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Introduction

La pyrale du buis, Cydalima perspectalis (Walker, 1859) (Lepidoptera : Crambidae), fait partie des
especes exotiques invasives de France. En effet, introduite de maniére non intentionnelle en Europe
en 2007 (Leuthardt, 2010), ce Lépidoptere originaire d’Asie de I'Est (Mally and Nuss, 2010) est devenu
extrémement envahissant du fait de sa forte capacité de dispersion, de sa fécondité élevée, de sa
capacité a réaliser 3 a 4 générations par an selon le climat et du manque de prédateurs naturels (Wan
et al., 2014). La chenille de ce papillon est spécifique des plantes du genre Buxus. Par conséquent, elle
consomme exclusivement les feuilles voire I'écorce de cette plante (Marinkovic and Kraak, 2010).
Depuis son arrivée en France en 2008, la pyrale du buis ne cesse de causer d'importants dégats sur
les buis d’ornementation et également dans les buxaies naturelles (Brua, 2013).

En France, le buis est avant tout planté dans les zones urbanisées telles que les parcs, jardins, espaces
végétalisés et infrastructures (JEVI). Il est également présent en milieu naturel, notamment dans le
Jura, les Alpes, les Pyrénées, le Sud de la France et de fagon plus éparse dans la région du Centre et la
région du Nord (Di Domenico et al., 2012; Lenoble and Broyer, 1945). La forte pression exercée par les
pyrales sur le buis a un impact a la fois sociétal, culturel, économique, mais également écologique car
sa propagation progressive dans les milieux naturels a un effet sur la biodiversité et perturbe le
fonctionnement des écosystemes forestiers (DRAAF Auvergne - Rhdéne-Alpes, 2019; Kenis et al.,
2013). En effet, les buxaies naturelles présentes en zone forestiére sont une composante essentielle
des sous-bois et constituent une multitude d’habitats pour la biodiversité (Mitchell et al., 2018). Leur
disparition est donc susceptible d’avoir un impact sur la biodiversité. De méme, le buis joue un role
important dans le maintien de la stabilité des sols et des blocs rocheux sur les versants (DRAAF
Auvergne - Rhone-Alpes, 2019; Duvigneaud, 1969; Kenis et al., 2013; Savill, 2013). D’aprés de
récentes études, I'invasion de la pyrale du buis dans certaines régions aurait induit un dépérissement
d’une grande partie de la buxaie naturelle en 4 ans (Département de la Santé des Foréts, 2020a). Les
buis présents en sous-étage forestier et avec un volume de cépée plus faible étant les plus touchés
(Département de la Santé des Foréts, 2020b). Enfin, les impacts économiques ne sont pas
négligeables. En effet, des entreprises sont spécialisées dans le travail de cette essence, notamment
pour la fabrication de cochonnets, de manches de couteaux pour Opinel ou encore de jeux d’échec et
de petits ustensiles de cuisine. Ces entreprises sont ainsi directement impactées par le déclin du buis
(FIBOIS, 2018).

Afin de suivre la réponse du milieu naturel face aux attaques de pyrale, le projet BIOPYR (Recherche
et inventaire d’agents potentiels de régulation biologique, liés a la pyrale du buis, en milieu naturel
forestier en région Auvergne-Rhéne-Alpes) porté par la Direction Régionale de I'Alimentation, de
I’Agriculture et de la Forét Auvergne-Rhéne-Alpes (DRAAF AURA) a été initié de 2017 a 2020. Ce
programme a permis de mettre en place un suivi de I'état général et de la réaction des différents
milieux face a la pyrale du buis mais aussi d’acquérir des connaissances plus poussées sur
I'écosysteme buis et les différentes espéces concernées par ce milieu de vie en danger. A travers
I'étude de I'entomofaune associée aux buis et du parasitisme en milieu naturel, les résultats ont
permis de confirmer de la grande diversité d’especes inféodées aux buis. De plus, en 2020, une
premiere réponse écologique a été relevée dans la Drome avec l'identification de parasitoides
s’adaptant a la pyrale sur une nouvelle zone de front de colonisation (UEFM - INRAE, 2020; Brinquin
A.-S. et al., submitted).

Au-dela des ravages provoqués par la pyrale du buis, certains buis semblent résister aux attaques de
ce ravageur comme l'indiquent les récentes observations du DSF dans certaines zones. En effet, il
semblerait que les formations de buis sur zones tres xérophiles hors sous-étage soient moins
touchées. De plus, I'hypothése suivant laquelle I'exposition directe au soleil peut perturber le

4
Rapport FORBUIS 2021-2022



PREFET _ GlalT R ‘
Sy [F(;Nrﬁn;:'lnl:[ ¢ @ correspondant
BOURGOGNE- ENAGEMENT observateur
E D’AMENAGEMENT

[UE/0348 ] f:?NCH E-COMTE .\ ' heveLoPPEMENT i

ENTOMOLOGIE ET FORET f;f;‘fffim DU/TERRITOIRE, ?epaﬁgment de‘la san

MEDITERRANEENNE [UEFM] dir
COMMISSARIAT A L'AMENAGEMENT DU MASSIF DU JURA

é des foréts

développement de la chenille est également avancée (Département de la Santé des Foréts, 2020b).
Les zones identifiées par le DSF méritent ainsi une surveillance et une étude particuliere afin de
définir les potentiels freins a la progression des attaques de pyrale.

L’objectif du projet FORBUIS est de répondre aux questions scientifiques suivantes au travers de deux
études menées en paralléle :

1) Une réponse écologique durable se met-elle en place via l'adaptation de certains
parasitoides et prédateurs ? (Etude 1)

2) Les impacts de I'ensoleillement et du stress hydrique sur les propriétés physico-chimiques du
buis influencent-ils I'attraction des femelles pour pondre et/ou I'appétence des chenilles
pour se nourrir ? (Etude 2)

Le projet FORBUIS va nous permettre de mieux comprendre les facteurs biotiques et abiotiques en
jeu dans le ralentissement de la progression de la pyrale du buis. Il nous permettra également de
suivre I'adaptation du cortége d’auxiliaires, que nous avons commencé a observer en 2020 dans le
cadre du projet BIOPYR, en vue de développer une nouvelle méthode de gestion contre ce ravageur.
Enfin, ce projet nous permettra de réaliser une surveillance accrue des sites suivis par le DSF,
potentiellement a risque.

Les sites d’échantillonnage choisis pour la mise en ceuvre de I'Etude 1, se trouvent dans le Parc
Naturel Régional du Haut-Jura, et font déja I'objet de suivis réguliers de la part des agents du DSF,
depuis la grosse attaque de 2018 ayant entrainé une défoliation quasi-totale des buis sur les secteurs
suivis. Les sites ont été choisis en fonction des observations par les agents du DSF de présence de
chenilles diapausantes dans les buis, au premier trimestre 2021. Ils sont présentés dans la Figure 1 ci-
dessous, ainsi qu’en Annexe 1.
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Figure 1 : Cartographie présentant les sites d’échantillonnage de I’'entomofaune inféodée au buis (Etude 1) [S2,
53, S4 et S5], ainsi que les sites de prélévements des rameaux de buis pour les tests en laboratoire (Etude 2)
[Jura_BO et Jura_BE], dans le Jura.
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Dans le cadre de I'Etude 2, les rameaux de buis récoltés pour la réalisation des tests d’appétence et
d’oviposition en laboratoire ont été prélevés sur des buis présentant deux modalités
d’implantation différentes : a 'ombre sous couvert végétal (« BO ») ou sous ensoleillement direct
avec stress hydrique (« BE »). Les sites de prélevements sont présentés dans la Figure 1.

Une répétition des tests en laboratoire a été prévue dans le protocole de I'Etude 2, a partir de
rameaux récoltés dans une zone géographique éloignée du Jura. Ainsi, des rameaux de buis « BO » et
« BE » ont également été récoltés sur le Mont Ventoux (Vaucluse-84) en vue de réaliser des tests
d’appétence et d’oviposition en laboratoire selon le méme protocole. Ceci dans le but de confirmer
et de renforcer les résultats et analyses obtenus. Les emplacements de ces sites sont présentés dans
la Figure 2 ci-dessous, et leurs fiches descriptives se trouvent en Annexe 2.
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Figure 2 : Cartographie présentant les sites de prélévements des rameaux de buis pour les tests en laboratoire
(Etude 2) [Vtx_BO et Vtx_BE], sur le Mont-Ventoux.
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ETUDE 1 : Etude de I'entomofaune liée au buis et de parasitoides et prédateurs potentiels
de la pyrale du buis

A. Etude de ’entomofaune associée au buis

1. Objectif

Cette étude a pour objectif d’évaluer la diversité des communautés d’Arthropodes associées au buis,
encore peu connue dans la littérature, ainsi que les différents groupes fonctionnels qui s’en
dégagent, dans le but d’identifier des prédateurs et/ou des parasitoides potentiels de C. perspectalis,
et de développer potentiellement une nouvelle méthode de gestion contre ce ravageur.

2. Sites d’étude

Les prélevements de I'entomofaune associée aux buis ont été réalisés sur les sites S2, S3, S4 et S5 en
2021 et 2022 (Figure 1). Ces sites ont été choisis en fonction de I'état sanitaire des buis qui devait
étre assez bon pour permettre le développement de la pyrale du buis, du moins présenter des
repousses apres les ravages et défoliations totales dues aux attaques de 2018 dans le secteur de
Saint-Claude. Ces sites ont également été sélectionnés en fonction d’observations de présence du
ravageur sur les repousses et rameaux de I'année (dégats d’alimentation, feces...).

L’état sanitaire des buis ainsi que le niveau d’attaque par la pyrale du buis ont été relevés lors de
chaque tournée.

3. Méthodes d’échantillonnage

a. Prélevement de I'entomofaune présente sur le buis (battage)

Lors de la campagne de prélevement de 2021, les
relevés de juin et d’aolt ont été réalisés avec la
méthode du battage. Cette méthode consiste a
battre a I'aide d’un baton les buis au-dessus d’un
parapluie japonais, et de récupérer les
Arthropodes tombés sur la toile a I'aide d’un
aspirateur buccal (Figure 3). Les individus prélevés
sont ensuite conservés en tube dans I'éthanol a
40°, en vue d’étre identifiés.

Figure 3 : Photographie d’un parapluie japonais pour les prélevements par battage.

Les battages ont été réalisés pour chacun des sites S2, S3 et S4 sur 3 plants de buis éloignés les uns
des autres d’au moins 3 metres. 3 passages par plant de buis ont été effectués afin de récupérer des
échantillons les plus représentatifs (Annexe 3).

b. Prélevement des insectes volants (filets)

Lors de la campagne de préléevement de 2021 (ao(t) et de 2022 (juin et ao(t), les relevés ont été
réalisés a I'aide de filets a papillon (Figure 4).
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Cette méthode permet de capturer des insectes volants, tels
que les Lépidopteres, les Odonates, les Dipteres et les
Hyménoptéres. Les plants de buis sont balayés a I'aide des filets
afin de faire pénétrer les insectes volants a l'intérieur, qui se
retrouvent piégés a la suite d’'un mouvement de rotation du
manche de 180°. Les individus sont ensuite récupérés a |'aide
d’un aspirateur buccal, puis conservés en tube dans I'éthanol a
40°, en vue d’étre identifiés.

Les relevés ont été réalisés pour chacun des sites S2, S3, S4 et
S5, sur 10 plants de buis éloignés les uns des autres d’au moins
3 metres (Annexe 3).

Figure 4 : Capture des insectes volants a I'aide de filets.
c. Identification des préléevements

Chaque individu a été individualisé, codifié et photographié sous stéréomicroscope afin de constituer
une collection de référence. Un tri par ordre a été réalisé dans un premier temps par notre
laboratoire, avant envoi a un bureau d’étude pour les déterminations plus poussées (famille, voire
genre et espéce si possible). Une détermination des fonctions écologiques et des régimes
alimentaires a également été réalisée par le bureau d’étude (Annexe 8), sur la base de données
bibliographiques, afin de ne sélectionner que les prédateurs et parasitoides potentiels de Cydalima
perspectalis.

4. Résultats
a. Etat sanitaire des buis
La Figure 5 ci-dessous présente |'évolution de I'état sanitaire des buis et de la pression de la pyrale du

buis sur I'ensemble des sites observés, au cours de la période de juin 2021 a aolt 2022. Le détail des
informations recueillies se trouve en Annexe 4.

Département .. 2021 2022
. Type de suivi - — - -
/ Site Juin Aolit Juin Aolit
Niveau pression Faible a Faible Absence Faible
pyrale moyen =
Jura (39) ~~ //
Site 2 Etat sanitaire En repousse En repousse Bon Bon
Niveau pression Faible Faible Faible Faible
pyrale — e —
Jura (39) —— ———
Site 3 Etat sanitaire En repousse En repousse En repousse Bon
des buis —
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Niveau pression Forte Forte Faible a Faible
pyrale e — moyen =
Jura (39) o \A
Site 4 Etat sanitaire Trés attaqués | Trés attaqués En repousse En repousse
Niveau pression Absence Absence Faible Faible
pyrale d’observation | d’observation .
Jura (39)
Site 5 Etat sanitaire Absence Absence En repousse En repousse
des buis d’observation | d’observation —

Figure 5 : Tableau récapitulatif de I’évolution de I’état sanitaire des buis et de la pression du ravageur sur les
sites visités en juin et en aolt 2021 et 2022.

b. Diversité de 'entomofaune présente sur les buis
Au total, 1 192 individus ont été prélevés au cours des 4 campagnes de relevés. Ces individus ont été
identifiés jusqu’aux ordres au sein de notre Laboratoire. Les résultats de ces identifications sont

présentés dans la Figure 6 ci-dessous.

3%

23%

0%

/ 3%

0,
4% 11%
2%
0%
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1%
17%
® Aranea m Blattodea Coleoptera Collembola  m Diptera Hemiptera
m Hymenoptera  Ixodida m Lepidoptera ® Neuroptera QOdonata m Orthoptera
m Polyxenida  ® Psocodea Psocoptera NA

Figure 6 : Synthése des différents ordres d’Arthropodes prélevés au cours des campagnes de relevés de juin et
d’aodt 2021 et 2022 dans le Jura.
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En parallele, la détermination des fonctions écologiques et des régimes alimentaires de ces individus
a été réalisée par un bureau d’étude, sur la base de données bibliographiques (Annexe 8). La Figure 7
présente les résultats de ces déterminations.

20%

3% //

1% 36%
°7 2% o
0%
B Phytophage Carpophage Nectarivore B Xylophage
Saprophage B Necrophage Mycetophage Microphage
Hematophage @ Potentiel prédateur @ Prédateur Polyphage

D Parasitoide H NA

Figure 7 : Synthese des différentes fonctions écologiques et régimes alimentaires des Arthropodes prélevés au
cours des campagnes de relevés de juin et d’aolt 2021 et 2022 dans le Jura.

Les 353 individus identifiés comme parasitoides, prédateurs et potentiels prédateurs ont ensuite
bénéficié d’une identification plus poussée (famille, voire genre et espéce si possible) par le bureau
d’étude. Cet approfondissement dans I'analyse des spécimens a permis d’affiner la détermination
des régimes alimentaires et des fonctions écologiques afin de filtrer les individus s’attaquant aux
Lépidoptéeres, susceptibles de s’alimenter ou de parasiter la pyrale du buis de facon ciblée ou
opportuniste.

Ainsi, a la suite de cet approfondissement, 24 genres d’'intérét pour notre étude ont été mis en
évidence en tant qu’auxiliaires potentiels de la pyrale du buis (Tableau 1).

Nombre total Nombre d’ordres Nombre de familles Nombre de genres d’intérét
d’individus identifiés sur la totalité identifiées sur la totalité apres identification plus
récoltés des individus des individus poussée
1192 15 63 24

Tableau 1 : Synthese des résultats obtenus a chaque étape de la démarche d’analyse des individus récoltés.
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Ainsi, 28 individus parasitoides, appartenant en totalité a I'ordre des Hyménopteres, ont été
identifiés comme potentiellement intéressants pour notre étude. Ces individus appartiennent en
effet a 13 genres différents capables de parasiter des Lépidopteres et potentiellement la pyrale du
buis. Ces genres d’intérét sont présentés dans le Tableau 2.

Nb ind. Ordre Sous-ordre Super-famille Famille Genre Espece

1 Hymenoptera Apocrita Chalcidoidea Eulophidae Derostenus sp.

1 Hymenoptera Apocrita Ichneumonoidea Braconidae Bracon sp.

3 Hymenoptera Apocrita Ichneumonoidea Ichneumonidae (Cryptinae) NA

1 Hymenoptera Apocrita Ichneumonoidea Ichneumonidae Diadegma cf. fenestrale
8 Hymenoptera Parasitica Ceraphronoidea Ceraphronoidea Ceraphron sp.

3 Hymenoptera Parasitica Chalcidoidea Eulophidae Aprostocetus NA

1 Hymenoptera Parasitica Chalcidoidea Eulophidae Minotetrastichus cf. frontalis
1 Hymenoptera Parasitica Chalcidoidea Eulophidae Pediobius sp.

2 Hymenoptera Parasitica Ichneumonoidea Braconidae Apanteles sp.

1 Hymenoptera Parasitica Ichneumonoidea Braconidae Hormius sp.

1 Hymenoptera Parasitica Ichneumonoidea Braconidae Meteorus cf. abcsissus
1 Hymenoptera Parasitica Ichneumonoidea Ichneumonidae Mesochorus sp.

4 Hymenoptera Parasitica Platygastroidea  Scelionidae Telenomus sp.

Tableau 2 : Liste des 13 genres d’intéréts identifiés comme parasitoides.

De méme, 24 individus définis comme prédateurs potentiels ont été identifiés comme
potentiellement intéressants pour notre étude. 79% d’entre eux appartiennent a I'ordre des Diptéres
et 21% a l'ordre des Hémiptéeres. Au total, 8 genres d’intérét ont été identifiés et sont présentés dans
le Tableau 3.

Nb ind. Ordre Sous-ordre Super-famille  Famille Genre Espéce
1 Diptera Brachycera Empidoidea Atelestidae Atelestus pulicarius
1 Diptera Brachycera Empidoidea Empididae Rhamphomyia hybotina
2 Diptera Brachycera Empidoidea Hybotidae Bicellaria sp.
10 Diptera Brachycera Empidoidea Hybotidae Hybos culiciformis
1 Diptera Brachycera Empidoidea Hybotidae Platypalpus sp.
1 Diptera Brachycera Empidoidea Hybotidae Trichina cf. pallipes
3 Diptera Brachycera Empidoidea Hybotidae Trichinomyia flavipes
2 Hemiptera Heteroptera Naboidea Nabidae Nabis cf. rugosus
3 Hemiptera Heteroptera Naboidea Nabidae NA NA

Tableau 3 : Liste des 8 genres d’intérét identifiés comme potentiels prédateurs.

Enfin, 4 individus définis comme strictement prédateurs ont été identifiés comme potentiellement
intéressants pour notre étude. 75% d’entre eux appartiennent a I'ordre des Neuroptéres et 25% a
I’ordre des Coléoptéres. Ainsi, 2 genres d’intérét ont été identifiés (Tableau 4).

Nb ind. Ordre Sous-ordre Super-famille  Famille Genre Espece
1 Coleoptera Polyphaga Elateroidea Cantharidae Malthinus facialis
3 Neuroptera Hemerobiiformia NA Chrysopidae Chrysoperla cf. carnea

Tableau 4 : Liste des 2 genres d’intérét identifiés comme prédateurs.
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5. Discussion

a. Etat sanitaire des buis

Au cours des 4 campagnes de suivi sur la période de juin 2021 a ao(t 2022, I’état sanitaire ainsi que
la pression exercée par les populations de pyrales sur les buxaies ont été évalués. Nous avons
constaté que pour la majorité des sites observés, les buxaies présentent un état sanitaire en
amélioration, avec l'observation de nombreuses repousses sur les individus ayant subi des
défoliations importantes en 2017 (Département de la Santé des Foréts, 2022). Cette situation
s’explique notamment par une faible pression de la part des populations de pyrales du buis ces
dernieres années. En effet, nos observations rejoignent celles du DSF, avec le constat que le
pourcentage de consommation du buis par la pyrale est faible pour les années 2021 et 2022 sur les
sites suivis (moins de 5%). La disponibilité en nourriture n’est donc pas la cause de I'effondrement
des populations de pyrales depuis 2019. Malgré la présence constatée de pyrales du buis sur les sites
suivis et la disponibilité en nourriture, les populations du ravageur n’arrivent pas a se développer,
peut-étre du fait d’'une pression qu’elles subissent elles-mémes de la part d’une réponse écologique
de I'entomofaune et de I'avifaune sur les sites considérés. Cette hypothése reste cependant a vérifier
(cf. Etude 1).

b. Diversité de 'entomofaune associée aux buis

Les méthodes de récoltes par battage et par filet a papillons, employées lors des différentes
campagnes de prélevements, sont trés complémentaires et permettent d’obtenir une bonne
représentation de I'écosystéme inféodé au buis. Cet arbuste abrite en effet une multitude d’espéces,
avec des régimes alimentaires et des fonctions écologiques trés variés.

Ainsi, la grande majorité des espéces prélevées sont des saprophages (36%), telles que les
Collemboles et les Psocopteres, qui se nourrissent préférentiellement de matiéres végétales ou
animales en décomposition. Les espéces phytophages ont également été récoltées en grand nombre
(23%) et sont pour la plupart des Coléopteres (Curculionidae, Elateridae, Chrysomelidae), des
Diptéres (Cecidomyiidae et autres Nematocera), des Hémiptéeres (Psyllidae, Aphididae, Cicadellidae)
et des Lépidopteres.

Les especes qui nous intéressent plus particulierement dans notre étude, i.e. susceptibles de
s’alimenter ou de parasiter la pyrale du buis de fagon ciblée ou opportuniste, représentent 30% des
Arthropodes prélevés au cours des 4 campagnes de récoltes. Il s’agit principalement d’espéces
parasitoides s’attaquant préférentiellement a des Lépidoptéres, et des especes exclusivement
prédatrices ou intégrant la prédation dans leur régime alimentaire, avec plus ou moins de sélectivité.

Les especes parasitoides d’intérét pour notre étude sont exclusivement des Hyménoptéres
appartenant aux familles des Eulophidae, Braconidae, Ichneumonidae, Ceraphronoidea et
Scelionidae (Tableau 2).

Les Eulophidae sont des parasitoides de Lépidoptéres, de Diptéeres ou de Coléoptéres. lls sont
généralement des parasites primaires des ceufs, larves et nymphes, mais certaines especes peuvent
étre des parasites secondaires, notamment par l'intermédiaire des Tachinidae et d’autres
Hyménopteres (Clausen, 1940). Certaines espéces sont utilisées en biocontrole.

Les Braconidae représentent une des plus importantes familles d’Hyménopteres. Leur grande
diversité spécifique et les nombreuses stratégies de parasitisme employées en font un groupe
majeur en tant qu’outil de biocontrole d’insectes ravageurs. Les Braconidae pondent généralement
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dans les ceufs de Lépidopteres et achévent leur développement dans les larves ou les nymphes
(Clausen, 1940). Certains genres peuvent également parasiter des Diptéres et des Coléoptéres.

Les Ichneumonidae représentent également une grande famille d’'Hyménopteres, trés diversifiée. Ce
sont des parasitoides importants des larves et nymphes de Lépidopteres, mais peuvent également
parasiter un large spectre d’autres insectes dont les Coléopteres (Clausen, 1940).

Les Ceraphronoidea forment une famille encore mal connue et décrite, dont la plupart des especes
sont des parasitoides ou des hyperparasitoides (Clausen, 1940).

Les Scelionidae sont exclusivement des parasites des ceufs, en particulier de Lépidopteres,
d’Hémiptéres, d’Orthoptéres, de Diptéres et d’Arachnides. Les especes sont généralement
spécifiques de leur hote (Clausen, 1940).

Les connaissances actuelles disponibles dans la littérature ne nous permettent pas de préciser si les
individus prélevés in situ s’attaquent exclusivement aux Lépidoptéres et donc potentiellement a la
pyrale du buis. Il est en effet difficile de trouver des informations plus précises au-dela de la
description des familles voire des sous-familles.

Les prédateurs prélevés in situ sont en grande majorité des Aranea. Les araignées se nourrissent
principalement d’insectes et de leurs larves, et sont plutdét généralistes. Leur non-spécificité fait
gu’elles ont peu d’intérét a étre employées en lutte biologique, le risque sur la faune non-cible étant
élevé. D’autres prédateurs plus ou moins opportunistes ont également été récoltés, tels que des
Odonates, des Coléopteres de la famille des Coccinellidae et des Staphylinidae, des Hémipteres de la
famille des Anthocoridae, des Neuroptera de la famille des Coniopterygidae et des Diptéres de la
famille des Muscoidea. Toutefois, a l'instar des araignées, leur non-spécificité ne permet pas
d’appréhender ces prédateurs en tant qu’agent de biocontréle de la pyrale du buis.

Enfin, certains des prédateurs prélevés in situ integrent dans leur régime alimentaire des
Lépidoptéres et pourraient potentiellement et de maniere plus spécifique s’attaquer aux ceufs et
larves de la pyrale du buis. Il s’agit de Diptéres appartenant aux familles des Atelestidae, Empididae
et Hybotidae, d’"Hémipteres de la famille des Nabidae, de Coléoptéres de la famille des Cantharidae,
et enfin de Neuroptera de la famille des Chrysopidae.

Toutefois, la difficulté d’accéder a des informations plus précises dans la littérature quant a la
biologie et a I'écologie des individus récoltés, au-dela de la description des familles voire des sous-
familles, est limitante dans notre étude. Ainsi, nos conclusions se basent sur les dires d’expert
taxonomiste et nos recherches bibliographiques. Dans le cas des parasitoides, I'idéal aurait été de
récolter in situ des larves et chrysalides présentant des marques de parasitismes dans |'optique de
valider les émergences des parasitoides au laboratoire. Toutefois, peu de chrysalides ont été
observées sur les sites de préléevements durant les 2 années d’étude, ce qui ne nous a pas permis de
mettre en ceuvre ce protocole.

Pour autant, les résultats obtenus dans notre étude sont en cohérence avec les données issues de la
littérature, avec quelques recoupements constatés (Wan et al. 2014 ; Hulujan et al. 2021) (Tableau
6). En effet, plusieurs ennemis naturels ont déja été observés en Asie et en Europe, tels que les
Dipteres (Tachinidae), les Hyménopteres (Braconidae, Chalcididae, Pteromalidae, Encyrtidae,
Ichneumonidae, Trichogrammatidae), les Thysanoptéres (Aeolothripidae), les Hyménopteres
(Vespidae), les Neuroptéres (Chrysopidae), les Coléoptéres (Coccinellidae), ainsi que les Hémipteres
(Anthocoridae).
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Ordre Famille Espeéce Références
Parasitoides
Diptera Tachinidae Compsilura concinnata (Meigen) Shima (1973)
Brinquin et al. (Submitted)
Venard et al. (2019)
Lopez et al. (2022)
Farahani et al. (2018)
Tachinidae Exorista larvarum (Linnaeus) Martini et al. (2019)
Tachinidae Exorista sp. Shi & Hu (2007)
Tachinidae Pseudoperichaeta nigrolineata (Walker)  Shima (1973)
Nacambo (2012)
Ferracini et al. (2022)
Bird et al. (2020)
Hymenoptera Braconidae Chelonus tabonus (Sonan) She & Feng (2006)
Braconidae Chelonus sp. Chen et al. (2005)
Braconidae Dolichogenidae stantoni (Ashmead) She & Feng (2006)
Braconidae Apanteles glomeratus (L.) Brua (2013)
Braconidae Bracon brevicornis (Wesmael) Hulujan et al. (2021)
Braconidae Bracon hebetor (Say) Hulujan et al. (2021)
Braconidae Protapanteles mygdonia (Nixon) Belokobylskij & Gninenko
(2016)
Chalcidae Brachymeria lasus (Walker) Chen et al. (2005)
Pteromalidae Stenomalina cf. communis Bird et al. (2020)
Encyrtidae Tyndarichus sp. Zhao et al. (2004)
Ichneumonidae Apechthis compunctator (L.) Nacambo (non publié)
Ichneumonidae Casinaria sp. Zhao et al. (2004)
Ichneumonidae Pimpla turionella (Linnaeus) Brinquin et al. (Submitted)
Trichogrammatidae Trichogramma dendrolimi (Matsumura)  Gottig &Hertz (2016)
Trichogrammatidae Trichogramma sp. Gottig &Hertz (2016)
Prédateurs
Thysanoptera Aeolothripidae Aeolothrips sp. Chen et al. (2005)
Hymenoptera Vespidae Vespa velutina (Lepeletier) Hulujan et al. (2021)
Neuroptera Chrysopidae Chrysoperla carnea (Stephens) Gottig (2017)
Coleoptera Coccinellidae Harmonia axyridis (Pallas) Gottig (2017)
Hemiptera Anthocoridae Orius majusculus (Reuter) Gottig (2017)

Tableau 5 : Liste des ennemis naturels de Cydalima perspectalis relevés en Europe et en Asie dans la littérature
scientifique (en grande partie sur la base des recherches bibliographiques réalisées par Wan et al. 2014 et par
Hulujan et al. 2021).

Bien que ces prédateurs et parasitoides ont été observés en train d’attaquer les ceufs, larves ou
pupes de la pyrale du buis, leur impact réel sur les populations de ce ravageur n’a pas pu étre encore
démontré (Wan et al. 2014 ; Gottig, 2017).

Les chenilles pyrales du buis sont en effet capables de séquestrer de grandes quantités d’alcaloides
produits par leur plante hote, ce qui leur confére une certaine protection vis-a-vis d’éventuels
prédateurs ou parasitoides (Leuthardt et al., 2013). Le développement des larves de parasitoides
peut en étre grandement affecté, ainsi que la prédation des chenilles assimilées a une certaine
toxicité du fait des alcaloides ingérés. Les prédateurs et parasites des ceufs de pyrales du buis, stade
de développement qui ne contient pas d’alcaloides, ont donc un réle important a jouer dans la
régulation du ravageur selon Hulujan et al. (2021).
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D’apres diverses études, les insectes prédateurs ou parasitoides qui semblent ou pourraient avoir un
véritable impact sur les populations de Cydalima perspectalis sont :

- Trichogramma dendrolimi, avec un taux de parasitisme des ceufs de pyrales du buis supérieur
a 40% (Gottig & Herz, 2016) ;

- Compsilura concinnata, dont I'implication réelle a été mise en évidence, malgré un taux de
parasitisme faible observé (Venard et al., 2019) ;

- Chelonus tabonus, qui reste un candidat prometteur pour le controle biologique de la pyrale
en raison des niveaux élevés de parasitismes observés en Chine et de la spécificité a I'h6te
généralement observée chez les especes appartenant a la sous-famille des Cheloninae (Wan
etal. 2014) ;

- Chrysoperla carnea et Orius majusculus, qui s’attaquent aux ceufs de pyrales avec une grande
efficacité (respectivement, prédation de 89% et de 41% des ceufs présentés), et qui
pourraient devenir des agents de biocontrole par lacher inondatif (Gottig, 2017 ; Herz, 2013).

6. Conclusion et perspectives

Cette étude a permis de réaliser un suivi de I'état sanitaire des buis et d’évaluer la pression exercée
par la pyrale du buis dans le secteur de Saint-Claude, ainsi que le cortége d’auxiliaires présents.

Il est a noter que la faible pression de la pyrale du buis observée lors des campagnes de
prélévements constitue une limite importante de notre étude. En effet, I'idéal aurait été de récolter
in situ des larves et chrysalides présentant des marques de parasitismes dans I'optique de valider les
émergences des parasitoides et/ou hyperparasitoides au laboratoire (Brinquin et al., Submitted).
Néanmoins, les recherches bibliographiques nous ont permis de mettre en évidence quelques
recoupements avec les résultats obtenus, et des perspectives intéressantes concernant notamment
les parasitoides de la famille des Braconidae et des Ichneumonidae, et les prédateurs tel que
Chrysoperla carnea. Ces derniers sont d’ailleurs déja commercialisés comme agents de biocontrole
sur d’autres ravageurs. Des études de prédation plus poussées représentent donc un levier pour le
développement de méthode de biocontréle de la pyrale du buis.
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B. Etude de I'avifaune susceptible de prédater la pyrale du buis

1. Objectif

Des relevés « avifaune » ont été réalisés au printemps 2022 dans le Jura afin de compléter I'étude sur
les prédateurs potentiels de la pyrale du buis, susceptibles d’expliquer le ralentissement de sa
progression dans cette région par l'intégration de ce ravageur dans leur régime alimentaire. Ces
relevés ont été effectués via un point d’écoute et du temps d’observation comportemental des
oiseaux.

2. Site d’étude

Les sites de prélevement étudiés en 2021 (S2, S3 et S4) n‘ont pas été retenus pour cette étude car
insuffisamment infestés par la pyrale du buis au printemps 2022. Un nouveau site a été choisi (S5)
pour réaliser ces observations. Il se situe a quelques centaines de meétres du site S4, en sous-bois
(Figure 1). Quelques larves de pyrales y ont été observées au printemps 2022, sur des buis encore
relativement bien feuillés.

3. Méthodes
a. Point d’écoute

Cette technique consiste a dénombrer tous les oiseaux vus et entendus en un point stationnaire au
cours d’une durée fixe de 10 minutes. Chaque individu détecté est positionné dans l'espace autour du
point sur une fiche de relevé telle que présentée en Annexe 7. Cette méthode permet de
cartographier I'abondance et la richesse spécifique de l'avifaune dans I'environnement proche du
point choisi. Toutes les especes contactées ne sont pas forcément susceptibles de se nourrir dans les
buis, il est donc intéressant de savoir lesquelles ont été entendues a proximité immédiate du point de
station, ol des buis sont infestés par la pyrale. Le point d’écoute a été effectué le 100052022, de 7h45
a 7h55, sous une météo favorable (ciel dégagé, peu de vent).

b. Observation des comportements de prédation

Aprés la réalisation du point d’écoute, deux observateurs se sont installés sous une tente d’aff(t
(Figure 8), munis d’'une longue-vue, de jumelles ainsi que d’'un appareil photo afin de tenter de
photographier l'activité des oiseaux dans les buis. Chaque observateur s’est concentré sur un bosquet
de buis face a lui afin de noter chaque déplacement d’oiseau au sein des buis. Lobservation a été
effectuée le 10/05/2022, de 8h00 a 11h00.

> gt

Figure 8 :Tente d’affit utilisée pour les observations des comportements de prédation des oiseaux sur le site S5.
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4. Résultats
a. Point d’écoute

La liste des espéces contactées est la suivante :

Espéces Nombre d’individus

w

Pinson des arbres (Fringilla coelebs)

Pouillot véloce (Phylloscopus collybita)
Fauvette a téte noire (Sylvia atricapilla)
Troglodyte mignon (Troglodytes troglodytes)
Rouge gorge (Erithacus rubecula)

Roitelet huppé (Regulus regulus)

Mésange bleue (Cyanistes caeruleus)

Geai des chénes (Garrulus glandarius)

Grive musicienne (Turdus philomelos)
Pigeon ramier (Columba palumbus)

R R R R R R R R

N

Tableau 6 : Especes d’oiseaux contactées sur le site S5 le 10/05/2022 de 7h45 a 7h55.

D’autres especes, non contactées pendant le point d’écoute, ont été entendues durant la plage
d’observations comportementales :

» Merle noir (Turdus merula)

» Grive draine (Turdus viscivorus)
» Mésange noire (Periparus ater)
»  Coucou gris (Cuculus canorus)

» Mésange huppée (Lophophanes cristatus)

b. Observation des comportements de prédation

Lors de la session de trois heures d’observations, aucun oiseau n’a été observé sur les buis. Deux
rouges-gorges ont été vus non loin des buis, prés du sol dans les épicéas, mais sans manifester de
comportement de prospection autour des buis.

5. Discussion

Les écoutes et observations n‘ont pu étre effectuées qu’a une seule date en ce printemps 2022, ce qui
peut expliquer en partie le manque de résultats. La date de relevé avait été choisie en fonction du
cycle de reproduction des oiseaux afin de se trouver dans la période la plus propice pour observer les
allées et venues des adultes en phase de nourrissage des jeunes. Afin de multiplier les chances
d’observer des oiseaux, il faudrait renouveler plusieurs fois I'opération entre mi-avril et début juin.
Cela permettrait aussi d’observer potentiellement différentes cohortes d’oiseaux : les sédentaires en
début de saison, qui nidifient tot, puis les migrateurs quelques semaines plus tard.

D’autre part, il n'a pas été possible de trouver des sites suffisamment infestés par la pyrale du buis
pour favoriser les observations cette année. Selon les localités, les buis étaient entierement défoliés,
donc sans présence de pyrale, ou bien sains et non attaqués en 2022.
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Ainsi, la présence de nombreuses larves multiplie les chances d’observations. C’est ce que nous avons
constaté sur d’autres sites infestés, suivis hors cadre du projet FORBUIS. Les adultes en nourrissage
sont a la recherche d’insectes abondants et faciles d’accés a proximité du nid. Les larves et chrysalides
de pyrale du buis sont par conséquent des proies idéales. Dans ces conditions, nous avons pu
observer des comportements de prédations par plusieurs especes de passereaux, et ce sur différents
stades de développement de la pyrale. Par exemple :

» Pinson des arbres (Fringilla coelebs), sur chenilles de stade larvaire L5 (Figure 9-a) (Val-de-
Marne, 94) ;

» Mésange bleue (Cyanistes caeruleus), mésange charbonniére (Parus major), fauvette a téte
noire (Sylvia atricapilla), et moineau domestique (Passer domesticus), sur chrysalides (Figures
9-b, 9-c, 9-e et 9-f), Baronnies (Dréme, 26) ;

» Geai des chénes (Garrulus glandarius), sur buis (Figure 9-d), Baronnies (Drome, 26) ;

» Mésange charbonniére (Parus major) et fauvette passerinette (Curruca iberiae), sur papillons
(Figures 9-g et 9-h), Baronnies (Dréme, 26).

RARUEFMM © Brinquin A -S, INRAEUEFM
orreard M. INRAE UEF

Correard/M: INRAE UEFM § ©

&

@
[

© Correard M. INRAB
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Figure 9: a) Pinson des arbres (Fringilla coelebs); b) Mésange bleue (Cyanistes caeruleus); c) Mésange
charbonniére (Parus major); d) Geai des chénes (Garrulus glandarius); e) Fauvette a téte noire (Sylvia
atricapilla) ; f) Moineau domestique (Passer domesticus) ; g) Mésange charbonniére (Parus major) ; h) Fauvette

passerinette (Curruca ibariae).
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D’autres espéces ont également pu étre observées en train de prédater la pyrale du buis, dans le
cadre d’études menées en Italie, en Hollande et en Espagne (Mostini, 2018 ; Espluga & Garcia-
Readigos, 2020), et viennent compléter notre liste : le merle noir (Turdus merula) ; I'huitrier pie
(Haematopus ostralegus) ; la pie bavarde (Pica pica) ; I'étourneau sansonnet (Sturnus vulgaris) ; le
coucou geai (Clamator glandarius).

6. Conclusion et perspectives

De nouvelles observations mériteraient d’étre effectuées, notamment sur des sites ol la pyrale du
buis est abondante, afin de suivre I'impact réel de la prédation par I'avifaune sur les populations de ce
ravageur. De plus, il faudrait renouveler plusieurs fois les observations et points d’écoute entre mi-
avril et début juin, période de I'année la plus propice pour observer des oiseaux.
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ETUDE 2 : Etude de I'influence de I’ensoleillement et du stress hydrique sur les propriétés
physico-chimiques du buis, engendrant une possible modification de son pouvoir attractif
sur la pyrale du buis

A. Etude de I'appétence des chenilles Cydalima perspectalis pour le buis en fonction
de son implantation sous couvert végétal ou sous ensoleillement direct et stress

hydrique
1. Objectif

Cette étude a pour objectif de tester I'appétence des chenilles pyrales du buis sur des rameaux ayant
subi des modifications physico-chimiques du fait de I'adaptation aux conditions climatiques extrémes
(= stress hydrique), susceptibles d’expliquer le peu d’observations de dégats sur ces buis.

Pour cela, des tests en laboratoire ont été réalisés en 2021 sur deux types de buis différents : les buis
exposés a I'ensoleillement direct et au stress hydrique et les buis protégés en sous-bois sous couvert
végétal.

2. Matériels

Les rameaux de buis utilisés pour les tests en laboratoire ont été prélevés sur des placettes
ensoleillées (« BE ») et des placettes ombragées (« BO »), sur deux zones géographiques éloignées :
le Massif du Jura (Figure 1) et le Mont-Ventoux (Figure 2). Les fiches descriptives des placettes se
trouvent en Annexes 1 et 2.

Les chenilles pyrales du buis utilisées pour les tests en laboratoire ont été élevées au laboratoire
UEFM d’Avignon. L’élevage comprend plusieurs boites ou les chenilles sont réparties en fonction de
leur date d’éclosion. Elles sont nourries avec du buis frais non infesté, récolté chaque semaine en
milieu naturel sur le Mont-Ventoux a une altitude d’environ 800 métres. Les boites d’élevage sont
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 sont réalisés deux fois par semaine (Annexe 5).

3. Déroulement de I'expérimentation en laboratoire

Pour chaque zone d’étude, deux prélevements de buis ont été réalisés au cours de I'année sur les
deux types de placettes « BE » et « BO » : un premier prélevement en juin lorsque la végétation est
encore verte, puis un deuxiéme en ao(t lorsque la végétation a subi des périodes de sécheresse
estivale. Les tests d’appétence effectués a partir de rameaux prélevés au Mont-Ventoux ont été
réalisés a chaque fois 1 a 2 semaine aprés ceux effectués a partir de rameaux prélevés dans le Jura.

Les tests d’appétences ont été réalisés au laboratoire a chaque fois le jour-méme des prélevements
de rameaux de buis. La figure 10 présente les différentes modalités mises en place dans le dispositif
expérimental. Des rameaux de buis d’une dizaine de centimétres ont été préparés pour chaque
modalité « BE » et « BO ». Par la suite, les rameaux sont placés dans des gobelets avec au fond, un
morceau de papier buvard dont le réle est d’absorber I’humidité au sein du gobelet pendant toute la
durée de I'expérimentation et éviter ainsi les moisissures. Les lots de 3 chenilles de stades L3-L4 ont
été isolés au préalable afin de les faire jeliner durant 4 heures (Annexe 6). Puis, ils ont été déposés
sur les rameaux de buis préparés, et les gobelets refermés par un couvercle troué afin de laisser
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circuler I'air (Figure 11). La modalité « Sans chenille » permet de mesurer la deshydratation moyenne
des rameaux de buis dans les conditions expérimentales. Pour chaque modalité testée, 30 répétitions
ont été réalisées. Enfin, tous les lots ont été installés en méme temps en chambre climatique sous
conditions contrélées (Température = 25°C + 1°C, Humidité Relative = 70% * 5%, Photopériode
14h jour : 10h nuit). Une randomisation par bloc a été faite entre chaque modalité au sein de la
chambre climatique. Au bout de 48 heures, les gobelets ont été retirés de la chambre climatique, et
les mesures et éventuelles observations (chenilles mortes, moribondes, diapausantes...) ont été
réalisées. Le poids des rameaux a TO et a T48 a été mesuré.

BO BE

»

1
7@ 3chenilles L3L4
;7

X

Sans chenille

Figure 10 : Présentation des différentes modalités testées (BO : Buis sur placette ombragée, en sous-bois / BE :
Buis sur placette ensoleillée, sans couverture végétale).

.. Couvercle troué

_ Gobelet

Chenille

Rameau de buis
Papier buvard
Figure 11 : Schéma d’un gobelet contenant un rameau de buis et un lot de 3 chenilles.

4. Analyses statistiques

Tous les tests statistiques ont été réalisés en utilisant le logiciel libre R (version 3.5.1.), au seuil a=5%.
Il est considéré que la perte de masse mesurée sur les rameaux de buis entre t = Oh (Po) et t = 48h
(P4s) est due a la fois a la consommation des chenilles et a la déshydratation des rameaux. Ainsi les
modalités sans chenille permettent de calculer la déshydratation moyenne des rameaux dans les
conditions expérimentales (équation 1).

n

1N /P, — P
Deshyd,. = —Z (u)i (eg.1)

1 e
=1 Ou=e
Deshydg. : Perte hydrique moyenne des rameaux de buis sans chenille
P,.. : Masse des rameaux de buis sans chenille at = 0h
P,; .. : Masse des rameaux de buis sans chenille a t = 48h

La part de déshydratation dans la perte de masse des rameaux est ensuite éliminée afin d’obtenir
uniquement la masse de buis consommeée par les chenilles (équation 2).
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Mcmzso = [PD - 'P4B] - (DESJLFdSE X PI}) (qu:]
M_ ..o : Masse de buis consommeée par les chenilles

P, : Masse des rameaux de buis avec chenille at = 0h
P,; : Masse des rameaux de buis avec chenille a t = 48h

La consommation nette des chenilles est analysée statistiquement sous le logiciel R, afin de mettre
en lumiere d’éventuels effets des modalités de buis sur I'alimentation des chenilles. Le test de
Shapiro-Wilk est utilisé pour tester la normalité des données et le test de Bartlett est utilisé pour
vérifier les conditions d’homoscédasticité. Enfin, une ANOVA a deux facteurs est réalisée afin de
suivre 'effet du type de buis testé sur I'alimentation des chenilles.

, . Genorout \/  UNIVERSITE M
5. Analyses moléculaires 65&5 Metatoul !Rﬁm @JPUF‘?‘.‘?F".'! @

En paralléle des tests d’appétence en laboratoire, 5 rameaux frais d’environ 10 cm de chaque
modalité « BE » et « BO » et de chaque zone d’étude ont été prélevés en juin et aolt 2021. Chaque
rameau a été individualisé dans un sachet en papier, puis étiqueté. Les échantillons ont été séchés et
stockés dans une étuve a 45°C, en vue de leur envoi a I'Université de Toulouse Ill (Plateau
MetaboHUB — MetaToul — AgromiX) pour des analyses moléculaires.

6. Résultats et discussion

a. Tests d’appétence

La Figure 12 présente la consommation moyenne de buis par les chenilles en fonction du type de buis
(« BE »/« BO »), du mois de préléevement (juin/aolt), et de la provenance du buis (Jura/Ventoux).
Ainsi, quelle que soit la provenance, les résultats obtenus présentent une méme tendance. Les
chenilles pyrales du buis s’alimentent autant sur le buis « BE » que sur le buis « BO » et aucune
différence significative n’a été relevée selon le type de buis considéré (ANOVA 2 facteurs, effet « type
de buis » : Jura : p-value = 0.3162 / Ventoux : p-value = 0.2450).

Differences de consommation des rameaux par les chenilles
selon le type de buis (BE = Buis Ensoleillé / BO = Buis Ombragé)

Jura Yentoux
1.00-

=

-
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]
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=
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L
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L=
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=

=
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Figure 12 : Graphique présentant la consommation moyenne de buis par les chenilles en fonction du type de
buis (Ensoleillé « BE » / Ombragé « BO ») et du mois de préléevement (Juin/Aodt), pour le Jura et le Mont-
Ventoux.
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Néanmoins, une différence significative a été relevée selon le mois de prélevement, et ce pour les
deux provenances ; la consommation des chenilles ayant été significativement plus importante au
mois de juin par rapport au mois d’aolt (ANOVA 2 facteurs, effet « type de buis » : Jura : p-value <2e-
16 ***/Ventoux : p-value = 1.22e-13 ***) (Figure 13).

Differences de consommation des rameaux par les chenilles
selon le mois de prélévement (BE = Buis Ensoleillé [ BO = Buis Ombrage)

Jura Ventoux
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b |
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Figure 13 : Graphique présentant la consommation moyenne de buis par les chenilles en fonction du mois de
prélévement (Juin/Aodt) et du type de buis (Ensoleillé « BE » / Ombragé « BO »), pour le Jura et le Mont-
Ventoux.

Les especes spécialistes, telles que la pyrale du buis, ne sont capables d’exploiter qu’'un nombre
restreint de ressources végétales, et I'exclusivité de l'interaction est souvent maintenue par une
certaine toxicité de la plante hote (Moreau et al. 2013). Ainsi, la production de métabolites
secondaires par la plante hote (tannins, flavonoides, terpénoides et alcaloides) en tant que
mécanismes de défense conferent a I'insecte phytophage leurs propres moyens de défense contre
leurs prédateurs, grace a une capacité physiologique leur permettant de stocker ou d’excréter ces
composeés. C'est le cas des chenilles pyrales du buis qui sont capables de séquestrer dans leurs tissus
de grandes quantités d’alcaloides dibasiques et de métaboliser ou excréter les alcaloides
monobasiques, molécules hautement toxiques produites par les buis (Leuthardt et al. 2013). Dés le
début de leur développement, les chenilles ingérent en peu de temps de grandes quantités
d’alcaloides en préférant des feuilles contenant de plus fortes concentrations de ces composés, afin
d’assurer rapidement leur protection contre les prédateurs, avant de maximiser leur croissance.

Les résultats de nos expérimentations en laboratoire suggerent que les chenilles pyrales du buis sont
capables de s’alimenter sur des buis de diverses qualités sans que cela n’influe ni sur leur survie, ni
sur leur croissance. Ainsi, méme si les facteurs environnementaux (température, lumiere, stress
hydrique...) affectent la physiologie des plantes et influent sur leurs teneurs en métabolites primaires
et secondaires (Calatayud et al. 2013), les chenilles arrivent a ingérer et exploiter les éléments dont
elles ont besoin pour leur protection et leur croissance.

Les résultats obtenus suggerent également une différence de consommation de buis entre les
chenilles issues de la génération de printemps et celles issues de la génération estivale. Ces résultats
rejoignent ceux d’une autre étude réalisée en conditions controlées, ou une forte variation
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saisonniere du taux de croissance et de la survie des chenilles avait été observée entre les chenilles
de la génération de printemps et celles de la génération d’automne (Leuthardt & Baur 2013). Il a été
montré que la teneur en composés secondaires dans les feuilles et les autres organes végétaux des
buis variait selon la saison, les alcaloides s’accumulant surtout durant la phase de fructification en
été (Vachnadze et al. 2009). Il est possible que la forte toxicité des feuilles influe sur la quantité de
buis consommeée par les chenilles de stades larvaires plus avancés, lors des tests d’appétence
effectués au mois d’ao(t, étant donné qu’elles ont déja cumulé et séquestré dans leur corps de
grande quantité d’alcaloides depuis le début de leur développement. Il serait intéressant de
poursuivre la réflexion en étudiant les composés moléculaires contenus dans les feuilles de buis, et
les éventuelles différences en teneurs, selon le type de buis « BE» et « BO» et le mois de
prélevement (juin et ao(t).

b. Analyses moléculaires

Afin d’aller plus loin dans la compréhension de ces résultats, des analyses moléculaires ont été
réalisées par I'Université de Toulouse Ill (Plateau MetaboHUB — MetaToul — AgromiX).

Au total, 40 échantillons ont été analysés, 5 répétitions pour chaque type de buis (« BE »/« BO »),
mois de prélevement (juin/ao(t), et provenance du buis (Jura/Ventoux). La technique de la
chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS) a été utilisée pour
identifier et quantifier les substances composant les feuilles de buis (Annexe 9).

@ Alkaloids
@ Alkaloids|Terpenoids
® Amino acids and Peptides|Shikimates and Phenylpropanoids
@ Polyketides
Shikimates and Phenylpropanoids|Terpenoids
@ Alkaloids|Carbohydrates
@ Amino acids and Peptides|Fatty acids
@ Fatty acids
@ Polyketides|Terpenoids

23%

20%

Alkaloids|Amino acids and Peptides

Amino acids and Peptides

Carbohydrates

Polyketides|Shikimates and Phenylpropanoids
Terpenoids

Alkaloids|Polyketides

Amino acids and Peptides|Polyketides

None

Shikimates and Phenylpropanoids

Figure 14 : Répartition des différentes classes de composés sur le nombre total de pics détectés (1750) par LC-

MS.
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Au total, 1 750 pics ont été détectés sur I'ensemble des 40 échantillons (Figure 14). Il s’agit
principalement d’alcaloides, de terpénoides, de carbohydrates, de shikimates, de
phénylpropanoides, de polycétides, d’acides aminés et d’acides gras.

Une ACP (Analyse en Composantes Principales) a été réalisée afin de visualiser I'organisation des
échantillons toutes classes confondues (Figure 15). L'ACP atteste de ’homogénéité de I'expérience
avec I'ensemble des échantillons centrés.
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Figure 15 : Analyse en Composantes Principales des données LC-HRMS.
i.  Analyse globale par site (mois confondus)

Afin de séparer les échantillons selon leur exposition au soleil et au stress hydrique, nous avons
réalisé une PLS-DA (Partial Least square discriminant analysis) (Figure 16).
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Figure 16 : Analyse Discriminante des données LC-HRMS (a gauche : échantillons provenant du Jura / a droite :

échantillons provenant du Ventoux).
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Afin de mettre en évidence les biomarqueurs d’exposition, une ANOVA a été réalisé et les résultats
sont présentés sous forme de heatmap (ANOVA (p < 0.05) et dendrogramme de distance Pearson)
(Figure 17).

Jura Ventoux
.%aéam _gsaw -
——— e el B 13
ety | X5, i
| 492_Simple phenoli 955_Androstane ste 1
1088_Linear pepbd | =] 680_Branched unsat
I 1592 Teuskesdem  © [ i 707_Phenylatami ©
i 1647_Curcuminoids il = 1422_Cembrane dite
1447_Steroidal alk 1411_Aromasc mono 2
662_Stervidal alka 2 | i 932 _Trterpenoids
1292_Steroidal alk 993_Ophiobolane se.
s p—.
Bviran v Pketio
981_Unknown | |13 viamn03an
g o ——
993_Ophiobolane se =i 1464_Unknown
839_Totrane diter [ 96_Flavonols
1402_Cholestane st i) 222_Flavonols
| 852_Sesquiterpenci B I 186_Flavonols
e -
i3 615_Prege steroids. - = 521_Flavananes.
658_Open-chain pol | 639_Steroidal alka
no ﬁ | H
bagosans % g
e Eap
gggigggggg f%”gg- f§§§f§§fTf§f§ffsf§ss§2§8%:3 H
8 E R 222 R 2R B ggggg%%sss é%gééggsssaﬁﬁﬁzéggég

P S R S L S - 2 - S T - - - T O

Fiqure 17 : Heatmap des données LC-HRMS (a gauche : échantillons provenant du Jura / & droite : échantillons
provenant du Ventoux).

La heatmap recoupe avec les résultats observés dans la PLS-DA avec une séparation en fonction de
I’exposition au soleil et au stress hydrique. Certains métabolites seront retrouvés en plus grande
majorité en fonction des sites de collecte (carrés rouges).

Un volcano plot a été réalisé afin de montrer d’éventuels métabolites discriminants entre les deux
modalités. Le volcano plot combine I'effet statistique sur I’axe des ordonnées et |'effet biologique sur
I’axe des abscisses pour une matrice individus/caractére (ici, exposition) (Figure 18). L’axe des
ordonnées représente donc la p-value (logl0 p-value). Plus la valeur est élevée, plus les effets sont
significatifs et inversement. L’axe des abscisses représente le ratio des moyennes des deux modalités
(log2 fold change).

2 Flavonols
811612 Cycioartane triterpencids® #1502 Tdiraketide merpterpenoids i
849_Flavonols
L
186_Flavonols
1402_Cholestane sferoids .
960_Prege steroidse  #B55_Abscisic acids andiderivatives ae sieroids
. 6
682_Steroidal alkaloids 222_Flavonols ’
6 steumi -
3 1647_Cufcuminoids J424._Prege stbroids|Steroidal alkaloids
5 i
852_Sesquiterpenoids "4, ok Bhenalic achs .//ggy Tt .139§_Ellamycms
o* . i
R T ] 1410_Aromatic monoterpenoids 33_Vitamin D3 and der'wanves 639_Steroidal alkaloids
T N8t Uninowt 1240 Labdan: diterpenoids |230_Flavondjs 96_Flavonols 1647_Curcuminoids St
- 81_Unknown —————186_Flavonols - erpencidad Unk o ®
g " ® 681_Unknoy L L o 8 _Unknown 1658 Steroidal alkaloids DOWN
S 923_Prege steroids _Labdgne djterpenoids 54 3 N
Sa 16 o 399_Corythe type o
2 X} o 10 2 * NonsIG
2 0 ) o e 2
38 -.\102_Chmane stergids T i aw
o
#772_Quinolizidine alkaloids o 24 Aneslpepii e
4 .
o 771_Quinolizidine alkaloids * o % o
2 . . 2 o _1514_Cholestane steroids
o ° o 0 L .
LA ) ‘3 .
. » [y .
° h.: 2 . ° .
LN ) P [ e
U} o
5 0 5 5 0 5
log2(FC) log2(FC)
== Sig Down [187) [C] Sig Up [144] Unsig. [718] =1 sSig.Down [105) [ Sig.Up [145] Unsig. [799]

BO BE BO BE

Figure 18: Volcano plot des données LC-HRMS (a gauche : échantillons provenant du Jura / a droite :
échantillons provenant du Ventoux).
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Concernant le Jura, on observe que, sur les 1 049 métabolites observés, 718 métabolites ne sont pas
discriminants. Cependant, 187 sont discriminants pour le buis « ombragé » et 144 sont discriminants
pour le buis «ensoleillé » avec un ratio d’intensité ombragé/ensoleillé supérieur a 2 et une
significativité inférieure a p-value < 0.05.

Les voies des shikimates et phenylpropanoides ainsi que celle des terpénes semblent étre les plus
impactées toutes modalités confondues avec essentiellement des flavonoides, des terpénoides
surexprimés sur le buis « ombragé » (e.g. composés 1592, 1612, 852..). A linverse, certains
composés se retrouvent surexprimés pour le buis « ensoleillé » par rapport au buis « ombragé »
(flavonols : 222, 186...).

Concernant le Ventoux, sur les 1049 métabolites observés, 799 métabolites ne sont pas
discriminants, 105 sont discriminants pour le buis « ombragé » et 145 le sont pour le buis
« ensoleillé ». De la méme maniére que pour le Jura, certains composés se retrouvent surexprimés
pour chacun des deux types de buis et concernent essentiellement des terpénoides et flavonoides.

Les composés phénoliques (dont font partie les flavonoides) et les terpénoides sont des composés
secondaires synthétisés par les plantes dans le cadre de mécanismes de résistance aux stress
biotiques et abiotiques (Calatayud et al. 2013).

Les flavonoides sont présents chez toutes les plantes supérieures et constituent le groupe de
composés phénoliques le plus diversifié. Certains constituent les pigments naturels des fleurs, des
fruits et des feuilles, d’autres peuvent étre des répulsifs ou toxiques pour les insectes.

Les terpénoides représentent le plus important groupe de composés secondaires chez les plantes.
Généralement volatils, ces composés sont responsables des odeurs et aromes de nombreuses
plantes.

La teneur et la concentration de ces composés varient essentiellement en fonction de I'organe
considéré (feuille, racine...), mais également en fonction de I'dge de la plante, du stade
phénologique, des saisons, des stress environnementaux et de 'alternance jour/nuit. Il a été montré
par exemple que les plantes situées dans des endroits ombragés possédaient 50% de composés
cyanogéniques de plus que celles situées dans des endroits ensoleillés, lesquelles étaient en
revanche plus riches en tannins et flavonoides (Calatayud et al. 2013).

Nous avons voulu poursuivre les analyses en se focalisant cette fois-ci sur ces composés
spécifiquement.

ii. Extraction des composés phénoliques par modalité

Concernant le Jura, on observe autant voire plus de métabolites discriminants pour le buis
« ombragé » pour les deux mois d’étude (17 contre 15) (Figure 19). A linverse, le buis
« ensoleillé » se caractérise surtout par des concentrations de métabolites plus importants pour le
mois d’aolt (31 contre 9). Par ailleurs, nous observons que certains métabolites sont retrouvés
pour les deux mois (e.g. composés 222, 941, 209, 313...).

Concernant le Ventoux, on observe plus de métabolites discriminants pour le buis « ombragé » au
mois de juin par rapport au mois d’ao(t (33 contre 14) (Figure 19). A I'inverse, le buis « ensoleillé »
se caractérise surtout par des concentrations de métabolites plus importants pour le mois d’ao(t
(38 contre 11). Nous observons également que certains métabolites sont retrouvés pour les deux
mois (e.g. composés 222, 849...).

27
Rapport FORBUIS 2021-2022



PREFET _ D MRER,
DE LA REGION i correspondant
BOURGOGNE- FONDS NATIONAL

; bet b observateur
D’AMENAGEMENT
E::;\NCH E-COMTE ET DE DEVELOPPEMENT

ENTOMOLOGIE ET FORET gt S
MEDITERRANEENNE [UEFM]
COMMISSARIAT A L'AMENAGEMENT DU MASSIF DU JURA
Jura-Juin Jura-Ao(t
. .
. .
.
.
bl .
cle 26_Flavdnols . 314_Flavandiols {Léucoanthocyanidins)
.
.
. : "

849 _Flavbnols 479 Flavones Status
= agns 58 Flavonols 5 20 Flavonols o oowN
2 B-methylated flayonoidg_ - = h2_Chalcon: L
Pz — f 3 F 2 . Nor-SIG
8 . e 2

) 3 Flavonc 87_Flavandiols (Leucganmacyamdms) 4 ., avonols g . ", . 0 Faw nols.wdﬁaw"ms a up
5 3Nols| - . 301_Flavonols
— i 1385‘D|:vydroﬂamnn|3 231_F\av;|:n\s g K s N 2 6_lsoflavanones 186 F\zl.vnncls -
K Aol 96_Fldvonals i 253_Flavgnols 1656_Flavonols \
H 522_Flavanones . et 17_Flavones
i ois” o
"Z.:.\L.r s ]
[] 0
2 2 4 x ]
10g2(FC) 10g2(FC)
1 Sig.Down [17] [ Sig.Up [9 Unsig. [103] 1 Sig.Down [15] ] Sig.Up 31) Unsig. [24)
Ventoux-Juin Ventoux-Aolt
524_Chalcones
. .
»
26_Flavdnols
.
. o
3 233_Flavonols b Staws
e 2 .
S s ¢ 58_Flavonols & DOWN
B 32 TR Non-SIG
. s L4 87_Flavandiols ijeucganmocyauums) A up
295 Flavonds. 384 Flavonol ; : 1386 [Dihycdrofiavonols 231 Flavonols
. X . L
b . 87_Flavandios (Leucoanthocyanidins) <& * Js6_Flavonols L 86; Flgvanals
wep toe, * 710_Flavones Flavones i . | 542_Flavanones
. e . Qs . 1O F22 Flavanones ]
o
L) 2 2 0
log2(FC) log2(FC)
[ sig Down [33) 0 Sig Up (1] Unsig. [87) =1 sig.Down [14] [Z=] Sig.Up [38] Unsig. [76]

Figure 19 : Volcano plot des données LC-HRMS des flavonoides pour le mois de juin (a gauche), le mois d’aodt a
droite), le Jura (en haut) et le Ventoux (en bas).

iii. Extraction des composés terpéniques par modalité

Concernant le Jura, nous remarquons qu’il y a autant de métabolites discriminants pour le buis
« ombragé » que pour le buis « ensoleillé » pour les deux mois d’étude (Figure 20). De plus, nous
constatons que trés peu de métabolites sont retrouvés pour les deux mois (e.g. composés 775,
1612...).

Concernant le Ventoux, on observe plus de métabolites discriminants pour le buis « ombragé » au
mois d’ao(t par rapport au mois de juin (54 contre 18) (Figure 20). Il en est de méme pour le buis
« ensoleillé » qui se caractérise également par des concentrations de métabolites plus importants
pour le mois d’aolt (41 contre 27). Nous observons également que certains métabolites sont
retrouvés pour les deux mois (e.g. composés 1491, 238...).
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Figure 20 : Volcano plot des données LC-HRMS des terpenes pour le mois de juin (a gauche), le mois d’aolit a
droite), le Jura (en haut) et le Ventoux (en bas).

iv. Discussion et conclusion

D’apres I'ensemble des résultats, il existe une certaine répartition des métabolites en fonction de
I’ensoleillement et du mois de collecte, pour les sites du Jura et du Ventoux. Les flavonoides sont
assez discriminants en fonction des modalités étudiées, contrairement aux terpenes ou les
résultats sont plus variables en fonction des sites et des mois de collectes.

Néanmoins, on retrouve quelques métabolites récurrents en fonction des conditions testées
comme par exemple deux flavonols (222, 1613). Ainsi, l'influence du site de collecte, de la
saisonnalité et de I'exposition a pu étre caractérisée par des analyses statistiques. Des
biomarqueurs caractéristiques de I’exposition sur plusieurs saisons ont pu étre mis en évidence et
méritent une investigation plus poussée (quantification, essais biologiques...).
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7. Conclusion et perspectives

Les résultats de nos expérimentations en laboratoire ne montrent pas de différence significative
d’alimentation des chenilles en fonction de I'emplacement de leur plante héte, sous ensoleillement
direct ou sous couvert végétal. Cela suggére que les chenilles pyrales du buis sont capables de
s’alimenter sur des buis de diverses qualités sans que cela n’influe ni sur leur survie, ni sur leur
croissance, et qu’elles arrivent a ingérer et exploiter les éléments dont elles ont besoin pour leur
protection et leur développement. Ainsi, les différences de dégats observées sur le terrain entre les
buis sous couvert végétal et ceux sous ensoleillement direct peuvent éventuellement s’expliquer
plutét par le comportement de ponte des femelles et le choix de la plante hote. Cette hypothése sera
vérifiée dans I'étude suivante.

Les résultats obtenus présentent également une différence de consommation de buis entre les
chenilles issues de la génération de printemps et celles issues de la génération estivale. La teneur en
alcaloides s’accumulant surtout en été dans les feuilles et les autres organes végétaux, au cours de la
phase de fructification, il est possible que la forte toxicité des feuilles influe sur la quantité de buis
consommeée par les chenilles de stades larvaires plus avancés, étant donné qu’elles ont déja cumulé
et séquestré dans leur corps de grande quantité d’alcaloides depuis le début de leur développement.
Cette étude nécessiterait cependant d’étre reconduite afin de gommer un éventuel effet de cohorte
sur la génération de chenilles utilisées lors de I'expérimentation et de valider ces résultats.

Les analyses moléculaires ont déja permis d’identifier des différences de répartition des métabolites
en fonction de I'ensoleillement et du mois de collecte, pour les deux sites d’études, et mériteraient
d’étre approfondies.
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B. Etude de I'attraction de différents types de buis sur les papillons femelles Cydalima
perspectalis en fonction de leur implantation sous couvert végétal ou sous
ensoleillement direct et stress hydrique

1. Objectif

Cette étude a pour objectif de tester I'effet de différents types de buis sur le comportement de ponte
des papillons femelles Cydalima perspectalis, en fonction de leur implantation sous couvert végétal
ou sous ensoleillement direct. En effet, ces derniers sont susceptibles de subir des modifications
physico-chimiques du fait de I"adaptation aux conditions climatiques extrémes (= stress hydrique),
susceptibles d’expliquer le peu d’observations de dégats sur ces buis.

Pour cela, des tests en laboratoire ont été réalisés en 2022 sur deux types de buis différents : les buis
exposés a I'ensoleillement direct et au stress hydrique et les buis protégés en sous-bois sous couvert
végétal.

2. Matériels

Les rameaux de buis utilisés pour les tests en laboratoire ont été prélevés sur des placettes
ensoleillées (« BE ») et des placettes ombragées (« BO »), sur deux zones géographiques éloignées :
le Massif du Jura (Figure 1) et le Mont-Ventoux (Figure 2). Les fiches descriptives des placettes se
trouvent en Annexes 1 et 2.

Les papillons pyrales du buis utilisés pour les tests en laboratoire ont été élevés au laboratoire UEFM
d’Avignon. L’élevage comprend plusieurs boites ol les chenilles sont réparties en fonction de leur
date d’éclosion. Elles sont nourries avec du buis frais non infesté, récolté chaque semaine en milieu
naturel sur le Mont-Ventoux a une altitude d’environ 800 meétres. Les boites d’élevage sont 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 sont réalisés deux fois par semaine (Annexe 5). Une fois
les chrysalides matures, elles sont sexées, puis les males et femelles sont séparés et placés dans des
cages insectproof distinctes (30 x 30 x 30 cm) en attendant I’'émergence des papillons (Annexe 6).
Deés I'émergence des papillons, une source de nourriture (miel et eau) est ajoutée dans les cages. Les
papillons utilisés pour les tests ont au moins 3 jours, afin de garantir leur maturité sexuelle.

3. Déroulement de I'expérimentation en laboratoire

Pour chaque zone d’étude, deux prélevements de buis ont été réalisés au cours de I'année sur les
deux types de placettes « BE » et « BO » : un premier prélevement en juin lorsque la végétation est
encore verte, puis un deuxiéme en ao(t lorsque la végétation a subi des périodes de sécheresse
estivale. Les tests de comportement de ponte effectués a partir de rameaux prélevés au Mont-
Ventoux ont été réalisés a chaque fois 1 a 2 semaine aprés ceux effectués a partir de rameaux
prélevés dans le Jura.

Les tests ont été réalisés au laboratoire a chaque fois le jour-méme des préléevements de rameaux de
buis. Le nombre de répétition est lié a la quantité de papillons disponibles le jour de la réalisation des
tests. Ainsi, dans chaque cage insectproof (30 x 30 x 30 cm) a été placé un lot de 4 couples de
papillons agées de 3 jours, ainsi qu’un rameau de buis provenant de la placette ensoleillée « BE » et
un rameau de buis provenant de la placette ombragée « BO » (Figure 21). Chaque rameau mesure
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environ 20 cm de hauteur et est piqué sur de la mousse florale humidifiée. Une solution sucrée (miel)
ainsi que de I'eau ont été disposées a l'intérieur des cages le temps de I'expérimentation, comme
source de nourriture pour les papillons.

Les cages ont été installées en chambre climatique durant 72 heures (Température = 25°C + 1°C,
Humidité Relative = 70% + 5%, Photopériode 14h jour : 10h nuit). Au bout de 72 heures, le nombre

d’ceufs a été relevé sous stéréomicroscope pour chacun des rameaux.

Rameau de buis

A vV \ issu d’une placette
v ombragée
Rameau de N — Gobelet contenant
buis issu ] Eof de la mousse
d’'une placette florale humidifiée
ensoleillée )
\E‘E f ‘}_/ Papillon Cydalima

perspectalis

Figure 21 : Schéma d’une cage contenant un lot de 4 couples de papillons et des rameaux de buis a tester (BE :
Buis ensoleillé, BO : Buis ombragé).

4. Analyses statistiques

Les tests statistiques ont été réalisés en utilisant le logiciel libre R (version 3.5.1.), au seuil a=5%.
Pour cette étude, le nombre d’ceufs pondus a été comparé en fonction de I'exposition du buis au
soleil a 'aide d’un modeéle linéaire généralisé mixte intégrant le numéro de la cage comme effet
aléatoire, sous la loi quasi Poisson (fonction glmmQPL du package MASS de R).

5. Résultats des tests de comportement de ponte

La Figure 22 présente le nombre d’ceufs pondus par les femelles pyrales du buis en fonction du type
de buis (« BE»/« BO»), du mois de prélevement (juin/aolt), et de la provenance du buis
(Jura/Ventoux).

Nombre d'oeufs pondus par les femelles pyrales du buis
selon le type de buis (BE = Buis Ensoleillé / BO = Buis Ombragé)

Jura Ventoux

L ]
. . =
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Figure 22 : Graphique présentant le nombre d’ceufs pondus par les femelles de la pyrale du buis en fonction du

type de buis (Ensoleillé « BE » / Ombragé « BO ») et du mois de prélévement (Juin/Aodt), pour le Jura et le
Mont- Ventoux.
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Le nombre de répétitions est :
- PourleJura:juin = 17 cages, ao(t = 23 cages
- Pourle Ventoux : juin = 14 cages, ao(t = 16 cages

D’une maniere générale, quelle que soit la provenance des buis, le nombre d’ceufs pondus par les
papillons femelles est significativement plus important sur les buis dits ombragés « BO » que sur les
buis dits ensoleillés « BE » (GLMM, loi quasi poisson, effet « type de buis » : Jura : p-value = 0.02098
*/ Ventoux : p-value = 0.02204 *).

Une différence significative a également été relevée selon le mois de préléevement, et ce pour les
deux provenances ; le nombre d’ceufs pondus par les papillons femelles est significativement plus
important au mois d’aolt par rapport au mois de juin (ANOVA 2 facteurs, effet « type de buis » :
Jura : p-value = 5.954e-06 *** / Ventoux : p-value = 6.687e-05 ***) (Figure 23).

Nombre d'oeufs pondus par les femelles pyrales du buis
selon le mois de prélévement (BE = Buis Ensoleillé / BO = Buis Ombragé)

Jura Wentoux

400 - ‘

* . E Aout
L ] .
200 - ‘ Juin

Mombre d'oeufs

LLI O Ll [
m o m om

Figure 23 : Graphique présentant le nombre d’ceufs pondus par les femelles de la pyrale du buis en fonction du
mois de prélévement (Juin/Aodt) et du type de buis (Ensoleillé « BE » / Ombragé « BO »), pour le Jura et le
Mont- Ventoux.

6. Discussion

Les résultats obtenus permettent de conclure que I'exposition des buis a un impact significatif sur le
nombre d’ceufs pondus, plus important sur les buis dits « ombragés » que sur les buis dits
« ensoleillés ». De plus, les pontes sont significativement plus importantes au mois d’ao(it comparé
au mois de juin pour les deux sites (Jura et Ventoux).

Ce phénomeéne peut s’expliquer par le fait que les chenilles ont une plus faible capacité de dispersion
que les adultes et que le succes de leur développement dépend des qualités nutritives de la plante
choisie par la meére pour la ponte (Renwick, 1989 ; Renwick et al. 1994 ; Thiéry et al. 2013b). Chez les
insectes spécialistes, la capacité des femelles a localiser et a reconnaitre la plante la plus appropriée
pour la ponte dépend d’un processus séquentiel divisé en trois étapes consécutives : 1) la recherche
de la plante hote a distance menant l'insecte a se rapprocher et a atterrir sur la plante, via des
stimuli olfactifs, visuels, acoustiques, mécaniques ; 2) la phase d’évaluation par contact de la plante
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au bout de laquelle I'insecte accepte ou refuse le support d’atterrissage ; 3) le dép6t des ceufs (Thiéry
et al. 2013a). La sélection faite par les femelles aura tendance a maximiser la valeur sélective par une
corrélation positive entre la préférence des femelles et la performance des larves (Jaenike, 1978).
Cette corrélation, appelée « Mother knows best hypothesis », se traduit par le fait que les femelles
influencent leur choix en fonction de la qualité de la plante hbéte caractérisée par la teneur en
nutriments, la teneur en eau et la quantité de composés toxiques qu’elle contient. Cette corrélation a
été appuyée par de nombreuses études empiriques (Thompson, 1988 ; Gripenberg et al. 2010;
Garcia-Robledo & Horvitz 2012b). De plus, la pyrale du buis est une espéce spécialiste, au régime
alimentaire monophage du genre Buxus. Les especes spécialistes sont considérées comme plus
adaptées a leur plante hoéte, ce qui implique que les femelles effectuent une recherche ciblée plus
efficace de leur plante hote de sorte a la localiser plus rapidement (Bernays, 1998). Cette recherche
ciblée est possible car la gamme d’hotes restreinte de I'insecte diminue la quantité d’informations a
intégrer. Cette faible quantité d’informations permet a ces espéces spécialistes d’étre plus sensibles
aux variations de qualité de leurs plantes hoétes pour ainsi mieux discriminer les différences
intraspécifiques (West & Cunningham 2002).

Au regard des résultats obtenus dans notre étude, nous pouvons avancer I’hypothese selon laquelle
les buis dits « ombragés » sont privilégiés par les femelles pour pondre, du fait de leur exposition leur
conférant des qualités avantageuses : un feuillage plus tendre susceptible de faciliter I'alimentation
des chenilles et une humidité relative plus importante favorisant le développement des jeunes stades
larvaires, sensibles a la sécheresse et au manque d’humidité.

En outre, 'environnement a I'échelle du paysage pourrait jouer un réle dans le choix du site de ponte
par les femelles pyrales du buis. En effet, les buis dits « ombragés » ont une répartition dans
I’environnement plus homogéne que les buis dits « ensoleillés », qui sont généralement implantés
dans le paysage de maniere individuelle et sporadique. Ce facteur de distribution au sein du paysage
est connu dans la bibliographie comme déterminant pour le choix de la plante hote. En effet, la
probabilité de choisir une plante de qualité sera plus importante si elles sont distribuées de maniére
homogene dans le paysage plutot que de maniere hétérogene (Mayhew, 1997).

Les résultats ont également montré un effet de la saisonnalité sur la quantité d’ceufs pondus par les
femelles, qui est plus importante au mois d’aolt comparé au mois de juin, pour les deux sites
d’études. Le cycle de développement de la pyrale du buis pourrait expliquer ces résultats, la
génération d’adultes du mois d’ao(t (derniére de I'année) générant une quantité plus importante de
pontes, dans le but d’augmenter la densité de chenilles diapausantes dans le milieu et de pallier aux
potentielles pertes dues aux conditions hivernales. Cette hypothése reste bien slr a vérifier.

Il est également possible que la qualité nutritive du buis puisse avoir un impact sur la stratégie de
ponte des femelles. En effet, durant la période estivale, le stress hydrique est susceptible d’impacter
la qualité nutritive du buis et d’induire une perte sur les premiers stades larvaires. Ainsi, augmenter
le nombre d’ceufs pondus afin d’assurer un minimum de descendant pourrait expliquer les résultats
obtenus. Cette adaptation par la fécondité est appelée « egg limitation » (= limitation de ponte) par
West et Cunningham (2002) ou « risk spreading » (= étalement du risque) par Jaenike (1990). Ainsi,
I'insecte pourra maximiser sa valeur sélective en déposant une grande quantité d’ceufs sur toutes les
plantes, la survie des descendants étant proportionnelle a la qualité de la plante. Cela se rapporte a
la notion de « bet hedging » (= plasticité non prédictive) qui explique qu’en présence d’une forte
variabilité de plantes, le fait de répandre ses ceufs permet d’assurer un minimum de descendants
(Hopper, 1999).
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Les résultats obtenus permettent de conclure que I'exposition des buis a un impact significatif sur le
nombre d’ceufs pondus, plus important sur les buis dits « ombragés » que sur les buis dits
« ensoleillés ». D’une maniére générale, plusieurs facteurs influent sur le choix du site de ponte des
femelles, et les modifications physico-chimiques des plantes hotes sous I'effet de I'ensoleillement
direct et du stress hydrique pourraient expliquer les différences observées. Afin d’approfondir cette
hypothese, des analyses moléculaires complémentaires sur les composées volatiles permettraient
d’identifier les molécules susceptibles d’avoir un effet attractif sur I'olfaction des femelles pyrales du

buis. En parallele, il serait intéressant d’étudier, en conditions contrd

conféré aux plantes hétes sur le comportement de ponte des femelles.
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Conclusion et perspectives du projet FORBUIS

D’une maniére générale, le projet FORBUIS a permis d’avancer sur la compréhension des facteurs
biotiques et abiotiques en jeu dans le ralentissement de la progression de la pyrale du buis.

Ainsi, les résultats des campagnes de prélevement de I'entomofaune ont permis de mettre en
évidence des perspectives intéressantes, concernant notamment les parasitoides de la famille des
Braconidae et des Ichneumonidae, et les prédateurs tel que Chrysoperla carnea. Ces derniers sont
déja commercialisés comme agents de biocontrole sur d’autres ravageurs. Des études de prédation
plus poussées représentent donc un levier pour le développement de méthode de biocontrole de la
pyrale du buis.

La faible pression exercée par la pyrale du buis dans le secteur de Saint-Claude sur les deux années
du projet reste pour autant une limite importante de notre étude. En effet, I'analyse des résultats
obtenus sur I'entomofaune inféodée au buis se base essentiellement sur les dires d’expert
taxonomiste et sur nos recherches bibliographiques, avec toutes la difficulté que cela implique
d’accéder a des informations plus précises dans la littérature quant a la biologie et a I'écologie des
individus récoltés, au-dela de la description des familles voire des sous-familles. De méme, la faible
infestation des sites par la pyrale du buis n’a pas permis de favoriser les observations de prédation
par I'avifaune.

A l'avenir, il serait intéressant d’envisager de réaliser de nouvelles campagnes de récoltes et
d’observations, notamment sur des sites ou la pyrale du buis est abondante, afin de suivre I'impact
réel de I'entomofaune et de l'avifaune sur les populations de ce ravageur. Ainsi, I'idéal serait de
récolter in situ des larves et chrysalides présentant des marques de parasitismes dans |'optique de
valider les émergences des parasitoides et/ou hyperparasitoides au laboratoire. Egalement, de
nouvelles observations de prédation et des points d’écoute de I'avifaune mériteraient d’étre
effectués de maniére plus réguliere entre mi-avril et début juin, période de I'année la plus propice
pour observer des oiseaux.

L’étude sur les facteurs abiotiques pouvant influer sur les propriétés physico-chimiques du buis et
potentiellement sur la progression de la pyrale du buis, tels que I'exposition directe au soleil et le
stress hydrique, a permis de mettre en évidence des résultats intéressants. Ainsi, les résultats de nos
expérimentations en laboratoire ne montrent pas de différence significative d’alimentation des
chenilles en fonction de I'emplacement de leur plante hote, sous ensoleillement direct ou sous
couvert végétal. Cela suggere que les chenilles pyrales du buis sont capables de s’alimenter sur des
buis de diverses qualités sans que cela n’influe ni sur leur survie, ni sur leur croissance, et qu’elles
arrivent a ingérer et exploiter les éléments dont elles ont besoin pour leur protection et leur
développement. Ainsi, les différences de dégats observées in situ entre les buis sous couvert végétal
et ceux sous ensoleillement direct peuvent s’expliquer par le comportement de ponte des femelles
et le choix de la plante hote. C'est ce que mettent en évidence les résultats de nos expérimentations
en laboratoire, avec un nombre d’ceufs significativement plus important sur les buis dits
« ombragés » que sur les buis dits « ensoleillés ».

Les analyses moléculaires ont déja permis d’identifier des différences de répartition des métabolites
en fonction de I'ensoleillement et du mois de collecte, pour les deux sites d’études, et mériteraient
d’étre approfondies. Notamment, des analyses moléculaires complémentaires sur les composées
volatiles permettraient d’identifier les molécules susceptibles d’avoir un effet attractif sur I'olfaction
des femelles pyrales du buis. En paralléle, il serait intéressant d’étudier également, en conditions
controlées, I'impact du stress hydrique conféré aux plantes hotes sur le comportement de ponte des
femelles.
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ANNEXE 1 : Fiches descriptives des sites d’études dans le Jura.

ANNEXE 2 : Fiches descriptives des sites d’études sur le Mont Ventoux.

ANNEXE 3 : Tableau récapitulatif des méthodes d’échantillonnage de I'entomofaune associée au
buis, utilisées sur les différents sites d’études pour les périodes de juin et d’aolt 2021 et 2022.

ANNEXE 4 : Tableau récapitulatif de I'’évolution de I’état sanitaire des buis et de la pression de la
Cydalima perspectalis sur les différents sites d’études pour les périodes de juin et d’aolt 2021 et
2022.

ANNEXE 5 : Exemple de boites d’élevage utilisées au cours de I'étude.
ANNEXE 6 : Les différents stades de développement de la pyrale du buis, Cydalima perspectalis.
ANNEXE 7 : Fiche de relevés utilisé pour les points d’écoute avifaune.

ANNEXE 8 : Définitions des fonctions écologiques et des régimes alimentaires des Arthropodes
échantillonnés.

ANNEXE 9 : Conditions expérimentales des analyses moléculaires réalisées par I'Université de
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ANNEXE 1 : Fiches descriptives des sites d’études dans le Jura.

Type d’observations et de préléevements effectués : Années :

- Observations de I’état sanitaire des buis

- Observations du niveau d’infestation des buis par Cydalima perspectalis 2021

Prélevements de I'entomofaune associée au buis par battages (juin et ao(it)

Site 2

Observations de |'état sanitaire des buis

Observations du niveau d’infestation des buis par Cydalima perspectalis 2022

Prélevements de I'entomofaune associée au buis par I'utilisation de filets (aoat
uniquement)
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Type d’observations et de prélévements effectués :

Années :

Observations de I’état sanitaire des buis
Observations du niveau d’infestation des buis par Cydalima perspectalis

Prélevements de I’'entomofaune associée au buis par battages (juin et aoat)

2021

Site 3

Observations de I’état sanitaire des buis
Observations du niveau d’infestation des buis par Cydalima perspectalis

Prélevements de I’'entomofaune associée au buis par 'utilisation de filets (juin et
aolit)

2022
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Type d’observations et de prélévements effectués :

Années :

Site 4

Observations de |'état sanitaire des buis

- Observations du niveau d’infestation des buis par Cydalima perspectalis

Prélevements de I'entomofaune associée au buis par I'utilisation de filets (aoat
uniquement)

Prélevements de I'entomofaune associée au buis par battages (juin et ao(it) 2021

aolit)

Observations de |’état sanitaire des buis

Prélevements de I’entomofaune associée au buis par 'utilisation de filets (juin et

Observations du niveau d’infestation des buis par Cydalima perspectalis 2022
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Type d’observations et de prélévements effectués :

Années :

2021

Site 5

Observations de I’état sanitaire des buis

Observations du niveau d’infestation des buis par Cydalima perspectalis

Point d’écoute et observations pour I’avifaune prédatrice de la pyrale du buis
(juin)

Prélevements de I'entomofaune associée au buis par I'utilisation de filets (juin et
aolt)

2022

Rapport FORBUIS 2021-2022

46




=N
PREFET

D A MOION e correspondant
- e el observateur
D’AMENAGEMENT

f’Z’?NCH E-COMTE ET DE DEVELOPPEMENT 7
ENTOMOLOGIE ET FORET L DUTERRITOME
MEDITERRANEENNE [UEFM]

COMMISSARIAT A L'AMENAGEMENT DU MASSIF DU JURA

Type d’observations et de prélévements effectués : Années :

Observations de |'état sanitaire des buis

- Observations du niveau d’infestation des buis par Cydalima perspectalis 2021
- Prélevements des rameaux de buis ensoleillé (BE) pour les essais en laboratoire
Site sur I'alimentation des chenilles Cydalima perspectalis
BE - Observations de I'état sanitaire des buis
- Observations du niveau d’infestation des buis par Cydalima perspectalis 2022

- Prélevements des rameaux de buis ensoleillé (BE) pour les essais en laboratoire
sur le comportement de ponte des papillons femelles Cydalima perspectalis
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Type d’observations et de prélévements effectués :

- Observations de I’état sanitaire des buis
- Observations du niveau d’infestation des buis par Cydalima perspectalis

- Prélevements des rameaux de buis ombragé (BO) pour les essais en laboratoire
Site sur I'alimentation des chenilles Cydalima perspectalis

BO

Observations de I’état sanitaire des buis
Observations du niveau d’infestation des buis par Cydalima perspectalis

Prélevements des rameaux de buis ombragé (BO) pour les essais en laboratoire
sur le comportement de ponte des papillons femelles Cydalima perspectalis
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ANNEXE 2 : Fiches descriptives des sites d’études sur le Mont Ventoux.

Type d’observations et de prélévements effectués : Années :

- Observations de I'état sanitaire des buis
- Observations du niveau d’infestation des buis par Cydalima perspectalis 2021

- Préléevements des rameaux de buis ensoleillé (BE) pour les essais en laboratoire
sur I'alimentation des chenilles Cydalima perspectalis

Site BE

- Observations de I'état sanitaire des buis
- Observations du niveau d’infestation des buis par Cydalima perspectalis 2022

- Prélevements des rameaux de buis ensoleillé (BE) pour les essais en laboratoire
sur le comportement de ponte des papillons femelles Cydalima perspectalis
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Type d’observations et de prélévements effectués :

Années :

Observations de I'état sanitaire des buis
Observations du niveau d’infestation des buis par Cydalima perspectalis

Prélevements des rameaux de buis ombragé (BO) pour les essais en laboratoire
sur I'alimentation des chenilles Cydalima perspectalis

2021

Site BO

Observations de I’état sanitaire des buis
Observations du niveau d’infestation des buis par Cydalima perspectalis

Prélevements des rameaux de buis ombragé (BO) pour les essais en laboratoire
sur le comportement de ponte des papillons femelles Cydalima perspectalis

2022
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ANNEXE 3 : Tableau récapitulatif des méthodes d’échantillonnage de I'entomofaune associée au

buis, utilisées sur les différents sites d’études pour les périodes de juin et d’aolt 2021 et 2022.

. Nombre Nombre de
c::eadie Sites d’écl\fflaerfltqiﬁ:i;a . d’arbres passages par
Pog & échantillonnés arbre
Jura (39)
Site 2 Battage 2 3
(14/06/2021) Site 3 Battage 3 3
Jura (39)
Site 4 Battage 3 3
Jura (39)
Site 2 Battage 3 3
(31/08/2021) Site 3 Battage 3 3
Jura (39) Battage 3 3
Site 4 Filet 8 1
Jura (39)
Site 2 NA NA NA
Juin 2022 Jura (39) Filet 10 .
(13/06/2022) J S'te( :9)
ura _
Site 4 Filet 6 1
Jura (39) .
Site 5 Filet 10 1
Jura (39) _
Site 2 Filet 10 3
Jura (39) i
Ao(t 2022 Site 3 Filet 10 3
22/08/2022
(22/08/ ) Jur.a (39) Filet 10 3
Site 4
Jura (39) i
Site 5 Filet 10 3
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ANNEXE 4 : Tableau récapitulatif de I'’évolution de I’état sanitaire des buis et de la pression de la

Cydalima perspectalis sur les différents sites d’études pour les périodes de juin et d’aolt 2021 et

2022.
. OBSERVATIONS PYRALES DU BUIS
Département Date
/ Site observation | Pression :
Commentaires pyrale
pyrale
Attaque faible de cette Buis peu touchés cette
année, pression année, mais tres
s d’alimentation plus forte en touchés par les
r Faibl
JL.I a(39) 14/06/2021 aible 3 I’'année N-1. Observation En repousse | attaques précédentes.
Site 2 Moyen , ,
d’une pré-nymphe, Globalement les
I’émergence des papillons individus sont en
ont déja eu lieu. repousse.
Buis peu touchés par
. des dégats
Faible attaque de cette . .
Jura (39 . . . d’alimentation de cette
. (39) 14/06/2021 Faible année, observation de 3 En repousse , .
Site 3 année. Buis en sous-
pyrales au stade L5L6. i
étage globalement peu
feuillus.
Attaque forte de cette Buis tres touchés par les
Jura (39) année. Observation de Trés attaques des années
Site d 14/06/2021 Forte nombreuses chenilles stade Attaquds précédentes. En
L5L6. Absence de q préfoliation depuis
chrysalides/ cette année.
Faible attaque de cette . .
, . Buis peu touchés par les
année. Observation de attaques de cette
Jura (39) . deux individus au stade L4. q
. 30/08/2021 Faible . En repousse | année. Belle repousse
Site 2 Les chenilles sont N
. « N sur I'ensemble des
rabougries (peut-étre di au o
. individus.
buis sec).
Faible attaque de cette Buis peu touchés par les
année. Absence dégats d’alimentation.
Jura (39) . d’observation de pyrale. Un individu (A2) est plus
2021 Faibl E
Site 3 30/08/20 aible Observation et nrepousse touché par la pyrale que
prélevement d’un potentiel les autres arbres
parasitoide. échantillonnés.
La plupart des buis sont
Forte attaque de pyrale sur mort par les attaques
les repousses des buis. . précédentes de la
Jslijtr:fg) 30/08/2021 Forte Observation de pyrale au at’;retsjés pyrale. Des dégats
stade L2L3. Prélévement q d’alimentation de cette
de potentiels parasitoides. année sont présents sur
les repousses.
Jura (39)
Ab d’att .
Site 2 13/06/2022 | Absence , Sfence ? aque Bon Buis en bonne santé.
d’alimentation de la pyrale
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Belles repousses des
is, en bon état
. 13/06/2022 Faible d’alimentation. Absence En repousse g N &
Site 3 , . environnante (ronce
d’observation de pyrale. ,
s’est beaucoup
développé).
N Faibles dégats Belles repousses sur
r Faibl
JL.I a(39) 13/06/2022 aible a d’alimentation. Absence En repousse | certains individus de
Site 4 moyen , . .
d’observation de pyrale. buis.
Jura (39) Faibles dégats Belles repousses sur
Site 5 13/06/2022 Faible d’alimentation. Absence En repousse | certains individus de
d’observation de pyrale. buis.
Sur zone
s e R "échantillonnage, bon
Trés faibles dégats d ec ? ) rlonnage b'o
s . état (a 'ombre), mais
Jura (39) d’alimentation. Pas de aux alentours, les buis
22 2022 Faibl | & i B ’
Site 2 /08/20 aible pyrales observées mais on ensoleillés ont souffert
quelques crottes sur ;
X , de la sécheresse
rameaux de I'année. . .
(encore feuillés mais
entiérement jaunes).
Faibles dégats
d’alimentation. Présence
de crottes vertes de
Jura (39) . chenilles L1-L2, notamment ; (s
22 2022 Faibl § B E l.
Site 3 /08/20 aible pres du tronc sur les feuilles on n bon état généra
humides en contact avec
les mousses, mais pas de
pyrales observées.
Belles repousses sur
Jura (39) Faibles dégats certains individus de
Site 4 22/08/2022 Faible d’alimentation. Absence En repousse | buis. D’autres plants de
d’observation de pyrale. buis sont
complétement secs.
Faibles dégats
r “ali ion. A Bell
Jlrl a (39) 22/08/2022 Faible d'a |mentajc|on bsence En repousse ,e es: repgusses de
Site 5 d’observation de pyrale. I'année, bien vertes.
Présence de crottes seches
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ANNEXE 5 : Exemple de boites d’élevage utilisées au cours de I'étude.

Dés éclosion, les chenilles sont mises en élevage avec du feuillage frais, les rameaux étant piqués
dans un pain d’oasis bien humidifié. Un film alimentaire étirable aura été placé au préalable dans la
boite d’élevage afin que les chenilles ne se retrouvent pas en contact direct avec I'eau stagnante du

fond. Les couvercles sont percés et grillagés, laissant Iair circuler dans les boites.

ANNEXE 6 : Les différents stades de développement de la pyrale du buis, Cydalima perspectalis.
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ANNEXE 7 : Fiche de relevés utilisée pour les points d’écoute avifaune.

N° site :
Opérateur :
Date: .../ .../ ...
Heure :

Météo :
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ANNEXE 8 : Définitions des fonctions écologiques et des régimes alimentaires des Arthropodes
échantillonnés.

Carpophage : organisme se nourrissant des fructifications des végétaux.

Hématophage : organisme se nourrissant principalement de sang.

Microphage : organisme se nourrissant de particules alimentaires de tres petite taille.
Mycétophage : organisme se nourrissant de champignons (mycétes, spores).

Nectarivore : organisme se nourrissant de nectar.

Nécrophage : organisme se nourrissant de cadavres et de matiéres animales en décomposition.

Parasitoide : organisme qui se développe sur ou a l'intérieur d'un autre organisme (son héte) et
entraine toujours la mort de I'héte.

Phytophage : organisme se nourrissant de matiéres végétales (feuilles, graines, fruits, nectar, bois...).

Polyphage (définition spécifique de notre étude) : organisme se nourrissant d’aliments variés mais
n’incluant pas la prédation de Lépidoptéres dans son régime alimentaire de maniére ni opportuniste
ni spécialiste.

Potentiel prédateur (définition spécifique de notre étude) : organisme polyphage incluant dans son
régime alimentaire la prédation de Lépidopteres de maniére opportuniste ou spécialiste.

Prédateur : organisme se nourrissant exclusivement de proies.

Saprophage : organisme se nourrissant de matiéres d'origine végétale ou animale déja transformées
ou en voie de décomposition.

Xylophage : Qui se nourrit de tissus ligneux (bois).
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ANNEXE 9 : Conditions expérimentales des analyses moléculaires réalisées par I'Université de
Toulouse Il (Plateau MetaboHUB — MetaToul — AgromiX).

a) Conditions expérimentales (S} Nistatoul !RS" .@¥5L{§$L’.ﬁl @
Analyses LC-MS

Les analyses ont été réalisées par LC-HRMS avec un spectrometre de masse Q-Exactive Plus
(ThermoScientific) couplé a une chaine U-HPLC (Vanquish modele H, Thermo Scientific).

e Colonne: Phenomenex Luna Omega Polar C18 1.6 um, 150 x 2.1 mm
e T°colonne: 40 °C

e Débit: 400 pL/min

e Solvant A: Eau+ 0.05 % Acide Formique

e Solvant B: Acétonitrile + 0.05 % Acide Formique

¢ Volumes d'injection: 2 puL

Gradient LC :
Temps %A %B
0 98 2
0.5 98 2
8 30 70
9 2 98
12 2 98
12.1 98
14 98
Acquisitions :

@ Spectrométre de masse (QExactive plus, ThermoScientific),
¢ |onisation HESI en mode positif et négatif.
e Acquisition en mode Full MS (100 a 1500 Da)
e Fragmentation en mode CID avec rampe de collision d’énergie de 20 a 60 eV
des 6 ions majoritaires de chaque scan
@ Acquisitions contrdlées par le logiciel Xcalibur

b) Traitement des chromatogrammes

Les profils LCMS ont été traités a I'aide du logiciel MS-DIAL ver.4.90 [3]. Le traitement des profils
comprend plusieurs étapes successives permettant d’obtenir une liste de 'ensemble des pics (m/z x
RT) détectés dans les échantillons ainsi que leurs aires respectives. MSCleanR a été utilisé pour la
concaténation des données ESI pos et ESI neg et I'obtention de la liste de pic finale (MSCleanR v1.0
[4]). Les pics ont été annotés en se basant sur leurs masses exactes (Appm = 5) et leurs empreintes
de fragmentation MS/MS :

- Soit a l'aide des bases de données de spectres expérimentaux acquis sur les standards

analytiques du plateau ou disponible sur internet (Annotation niveau 2) ;
- Soit a I'aide de la base interne au plateau-AgromiX comprenant 500 000 composés.
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Les composés ou familles de classes chimiques retrouvés dans le genre Buxus ont été priorisés suivis
par ceux de la famille des Buxaceae puis ceux appartenant aux bases de données génériques des
plantes (KnapSack, UNPD, CheBi, HMDB). L’annotation est basée sur un classement de la structure la
plus probable en fonction de sa masse exacte et de son empreinte de fragmentation HRMS/MS
(Appm = 15) par rapport a une empreinte théorique du produit candidat calculé in silico a I'aide du
logiciel MSFinder v 3.52 [5] (Annotation niveau 3). Un score d’annotation supérieur a 10 est
considéré comme une annotation trés probable qui a matché dans la base de données du genre.

c) Contréle qualité

Critére Conformité Résultat
Instrument contrdlé et calibré ok 0K
Contréle de la variation de pression entre <80 bars OK

2 injections successives

Différence de RT entre 2 =05min  OK

injections successives
Pas de variation QK
Effet mémoire de pics de blanc

(S/N=<3)
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