsif représente une piste intéressante d’étude dans la mise en place de méthode de
gestion « push-pull » pour la régulation de la pyrale du buis en JEVI.
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