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INTRODUCTION






Les Brassicacées sont & l'origine de quelques-unes des plus grandes cultures
alimentaires de la planéte, développées sur une superficie de trente millions d'hectares, avec
une production annuelle globale de 105 millions de tonnes (pour les choux, les choux-fleurs
et le colza) (FAO, 2000) (tableau 1-1). Les deux tiers de cette production sont localisés en
Asie, ou ces légumes représentent parfois la source alimentaire principale des populations.
Les déprédateurs de ces cultures représentent donc un probléme dont I'ampleur est a la
mesure de I'importance de ces Brassicacees pour I'homme.

Au premier rang de ces ravageurs se situe la teigne des Brassicacées
Plutella xylostella (Linné, 1758). Ce papillon, inféodé a cette famille végétale, est
susceptible d'infliger de séveres dégats dans les champs attaqués si on ne traite pas
rapidement les parcelles touchées (Talekar & Shelton, 1993). Les traitements chimiques a
base d'insecticides synthétiques restent le principal moyen de lutte contre P. xylostella mais
cet insecte est doté de grandes capacités d'adaptation au point de présenter actuellement des
résistances a toutes les familles de produits existants (Cheng, 1988), y compris les
régulateurs de croissance (Insect Growth Regulator = IGR, perturbant les mues des insectes)
ou les biopesticides a base de Bacillus thuringiensis (Berliner) (ou "Bt") (Tabashnik et al.,
1990 ; McGaughey & Whalon, 1992 ; Sanchis et al., 1995). Cette course entre les
agriculteurs et le ravageur conduit a l'augmentation incessante des doses de produits, a la
fabrication de mélanges ou a la recherche de nouveaux produits encore plus efficaces. Dans
tous les cas l'agriculteur subit des pertes financieres, a cause du colt de ces traitements,
souvent 30 a 50 % du prix de revient de la culture (Lim, 1986), ou parce que le taux de
résidus de pesticides dans la récolte la rend impropre & la consommation (Nakahara et al.,
1986).

I devient donc nécessaire de trouver des méthodes alternatives permettant de
maintenir le contrdle des populations de P. xylostella sans présenter les problémes
environnementaux des insecticides (Tabashnik et al., 1987). La tendance est actuellement a
la lutte intégrée, combinant I'utilisation des nombreux ennemis naturels du papillon avec des
traitements insecticides modérés si les premiers sont insuffisants, I'ensemble permettant de
réduire les dégats a un niveau économiquement acceptable pour les agriculteurs.

Parmi ces ennemis naturels on utilise surtout les parasitoides de P. xylostella. Le plus
répandu d’entre eux est le petit hyménoptére Cotesia plutellae (Kurdjumov, 1912) (Hym. :
Braconidae), qui a suivi son hote a peu pres partout dans le monde, essentiellement a la suite
de nombreuses introductions.



Tableau 1 : Production de Brassicacées dans le monde en 1999 (FAO, 2000)

Production (en tonnes)

Monde Asie
Choux 49 205 018 33 238 033
Choux-fleurs 13810238 10407 558
Colza 42 235045 16 037 345

Surface récoltée (en hectares)

Monde Asie
Choux 2 292 097 1559 226
Choux-fleurs 777 386 558 530
Colza 27 059 254 14 218 570
Rendements globaux : -Choux

- Choux-fleurs

-Colza

Europe Amérique du Nord
3032 515 2 285 000
1963 853 294 500

11 338 2745 9 274 000

A

Europe
116 172
121 727

3 518 658

Amérique du Nord
93 817
21 090

5977 220

21,5 t/ha
17,8 t/ha
1,6 t de graines/ha



Quoique C.plutellae soit considéré comme un parasitoide efficace dans la lutte
contre P. xylostella, les taux de parasitisme observés varient fortement selon la zone
géographique étudiée (Talekar & Yang, 1991 [Taiwan] ; Monnerat, 1995 [Brésil] ; Bordat &
Goudegnon, 1997 [Bénin] ; Waladde et al, 1999 [Afrique du Sud]) et il en résulte souvent
un contréle insuffisant du ravageur, des échecs ayant été observés lors des introductions
(Alam, 1992 [Jamaique]).

Une possibilité de pallier ces échecs consiste & rechercher de nouvelles souches plus
"performantes” pour les réintroduire dans les zones de faible efficacité, permettant alors le
renforcement du biocontrdle dans ces régions et une limitation de I'emploi des insecticides.
On peut supposer que ces souches plus efficaces sont a chercher dans les pays ou I'on
observe déja un fort taux de parasitisme de P. xylostella, indiquant que ces populations sont
plus aptes a parasiter P. xylostella ou que les conditions climatiques régnantes leur sont
favorables. Il devient alors important de déterminer les facteurs mis en jeu, car on recherche
des parasitoides restant performants sous le nouveau climat auquel ils seront soumis apres
I’introduction : ils doivent donc disposer de bonnes qualités "intrinseques” peu dépendantes
de la variabilité environnementale.

De multiples hypothéses sont envisageables pour déterminer les sources des
variations de performances entre les différentes populations :

1- Facteurs environnementaux

a) Climatiques : Plutella xylostella est un insecte cosmopolite, grand migrateur et il
vit donc sous une grande variété de climats, auxquels doivent aussi s’adapter ses
parasitoides. Une multitude d'adaptations locales ont pu se développer afin de supporter au
mieux les contraintes climatiques régionales. Ainsi les populations japonaises de C. plutellae
sont diapausantes au nord du pays et simplement hivernantes au sud (Alvi & Momoi, 1994).

b) Biotiques : compétition avec d'autres espéces de parasitoides localement présentes
(cf. chap. I11) et action des hyperparasites (Alam, 1992).

c) Interférence avec des entomopathogeénes, telles les microsporidies (Nahif &
Jungen, 1998). Ces protozoaires ne détruisent pas completement les populations de
P. xylostella infectées mais les affaiblissent et elles peuvent continuer a se développer a un
rythme réduit. Par contre les chenilles malades ne supportent pas d'étre parasitées en plus par
C. plutellae et elles meurent avant la fin du développement des larves du parasitoide. En
I'absence de descendance, les populations du parasitoide disparaissent et il subsiste quelques
chenilles qui continuent a provoquer des dégats, méme si ceux-ci sont moindres. D ’autres
entomopathogeénes tels les champignons parfois utilisés pour lutter contre P. xylostella,
peuvent aussi interférer avec les parasitoides (Furlong & Pell, 1996).
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2- Facteurs "intrinseques”

a) Réponse de défense différentielle de I'n6te face au parasitoide : ainsi les
populations de Drosophila melanogaster Meigen (Diptera : Drosophilidae) différent par leur
capacité a détruire les ceufs et les larves de leurs parasitoides (Carton & Nappi, 1991 ;
Kraaijeveld & Godfray, 1999). Chez cette drosophile vient justement d’étre mis en évidence
un géne de résistance contre son parasitoide Leptopilina boulardi (Barbotin, Carton &
Kelner-Pillault) (Hym. : Figitidae : Eucoilinae) (Hita et al., 1999 ; Poirié et al., 2000).

b) A l'opposé, incapacité du parasitoide a contrer efficacement les défenses
immunitaires de son héte d’ou risque d’encapsulation plus éleve pour lui. Chez C. plutellae
ceci pourrait étre lié a des performances insuffisantes de son polydnavirus symbiote,
nécessaire a la réussite du parasitisme (Drezen, 1999).

c) Fitton & Walker (1992) ont envisagé une possibilité extréme, a savoir que l'on
pourrait avoir en fait plusieurs espéces de Cotesia attaquant P. xylostella dans le monde et
pas seulement C. plutellae.

Pour verifier la pertinence de certaines de ces hypotheéses et déterminer leur role réel
dans la production de la variabilité affectant les performances de C. plutellae, nous avons
mené une série d'expériences sur plusieurs populations de C.plutellae, d’origines
géographiques différentes : Bénin, Brésil, Taiwan et lle de la Réunion. Ces expériences, en
s’attachant soit a I’analyse des facteurs environnementaux, soit a I’analyse de facteurs
"intrinseques”, doivent permettre de quantifier la variabilité liée a chacun des différents
facteurs étudiés.

Ces expériences se sont articulées en quatre groupes :

1) Croisements entre les populations de C. plutellae pour confirmer leur
interfécondité et de la I’appartenance a une seule et méme espece. Ces croisements doivent
se faire dans les deux sens, c’est-a-dire en croisant des individus des deux sexes pour chaque
population afin d’observer s'il n'existe pas des stérilités liées a la présence de bactéries
Wolbachia cytoplasmiques (Rigaud & Rousset, 1996 ; Quicke, 1997).

2) Etudes sur le terrain de populations tres éloignées géographiquement, au Brésil et
sur I’fle de la Réunion. Ces populations vivant sous des conditions climatiques tropicales (ou
P. xylostella occasionne le plus de dégats) mais bien distinctes (climat de savane d’un coté,
climat océanique humide de I’autre), il est possible d’observer le comportement de
C.plutellae et son efficacité face a ces conditions et a des compétiteurs différents.
L utilisation de groupes de parcelles dans les deux zones d’étude, couplée a la répétition des
techniques de culture des choux et d’échantillonnage, permet de distinguer la variabilité
locale des populations pour mieux cerner la variabilité globale.
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3) Analyses biochimiques : recherche d'allozymes par électrophorése isoenzymatique
sur gels d'acétate de cellulose, technique bien adaptée a cette petite espéce. L’analyse de la
fréquence des alleles détectés dans les systémes enzymatiques polymorphes permet de
calculer la différenciation génétique entre populations de C. plutellae. Il est alors possible de
relier ces valeurs a d’éventuelles incompatibilités sexuelles entre les populations, et de
vérifier si de telles incompatibilités pourraient étre expliquées par une dérive génétique
devenue trop élevée. Appliquées a un plus grand nombre de populations, ces mesures
pourraient aussi permettre d’en construire une phylogénie et de déterminer la provenance de
C. plutellae dans les pays situés en dehors de son aire de répartition originelle et ou aucune
introduction volontaire n’a été signalée.

4) Analyse génétique : nous nous sommes focalisés sur une caractéristique unique de
certains groupes de Braconidés dont C. plutellae fait partie (et connue aussi de certains
Ichneumonidés) : ces espéces possedent un polydnavirus symbiote, donc extrémement
spécifique, jouant un réle majeur dans le succes parasitaire des guépes parasitoides qui en
sont porteuses. Or une variabilité de I’ADN de ces polydnavirus est déja connue au niveau
des populations et méme des individus de certaines especes de Braconides (Stoltz & Xu,
1990) et un tel virus, s’il est retrouvé chez C. plutellae, pourrait alors constituer un marqueur
original et facile d’acces des différentes souches de I’espece. La technique utilisée pour la
détection du virus et I’analyse de sa variabilité potentielle est la RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) sur I’ADN total extrait des ovaires des guépes.

La découverte de liaisons entre ces sources de variabilité offrirait des potentialités
intéressantes dans la sélection de nouvelles souches en lutte biologique. Nous pourrions
alors espérer comprendre pourquoi nous observons de telles différences dans le
comportement et I’efficacité des populations de C. plutellae. Et par la méme, nous verrions
aussi apparaitre la possibilité d’utiliser des techniques d’analyse moléculaire pour déterminer
I’efficacité d’une souchfe en vue de son introduction sans nécessiter d’aussi importants tests
de laboratoire que ceux habituellement menés pour s’assurer de la slreté de I’opération,
réduisant alors I’important taux d’échec qui est trop souvent le résultat final des
introductions a des fins de lutte biologique (Malakoff, 1999).






CHAPITRE Il

Organismes étudies






I1.1- Plutella xylostella (L.) ou teigne des Brassicacées
I1.11 - Systématique
La position systématique de Plutella xylostella est actuellement :

Lepidoptera
Tinoidea
Yponomeutidae
Plutellinae
Plutella xylostella (Linné, 1758)

Parfois classée dans la famille des Plutellidae et ayant subi plusieurs changements de
nom, elle a longtemps été appelée Plutella maculipennis (Curtis) avant d'acquérir son hom
actuel (Moriuti, 1986). C'est I'espéce la plus connue de ce genre, a cause de son importance
économique. Le genre comprend plus d’une douzaine d'especes se cantonnant surtout aux
Brassicacées sauvages et économiquement bien moins importantes (Balachowsky, 1966 ;
Smith & Sears, 1984).

I1.1.2 - Situation géographique

Plutella xylostella est considérée comme originaire de la région méditerranéenne, ou
I'on trouve aussi le plus grand nombre d'espéces de parasitoides (Hardy, 1938 ;
Balachowsky, 1966) et d'ou sont originaires les principales Brassicacées -cultivées
(Bonnemaison, 1965 ; Zeven & de Wet, 1982).

Le chou cultivé Brassica oleracea est plus précisément originaire de la région
est-méditerranéenne, autour de la Sicile (Raimondo, 1997). Il est tres polymorphe, éclaté en
de multiples populations souvent endémiques et soumises a une forte dérive génétique
(Gustafsson, 1994). En fait B. oleracea regroupe une dizaine d’espéces distinctes mais qui
forment pour la majorité des hybrides viables lors des expériences de croisements et elles
sont ainsi groupées dans le cytodéme B. oleracea, présentant un nombre chromosomique
2n=18 (Gustafsson & Lannér-Herrera, 1997). Ce complexe est a I’origine du chou
"domestiqué” actuel et de ses nombreuses variétés commerciales. Les Lépidoptéres qui
consommaient a l’origine les choux sauvages ont pu s’adapter aux choux cultivés et les
parasitoides de ces espéces ont d( s’adapter aussi & ces nouvelles conditions.

Cependant une origine en Asie Mineure a été suggérée (Chu, 1986) ou méme en
Afrique du Sud, dont une région posséde un climat méditerranéen et ou se trouvent aussi de
nombreuses especes de Brassicacées sauvages et un important cortege de parasitoides de
P. xylostella (Kfir, 1997 ; Kfir, 1998).



Plutella xylostella est maintenant un insecte cosmopolite (carte 1), étant l'une des
especes naturellement les plus répandues au monde. C'est en effet un trés grand migrateur,
capable de franchir plus de 3 000 km d'une traite a l'aide des vents, traversant ainsi de
grandes étendues marines (Chu, 1986). Ceci explique qu'on la retrouve régulierement au
Canada ou au nord du Japon (Hokkaido), ou elle ne peut survivre en hiver mais ou les vents
du sud la raménent tous les printemps (Harcourt, 1957 ; Smith & Sears, 1982 ; Honda,
1992 ; Honda et al., 1992).

Elle s'adapte méme au climat subantarctique (Crafford & Chown, 1987) et elle aurait
ainsi réussi a atteindre naturellement I'ille Marion (Chown & Avenant, 1992). Mais elle peut
étre aussi transportée accidentellement avec des jeunes plants (Shelton et al., 1996) et seules
des mesures de quarantaine séveres I'empéchent de coloniser les derniers archipels du
Pacifique (Kiribati et Tuvalu pour les plus importants) d'ou elle est encore absente
(Waterhouse, 1992).

En fait, partout ou poussent des Brassicacées dans le monde J*. xylostella peut étre
présente. Malgré cette vaste aire de répartition les populations du papillon-héte de
C.plutellae restent interfécondes, montrant leur appartenance a la méme espéce (Pichdn,
comm. pers.).

I1. 1.3 - Description

- Adulte : c’est un papillon de longueur inférieure a 10 mm, pour une envergure
d’environ 15 mm. Au repos, il conserve les ailes plaquées contre le corps, "en toit". La
frange claire le long du bord antérieur des ailes antérieures forme alors une série de 2-3
losanges alignés dorsalement, ressemblant a des losanges stylises, d'ou le nom anglo-saxon
de "Diamondback moth", ou espagnol de "dorso de diamante” (fig. 2-la) (Balachowsky,
1966). Ceci est plus visible chez le méle, a couleurs plus contrastées. C'est le seul
dimorphisme sexuel visible, le sexage sdr ne pouvant se faire que par observation des valves
génitales sous stéréomicroscope. Les femelles attirent les males a l'aide d'une phéromone
sexuelle (Chow, 1974 ; Maa, 1986), ces derniers possédant aussi une phéromone pour la
reconnaissance spécifique a courte distance (Chow et al., 1986). L'accouplement se fait "dos
a dos" (fig. 2-1b). La femelle ne s'accouple qu'une seule fois et le méle 1a 3 fois (Talekar &
Shelton, 1993), ce qui explique les études réalisées sur la faisabilité de la lutte autocide.

- Les ceufs sont petits (environ 500 |¢m), blanc ajaune, pondus isolément ou en petits
groupes (fig. 2-1e). lls sont trés peu visibles et difficiles a repérer sur les feuilles. La femelle
pond généralement sur la face supérieure des feuilles (environ 60 %), le reste sur la face
inférieure ou parfois sur les tiges (Talekar & Shelton, 1993).
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Carte 1: Aire de répartition de Plutella xylostella (L.).

Source principale : carte du CIE, 1967. Modifiée et complétée a partir des données des 1st, 2nd and 3rd international Workshops on
Diamondback moth (1986, 1992 et 1997) et des dépouillements de la Review of Agricultural Entomology.

by Calm Gavin

1893 : date de la premiere observation mentionnée dans la littérature pour le pays concerné
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- Chenilles : elles se développent en passant par 4 stades larvaires (Robertson, 1939).

* Les chenilles de stade L1 sont endophylles, creusant des "virgules" dans le
parenchyme (fig. 2-1d). Les stades suivants vivent a la surface de la feuille, de préférence
sous la face inférieure moins exposée, qu'ils dévorent en laissant I'épiderme de la face
opposée, formant des "fenétres™ caractéristiques de I'espece (Chua & Lim, 1979).

* Les chenilles de stade L2, similaires aux L1 mais non mineuses, ont une téte
noire et le corps clair, uni (fig. 2-le).

* Les chenilles arrivées au stade L3 sont souvent jaunes-brunes, a pilosité plus
visible (fig. 2-If).

* Finalement les chenilles du dernier stade L4 sont vert vif, atteignant 8 mm ou
plus, avec un dimorphisme sexuel apparent, ce qui est peu commun chez les chenilles : on
peut observer une tache jaune sur le cinquieme segment abdominal des chenilles qui
donneront des males. Ce sont les testicules visibles par transparence (Liu & Tabashnik,
1997) (fig.2-.1g).

Les chenilles sont tres vives, se laissant tomber au bout d'un fil a la moindre alerte.
Elles remontent une fois le danger écarté. Elles sont solitaires mais non territoriales et
peuvent donc vivre a quelques millimétres les unes des autres tant qu’elles ont assez de
nourriture. Elles s’évitent cependant si elles se rencontrent et migrent facilement vers une
autre source de nourriture si elles épuisent leur plante nourriciére (Salinas, 1984).

Un effet de masse se produit si les chenilles atteignent une densité trop élevée sur les
choux (Castelo-Branco & Gatehouse, 1999). Dans ce cas les femelles obtenues a partir de
ces chenilles ont souvent des ovaires atrophiés et sont plus légéres. Elles volent plus
facilement et peuvent migrer en nombre vers d’autres sources de nourriture. Ce
comportement semble favoriser les infestations du ravageur, tout au moins au Brésil.

- Nymphe : d’une longueur d’environ 5 & 7 mm, elle est entourée d'un cocon tres
lache (fig. 2-1h). Elle est genéralement blanche a rose clair au début de la nymphose,
s'assombrissant au cours du développement avec apparition de bandes latérales sombres peu
de temps avant I'éclosion. Ces bandes préfigurent les ailes et les autres appendices de
I'imago, qui deviennent progressivement visibles par transparence.

L'émergence est rapide : le papillon sort brusquement de la nymphe, les ailes encore
fripées. Il part s'accrocher a un support vertical d’ou il peut laisser ses ailes s'étendre
quelques minutes, plaquées l'une contre l'autre comme le font les Ephémeres. Une fois
entierement déployées et séches, il les place dans leur position habituelle, le long de son
abdomen, “en toit". Il est alors prét a I'envol, ce qu'il fait facilement & la moindre
perturbation. Les malformations ne sont pas rares, lorsqu'une aile reste accrochée a
I'enveloppe nymphale. Elle durcit dans cette position et reste déformée, le papillon devenant
incapable de voler. En élevage ceci n'empéche cependant pas les femelles de se reproduire et
de pondre sur les feuilles mises a leur disposition.
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Figure 2-1 (a-h) : Plutella xylostella (L.)

Figure 2-la :Plutella xylostella, imago femelle et aile antérieure du male
(grossissement : x 10) (d’apres Balachowsky, 1966 ; tome Il, fig. 100, p. 220).

Figure 2-1b : Accouplement de P. xylostella (grossissement‘pg 8)
(male a droite,femelle a gauche) L

..I"'i o
i -

L=
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Figure 2-Ic : ceufs de P. xylostella sur feuille de chou (x 10)

Figure 2-1d : "Virgules" provoquées par les chenilles de stade L1 sur feuilles de chou (x 2)
Les zones claires de dimensions plus importantes sont des "“fenétres" créées par les chenilles
plus agées.
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Figure 2-le : Chenille de Plutella xylostella au stade L2, sur feuille de chou (x 25)

Figure 2-1f : Chenille de stade L3 (x 8)
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Figure 2-lg : Deux chenilles au stade L4 (x 6)
Femelle & gauche, méle a droite avec une tache jaune abdominale.

1 2 3 4

Figure 2-1h : Evolution nymphale chez P. xylostella (x 4).

D

2)
3)
4)

Prénymphe dans son cocon

2 a 4) : Chrysalides extraites de leur cocon

Jeune chrysalide, de couleur verte

Chrysalide & un &ge intermédiaire, de couleur rosée

Chrysalide proche de I’émergence : le corps du papillon devient visible par transparence
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I1. 1.4 - Biologie
I1.1.4.1 - Nourriture

Plutella xylostella peut étre considérée comme une espece oligophage, car elle se
nourrit presque exclusivement de plantes de la famille des Brassicacées (ex-Cruciféres),
méme s'il s'agit d'une vaste famille. Elle est attirée par les composés soufrés (essentiellement
des glucosinolates : sinigrine, sinalbine ainsi que I’isothiocyanate d’allyle) que contiennent
ces plantes et qui sont des phagostimulants pour les chenilles et des stimulants de
I'oviposition pour les femelles (Thomsteinson, 1953 ; Gupta & Thomsteinson, 1960a ; Gupta
& Thomsteinson, 1960b ; Justus & Mitchell, 1996 ; Spencer, 1996 ).

Plutella xylostella vit essentiellement sur les choux et les autres Brassicacées
cultivées (moutarde, colza, cresson, etc.), mais on la trouve aussi sur des Brassicacées
sauvages comme la "Bourse-a-pasteur” Capsella bursa-pastoris (L.) ou la cardamine
Cardamina spp. (Balachowsky, 1966; Verkerk & Wright, 1996). Elle aurait été observée
exceptionnellement sur quelques autres espéces végétales a composés soufrés, comme les
oignons ou la capucine (Kartzov, 1914). Elle préfere les Brassicacées cultivees, plus
nourrissantes pour les ravageurs comme pour I’étre humain et sur lesquelles elle se
développe plus rapidement (Wakisaka et al., 1992 ; Idris & Grafius, 1996 ; Begum et al.,
1996), mais les Brassicacées sauvages peuvent servir de réservoir durant les périodes ou les
cultures ne sont pas disponibles (Muhamad et al., 1994).

I1.1.4.2 - Développement

La vitesse de développement de P. xylostella dépend fortement de la température
(Hardy, 1938). Ainsi, en élevage a 20 °C les individus ont besoin de plus de trois semaines
en moyenne pour passer de I’ceufa I’imago (tableau 2-1).

r
Tableau 2-1 : Durée de développement de Plutella xylostella a 20 °C (Salinas, 1986b)

Stades de développement  Durée moyenne (jours)

Oeuf 6
Stades larvaires 15
Nymphe 9
Durée de vie de I'imago 18

A 25 °C le cycle est accéléré : I’éclosion des ceufs prend 3 jours, le développement
larvaire s’accomplit en 8-9 jours et la nymphose en 3-4 jours. L'insecte peut alors compléter
son développement en a peine plus de deux semaines et donner plus d'une nouvelle



génération par mois. Cette rapidité de développement explique sa capacité a détruire
rapidement les cultures attaquées sous les climats chauds, méme si le nombre d'individus est
faible au départ (cas de migrants amenés par le vent, par exemple).

En milieu tropical on peut observer plus de 20 générations (chevauchantes) par an
(14-28 en Malaisie, 15-20 a Taiwan, 5-12 au Japon), contre seulement 4-5 au Canada
(Harcourt, 1966 ; Miyata et al., 1986).

La fécondité est élevée, la femelle pondant 150 a 200 ceufs, mais présente aussi
d’importantes variations (tableau 2-2). Elle dépend de multiples facteurs, tels la température,
la qualité de la nourriture de la femelle pendant les stades larvaires ou la densité des
populations. La fécondité totale des femelles ne semble pas significativement différente
d’une population de P. xylostella a une autre (Pichdn, 1999).

Toutefois chaque population possede son propre comportement de ponte : certaines
populations pondent rapidement leurs ceufs, des les premiers jours aprées I'émergence de la
femelle, d'autres I'étaient sur quatre semaines (Pichdn, 1999). Ceci peut étre lié aux
conditions environnementales auxquelles sont soumises ces populations : ainsi au Bénin, ou
des cultures de choux sont présentes toute I’année a différents stades de leur développement,
les femelles de P. xylostella peuvent pondre progressivement leurs ceufs et étalent leur ponte
sur preés d’un mois, en sélectionnant alors les meilleurs plants. A l'opposé, pour une
population australienne (en zone de climat méditerranéen) par exemple, ou les parcelles de
choux sont dispersées et pas présentes toute I’année, le papillon présente une stratégie de
ponte rapide (durée totale de I’ordre de deux semaines) : s’il détecte une parcelle de choux il
peut étre plus avantageux pour lui de pondre tous ses ceufs au méme endroit plutdt que de se
risquer dans la recherche aléatoire de meilleures plantes plus loin.
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Tableau 2-2 : Quelques valeurs de la fécondité dans diverses populations de

Pays

Taiwan

Pakistan

Corée

- Corée :1le de Cheju
Canada

USA

Vénézuela
Grande-Bretagne

France

Australie (Perth)
Bénin

Brésil
Philippines

Plutella xylostella

Nombre d'ceufs pondus par femelle

Moyenne
75
190

155-175 (a 20 °C)
160 (moy. annuelle)
140 (26 °C)
160 (18 °C)
250 (20 °C)

205 (laboratoire, 25 °C)
188 (laboratoire, 25 °C)
184 (laboratoire, 25 °C)
167 (laboratoire, 25 °C)
145 (laboratoire, 25 °C)

Extrémes

55-220

100-600

Références

Lu & Lee, 1984
Abro et al., 1992
Kim & Lee, 1991
Park et al., 1993
Harcourt, 1986
Salinas, 1986a
Salinas, 1986a
Hardy, 1938

Pichén, 1999



IL1.5 - Lutte contre Plutella xylostella

Plutella xylostella est le principal destructeur des cultures de Brassicacées dans le
monde, nécessitant d'importants moyens de lutte. Le seuil économique est atteint dés qu'il y a
une chenille de stade L4 par chou, car les trous créés par celle-ci suffisent a altérer I'aspect
de la plante et a la rendre invendable (Shelton et al., 1983 ; Maltais et al., 1998). De
nombreuses méthodes de lutte ont été testées, quoique la plupart restent a I'état expérimental.

I1.1.5.1 - Lutte chimique

L'utilisation d'insecticides reste la méthode de lutte la plus répandue, chez
P. xylostella comme chez de nombreux autres ravageurs.

Dans la premiére moitié du siécle, I'éventail des produits reste limité : composés
minéraux (arsénicaux et fluorures par exemple), fumigants avec ajouts d'huile et
d'hydrocarbures, mais aussi quelques composés végétaux : extraits de tabac (produit actif :
nicotine), de derris (roténone) ou de pyréthres (pyréthrines) (Huckett, 1934 ; Walker, 1934).
Trop toxiques ou peu efficaces, ils sont supplantés a partir de 1945 par les insecticides de
synthése, d'une efficacité tres supérieure, le premier étant le DDT rapidement suivi du
lindane et autres organochlorés, puis des organophosphorés et de nombreux autres produits
par la suite (Slade, 1945 ; Greaves, 1945 ; Harcourt & Cass, 1955).

Cependant P. xylostella démontre ses redoutables capacités d'adaptation : dés 1951
apparait le premier cas de résistance au DDT en Indonésie (Ankersmith, 1953) et en 1958 il
existe des populations résistantes a tous les principaux organochlorés (Mo, 1959 ; Ooi,
1986). En 1980 on recense déja dans 14 pays des cas de résistance envers 36 produits
différents (Miyata et al., 1986) et envers 51 produits en 1989. Les populations de
P. xylostella ont continué de développer des résistances contre tous les nouveaux produits
mis sur le marche, parfois en moins d'un an (Tanaka, 1992 ; Shelton et al., 1993), y compris
vis-a-vis des toxines de Bacillus thuringiensis (Berliner) (Tabashnik et al., 1997)
(tableau 2-3"). Le méthomyl favorise méme son développement en augmentant sa fécondité et
en tuant ses prédateurs (Nemoto, 1986). A titre d’exemple, citons I’exemple de cultures
actuelles de choux (aolt 2000) en Indonésie, ou 17 traitements insecticides durant les quatre
mois nécessaires pour amener le chou a maturité ne suffisent pas a détruire P. xylostella
(Bordat, comm. pers.).

Le retour a des insecticides d’origine biologique, extraits de végétaux, est
actuellement tenté : de nombreuses substances ont été testées (Morallo-Rejesus, 1986 ;
Hermawan et al., 1998) mais seuls les extraits de neem (dont le principe actif est
I'azadirachtine) offrent la possibilité d'une utilisation a grande échelle, peu colteuse et
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Tableau 2-3 : Exemples de cas de résistance aux insecticides chez Plutella xylostella

Apparition
de la
résistance
1951
1956
1959
1964

1965

1966
1974
1978
1981
1981
1981

1982-1983

1986
1986
1987
1988
1989
1989

1988
1986-1988
1989-1990

1990
1990
1990

1993
1999

Pays d'apparition

Indonésie
Malaisie

Indonésie
Indonésie

Thailande

Inde
Philippines
Inde
Japon
USA : Hawaii
Taiwan

Thailande

Taiwan
Japon
USA : Hawaii
Malaisie
Inde
Honduras

Thailande
Japon
USA : Hawalii

Malaisie
USA:Pennsylvanie
USA : Floride,
New York
Philippines
(Laboratoire)

Produits concernés

DDT

DDT, lindane, dieldrine
Organochlorés
Malathion

Carbaryl

DDT ; parathion

EPN ; mevinphos

Diazinon

Methomyl

Tous les produits autorisés
Pyréthrinoides ; DDT ; cartap ;
organophosphoreés ; carbamates,
parfois sur une méme population

Prothiophos, profenophos

Carbamates ; Organophosphorés
Cartap

Pyréthrinoides

IGR ; abamectine
Pyréthrinoides
Cyperméthrine, méthomyl ;
méthamidofos

IGR (benzoylphenylurées)
Endotoxines de "Bt"
Résistance croisée a plusieurs
classes d'endotoxines "Bt"
IGR (benzoylphenylurées)
Endotoxines "Bt"
Endotoxines "Bt"

Endotoxines "Bt"
Plantes transgéniques "Bt"

3l

Références

Ankersmith, 1953
Ool, 1997

Mo, 1959

Cheng, 1986
Rushtapakomchai &
Vattanatanguen, 1986
Raju, 1996

Talekar & Shelton, 1993
Raju, 1996

Cheng, 1986
Tabashnik etal., 1987
Liuetal., 1981

Liu etal., 1982

Rushtapakomchai &
Vattanatanguen, 1986
Chen & Sun, 1986
Hamaetal., 1992
Tabashnik et al., 1987
Fauziah et al., 1992
Raju, 1996

Ovalle & Cave, 1989

Talekar & Shelton, 1993
Hama et al., 1992
Tabashnik et al., 1997

Ooi, 1997
Tabashnik et al., 1997
Shelton & Wyman, 1992

Tabashnik et al., 1997
Tang etal., 1999



efficace, bien qu'ils présentent des effets phytotoxiques, modifiant notamment la couleur des
feuilles de choux (Loke et al., 1992 ; Schmutterer, 1992 ; Leskovar et Boales, 1996). Ils
peuvent aussi interférer avec le développement des parasitoides, mais comparativement
beaucoup moins qu’avec le ravageur (Goudegnon et al., 2000 ; Perera et al., 2000).

Malgré toute la palette de produits disponibles, il existe des cas ou les agriculteurs
sont amenes a abandonner leurs cultures de Brassicacées ou a trouver d'autres méthodes de
lutte, comme c'est le cas dans des serres & Hawaii ou au Japon, car le papillon est devenu
virtuellement résistant a tous les produits autorisés aux doses sanitairement utilisables
(Nakahara et al., 1986 ; Tanaka, 1992).

I1.1.5.2 - Autres méthodes de lutte

Parmi les nombreuses techniques imaginées, seule la lutte biologique est utilisée a
grande échelle (8 11-2). Avant de détailler les groupes d'organismes utilisables dans le cadre
du biocontrdle, signalons les autres techniques "alternatives” étudiées pour essayer de
réguler les populations de P. xylostella sans utiliser d’insecticides.

- Sélection variétale : il existe des variétés de choux moins sensibles aux attaques
des chenilles, par I’intermédiaire de deux mécanismes distincts : soit a I'aide de mécanismes
d'antibiose (Eigenbrode et al., 1990; Eigenbrode & Shelton, 1992), soit grace a des
changements de la structure des cires épicuticulaires qui diminuent I'appétance du chou pour
les chenilles (Eckenrode et al., 1986 ; Stoner, 1992 ; Shimabuku et al., 1997). Des variétés
ainsi résistantes aux attaques des chenilles ont été créées mais sont peu employées car elles
présentent des inconvénients en retour : les modifications induites peuvent favoriser d'autres
ravageurs (tels les altises Phyllotreta spp. (Col. : Chrysomelidae) (Bodnaryk, 1997)) et elles
donnent un aspect brillant aux feuilles ("glossy" leaves), peu apprécié des consommateurs.
Des tests de sélection variétale pour lutter contre P. xylostella ont aussi été menés sur le
colza, importante culture en Amérique de Nord (Ramachandran et al., 1998) mais I’emploi
de la transgenese s’avere probablement plus intéressant pour créer des choux résistants.

- Cultures intercalaires ("intercropping™) : son principe consiste a cultiver des rangs
alternés de choux et d'une autre plante comme l'ail ou la tomate, dont l'odeur repousse le
papillon, ou encore d’ajouter un semis de tréfle (Chelliah & Srinivasan, 1986 ; Talekar et al.,
1986 ; Finch & Kienegger, 1997). Cette technique s’avére peu intéressante car la seconde
plante utilisée n'est pas d'un aussi bon rapport économique que le chou et ne convient pas a
des agriculteurs qui sont généralement spécialisés sur cette seule culture. De plus il peut y
avoir des probléemes de compétition entre les deux plantes, ce qui nuit au rendement
(Schellhom & Sork, 1997).
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- Plantes-pieges : Plutella xylostella préférant la moutarde au chou, on intercale des
rangées de moutarde dans les cultures de choux (de I’ordre d’une rangée de moutarde pour
7-10 de choux). Les papillons déposent préférentiellement leurs ceufs sur la moutarde,
épargnant ainsi les choux. Il suffit d’arracher les pieds de moutarde par la suite et de les
détruire avec les chenilles qu’elles portent. Simple et efficace, la technique se développe en
Inde (Talekar & Shelton, 1993) et I'Afrique du Sud commence aussi a S'y intéresser
(Charleston & Kfir, 1999). Cependant certains agriculteurs sont réticents a utiliser cette
technique qui implique de détruire volontairement une fraction de la récolte pour protéger le
reste (Bordat, comm. pers.).

- Rotation des cultures : si P. xylostella est aussi abondante en milieu tropical, c'est
qu'elle trouve des plantations a disposition toute I'année, lui permettant de se maintenir a des
densités élevées. La priver temporairement de ses plantes-hétes réduirait donc les
populations. Mais on en revient a un probleme financier pour les agriculteurs : il est difficile
pour eux d'arréter, ne serait-ce que quelques semaines, la production de la plante qui est leur
seule ressource (Talekar & Shelton, 1993). De plus les grandes capacités migratrices de
P. xylostella lui permettent de se réimplanter rapidement sur de nouvelles cultures, alors que
ce n’est pas toujours le cas de ses parasitoides, ce qui peut en fait aggraver la situation.

- Confusion ou piégeage sexuel : cette technique a surtout une valeur prédictive,
pour détecter les premiéres émergences de papillons adultes dans une région. Elle peut
effectivement réduire significativement les quantités de papillons volant dans les champs,
moyennant des contraintes telles que le remplacement régulier des pieges qui se salissent vite
(Reddy & Urs, 1997). Un facteur limitant son efficacité est I’existence de variations
géographiques et temporelles dans la composition des phéromones, ce qui peut limiter
I'efficacité des formulations (Maa, 1986 ; Zilahi-Balogh et al., 1995). Les pieges deviennent
totalement inefficaces lprs des invasions massives de P. xylostella ou I’atmosphére est
saturée de phéromones par les papillons (Ohbayashi et al., 1992).

- Lachers de maéles stériles pour la lutte autocide : cette méthode est étudiée
uniquement a titre expérimental chez P. xylostella (Sastrodihardjo, 1986 ; Omar & Mamat,
1995).

- Moyens mécaniques :
@ Utilisation de filets de protection. Les filets sont trés efficaces et
favorisent de plus le développement des choux en retenant la chaleur, mais ils restent tres
colteux. lls ne doivent absolument pas toucher les plantes sinon les papillons pondent a
travers, en contact direct avec la feuille (Magallona, 1986).



@) Dans les serres a cresson d'eau de Hawaii et du Japon, ou P. xylostella

résiste a tous les traitements classiques a des doses acceptables, on détruit le papillon soit par
aspiration avec des ventilateurs mobiles soit par arrosage avec des sprinklers pour noyer les
adultes et décrocher les chenilles des feuilles. Cette derniére technique est tres efficace mais
grosse consommatrice d'eau, ce qui favorise les moisissures et dilue les solutions nutritives
utilisées en cultures hydroponiques (Tanaka, 1992). Ces techniques restent réservées aux
cultures en serre, méme si des essais d'aspersion d'eau a l'air libre ont été tentés (McHugh &
Foster, 1995).

- Plantes transgéniques

La transgenése "insecticide™, avec intégration de genes codant pour la production de
diverses toxines d’origine bactérienne, végétale ou d’arthropodes venimeux, se développe de
plus en plus (Schuler et al., 1998). Elle concerne actuellement surtout le mais ou le coton,
dont de grandes étendues sont plantées sur le continent américaip, mais des essais de
création de colza ou de choux transgéniques résistant aux insectes phytophages ont été
réalisés. Les tests de toxicité montrent généralement une grande efficacité de ces plantes
dans la suppression de leurs ravageurs (Stewart et al., 1996 ; Ramachandran et al., 1998).
Cependant il existe déja des cas ou des populations de P. xylostella résistantes au
Bacillus thuringiensis consomment du chou transgénique sans le moindre probléme (Tang et
al., 1999). Et il est probable qu'elle répétera cette "performance” dans les champs, étant
donné ses puissantes capacités adaptatives. Elle résiste déja a des mélanges de toxines de
B. thuringiensis alors que les plantes transgéniques n’integrent généralement qu’un géne
codant pour une seule protéine insecticide (Tabashnik et al., 1991 ; Ramachandran et al.,
1998).



I1.2 - La lutte biologique

La lutte biologique reste la technique la plus employée, en remplacement de la lutte
chimique si Plutella xylostella est vraiment trop résistante, ou en association (lutte intégréee)
quand c'est possible, pour ralentir l'apparition de telles résistances et limiter la quantité de
pesticides libérés dans I’environnement. Plusieurs groupes d'organismes ont été étudiés mais
peu de ces groupes sont couramment utilisés contre P. xylostella.

- Virus : des épidémies apparaissent naturellement mais restent limitées (Asayama,
1986), méme s'il s'avére que des traitements a base de virus a granuldse donnent de bons
résultats (Kadir, 1992). Des virus sélectionnés pour leur virulence seraient plus prometteurs
(Kolodny-Hirsch & Beek, 1997 ; Grewal et al., 1998) mais il n'y a pas d'utilisations a grande
échelle contre cette espéce, a la différence du carpocapse de la pomme Cydiapomonella (L.)
(Lep. : Tortricidae) par exemple.

- Bactéries : Bacillus thuringiensis, le Bt, est la seule bactérie utilisée,
essentiellement sous forme de spores inactivées contenant des 6-endotoxines protéiques
"Cry". Plusieurs centaines de ces toxines sont connues, mais seules certaines classes sont
actives contre les Lépidoptéres (d'autres n'agissent que sur les Coléopteres ou les Dipteres)
(Chaufaux, 1995 ; Monnerat, 1995). Plusieurs produits existent ainsi sur le marché, sous
forme de mélanges des diverses classes de toxines, de composition variable selon la souche
bactérienne utilisée (Federici & Maddox, 1996). Quoique considéré au début de son
utilisation comme une "arme absolue" a laquelle les insectes ne pourraient jamais s'adapter,
des cas de résistance sont d'abord apparus en laboratoire (McGaughey, 1985 ; McGaughey &
Beeman, 1988), puis dans les champs: Plutella xylostella est le premier insecte a avoir
développé une résistance aux toxines de B. thuringiensis en milieu naturel, avec des
résistances croisées aux-diverses classes de toxines (Tabashnik et al., 1990 ; Wright et al.,
1995 ; Wright et al., 1997 ; Tabashnik et al., 1997). Par la suite, quelques autres insectes ont
aussi développé des résistances (Sanchis et al., 1995). Comme on se sert souvent de telles
toxines pour créer les plantes transgéniques résistantes a leurs ravageurs, cela augure mal de
leur efficacité a long terme, du moins face a P. xylostella (van Emden, 1999).

- Champignons (Entomophtorales) : comme pour les virus, des épidémies se
produisent naturellement (Wilding, 1986 ; Pell et al., 1993). Ces champignons sont
cependant difficilement utilisables car ils ne proliferent qu'en milieu trés humide, et
seulement sous de fortes densités de populations de chenilles, donc lorsque les dégats sont
déja importants (Riethmacher et al., 1992). Ils peuvent de plus réduire I’efficacité de
certaines espéces de parasitoides en les contaminant (Furlong & Pell, 1996).
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- Nématodes : leur utilisation reste au stade expérimental (du moins dans la lutte
contre P. xylostella) car ils sont colteux a produire et sensibles a la lumiére et a la sécheresse
(Lello et al., 1996 ; Baur et al., 1997). Une utilisation restreinte aux cultures sous serre est
cependant envisagée (Baur et al., 1998) ou en zones tropicales humides (Mason & Wright,
1997).

- Microsporidies : aussi envisagées a titre expérimental (Haque et al., 1999), elles
sont & proscrire absolument car elles interféerent avec les parasitoides et réduisent
considérablement leur efficacité (cf. § 11.4) (Bordat et al., 1994 ; Gruarin, 1998).

Ce sont les parasitoides qui restent le groupe d'organismes le plus efficace dans la
lutte contre P. xylostella, et souvent le moins codteux : un lacher de parasitoides est une
opération relativement simple a effectuer en elle-méme (Waage & Greathead, 1986),
quoique non dénuée de risques écologiques et requérant de plus en p|us souvent des tests de
sécurité préalables (Malakoff, 1999).

Plutella xylostella est attaquée par de nombreux parasitoides, une centaine d'especes
au moins étant recensées (Lim, 1986 ; Talekar & Shelton, 1993 ; Monnerat, 1995). On en
observe partout dans le monde, avec une diversité plus élevée dans la région
méditerranéenne (Mustata, 1992), ce qui est un autre indice de l'origine de P. xylostella dans
cette région.

Les especes autochtones s'avérant parfois inefficaces pour réguler les populations de
leur hoéte, on cherche souvent a introduire de nouvelles especes plus prometteuses,
généralement le méme groupe d'Hyménopteres (tableau 2-4). Ces especes ou groupes
d’espéces ont été libérés dans le monde entier, avec des résultats variables, mais de
nombreuses implantations ont réussi et la répartition actuelle de ces espéces n'a plus grand-
chose a voir avec leur aire d'origine (tableau 2-5).

Les Trichogrammes, minuscules parasitoides d'ceufs, ont fait I'objet d'études mais ne
sont pas utilisés en lutte biologique contre P. xylostella (Pak, 1992 ; Klemm et al., 1992).
Cependant des lachers de Trichogrammes, surtout Trichogramma evanescens Westwood
(Hym. : Trichogrammatidae) ont été réalisés pour protéger les champs de choux d’autres
ravageurs tels les piérides, en Chine principalement (Wajnberg & Hassan, 1994).

Certains échecs observés lors d’introductions sont liés a la continuation des
traitements insecticides malgré la résistance de P. xylostella. Ceci conduit a la destruction
des parasitoides plus sensibles que leur hote et on perd tout le bénéfice a retirer de
I'introduction : ce fut le cas en Malaisie, aux Philippines et a Taiwan (Lim, 1986 ; Idris &
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Grafius, 1993a, 1993b ; Ooi, 1997). La situation s'est nettement améliorée dans ces pays
lorsque I'on est passé a des insecticides plus sélectifs des Lépidopteéres, c’est-a-dire le Bt (du
moins les souches a toxines ciblées contre ce groupe d’insectes) ou les régulateurs de
croissance (Kao & Tzeng, 1992 ; Talekar & Shelton, 1993). Il existe aussi quelques rares cas
ou le parasitoide devient lui-méme résistant ou tout au moins tolérant aux insecticides (Chua
& Ooi, 1986 ; Goudegnon et al., 2000), ou plus curieusement ce sont les propres
mécanismes de detoxification de la chenille qui protégent la larve de parasitoide la
consommant de l'intérieur (Furlong & Wright, 1993 ; Igbal & Wright, 1996).

Cependant ces phénomeénes de protection restent limités chez les parasitoides et sans
commune mesure avec les niveaux de résistance observés chez P. xylostella. L’usage massif
d’insecticides reste donc incompatible avec la lutte biologique.

Tableau 2-4 : Principales espéces d’Hyménoptéres parasitoides observées chez
Plutella xylostella

Genre Espéce (s) Descripteur Famille Stades parasités

Trichogramma  spp. Trichogrammatidae Oeufs

Cotesia plutellae (Kurdjumov) Braconidae Chenilles

Apanteles spp. Braconidae Chenilles

Microplitis plutellae Muesebeck Braconidae Chenilles

Diadegma spp. Ichneumonidae Chenilles

Oomyzus sokolowskii (Kurdjumov) Eulophidae Chenilles, émergence
a partir des nymphes

Diadromus collaris. (Gravenhorst)  Ichneumonidae Nymphes
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Tableau 2-5 : Cas recensés d’introductions pour les parasitoides de Plutella xylostella
{Diadegma spp., Diadromus collaris, Cotesia plutellae et Oomyzus sokolowskii)

(Références principales : Waterhouse & Norris, 1987 ; Waterhouse, 1992 ; Monnerat, 1995)

Pays d’introduction

Afrique

- Seychelles
Cotesiaplutellae
Diadromus collaris

- lles du Cap-Vert
Cotesiaplutellae
Oomyzus sokolowskii

Ameériques
- Brésil
Cotesiaplutellae
- Vénézuela
Cotesiaplutellae
- Honduras, Belize, Costa-Rica
Cotesiaplutellae
Caraibes
- Antigua
Cotesiaplutellae

Diadegma semiclausum
Diadromus collaris

- Barbade
Cotesia plutellae

Diadromus collaris
Oomyzus sokolowskii

- République Dominicaine
Cotesiaplutellae
Diadromus collaris

- Jamaique
Cotesiaplutellae
Diadegma semiclausum
Diadromus collaris

Date d'introduction

1972
1972

1980-1981
1981-1982

1972

1993

1989-1990

1970-1972

1972

1949
1972

1968,1970, 1974-

1975

1968,1972,1975
1968, 1974-1976

1971-1972
1972

1972

1949
1972
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Pays d'origine

Trinidad
Inde

Pakistan, via Trinidad

Pakistan

Trinidad

Trinidad

Inde
Pays-Bas
Canada
Inde

Inde

Inde
Inde

Inde et Pays-Bas

Inde

Inde et Pays-Bas

Canada
Inde

Résultat

2 (1)

)

)

DY o+



- Montserrat
Cotesiaplutellae

- Saint-Kitts et Nevis
Cotesiaplutellae
Diadromus collaris

- Saint-Vincent et Grenadines
Cotesiaplutellae
Diadromus collaris

- Trinidad
Cotesiaplutellae
Oomyzus sokolowskii

- USA (Missouri)
- USA (Hawaii)
Cotesiaplutellae

Diadegma insulare
Diadegma semiclausum
Diadromus collaris

Oomyzus sokolowskii

Asie

- Hong-Kong
Cotesiaplutellae f
Diadegma sp.

Diadromus collaris
Oomyzus sokolowskii
- Indonésie
Diadegmafenestralisl
Diadegma semiclausum
- Malaisie
Diadegma semiclausum

Diadromus collaris

Oomyzus sokolowskii

1971

1970-1972
1972-1973

1970-1972
1972-1973

1976
1976

1978

1972
1971-1973
1980
1983
1953
1985
1972
1983
1953

1968
1968
1968
1968

1928
1950

1977-1978

1975-1978

1975-1976

Inde +
Inde et Pays-Bas +
Inde
Inde et Pays-Bas +
Inde
Barbade
Inde
Trinidad ? (4)
Taiwan
Trinidad ?
Taiwan, Caraibes +
Taiwan +
Kenya +
Pakistan
Trinidad
Pakistan
Kenya
Inde - (5)
Inde ?
Inde
Inde ?
Hollande
Nouvelle-Zélande +
Indonésie, Nouvelle- +
Zélande
Australie, Indonésie, +
Nouvelle-Zélande
Inde +



- Sri Lanka
Diadromus collaris
- Thailande
Cotesiaplutellae

Diadegma insulare
Diadromus collaris
Oomyzus sokolowskii

Océanie

- Australie
Cotesia plutellae
Diadegmafenestralis?

Diadegma semiclausum
Diadegma tibialis
Diadromus collaris

Tasmanie
Diadegma semiclausum
Diadromus collaris
- lles Cook
Diadegma semiclausum

Diadromus collaris

- lles Fidji
Cotesiaplutellae
Diadegma semiclausum

Diadromus collaris

Oomyzus sokolowskii

1965

1965
1970-1977
1971-1972

1976

1964

1965

1965

1968

1976
1981-1982

1951-1953
1936
1938

1947-1951

1951-1952

1947-1951

1951-1952

1947
1947

1974-1975
1990
1974-1975

1971
1972
1984
1945
1990
1943
1971
1984
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Inde ?
Inde
Inde

Pays-Bas
Barbade +
Canada ?
Inde ?
Inde
Inde
Inde
Pakistan +
Italie +
Royaume-Uni
Nouvelle-Zélande
Nouvelle-Zélande +
Italie
Nouvelle-Zélande +
Italie +

+

Nouvelle-Zélande
Nouvelle-Zélande

+

Nouvelle-Zélande

Nouvelle-Zélande ?
Nouvelle-Zélande +
Inde
Trinidad
Trinidad +
Nouvelle-Zélande ?
Talwan ?

Nouvelle-Zélande
Inde
Trinidad +



- Nouvelle-Zélande
Diadegma semiclausum
Diadromus collaris

- Papouasie-Nouvelle-Guinée
Cotesiaplutellae

- Tonga
Diadromus collaris

- Guam
Cotesiaplutellae
Diadegma insulare
Diadromus collaris
Oomyzus sokolowskii

1936
1937

1983

1943

1971-1972

1975
1975
1975

(6)
Royaume-Uni
Royaume-Uni +
Hawaii et Malaisie +

Nouvelle-Zélande via
les Tles Fidji

Inde
Hawaii
Inde
Inde

(1) : Cotesiaplutellae est observé a Brasilia depuis au moins 1979 (Barbosa &

Franga, 1981)

(2) : Chaves et al., 1993

(3) : Cordero & Cave, 1992 ; Andrews et al., 1992
Selon Andrews et al. (1992) C. plutellae serait implanté au Honduras.

(4) : Cock, 1985

(5) : Cotesiaplutellae est actuellement présent a Hong-Kong (Kirk, obs. pers., 1997)
(6) : Un projet d'introduction de C. plutellae est prévu (Waage & Cheny, 1992)
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1.3 - Cotesiaplutellae
11.3.1 - Systéematique

La présence réguliere de C.plutellae dans les essais d'introduction et sa vaste
répartition permettent de suggérer que cette espece offre un potentiel intéressant. C’est une
espece présentant de plus peu de problemes pour son identification. C’est un avantage non
négligeable lors d’essais d’introduction, comparativement au groupe complexe des
Diadegma spp. ou la détermination spécifique est quasi-impossible (Fitton & Walker, 1992).

Cotesiaplutellae n’a subi que quelques modifications taxonomiques : décrit au début
du siécle par Kurdjumov (1912), redécrit en détail par Wilkinson (1939), il a d'abord été
nommé Apanteles plutellae.

Le grand genre Apanteles, trop disparate, a éclaté et a vu une partie de ses espéces
reclassées vers de nouveaux genres au sein de la sous-famille des Microgastrinae,
entierement révisée par Mason (1981). Apanteles plutellae est ainsi devenu Cotesia plutellae
et I'est resté depuis.

Caractéristiques de ces taxons :

Sous-famille Microgastrinae - Principaux caractéres de diagnose :
- Flagelle antennaire toujours a 16 articles
- Stigmates trachéens du premier segment abdominal situés sur un latérotergite
et non sur le tergite lui-méme.
Les genres Apanteles {sensu stricto) et Cotesia restent dans cette sous-famille.

Apanteles appartient a la tribu des Apantelini.
* Principaux caracteres de diagnose :
-Fourreau de l'ovipositeur "long", c'est-a-dire de longueur supérieure a la
moitié de la longueur du tibia des pattes postérieures. Fourreau poilu sur toute
sa longueur.
- Ovipositeur long émergeant distalement des valviféeres (cf. fig. 3-5).
- Larves @ mandibules fortement dentées.
- Endoparasitoides presque toujours solitaires ; hotes appartenant
majoritairement aux "Microlépidoptéres".
Le genre Apanteles lui-méme se distingue par la striation de I'hypopygium, qui
possede aussi un fort pli médial. Le genre rassemblerait encore 2 000 especes (apres
cette révision).
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Cotesia se retrouve quant a lui dans la tribu des Cotesiini.
* Principaux caracteres de diagnose :
- Fourreau de l'ovipositeur "court”, c'est-a-dire de longueur inférieure a la
moitié de la longueur du tibia des pattes postérieures. Fourreau pratiquement
glabre.
- Ovipositeur trés court, trapu, émergeant proximalement sur les valviferes
(fig. 2-2a).
- Mandibules des larves avec peu ou généralement pas de dents (fig. 2-2c).
- Especes souvent grégaires. Endoparasites, trés majoritairement sur
"Macrolépidoptéres".
Le genre Cotesia lui-méme se distingue par son propodeum trés rugueux et caréné. Il
est devenu aprés cette révision le genre de Braconidés le plus commun et le plus
ubiquiste de la planéte, quoique plus courant en zones tempérées. Il est presque aussi
riche en espéces que le genre Apanteles dont il dérive, avec au moins 1500 espéces
connues (en 1981).

La position taxonomique actuelle de C. plutellae est :

Hymenoptera
Apocrita Terebrantia
Ichneumonoidea
Braconidae
Microgastrinae
Cotesia plutellae (Kurdjumov, 1912)

f
11.3.2 - Situation géographique

Cotesiaplutellae, probablement originaire de la région méditerranéenne comme son
hote, est devenu presque aussi répandu que lui (carte 2). Les observations reportées dans la
littérature sont géographiquement dispersées mais couvrent tous les continents, ce qui laisse
supposer que l'absence de recherches le rend plus rare qu'il ne I'est réellement. C'est
probablement le parasitoide de P. xylostella le plus répandu au monde, peut-étre méme
cosmopolite comme son héte quoique son aire de répartition actuelle soit essentiellement due
a de multiples introductions (carte 3). C'est en effet un faible voilier, que lI'on observe
rarement a plus de quelques kilometres de ses lieux de lacher, méme plusieurs années aprées
I”introduction (Goudegnon, obs. pers. ; Mitchell et al., 1999).



11.3.3 - Description

- Adulte : il aune longueur d'environ 3 mm et présente un dimorphisme sexuel (fig;_2;2a) :

- le méle, avec une morphologie plus élancée, possede des antennes plus longues que
le corps et un abdomen arrondi a son extrémité. Comme chez tous les Hyménoptéres a
reproduction sexuée, le méale de C.plutellae est haploide (Chapman, 1982). C’est un trait
caractéristique de la reproduction haplodiploide, ou la détermination sexuelle est fonction de
la fécondation ou de I’absence de fécondation des ceufs (cf. chap. IV).

- la femelle, diploide, est un peu plus massive, avec des antennes moins longues ou
pas plus longues que le corps. Son abdomen est terminé par un court ovipositeur.

La longueur des antennes est le critere utilisé pour un sexage rapide a I'eeil nu, mais
une identification slre ne peut se faire que par I’observation de I’abdomen, afin de vérifier la
présence ou l’absence de la tariére. Ceci est réalisable avec, une loupe de faible
grossissement. C'est par exemple indispensable pour sexer les C. plutellae du Bénin dont les
males et les femelles se ressemblent étonnamment, ainsi que pour les populations d’Afrique
du Sud ou les antennes des femelles sont plus longues que le corps.

Notons de nouveau que cette difficulté a observer le court ovipositeur ventral de
Cotesia est la principale caractéristique qui distingue sur le terrain ce genre des Apanteles,
dont les femelles sont trés faciles a identifier par leur long ovipositeur apical (cf. fig. 3-5).

- Stades pré-imaginaux : la description est celle de Delucchi et al. (1954)

* Euf (fig. 2-2b) : blanchatre, pédonculé, il a une longueur de 40 (im pour un
diamétre de 7 |im a I’oviposition, puis grossit pour atteindre des dimensions de 70 x 18 pm
avant I’éclosion.

* Premier stade larvaire (fig. 2-2¢) : il est caractérisé par une larve & grosse téte,
munie d'un prolongement caudiforme avec une vésicule caudale. La larve est aussi ornée de
spinules tergaux et dispose de mandibules simples et pointues, qui peuvent lui servir a lutter
contre les autres larves en cas de superparasitisme de la chenille-h6te (Lloyd, 1940).

* Second stade larvaire (fig. 2-2d) : la larve posséde alors une petite téte faiblement
chitinisée avec des mandibules légerement dentées. Les tergites sont ponctués, sans spinules.
Le plus caractéristique est la vésicule anale développée, observée aussi chez d’autres
Braconidés et disparaissant une vingtaine d'heures avant la nymphose avec développement
concomitant des glandes séricigenes. Cette vésicule anale posséderait un réle respiratoire. La
larve de C.plutellae se nourrit des fluides de son hote, certains nutriments pouvant étre
captés par osmotrophie (Quicke, 1997).



Carte 2 : Aire de répartition de Cotesiaplutellae (Kurdjumov)

Présence de C. plutellae T ) .
P A Introductions réussies

Présence probable . ) o .
1910 : premiére observation mentionnée dans la littérature

Introductions a résultat incertain



Carte 3 : Introductions recensées de Cotesiaplutellae (Kurdjumov)

Pays d’origine de C. plutellae Introductions a résultat incertain

Pays de premiére génération d’introduction 1972 . Dates d.introductions

Pays de seconde génération d’introduction



Nymphe et cocon : apres émergence de la dépouille de la chenille-h6te mourante
(fig. 2-2e). la larve tisse son cocon juste a coté. Ce cocon est blanc-jaune (fig. 2-2f). a aspect
soyeux (il differe ainsi des cocons a'Apanteles qui sont blancs, a aspect plus parcheminé).
La nymphe se colore et se chitinise progressivement, avec separation des appendices qui
deviennent bien visibles, plaqués contre le corps (fig. 2-2gV

Il'y a désaccord sur le nombre et I’aspect des phases du développement larvaire de
C. plutellae. Talekar & Lin (1998) parlent d’ceufs atteignant une longueur de 250 pm
5 heures apres I’oviposition et grossissant jusqu’a une longueur de 400 pm 24 h aprés
oviposition ; il y aurait trois stades larvaires selon ces auteurs. En fait le nombre exact de
stades larvaires reste inconnu car les criteres choisis pour séparer les stades varient : on
utilise généralement la longueur et la structure des mandibules, mais aussi les changements
dans la forme de la larve au cours de son développement, et certaines de ces modifications
ont une évolution continue, nécessitant donc de fixer arbitrairement les limites entre stades
développementaux. A I’origine les Hyménoptéres auraient cing stades larvaires mais des
réductions de ce nombre peuvent étre apparues au cours de I’évolution. Cependant les
quelques Braconidés étudiés en détail auraient cependant encore conservé les cing stades
larvaires originels (Quicke, 1997).

11.3.4 - Biologie

11.3.4.1 - Comportement reproducteur

L'accouplement peut se produire dés I'émergence des individus. Le méle possede un
comportement de cour succinct, qui consiste en des vibrations des ailes. Il affiche ce
comportement dés qu'il entre en contact avec un congénére, celui-ci le rejetant ou s'éloignant
s'il s'agit d'un male ou d'une femelle non réceptive. S'il s'agit d'une femelle préte a
I'accouplement, le male lui saute sur le dos, s'accroche a elle, couple ses piéces génitales a
celles de la femelle et se laisse pendre en arriere. La fécondation est trés bréve puisqu’elle
dure moins de 10 secondes et est pour cette raison difficile a observer. Apres cela les deux
partenaires se séparent.

La femelle commence a pondre au cours des 24 heures qui suivent. Dans la nature,
elle repére les choux attaqués par I'odeur caractéristique qu'ils émettent (Bogahawatte & van
Emden, 1997 ; Potting et al., 1999), car les feuilles des plantes attaquées par des chenilles
modifient le spectre chimique des composés volatils qu’elles produisent, avec émission de
kairomones (Turlings et al., 1990 ; de Moraes et al., 1998). Ce phénomeéne est déclenché par
I’action de la salive du ravageur, dont certains composes agissent comme des éliciteurs des
défenses de la plante (Albom et al., 1997 ; Thaler, 1999). Le signal chimique ainsi activé
attire spécifiqguement les parasitoides du ravageur en train d’attaquer la plante, ce qui permet
une protection plus efficace de cette derniere (Turlings et al., 1995).
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Une fois posée sur des choux attaqués, la femelle de C.plutellae commence a
chercher activement les chenilles sur les feuilles. Son activité est alors trés erratique : au
laboratoire on peut voir la femelle se nettoyer pendant de longues minutes avant de se mettre
en chasse et attaquer quelques chenilles, puis redevenir longuement inactive. Les chenilles
sont parasitées au cours des déplacements des femelles, lorsqu’il y a contact avec la proie.
Les chenilles touchées ont alors un réflexe de fuite excitant C. plutellae qui peut les piquer
en moins d'une demi-seconde. Son efficacité n’est pas absolue : d’un c6té les chenilles
restant parfaitement immobiles sont épargnées, et de I’autre les grandes chenilles sont
parfois assez rapides pour échapper au parasitoide. Cette rapidité de fuite est surtout le cas
des L4, plus grosses et plus agiles, ce qui explique pourquoi elles sont rarement parasitées a
ce stade (Lloyd, 1940).

Il existe cependant des différences entre les populations de C. plutellae au niveau de
leurs préférences alimentaires : la population décrite par Talekar & Yang (1991) a Taiwan
attaque le stade L4, mais ce n’est pas le cas des populations observées par Velasco (1982)
aux Philippines ou par Mushtaque & Mohyuddin (1987) au Pakistan.

Globalement, C.plutellae est donc capable d’attaquer tous les stades larvaires de
Plutella xylostella, mais avec une nette préférence pour les stades L2 et L3.

Il faut remarquer que C. plutellae est une espéce légérement atypique au sein de son
genre. La plupart des espéces de Cotesia sont en effet grégaires, c’est-a-dire que la femelle
pond de multiples ceufs (de 300 a plus de 1 000) au sein d'une chenille-héte (Clausen, 1940).
Ces especes grégaires attaquent pour cela des Macrolépidoptéres : c’est par exemple le cas
de Cotesia congregata (Say) (Hym. : Braconidae) parasitant la chenille du sphinx Manduca
sexta (L.) (Lep. : Sphingidae), ou elle peut injecter plus de 200 ceufs. Dans ce cas précis la
chenille-h6te atteint une longueur de 10 cm a la fin de son développement (Beckage, 1998c).
Quelques autres espéces sont parthénogénétiques.

Cotesiaplutellae est par contre un endoparasite solitaire attaquant un
Microlépidoptere qui ne fournit les ressources nutritives que pour une seule larve de
parasitoide. Une femelle ne pond donc qu’un ceuf & la fois dans I’hdte. Dans le cas d'un
superparasitisme, ou plusieurs ceufs sont pondus par différentes femelles dans le méme héte,
il y a compétition et destruction des parasitoides surnumeraires. C'est généralement la
premiere larve a éclore qui détruit les autres ceufs chimiquement (Vinson & Hegazi, 1998),
sinon il peut y avoir confrontation physique (Delucchi et al., 1954). Le superparasitisme n'est
pas rare dans la nature car les femelles de C.plutellae ne font pas la différence entre les
chenilles déja parasitées et les chenilles non attaquées (Lloyd, 1940) : il n'y a pas de
phéromone de marquage comme on l'observe chez d'autres Hymeénoptéres (Mackauer, 1990).
Ce superparasitisme conduit parfois a la mort prématurée de la chenille qui est épuisée par
les modifications physiologiques qu’entrainent ces combats dans son corps.



Figure 2-2 : Cotesiaplutellae (Kurdjumov)

Antennes plus longues que le corps
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Figure 2-2a : Couple de Cotesiaplutellae
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Figure 2-2b : Euf de Cotesiaplutellae aprés 30 h de développement,
(d’apres Delucchi et al., 1954 ; fig. 1, p. 31)
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Figure 2-2c : Larve de premier stade (schématisée a gauche), et détail des mandibules (a
droite, en grisé) (d’aprés Talekar & Lin, 1998, fig. 6.1, p. 24 ; Delucchi et al., 1954)

1 mm 50 [im

Figure 2-2d : Larve de dernier stade (a gauche) et détail des mandibules (a droite)
(d’apres Talekar & Lin, 1998 ; Delucchi et al., 1954)
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Figure 2-2e : Larve de Cotesiaplutellae en fin de développement, émergeant de la chenille-
héte mourante, et commengant a tisser son cocon (x 16)

Figure 2-2f : Cocon de Cotesiaplutellae (x 6)
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Figure 2-2g : Quelques phases du développement nymphal de Cotesiaplutellae (x 25)
A droite :jeune nymphe (moins de 12 heures)
Au centre : nymphe agée de un jour et demi, avec la tache oculaire visible
A gauche : nymphe a 2,5 jours, avec les appendices visibles. Nymphe méle,
les antennes dépassant la longueur du corps.
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11.3.4.2 - Développement

Les durées de développement (a 25 °C) sont données par Delucchi et al. (1954).

Oeuf

Larve de premier stade
Larve de second stade
Nymphe

La durée moyenne du développement embryonnaire et larvaire a 25 °C est de 8jours.
90 % des larves tissent leur cocon au cours des 7 a 9jours suivant l'oviposition (extrémes : 6
et 11 jours).

La durée moyenne du développement complet, de la ponte de I’ceufa I’émergence de
I’adulte, est de 13,5jours, s'étendant de 11 a 16jours. La variation dans la durée du
développement complet suit la variation du développement larvaire.

Cependant plusieurs autres auteurs signalent des valeurs un peu différentes :

Oh et al. (1997) donnent une durée de développement larvaire de 117,7 °C-j (seuil
thermique 12,3 °C) et de développement nymphal 64,7 °C-j (seuil 12,4 °C) pour une
population coréenne (a 25 °C les durées respectives de développement sont donc de 9,3 et
5,1 jours) tandis que Shi & Liu (1999) donnent des valeurs respectivement de 105,6 °C-j et
62,0 °C-j (seuils 10,6 et 11,8 °C) pour une population chinoise (correspondant pour 25 °C a
des durées respectives de développement de 7,3 et 4,7 jours). Le calcul en degrés-jours est
basé sur la formule : DJ = (O=09 x t, ou DJ est le nombre de degrés-jours, Oe la température
(constante) d’élevage de I’insecte (en °C), OSle seuil de développement (ou I’insecte survit
sans qu’il puisse y avoir croissance) et t la durée de développement (en jours).

Hirashima et al. (1990) donnent un développement ovo-larvaire moyen de 8,8 jours
et nymphal de 5,0 jours sur le terrain (a une température variable non précisée, probablement
proche de 25 °C en moyenne).

Les adultes vivent généralement une a deux semaines (Verkerk & Wright, 1996). La
sex-ratio est en faveur des males (1,2:1) selon Chua & Ooi (1986) mais les observations
faites a I'lle de la Réunion réveélent un résultat opposé (cf. chap. II). Il est tres variable en
fait d’une expérimentation a I’autre mais globalement C. plutellae semble produire autant de
males que de femelles.

Quel que soit le stade de la chenille attaquée, qu'elle soit proche de la nymphose ou
au début de sa croissance, la larve du parasitoide aura un temps suffisant pour se développer
grace a un ralentissement de la croissance de son hote. La durée de développement de la
chenille étant habituellemént de I'ordre de/8 jours-a.25°C; en'théerieseuleé™des chenilles
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développement complet de son parasitoide. Or toutes les chenilles attaquées (excepté les
chenilles de stade L4 avancé) restent a I’état larvaire suffisamment longtemps pour autoriser
le développement complet du parasitoide. Ce ralentissement de croissance est probablement
I'un des effets du virus symbiote de C. plutellae, indispensable a la réussite du parasitisme
(voir chap. V).

La femelle de C.plutellae dispose de 2 paires d'ovarioles soudées deux a deux
(fig. 2-3), contenant déja 40 a 60 ceufs a I'émergence du cocon et un maximum de 130 ceufs
une semaine apres I'émergence (Sakanoshita et al., 1987). Oh et al. (1997) parlent de 180 a
300 ceufs, Talekar & Lin (1998) de 200 ceufs, par comptage des ovocytes présents dans la
lumiere des ovarioles. Mais la fécondité réelle totale d'une femelle semble cependant
inférieure a 100 descendants (Chua & Ooi, 1986 ; obs. pers.), pour une durée de vie de
I'ordre de deux semaines. Selon Hirashima et al. (1990) la fécondité de populations
japonaises en conditions naturelles est méme de seulement 30 descendants/femelle.

11.3.5 - Elevage de Cotesiaplutellae

Cotesia plutellae restant un parasitoide tres spécifique, son élevage nécessite tout
d'abord de disposer de chenilles de I'ndte P. xylostella en abondance. Ces derniéres sont
élevées sur choux, l'utilisation de milieux artificiels s'avérant chez cette espece tout aussi
contraignante que I’emploi de plantes entiéres. Cela présente en outre le risque d'altérer trop
fortement les caractéristiques biologiques des populations ainsi élevées (Ortiz et al, 1999).

L ’élevage des chenilles de P. xylostella est réalisé sur des choux, a 25 °C, avec une
photopériode de 16 heures de jour et 8 heures d’obscurité et une hygrométrie de I’ordre de
60 %. On donne aux femelles des feuilles de chou moutarde de Chine, un cultivar qu’elles
apprécient tout particulierement. Elles pondent alors sur les feuilles-support mises a leur
disposition durant 24 h puis on retire ces feuilles pour les remplacer par d’autres. Aprées 3
jours, quand les chenilles néonates éclosent, on applique ces feuilles sur celles d’un chou
pommé entier et les chenilles se déplacent vers cette nourriture fraiche. S’il y a trop de
chenilles, on peut les transférer de nouveau sur un chou frais en coupant les feuilles de
I’ancien chou et en les redéposant sur le nouveau. Dans les trois derniers jours de leur
developpement, on décortique le chou, on place les chenilles dans des boites grillagées et on
les nourrit avec des feuilles fraiches jusqu’a leur nymphose. Les papillons qui émergent des
nymphes ainsi récoltées sont placés avec le reste de la population dans les cages de ponte.
Les adultes ont a leur disposition de I’eau et des gouttes de miel, car le fait de pouvoir se
nourrir augmente leur longévité et leur fécondité (Salinas, 1986a).

Au laboratoire la production de nouveaux individus de C. plutellae est basée sur une
capacité des femelles a parasiter une dizaine de chenilles par jour, tout en maintenant en
permanence une population de quelques dizaines d'individus en élevage.

54



Germarium

Spermatheque

Glande alcaline =

Paire d’ovarioles Glande de Dufour

fusionnées

Glande a venin
Calice - Réservoir
- Cellules sécrétrices

Oviducte latéral Tergite 9 (avec fibrilles

Oviducte commun musculaires résiduelles)

Aiguillon

Figure 2-3 : Appareil génital femelle de Cotesia plutellae



Figure 2-4 : Cage d’élevage pour Plutella xylostella et Cotesia plutellae
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En se basant sur une cinquantaine d'individus reproducteurs et une sex-ratio de 1:1
environ, il faut donc pouvoir disposer de 250 chenilles de P. xylostella par jour. On utilise
des jeunes chenilles (stade L2) que C. plutellae pique sans difficultés et qui ne s'éparpillent
pas trop dans la cage de ponte. Il suffit de couper une ou plusieurs feuilles des choux
de P. xylostella portant le nombre de chenilles désirées, de plonger leur tige dans un godet
d'eau (bien refermé autour du pétiole des feuilles, sinon les femelles du Braconidé, lors de
leur exploration du support, risquent d'entrer dans le godet et de se noyer) et de les déposer
dans la cage des parasitoides pendant 24 heures (fig. 2-4). On peut ajouter aussi une feuille
supplémentaire disposée de maniére a toucher le sol de la cage. En effet, les chenilles
dérangées lors des déplacements de C. plutellae se laissent tomber ou se suspendent au bout
d'un fil pour se protéger et ne peuvent pas toujours remonter. Elles vont alors s'abriter sous
cette feuille supplémentaire plus facile d'acces.

Apres retrait de la cage, les feuilles porteuses des chenilles parasitées sont déposées
sur un chou entier, en pot. Celui-ci est pris suffisamment gros pour leur permettre d'achever
leur développement sans nécessiter de transfert vers une nouvelle source de nourriture. On
évite ainsi des manipulations supplémentaires susceptibles de blesser les chenilles. Apres
8jours (a 25 °C) il suffit de décortiquer le chou pour récupérer les cocons formeés. Les
chenilles retardataires (un ou deux jours de plus sont parfois nécessaires) sont élevées dans
une boite avec des feuilles de chou coupées, jusqu'a la nymphose. Le rendement global est
de l'ordre de 30 a 60 % de chenilles donnant des cocons viables, ce résultat étant variable
d'un jour a l'autre. 1l y a en effet de multiples facteurs de perte : mortalité des chenilles
parfois trop parasitées si plusieurs C. plutellae les ont attaquées ; a I'opposé chenilles ayant
évité les attaques ; des larves de C. plutellae n’arrivent pas a émerger ou a tisser leur cocon
et finalement quelques nymphes meurent ou donnent naissance a des imagos malformés.

Ces nouveaux individus sont ajoutés aux autres C.plutellae déja en cage, pour
maintenir le niveau de la population. Les excédents sont congelés pour les études
biochimiques et génétiqdes. Une partie des femelles sont disséquées pour récupérer leurs
ovaires et le polydnavirus symbiote qu'ils renferment.

Il n'y a pas de populations élevées en permanence au laboratoire, a cause des
problemes de dérive génetique qui apparaissent au fil du temps. L'élevage des souches dure
juste le temps de récupérer suffisamment de matériel génétique pour les analyses, puis est
stoppé. La durée de maintien est de I'ordre de trois mois, représentant ainsi quatre a cing
générations tout au plus. Pour les études biologiques, nécessitant du matériel vivant, nous
utilisons préférentiellement des souches envoyées du Bénin ou de I7le de la Réunion, car il
nous a été possible de faire collecter a peu pres toute lI'année des échantillons importants
dans ces régions pour régénérer les populations du laboratoire.
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11.4 - Cotesiaplutellae, espéce unique ?
[1.4.1 - Introduction

Cotesiaplutellae est un parasitoide trés spécifique de P. xylostella. Ceci est lié a la
propre spécificité alimentaire de son héte, qui ne se nourrit que de Brassicacées et a dl
s’adapter en conséquence a la phytochimie particuliére de cette famille végétale. Il s’est ainsi
constitué un complexe tritrophique tres spécialisé (Potting et al., 1999) ou C. plutellae s’est
adapté a la détection de son héte par I’intermédiaire de I’odeur caractéristique du chou
endommagé par les chenilles de P. xylostella (Bogahawatte & van Emden, 1997). Il existe
toutefois quelques exceptions a cette spécificité et C. plutellae a été observé dans de rares
cas sur d'autres hotes :

- Wilkinson (1939) signale comme hote certain du parasitoide la "Petite Tortue"
Agiais urticae L. (Lep. : Nymphalidae), mais considére comme douteuses la majorité des
observations anterieures, liées a des erreurs de détermination.

- Delucchi et al. (1954) le signalent comme réguliérement observé sur
Hypantria cunea Drury (Lep. : Arctiidae) en (ex-)Yougoslavie.

- Ce serait un parasitoide courant de Ocnogyna baetica (Rambur) (Lep. : Arctiidae)
en Espagne (Lipa et al., 1993) et on le trouve sur Plusiagamma (L.) (Lep. : Noctuidae) au
Japon (Potting et al., 1999).

- Finalement Cameron et al. (1997) ont pu le forcer a pondre sur une quinzaine de
Lépidopteres en laboratoire, méme si le développement complet ne s'est produit que chez
quelgues-unes de ces especes et en faible proportion.

Mais ces cas restent isolés, des erreurs d’identification n’étant d’ailleurs pas a
exclure, et malgré les multiples introductions dont C. plutellae a fait I’objet il n'a jamais été
signalé comme attaquant d'autres espéces-hotes autochtones sur les lieux de lacher, a la
différence d’autres parasitoides (cf. chap. II).

En dehors de ces observations d’hotes alternatifs, il existe aussi des différences entre
les populations de C. plutellae, que I’on peut observer facilement au niveau de I’efficacité
parasitaire :

- Aiinsi C. plutellae est un parasitoide performant en Afrique du Sud, avec un taux de
parasitisme atteignant parfois 100%, et il assure une régulation efficace de P. xylostella
(Smith & Villet, 1999 ; Waladde et al., 1999).

- Au Beénin, ou il est la seule espece présente dans les régions cotieres, son taux de
parasitisme atteint 80 % certains mois de I’année, mais n’assure pas un contréle suffisant de
P. xylostella.

- A la Réunion, c’est un parasitoide abondant mais pas autant qu’une espece locale de
Diadegma (cf. chap. I1I).
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- Au Brésil, c’est une espece qui était fréquemment observée (Barbosa & Franca,
1981 ; Monnerat, 1995), mais qui est actuellement devenue trés rare (cf. chap. I11).

Plus encore, comme noté au § 11.3, plusieurs auteurs observent des valeurs différentes
pour des caractéristiques biologiques telles que la fécondité ou la durée de développement.
Au Japon, les populations nordiques de C. plutellae subissent une diapause, a I’inverse des
populations méridionales (Alvi & Momoi, 1994). Des differences morphologiques existent
également dans certaines populations, telles celles du Bénin, d’aspect plus gracile (Delvare,
comm. pers.) ou encore les populations d’Afrique du Sud ou apparaitraient des morphes
saisonniers de couleur (Kfir, 1997).

Sur la base de telles variations biologiques de C. plutellae, essentiellement sa
spécificité non absolue pour P. xylostella, Fitton et Walker (1992) ont émis I’hypothése de
I’existence de deux espéces de parasitoides (I’une a Taiwan et I’autre aux Philippines). Ces
auteurs ont méme avancé I’idée que C.plutellae pourrait avoir été mal identifié et qu’il
s’agirait de I’espece Cotesia vestalis Haliday (Hym. : Braconidae).

On peut soulever plusieurs objections a cette hypothese :

- Concernant les variations d’efficacité en milieu naturel, on peut simplement
constater que les conditions d’observations ne sont jamais les mémes : climats différents,
présence de compétiteurs et d’hyperparasites en plus ou moins grand nombre, plantes-hotes
de P. xylostella variables sont quelques-uns des nombreux parametres pouvant entrer en jeu.
Or le taux de parasitisme peut déja varier a quelques kilometres d’intervalle (cf. chap. 1) et
il est donc encore plus difficile de comparer des populations de pays différents.

- On a observé dans les élevages du laboratoire que les différentes populations de
C. plutellae élevées au fil des ans, provenant d’une dizaine de pays différents, ont toujours
accepté de pondre sur le? chenilles de P. xylostella qui leur étaient offertes et qui venaient
elles-mémes de localités différentes. Il s’agit cependant d’observations qualitatives, des
mesures de taux de parasitisme effectif n’ayant pu étre effectuées avec un degré de précision
suffisant.

Malgré ces objections le doute peut subsister et il a donc eté nécessaire de mener des
expériences pour éclaircir ce point. L’existence d’un complexe d’espéces peut théoriquement
étre facilement vérifié, puisque par définition des espéces distinctes ont développé un
isolement reproducteur et ne peuvent plus étre interfécondes.

Afin de vérifier la possible absence d’interfécondité, une série de croisements a donc
été tentée afin observer les éventuelles incompatibilités entre les populations testées, qui
pourraient de ce fait laisser supposer I’existence d’un complexe "C. plutellae” au lieu d’une
espece unique.
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11.4.2 - Protocole

Des populations originaires de Taiwan (région de Tainan), du Bénin (zone
périurbaine de Cotonou) et de I’ile de la Réunion (a Montvert-les-Hauts) ont été utilisées
pour les croisements. Ces populations présentent I’intérét de venir de trois endroits distincts,
trés éloignés géographiquement, ou aucune introduction volontaire n’a été signalée. Des
cocons de chacune de ces populations ont été séparés dans des capsules avant émergence, et
des couples hybrides ont été constitués a partir de ces individus vierges. Il faut non
seulement realiser des combinaisons [Taiwan x Bénin] ; [Taiwan x Réunion] et [Bénin x
Reunion] mais aussi croiser des males et des femelles de chaque population car des stérilités
sexe-spécifiques liées a I’existence de bactéries Wolbachia ne sont pas a exclure (Rigaud &
Rousset, 1996 ; Quicke, 1997).

Les couples hybrides ont été laissés 24 heures ensemble, puis,on commence a donner
10 chenilles & parasiter & chaque femelle. Les chenilles sont retirées chaque jour et
remplacées par de nouvelles, durant toute la vie de la femelle. Les chenilles parasitées sont
ensuite élevéesjusqu’a I’obtention de cocons.

Le mode de reproduction haplodiploide de C.plutellae fait que les femelles non
fécondées peuvent engendrer des males, non hybrides et on ne peut étre sdr de la fécondation
de ces femelles que si obtient une descendance elle-méme femelle. De plus une
incompatibilité peut ne se révéler qu’a la génération suivante (F2), car il est possible
d’obtenir des hybrides FI entre especes non interfécondes mais ces hybrides sont alors
stériles : c’est le cas des mules et des mulets par exemple. Des couples sont donc constitués a
partir des individus obtenus des cocons FI afin d’obtenir une géneration F2 et vérifier ainsi
qu’on obtient une descendance. La encore, la présence de femelles permettra de vérifier qu’il
y a bien eu fécondation au sein du couple FI et qu’il n’était donc pas stérile.

11.4.3 - Résultats

Seuls des résultats tres partiels ont pu étre obtenus car, a I’époque ou les expériences
ont été menées, les populations du laboratoire étaient contaminées par des Microsporidies
(une espece du genre Vairimorpha a été décrite par Haque et al. (1999) chez P. xylostella),
amenés par une population de P. xylostella malaisienne ou ce pathogéne est naturellement
présent (il est aussi connu du Vietnam et de la Thailande). Ces pathogenes se sont propagés
au sein des élevages, probablement par I’intermédiaire des spores résistantes et
contaminantes.

Les Microsporidies affaiblissent considérablement les populations d’insectes
porteuses de ces pathogénes, mais ne les tuent pas completement. D ailleurs P. xylostella
reste un ravageur important dans les régions ou ces nosémoses se produisent, aidé cependant
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par I’apport d’individus migrants sains. Mais si une partie des chenilles malades, affaiblies,
arrivent & compléter leur cycle, elles ne peuvent résister a la charge supplémentaire induite
par |’attaque d’un parasitoide : toutes les chenilles "nosémosées” ainsi piquées meurent et les
larves de la guépe également car elles ne disposent pas de suffisamment de temps pour
achever leur développement (Bordat et al., 1994). La mortalité des chenilles est alors aussi
élevée que si les parasitoides avaient pu émerger de leur corps, mais dans ce cas il n’y a plus
un seul parasitoide a la génération suivante, ce qui n’est pas vraiment souhaitable en matiére
de contr6le biologique. C’est pourquoi les essais d’introduction de microsporidies dans des
zones saines actuellement envisagés pour réguler les populations de P. xylostella (Haque
et al., 1999) risquent d’aggraver la situation plutét que de I’'améliorer.

Les microsporidies sont tres difficiles a eliminer d’un élevage car elles ont une
transmission verticale intra-ovarienne : une population contaminée I’est définitivement, les
antibiotiques étant inefficaces et les antifongiques ne fonctionnant pas dans tous les cas. On
peut cependant maintenir une population d’hote en relativement bonne santé par sélection
des individus les plus sains en élevage et par passage au froid pour ralentir le développement
de certaines microsporidies (Bordat et al., 1984). Le seul remede vraiment efficace reste
cependant la suppression des populations contaminées et leur remplacement apres
désinfection des locaux d’élevage.

Dans le cas de ces croisements, la contamination n’était pas encore trés importante,
ce qui a permis de commencer les premieres séries de manipulations avant la perte des
populations de parasitoides. Le nombre de microsporidies augmente a chaque génération
d’élevage (Gruarin, 1998), jusqu’a rendre inutilisables les chenilles a la troisieme ou
quatrieme génération apres la premiére infestation. On peut donc utiliser des chenilles durant
un a deux mois apres obtention de populations saines du terrain.

Les quelques resultats obtenus sont rassemblés dans le tableau 2-6.
r
11.4.4 : Discussion

- La premiére série d’expériences s’est effectuée avec les populations du Bénin et de
la Réunion et s’est déroulée lors d’une période ou le niveau d’infestation par les
microsporidies était plus faible. Nous avons alors pu obtenir un taux de parasitisme de
I’ordre de 20 %, inférieur cependant au taux de parasitisme obtenu avec des populations
saines. Dans le cadre de ce croisement on a obtenu quelques dizaines de males et de femelles
hybrides pour les générations FI et F2 : I’interfécondité de ces deux populations semble
avérée.

- Les séries d’expériences suivantes se sont déroulées dans les semaines qui ont suivi
la premiere série mais ce laps de temps est suffisant pour que la concentration des
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microsporidies dans les chenilles de P. xylostella augmente fortement. Avec ces chenilles
tres affaiblies, on n’obtient qu’un taux de parasitisme inférieur a 10 % et si des méles et des
femelles ont pu étre obtenus pour la génération hybride FI, la génération F2 fut quasiment
inexistante, ce qui empéche d’affirmer avec certitude qu’il existe une interfécondité lors des
croisements [Taiwan x Bénin] ou [Taiwan x Réunion]. Cependant I’obtention d’une femelle
F2 lors du croisement (CPTm x CPBf) et de quelques males pour les autres combinaisons
laisse supposer que ces populations sont au moins légérement interfécondes.

Cette opinion est renforcée par le résultat des analyses biochimiques détaillées dans
le chapitre IV. Ces résultats montrent que les populations les plus éloignées génétiquement
d’apres leurs profils isoenzymatiques sont justement celles du Bénin et de la Réunion, or la
combinaison [Bénin x Réunion] est celle ou I’interfécondité est la mieux confirmée. On peut
supposer que les autres croisements, réalisés entre populations génétiquement moins
différentes, auraient donné aussi des résultats positifs et que ces trois populations
appartiennent bien a la méme espéce Cotesiaplutellae. ¢

La grande ressemblance entre les profils de restriction obtenus a partir de I’ADN du
polydnavirus symbiote dans les trois populations est aussi un argument en faveur de
I’appartenance de celles-ci a la méme espéce (cf. chap. V).

La diversité génétique des autres populations n’est pas connue et nous ne pouvons
exclure I’existence d’especes distinctes dans d’autres régions, telles le continent américain.
Cependant, comme de multiples populations de C. plutellae signalées dans le monde sont
issues d’introductions relativement récentes, tout spécialement celles des Amériques, il est
peu probable que I’on ait affaire a d’autres espéces dans ces conditions puisqu’elles dérivent
trés souvent d’un méme petit groupe de populations (cf. carte 3). La question reste posee
quand C.plutellae a ete signalé sans qu’aucune introduction ne soit mentionnée. De
nouvelles analyses biochimiques, portant sur d’autres populations collectées ailleurs dans le
monde, devraient permettre de résoudre ces incertitudes.

L’appartenance a la méme espéce n’exclut pas I’existence de différences de
performances entre les populations, mais elles ne peuvent étre mesurées ici : le nombre de
couples testés a été trop réduit pour permettre de réaliser des analyses statistiques. Il faudra
réaliser des expériences beaucoup plus complétes, sur un plus grand nombre d’individus, et
surtout avec des populations de chenilles-hotes saines, pour ne pas subir la forte réduction du
taux de parasitisme engendrée par la présence de microsporidies. Ces expériences devraient
maintenant étre realisables au sein du laboratoire grace aux mesures de désinfection séveres
qui portent leurs fruits.

Il faudra finalement sélectionner des populations "représentatives” lors de ces tests
car le nombre de combinaisons de croisements possibles augmente considérablement avec le
nombre de populations testées. Les analyses biochimiques citées plus haut pourraient
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permettre d’effectuer une présélection utile : on effectuerait des croisements entre les
populations les mieux separées génetiquement, plus susceptibles de présenter aussi des
différences plus affirmées en ce qui concerne leurs caractéristiques biologiques.

Tableau 2-6 : Résultats obtenus lors des croisements entre populations de Cotesiaplutellae

CPT : C. plutellae de Taiwan

T
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Croisement Conditions Fl obtenue Croisements FI F2 résultante

CPBm X CPRf 5 couples 30 maéles 5 couples 39 méles
300 chenilles 30 femelles 180 chenilles 18 femelles

CPBfx CPRmM 7 couples 52 males 5 couples 30 méles
500 chenilles 44 femelles 280 chenilles 15 femelles

CPTm x CPBf 5 couples 32 males 4 couples 1méle
500 chenilles 28 femelles 160 chenilles 1 femelle

CPTfXCPBM 5 couples 4 males 1couple 2 cocons
500 chenilles 1 femelle 30 chenilles

CPTm x CPRf 4 couples 45 males 4 couples 1méle
600 chenilles 30 femelles 160 chenilles

CPTfXCPRM 3 couples 1 male 6 femelles 2 males
300 chenilles 7 femelles 240 chenilles

Légende : CPB : C. plutellae du Bénin m :méle
CPR : C. plutellae de la Réunion f : femelle






CHAPITRE 111

Variabilité biologique
Etudes sur le terrain






I11.1- Introduction

En dehors des études de laboratoire, concentrées sur la variabilité "intrinseque”, il
fallait aussi observer les variations des populations de C. plutellae en milieu naturel, liées
aux facteurs environnementaux. Nous avons choisi d’étudier I’espece dans deux zones
tropicales a climats bien distincts, afin de s’assurer la présence de conditions écologiques
assez différentes. La premiére étude de terrain s’est déroulée dans la région de Brasilia,
c’est-a-dire dans une zone de savane, durant I’hiver austral 1998. La seconde étude s’est
quant a elle effectuée sur I’Tle de la Réunion, avec un climat océanique humide et ou le relief
peutjouer une grande importance, durant I’hiver austral 1999.

I s’aveére ainsi possible de comparer I’efficacité de C.plutellae et son intégration
dans deux "complexes™ (P. xylostella + ses ennemis naturels) différents. Dans un cas cette
intégration du parasitoide est ancienne, puisqu’il est observé a Brasilia depuis une vingtaine
d’années (Barbosa & Francga, 1981) et dans I’autre cas elle est récente puisque |’espéce n’est
connue a la Réunion que depuis 1995 (Bordat, comm. pers.).

Simultanément des données sur les populations de P. xylostella locales ainsi que sur
les autres especes de parasitoides en interaction avec C. plutellae seront collectées.

Pour éviter d’ajouter une variabilité expérimentale qui s’additionnerait a la variabilité
lice a I’environnement, une uniformisation des conditions de manipulation s’est avérée
nécessaire. Les pratiques culturales et les méthodes de collecte et de mesure ont donc été
répétées d’un endroit a I’autre (Brésil et Tle de la Réunion).

111.2 - Matériel et méthodes

111.2.1 - Pratiques culturales :

On a utilisé (Jes parcelles expérimentales plantées avec du chou pommé
(Brassica oleracea var. capitata) dans tous les cas. Les cultivars ne sont pas identiques au
Brésil et a la Réunion ("Kenzan" au Breésil, "Alta" a la Réunion), mais ont des
caractéristiques proches : aspect, taille et développement similaires.

Les parcelles sont de taille similaire : 400 a 500 m2, avec un millier de choux plantés
dans chacune d’entre elles.

Les cultures sont menées en I’absence de traitements phytosanitaires, et également
sans apport d’engrais. Ceci a permis d’observer le développement de P. xylostella et de son
cortége de parasitoides avec le moins d'interférences possibles liées aux pratiques culturales,
en particulier sans I’emploi d’insecticides qui détruisent bien souvent la majorité de la faune
auxiliaire.

L arrosage était réalisé par aspersion, a l'aide de "tourniquets", pour employer la
technique la plus répandue.
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111.2.2 - Echantillonnage :

Des prélevements hebdomadaires ont été réalisés dans chaque parcelle, avec sélection
aléatoire de 20 choux. Les choux étant plantés en lignes distinctes, il suffit de tirer 20
couples (X, y) de nombres aléatoires et de s’en servir comme coordonnées pour prélever les
choux correspondants (x pour la ligne, puis y-ieme chou sur cette ligne).

Les choux ainsi ramassés etaient complétement décortiques au retour au laboratoire,
avec recuperation de toutes les chenilles des stades L2 & L4, des nymphes de P. xylostella,
des cocons de parasitoides et des autres espéces de Lépidopteres déprédateurs rencontrés.
Les ceufs de P. xylostella, et les L1, endophylles, sont omis dans I'échantillonnage.

Les chenilles de P. xylostella collectées sont séparées par stade phénologique et
élevées jusqu'a la fin de leur développement pour observer I'émergence de papillons ou de
parasitordes. ,

111.2.3 - Mesures

On a dénombré les parasitoides et hyperparasites rencontrés, avec conservation
d'échantillons pour leur détermination par I’unité de faunistique du laboratoire Entotrop au
Cirad a Montpellier. Ce méme laboratoire conserve les spécimens ayant servi a ces
determinations pour ses collections de référence. La sex-ratio de certaines espéces de
parasitoides a été calculée (dont C. plutellae).

111.2.3.1 - Enregistrement de données météorologiques :

Au Brésil deux thermohygrographes ont enregistré la température et I’humidité dans
chaque parcelle, associés a une station météorologique automatique commune pour les
données concernant le vent et les précipitations. A la Réunion, ce sont des stations
automatiques situées a proximité des parcelles qui ont fourni les données.

111.2.3.2 - Analyses statistiques

Le test t de Student sur des séries d’effectifs appariées par semaine a éete utilisé
lorsque les mesures étaient le nombre d'individus collectés a chague échantillonnage (cas de
P. xylostella et de ses parasitoides les plus abondants). Ces valeurs étant soumises a une
forte variabilité durant le développement des populations, une transformation en Vp est
opérée avant les tests pour fixer [I'écart-type élevé trouvé dans ces analyses. Cette
transformation est possible dans la mesure ou les parasitoides de P. xylostella rencontrés
dans ces études sont des espéces solitaires et a comportement de recherche aléatoire (Lloyd,
1940), les chenilles de P. xylostella etant elles-mémes dispersées sur les choux (Salinas,
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1984). Cependant ce sont les données non transformées qui seront indiquées dans les
tableaux de résultats des tests t.

L'analyse directe des taux de parasitisme pour comparaison entre parcelles n'est pas
possible car les échantillonnages n’ont pas une taille constante au cours du temps, évoluant
en fonction des fluctuations des populations (E. Gozé, comm. pers.).

Cependant la préférence des parasitoides pour un stade donné des chenilles de
P. xylostella a pu étre effectuée a l'aide d'un modele log-linéaire (procédure GENMOD sous
SAS) (voir annexe 1).

111.3 - Brésil
111.3.1 - Introduction

Le travail a été effectué a 'Embrapa (Empresa brasileira de pesquisa agropecuaria =
entreprise brésilienne de recherches agronomiques), dans deux de ses sections :

- I'Embrapa-Recursos généticos e Biotecnologica (ex-Cenargen), a Brasilia, pour le
travail de laboratoire.

- I'Embrapa-Hortalicas (ex-CNPH) pour les cultures, situé a 30 kilométres au Sud de
Brasilia (carte 4).

Ce travail s'est déroulé sur 8 mois, de mai a novembre 1998, mais la période effective
de culture des choux s'est trouvée réduite & 6 mois et demi du fait d’un retard de l'arrivée de
la saison seche, cette année ayant été celle d'un phénomene "EI Nino" perturbateur du climat
local. Une culture de choux couvrant une période de pres de 4 mois entre la plantation des
jeunes pieds jusqu'a la récolte, il nous a été possible de réaliser sur une culture compléte une
étude des populations et de la poursuivre partiellement (aux deux-tiers) au cours d’une
seconde culture. L’expépmentation n'a pas été poursuivie au dela car I'emploi d'un autre
manipulateur aurait pu introduire un biais des résultats.

La region de Brasilia (District Fédéral) est localisée sur I'immense plateau brésilien, a
une altitude moyenne de 1100 m pour la ville-méme. Elle appartient écologiquement au
biome des cerrados, c'est-a-dire une savane herbeuse avec une riche strate arbustive et
arborée, sur sol ferralitique (de couleur rouge a cause de son abondance en oxyde de fer)
(fig. 3-1) (Ratter et al., 1997). Le climat y est contrasté, avec deux saisons distinctes
(NOAA, 1998) :

- la saison séche, qui s’étend d'avril a octobre et se caractérise au niveau de Brasilia
par une pluviométrie réduite (il tombe un total de précipitations de I’ordre de 100 mm en
6 mois, certains mois se passant sans une seule goutte de pluie) et une température moyenne
de 22 °C. L'atmosphére est trés séche, I'hygrométrie atteignant méme des minimales de 15 a
20 % en septembre (tableau 3-1).
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- la saison humide, s’étendant de novembre a mars, est un peu plus chaude (24-
25 °C), trés pluvieuse (environ 1000 mm, concentrant donc 90 % des précipitations de
I'année) et trés humide.

Les cultures agricoles se réalisent surtout durant la saison seche, la pluie rendant
difficile le travail des champs le reste de lI'année.

Tableau 3-1 : Données metéorologiques (moyennes mensuelles) relevées par la station de
I’Embrapa-Hortaligas (année 1998)

Mois Mai Juin Juillet Ao(t Septembre  Octobre
Température (°C) 21,8 20,6 21,9 24,0 27,3 25,3
Hygrométrie (%) 72,5 64,3 45,4 46,4 j 38 60,5
Précipitations (mm) 28,8 28 0 0 29,9 1231

111.2.2 - La zone d'expérimentation

Deux parcelles ont été préparées a I'Embrapa-Hortalicas, dans les terrains
d’expérimentation de cet institut.

La premiere était située a l'ouest du centre de recherches, a proximité d'une riviere
dont la forét-galerie protégeait latéralement cette parcelle (fig. 3-2). Elle était donc peu
exposée au vent. La seconde parcelle était localisée a deux kilometres a I'est de la premiére,
en terrain plus denudé et donc plus venté. La station météorologique automatique était
localisée a mi-distance entre les deux parcelles.

Plantées a la mi-juin, ces deux parcelles resteront les seules cultures de choux de
I'Embrapa-Hortalicas. Il s’agit des premiéres cultures de ce type de la saison et il n'en a pas
existé d'autres a moins de 5 kilometres a la ronde. Plutella xylostella et ses parasitoides
doivent donc migrer naturellement sur plusieurs kilométres a partir des réservoirs de
populations qui se maintiennent durant la saison humide (Castelo-Branco, comm. pers.). Ces
réservoirs consistent en des petites productions de choux a usage personnel effectuées dans
les jardins des particuliers. Les insectes s’y maintiennent a un faible niveau de population a
cause de I'effet lessivant des pluies qui détruisent la plupart des ceufs et chenilles du papillon
tout en I'empéchant de se deplacer.
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Carte 4 : Région de Brasilia-DF, avec localisation des centres de recherche
Embrapa-Cenargen et Embrapa-Hortaligas.
L’Embrapa-Cenargen est au nord de la ville méme de Brasilia (“Plano Piloto”, la grande
structure en forme d’avion).



BRESIL

Figure 3.1 : Paysage de cerrados brésiliens, aprés le retour des pluies.
(Jardin Botanique de Brasilia, octobre 1998)

Figure 3.2a : Parcelle 1a I’Embrapa-Hortalicas, enjuillet 1998 (le centre est a I’arriére-
plan)
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Figure 3.2b : Parcelle 1vue sous un autre angle, montrant la forét-galerie protectrice
Des cultures de mais et de carottes ont recouvert les terres nues au premier plan

Py
Figure/3.2¢ Parcelle’2 a1"Embrapa-Heortaligas| pitis exposée v

ﬂv {3:;
o
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A la plantation de ces parcelles, nous avions donc un point “zéro" avec un nombre de
papillons pratiquement nul, permettant de suivre la totalité de la dynamique des populations
de P. xylostella a partir de son apparition dans le secteur. Les chenilles récoltées ont été
nourries au début avec des feuilles de choux provenant de ces mémes parcelles, puis par la
suite avec du chou vert (non pommé) provenant d'un champ non traité a I'ouest de Brasilia.

La seconde culture s'est effectuée en repiquant des jeunes plants de choux dans les
espaces laissés vacants par les échantillonnages successifs (20 choux arrachés durant 13 ou
15 semaines) ce qui a permis aux insectes de se déplacer aisément vers cette source de
nourriture fraiche. L'échantillonnage des vieux choux a été alors abandonne et nous n’avons
plus pris en compte que ces nouveaux plants.

Un décalage temporel s'est produit lors de la premiére préparation des parcelles : la
parcelle 1 a été plantée deux semaines plus tdt que la parcelle 2. L'échantillonnage a
également commencé deux semaines plus tot et s'est poursuivi durant 15 semaines sur la
parcelle 1, tandis qu’il n’a été poursuivi que pendant 13 semaines sur la parcelle 2. Pour la
seconde culture, la replantation a été synchrone et I'échantillonnage a duré 11 semaines dans
les deux cas. Les calculs et les courbes ont été effectués en prenant en compte cette
distorsion, trés légere étant le faible nombre d'insectes collectés au début de I'expérience.
Pour certains calculs nous avons cependant ajouté deux semaines fictives dans
I’échantillonnage de la parcelle 2, au début, ce qui équivaut a avoir commencé les
échantillonnages en méme temps sur les parcelles mais sans trouver d’insectes les deux
premieres semaines.

111.3.3 - Résultats et discussion

I11.3.3.1 - Les ravageurs du chou

Le principal ravageur observé est P. xylostella. Ses populations suivent une courbe de
croissance logistique durant la premiere culture (fig. 3-3). Les courbes sont similaires d'une
parcelle a l'autre, et le test t sur séries d’effectifs appariés ne montre aucune différence
significative pour le nombre d'individus récoltés sur les parcelles. Les deux populations ont
donc évolué de méme maniere, soumises aux mémes influences.

Parcelle 1 Parcelle 2 t calculé (ddl =14)

Nombre moyen de 611,3 505,2 2,12-NS

P. xylostella récoltées

Dans cette premiére culture, une phase de croissance exponentielle est observée de la
deuxiéme a la neuviéme semaine en parcelle 1, ou la population de P. xylostella est passée
de 0 a 2 200 individus échantillonnés environ, et de la quatriéme a la onzieme semaine pour
la parcelle 2, ou la population passe de 20 a 1850 individus (fig. 3-4). L’ obtention de ces
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valeurs nécessite un doublement hebdomadaire du nombre d'individus récoltés. Puis la
croissance ralentit pour atteindre un plateau en fin de premiere culture, vers la treizieme
semaine.

Durant la seconde culture de choux, les populations de P. xylostella resteront
toujours trés réduites, ne dépassant jamais 15 individus par échantillonnage de 20 choux
prélevés.

Une hypothese peut étre avancée pour expliquer cette forme de croissance : au début
de la saison seche, P. xylostella dispose d'un grand nombre de plantes-h6tes de bonne
qualité, ou les parasitoides ne sont pas encore apparus. Il n'y a donc aucune restriction a la
croissance du ravageur et celui-ci se multiplie au maximum de ses capacités de
développement. Aprés cette phase de six semaines, la qualité de la nourriture commence a
diminuer. La majorité du feuillage des choux a été consommée et les choux vieillissent,
produisant de nouvelles feuilles plus coriaces et moins appétantes. De plus les parasitoides
sont apparus et se développent, perturbant les populations de chenilles. La courbe
d'évolution de P. xylostella amorce alors une inflexion qui conduit & une stabilisation en
septembre, due a l'apparition des pommes dans les choux, que les chenilles apprécient peu.
En parallele, le taux de parasitisme atteint des valeurs élevées, supérieures a 50 % (tableau 3-
2). Tous ces facteurs font chuter la population de P. xylostella a un niveau bas qui le restera
jusqu'au retour des pluies, début novembre. Les précipitations deviennent alors le principal
facteur limitant des populations du ravageur, par leur action lessivante qui décroche les ceufs,
noie les chenilles et géne le déplacement des adultes (Wakisaka et al., 1992).

On peut distinguer des oscillations dans la courbe d'évolution des populations. Elles
sont probablement dues a I'existence de générations "discretes” du papillon, c'est-a-dire
distinctes temporellement. Les populations dérivant de quelques individus migrateurs, la
plupart des individus qui en sont issus ont un développement synchrone et passent par les
mémes stades au méme moment. Pour la parcelle 1, il y a ainsi nymphose de la premiere
génération a la cinquiéeme semaine. Les imagos émergent quelques jours apres et
commencent a pondre, puis meurent. 1l y a donc plus d'ceufs et de jeunes chenilles et moins
de nymphes et de chenilles &gées au cours des semaines suivantes ; or I'échantillonnage ne
prend pas en compte les trés jeunes stades. On peut donc s'attendre a une stabilisation, voire
une réduction du nombre d'individus récoltés et c'est effectivement ce qui se passe en
sixieme et septieme semaine. Le raisonnement peut s'appliquer tout au long de la courbe et
on distingue ainsi une génération du papillon toutes les quatre semaines environ. Avec des
températures moyennes oscillant entre 20 et 24 °C selon le mois, ces résultats rejoignent
ceux d'autres études (Hardy, 1938 ; Salinas, 1986b). Pour la seconde culture de choux, le
nombre d'individus récoltés est trop faible pour en tirer toute deduction. Comme les
températures restent comprises dans une gamme de 20 & 25 °C toute lI'année (NOAA, 1998),
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récoltés

Nombre d'individus

1

Juin /1 Juillet /1 Aot /I Septembre

Semaines d'échantillonnage

Figure 3-3 : Courbe cumulée des populations de Plutella xylostella pendant la premiere culture
sur les parcelles de I'Embrapa-Hortaligas.
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Figure 3-4 : Evolution temporelle des populations de Plutella xylostella sur les parcelles de I'Embrapa-Hortaligas



Tableau 3-2 : Taux de parasitisme hebdomadaires dans les populations de Plutella xylostella échantillonnées a I’Embrapa-Hortaligas

Semaine
Nombre de chenilles et
de nymphes récoltees
Taux de parasitisme (%)

Semaine
Nombre de chenilles et
de nymphes récoltées
Taux de parasitisme (%)

25

30

3,0

34

59

81

30

16,7

Parcelle 1

198 160 238

Parcelle 2

35 77 207

114 39 150

716

18

545

15

9

2189 1501 1201

2,9

9

1025 1044 1839

4,2

10

12,0

10

3,8

n

12,8

n

7,4

12 13
1723 831
23,4 505

12 13
1841 665
23,6 465

14

172

65,8

14

144

68,7

15

122

46,5

15

92

50,6



I’existence d’une douzaine de générations annuelles est théoriquement possible mais on
ne peut vraiment parler de genérations bien définies étant donné le tres faible niveau de
population présent durant la saison des pluies.

Quelques autres déprédateurs ont été observés durant I'étude. Des pucerons
appartenant probablement a I'espece Brevicoryne brassicae L. (Homoptera : Aphidae)
ont pullulé temporairement. Des chenilles de Spodoptera frugiperda (F.) et de
Trichoplusia ni (Hibner) (Lep. : Noctuidae) ont été occasionnellement observées. Nous
avons également observé Hellula undalis (F.) (Lep. : Pyralidae), dont les chenilles
forent les tiges et le méristeme central des jeunes choux, déformant les plants qui
developpent alors leurs bourgeons axillaires, formant un grand nombre de petites
pommes invendables. Dans la seconde culture, de nombreux plants ont ainsi été abimés
(de Il'ordre de 40 %), méme si la chenille en cause était déja partie attaquer un autre
pied. Aucun parasitoide n'a éteé récolte sur les chenilles de ces ravageurs secondaires.

A
111.3.3.2 - Les ennemis naturels du ravageur

Sept espéces de parasitoides ont été observées au cours de I'étude (tableau 3-3).
La plupart sont des endoparasitoides larvaires, a I'exception de Oomyzus sokolowskii
(Kurdjumov) (Hym. : Eulophidae) qui est un endoparasitoide larvo-nymphal et des
Conura qui sont des parasitoides nymphaux. Le développement de leurs populations
était encore plus brusque que celui de P. xylostella car le nombre de parasitoides
échantillonnés était pratiquement nul jusqu'a la septiéme semaine alors que les
populations de P. xylostella se développaient progressivement des la premiére semaine.

L'espéce la plus communément trouvée a été Diadegma leontiniae Brethes
(Hym. : Ichneumonidae). C'est l'espece genéralement observee sur les chenilles de
P. xylostella dans tout le continent sud-américain (Delvare, comm. pers.). Sa sex-ratio
est de 1,11 (rapport méles : femelles ; n = 1916 individus).

La seconde espece par ordre d'importance appartient au genre Apanteles. 1l s’agit
de Apantelespiceotrichosus (Blanchard) (Hym. : Braconidae), qui a déja été observé
dans le sud du Bresil, a Aguas Claras, dans I'état du Rio Grande do Sul (Ferronatto &
Becker, 1984). Cependant la nature des hyperparasites trouvés dans les cocons de cet
Apanteles sp. suggére plutdt l'appartenance de celui-ci a un genre trés proche,
Dolichogeneidea (Delvare, comm. pers.). Sa sex-ratio est de 0,96 (n = 317 individus).

La troisieme espéce en importance est Oomyzus (= Tetrastichus) sokolowskii
(Hym. : Eulophidae). Elle avait deja eté signalée (pour la premiére fois en Amérique du
Sud) dans cette méme étude de Ferronatto & Becker (1984). Une moyenne de
8,3 individus émergent des nymphes parasitées (n = 301 nymphes observees), alors que
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Adultes Nymphes et cocons

Plutella xylostella (femelle)

Diadegma leontiniae (femelle)
(solitaire)

Apanteles piceotrichosus
(femelle) (solitaire)

Oomyzus sokolowskKii
(grégaire) f

5mm

Figure 3-5 : Plutella xylostella et ses principaux parasitoides rencontrés a TEmbrapa-Hortalicas



Ferronatto & Becker observaient des valeurs de 5 a 7 individus par nymphe en fonction
de leur échantillonnage.

Ces trois especes (fig. 3-5) représentent 99 % des effectifs des parasitoides de
ces populations de P. xylostella. Cotesiaplutellae n’était représenté que par une
douzaine de spécimens, bien que cette espéce ait été beaucoup plus abondante au cours
des annees précédentes (Barbosa & Franga, 1981 ; Monnerat, 1995). Cette population
de C.plutellae semble présenter des différences morphologiques par rapport au type
(ovipositeur plus court, genitalia males différentes) (Polaszek, comm. pers).

Seuls huit spécimens de la tachinaire du genre Actia ont été récoltés, alors qu'elle
était également plus abondante au cours des années précédentes, surtout en fin de saison
séche (Castelo-Branco, comm. pers.). Quant aux Conura, si seuls onze spécimens ont
été collectés a partir de nymphes de P. xylostella, il s'agit en fait d'hyperparasites
occasionnellement parasitoides primaires. Signalons que les Conura ont été réecemment
placés dans ce genre, étant antérieurement classés dans le genre Spilochalcis (Delvare,
comm. pers.). Conurapseudofulvovariegata (Becker) (Hym. : Chalcididae) est une
espéce recemment découverte au Brésil (Becker, 1989), mais abondante tant comme
parasitoide primaire que secondaire (= hyperparasite). A I'inverse, un seul spécimen de
Conura affine unimaculata a été collecté, a partir d'une nymphe de P. xylostella.

Tableau 3-3 : Parasitoides observés sur les populations de Plutella xylostella au Brésil

Genre espece Auteur Ordre Famille (%)
Diadegma leontiniae Brethes Hym. Ichneumonidae 64,6
Apanteles piceotrichosus Blanchard Hym. Braconidae 20,6
Oomyzus sokolowskii (Kurdjumov)  Hym. Eulophidae 13,9
Cotesia plutellae (Kurdjumov)  Hym. Braconidae 0,36
Conura pseudofulvovariegata (Becker) Hym. Chalcididae 0,30
(= Spilochalcis)

Actia sp. Dipt. Tachinidae 0,24
Conura affine unimaculata (Ashmead) Hym. Chalcididae 0,03

(= Spilochalcis)

(%) :proportion de chaque espéce dans le parasitisme total constaté.

Par ailleurs des guépes non identifiées (probablement des Eumenidae) ont été
observées en train d’inspecter les choux, mais elles n'ont pas été apercues transportant
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de proie et il est impossible de préciser si elles attaquent les chenilles de P. xylostella ou
si elles recherchaient I'eau accumulée apres les arrosages ou le miellat des pucerons.
Des guépes prédatrices de P. xylostella ont cependant déja été observées lors d'autres
études (Cordero & Cave, 1992). Il faut signaler aussi que des parasitoides ont été
observés de maniéere plus précoce a Brasilia méme, fin mai, sur une petite parcelle de
démonstration. Diadegma leontiniae, C. plutellae et O. sokolowskii étaient présents,
ainsi que les deux ravageurs Ascia monuste L. (Lep. : Pieridae) et Diabrotica sp. (Col. :
Chrysomelidae), ces derniers n'ayant pas été retrouvés dans les parcelles de I'Embrapa-
Hortalicas.

L'analyse des préférences alimentaires des parasitoides (choix du stade de la
chenille) n’a été possible que sur les deux especes de parasitoides les plus abondantes, a
savoir D. leontiniae et A. piceotrichosus, car le modele log-linéaire utilise n’est
utilisable que s'il n'y a aucune valeur nulle (E. Gozé, comm. pers.). Il est donc
nécessaire d'éliminer des tableaux de données toutes les semaines ou il y avait absence
de ces especes de parasitoides et de concentrer les calculs sur les valeurs des semaines
restantes, soit huit semaines (sur 28, pour les deux parcelles) pour D. leontiniae (ces
semaines regroupant plus de 90 % des spécimens collectés) et cing semaines seulement
pour A. piceotrichosus (mais elles regroupent plus de 85 % du nombre total de
spécimens collectes).

Pour D. leontiniae, on observe une augmentation significative du taux de
parasitisme en fonction de I'dge des chenilles : le stade L3 est significativement plus
parasité que le stade L2 (P < 0,0001), et le stade L4 significativement plus que le L3 (p
< 0,0001) (tableau 3-4'). Toutefois, cette augmentation du taux de parasitisme avec le
stade n’est pas la preuve d’une préférence de Diadegma pour les stades les plus
avancés. En effet, méme en I’absence de préférence alimentaire le temps d’exposition
des chenilles aux parasitoides est plus grand pour les stades avancés que pour les stades
précoces. Par conséquent, & moins d’une mortalité rapide des individus parasités une
augmentation du taux de parasitisme avec 1’a4ge ne signifie pas une préférence pour un
stade ou un autre. On a la un parasitoide probablement peu ou pas spécifique d’un stade
particulier de P. xylostella.

Au contraire, chez A. piceotrichosus, le modele montre I'absence d'augmentation
du taux de parasitisme avec le stade et méme une diminution significative (p < 0,0001)
(tableau 3-5). Ceci signifie que A. piceotrichosus pourrait posséder des préférences de
stade larvaire strictes : il ne s‘attaquerait qu’au stade L2 et pas aux suivants. D'ou
I’observation d’un taux de parasitisme n’augmentant pas sur les chenilles collectées en
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Tableau 3-4 : Préferences alimentaires de Diadegma leontiniae sur les stades L2 a L4
des chenilles de Plutella xylostella au Brésil

Stade larvaire d.d.l Cote Erreur-type X2 Probabilité
L2 1 -1,08 0,12 85,2 0,0001
L3 1 -0,42 0,097 18,4 0,0001
L4 0 0 0

Tableau 3-5 : Préférences alimentaires a'Apanteles piceotrichosus sur les stades L2 a
L4 des chenilles de Plutella xylostella au Brésil

Stade larvaire d.d.l Estimation  Erreur-type X2 Probabilité
L2 1 1,50 0,18 71,0 0,0001
L3 1 1,29 0,18 53,7 0,0001
L4 0 0 0 -

Tableau 3-6 : Détail d’une semaine d’échantillonnage (douziéme semaine, parcelle 2).
Taux de parasitisme par Apanteles piceotrichosus pour chaque stade larvaire

Stade larvaire L2 L3 L4 Ensemble de I’échantillon
Nombre $ Apanteles sp. collectés 70 53 29 152
Taux de parasitisme observé (%) 6,4 4,8 2,6 13,8
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L3 ou L4 puisqu'elles ne sont plus attaquées. Certes, c’est en fait une diminution qui est
observée ici mais une diminution réelle est peu probable car il faudrait envisager un
mécanisme entrainant une mortalité ciblée et rapide des chenilles déja parasitées. Nous
pouvons cependant interpréter le phénomeéne de la fagon suivante, en prenant comme
exemple les prélevements de la parcelle 2 au cours de la douziéme semaine, qui
représente bien cette situation (tableau 3-6). La douzieme semaine se situe en plein pic
de croissance de la population du ravageur P. xylostella et aussi de son parasitoide
Apanteles piceotrichosus, inexistant jusqu'a la neuviéeme semaine. Lorsque I'on collecte
simultanément des chenilles des stades L2, L3 et L4, en sachant que A. piceotrichosus
n'attaque que le stade L2, on a en fait un instantané de la situation : les chenilles de
stade L2 viennent d'étre parasitées (depuis quelques heures a 2-3 jours maximum) a un
moment ou les Apanteles deviennent nombreux. Les chenilles des stades L3 et L4 ont
pour leur part été attaquées plusieurs jours auparavant ; or la population d'Apanteles n’a
explosé qu’entre la onzieme et la douziéme semaine : il est donc logique que le taux de
parasitisme des chenilles L3 et surtout L4 soit beaucoup plus faible que celui observé
chez les chenilles L2, nouvellement attaquées. Le taux de parasitisme des stades L3 et
L4 reflete donc une situation ou la population  Apanteles était plus faible, ce qui crée
ce paradoxe d'une diminution apparente du taux de parasitisme au cours du temps. La
semaine suivante on observe un taux de parasitisme maximal sur le stade L3, explicable
par le fait que les chenilles L3 de la treizieme semaine étaient au stade L2 la semaine
précedente, alors que les populations d'Apanteles avaient fortement augmenté puis
s’étaient stabilisées rapidement. En extrapolant on pourrait alors en déduire que lors de
la semaine suivante le taux de parasitisme aurait culminé pour le stade L4 ;
malheureusement les données de cette semaine n'ont pu étre intégrées a l'analyse car
trop peu a'Apanteles ont été collectés, leur période d’abondance ayant été trés courte.
Comme les cing semaines utilisées lors de I'analyse sont toutes situées dans la phase
d'évolution ascendante des populations a'Apanteles, le paradoxe évoqué précédemment
se retrouve dans le résultat final de l'analyse.

Curieusement les parasitoides ne se sont pas développés de la méme fagon sur
les deux parcelles (fig. 3-6V Diadegma leontiniae a été prédominant sur la parcelle 1,
d'ou A. piceotrichosus était quasiment absent. Par contre les deux especes étaient a
égalité numérique sur la parcelle 2. Pour leur part, les effectifs d’O. sokolowskii ont
présenté la méme évolution d'une parcelle a l'autre. Le test t confirme la différence
significative du nombre de D. leontiniae entre les parcelles, et I'absence de différence
pour O. sokolowskii. Par contre il n’y avait pas de différence entre les effectifs
a'Apanteles des deux parcelles, pourtant fort dissemblables (80 et 660 individus récoltés
respectivement dans la parcelle 1 et dans la parcelle 2) : le test est juste au-dessous de
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Figure 3-6 : Répartition temporelle des principaux parasitoides échantillonnés sur les
parcelles de I’Embrapa-Hortalicas (Brésil)



la limite de significativité a 5 % (tableau 3-7). Ceci peut s'expliquer par la présence d'un
leger décalage temporel entre I’évolution des populations entre les deux parcelles
(A. piceotrichosus est un peu plus tardif en parcelle 2), que le test t ne prend pas en
compte (E. Gozé, comm. pers.). L'absence de différence concernant O. sokolowskii
pourrait étre liee a son comportement densité-indépendant : cette espece a
developpement plus lent que D. leontiniae et A. piceotrichosus ne suit pas rapidement
les fluctuations des populations de son hote et est resté a un bas niveau dans les deux
cas.

Tableau 3-7 : Nombre moyen de parasitoides observés sur Plutella xylostella dans les
échantillonnages hebdomadaires de choux sur les parcelles de I’'Embrapa-Hortalicas

(Brésil)

Parasitoides Parcelle 1 Parcelle 2 t calculé (ddl =14)
Diadegma 100,8 44,1 2,87 -p<0,05
Oomyzus 17,6 13,7 1,39-NS
Apanteles 54 40,7 2,03-NS (p<0,07)
Tous les parasitoides 123,8 98,5 1,87-NS

S’il y a des différences significatives dans les taux spécifiques de parasitisme
(c’est-a-dire les taux de parasitisme provoqués par chaque espece prise séparément), le
taux moyen de parasitisme (c’est-a-dire le parasitisme de toutes les especes
additionnées) est identique sur les deux parcelles (respectivement 24 % et 22 % sur les
parcelles 1 et 2). L'action conjuguée des parasitoides est donc la méme sur les deux
parcelles, au demeurant trés insuffisante pour réguler la croissance de P. xylostella et
I'empécher de provoquer des dégats.

Les différences de proportion de Diadegma et Apanteles entre les parcelles
s'expliquent difficilement : celles-ci ne sont distantes que de deux kilometres, visibles
I’'une de I’autre, sans obstacles entre elles et soumises aux mémes conditions
climatiques. Les tempeératures relevées y sont similaires, y compris l'amplitude
thermique ; les courbes hygrométriques different peu, avec un minimum de 50 % en
parcelle 1et 40 % en parcelle 2.

La différence objective entre les parcelles est leur exposition au vent, la
parcelle 2 étant la plus exposée. Bien que la vitesse du vent n'ait pu étre mesurée au
niveau de chaque parcelle, la station météo centrale indiquait regulierement des vents de
vitesse moyenne 1-2 m.s-1dans la journée et la parcelle 2 subissait plus fortement leur
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influence de par sa position exposée. Ces vents ont pu géner Diadegma, meilleur voilier
et peut-&tre plus facilement emporté hors des parcelles et donc éloigné de son hote ; il
semble ainsi avoir eu plus de mal a s'implanter dans la parcelle 2, laissant I’avantage a
Apanteles qui a pu s'imposer a égalité dans ce cas alors qu'il était supplante en
parcelle 1. Oomyzus sokolowskii, volant tres peu et & action densite-indépendante, n'a
semble-t-il pas été influencé par ce facteur.

La raréfaction de C. plutellae par rapport aux observations effectuées au cours
des années antérieures n'est pas non plus expliquée : peut-étre soufire-t-il d'une
compétition avec A. piceotrichosus et surtout D. leontiniae, ce qui expliquerait pourquoi
les quelques spécimens observés l'ont été surtout en début de saison de culture, avant
que les autres especes ne se développent. La tachinaire Actia sp. pourrait avoir subi le
méme sort.

111.3.3.3 - Les hyperparasites

Sept espéces d'hyperparasites ont été collectées a partir des cocons de
Diadegma leontiniae et a'Apanteles piceotrichosus (tableau 3-8). Basileucus sp. (Hym. :
Ichneumonidae) et Haltichella sp. (Hym. : Chalcididae) n’ont été représentés que par
des males (3 et 5 respectivement) et ne sont donc pas identifiables au niveau spécifique.
Une unique attaque de Trichospilus diatreae (Cherian & Margabandha) (Hym. :
Eulophidae) a été observée, correspondant a une dizaine de spécimens collectés car c'est
un parasitoide grégaire.

Si ces parasitoides appartiennent a de multiples especes, ils sont globalement
peu abondants puisque le taux d'hyperparasitisme observé a été de 3,3 % sur les cocons
de Diadegma et de 3,4% sur ceux a'Apanteles (total des cocons observés :
respectivement 2 250 et 704 pour Diadegma et Apanteles).

Apanteles piceotrichosus est attaqué par trois espéces d'hyperparasites, dans
I'ordre d'abondance Haltichella sp., suivi de Trichomalopsis oryzae Risbec (Hym. :
Pteromalidae) puis de Conurapseudofulvovariegata (Becker).

Diadegma leontiniae a été attaqué par les sept espéces observées. Dans l'ordre
d'importance nous trouvons : Conurapseudofulvovariegata, Aphagnomusfijiensis
(Ferriere) (Hym. : Ceraphronidae), Haltichella sp. et quatre autres especes comptant
pour moins de 5% chacune : Basileucus sp., Brachymeria annulata (F.) (Hym. :
Chalcididae), T. oryzae et Trichospilus diatreae. Les trois especes attaquant Apanteles
sont également présentes sur les cocons de Diadegma mais pas dans le méme ordre
d'importance puisque C.pseudofulvovariegata, minoritaire sur Apanteles, est I'espece
majoritaire sur Diadegma. La proportion de Haltichella sp. est rigoureusement opposée
sur ces deux parasitoides. Ces hyperparasites sont peu spécifiques puisqu'ils attaquent
sans probleme deux parasitoides de familles difféerentes. Notons que comme seuls les
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males de Haltichella sp. ont été observés, il est possible que les femelles attaquent un
autre hote non reperé ici (Delvare, comm. pers.). Trichospilus diatreae est
habituellement un parasitoide de diverses especes de Noctuidae, occasionnellement
présent sur P. xylostella a la Jamaique (Alam, 1992) mais il s'avere étre ici un
hyperparasite de Diadegma.

On rencontre donc un cortége parasitaire d’une grande diversité, s'approchant de
celle rencontrée dans les regions a climat méditerranéen d'ou I'on suppose P. xylostella
originaire et ou une longue coévolution a pu se développer (Hardy, 1938 ; Mustata,
1992). Or Brasilia est une ville récente (inaugurée en 1960) et pourtant, en moins de 40
années, ont pu s'installer P. xylostella et 12 parasitoides primaires et secondaires. Les
grandes capacités migratoires de P. xylostella expliquent facilement son arrivée, mais
c'est plus difficile pour les parasitoides, d'autant plus qu'il n'y a eu pas d'introductions
volontaires reportées dans la littérature concernant ces espéces, excepté pour
Cotesiaplutellae, introduit en 1972 au Brésil, avec un résultat inconnu (Cock, 1985).

Tout comme les parasitoides n‘ont pu réguler les populations de leur héte a cause
d'un taux de parasitisme insuffisant, les hyperparasites ont quant a eux exercé de la
méme facon un effet négligeable sur les populations d'Apanteles et de Diadegma du
Bresil, qui se sont rapidement développées a la fin de la premiére culture a la suite de
celles de P. xylostella.
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Tableau 3-8 : Hyperparasites présents sur les deux principaux parasitoides de Plutella xylostella (Brésil)

Hote
Apanteles

Diadegma

(%) : proportion de chaque hyperparasite dans le taux global d’hyperparasitisme constaté sur chaque parasitoide

Genre
Haltichella

Trichomalopsis
Conura (Spilochalcis)

Conura {Spilochalcis)
Aphagnomus
Haltichella
Basileucus
Brachymeria
Trichomalopsis
Trichospilus

Espece

sp.

oryzae
pseudofulvovariegata

pseudofulvovariegata
fijiensis

sp.

sp.

annulata

oryzae

diatreae

Auteur Famille
Chalcididae
(Risbec) Pteromalidae
(Becker) Chalcididae
(Becker) Chalcididae
(Ferriere) Ceraphronidae
Chalcididae
Ichneumonidae
Fabricius Chalcididae
(Risbec) Pteromalidae
(Cherian & Eulophidae
Margabandha)

(%)
60,9
26,1
13,0

58,4
23,4
6,5
3,9
3,9
2,6
13



I11.4 - lle de la Réunion

111.4.1 - Introduction

La seconde partie de notre travail s'est effectue dans la region de Saint-Pierre, au
sud de ITle, dans la zone maraichére la plus importante. Le travail de terrain s'est
déroulé sur quatre mois, de mi-juillet & mi-novembre 1999, permettant le suivi complet
d'une culture de choux durant une partie de I'hiver austral.

Trois parcelles ont été suivies, sur les sites suivants (carte 5) :

- Parcelle de "Bassin Plat", sur la station Cirad du méme nom. Située a 150 m
daltitude, en dehors de la zone maraichére, cette parcelle a été intégrée tardivement aux
expérimentations et n'a pu étre échantillonnée que d'octobre a mi-novembre.

Les deux autres parcelles (fie. 3-7), Bras de Pontho (altitude : 650 m) et Piton
Hyacinthe (altitude : 1 150 m) ont éte installées chez des producteurs locaux et cultivees
par leurs soins en I'absence de tout traitement phytosanitaire.

Les expériences menées au Brésil se déroulaient dans une région de relief et de
climat assez homogeénes, le grand et ancien plateau brésilien n'offrant pas de brusques
variations topographiques dans la région de Brasilia. Les parcelles d'étude n'étaient
donc soumises qu'a des variations microclimatiques, engendrant pourtant des
différences importantes de la répartition des parasitoides entre les parcelles.

L'Tle volcanique de la Réunion, dont le plus haut sommet culmine a 3 070 m,
offre une bien plus grande diversité climatique : il existe a la fois un gradient altitudinal,
s'étendant de la végétation cétiére a un étage "nival" pratiguement sans plantes et un
gradient est-ouest en fonction de l'exposition aux alizés et aux précipitations qu'ils
ameénent (ce gradient est trés important, 1’fle cumulant de nombreux records mondiaux
en matiére de maximales pluviométriques). Les trois parcelles, bien que distantes de
moins de 20 km les unes des autres, étaient ainsi soumises a des conditions bien
différentes :

- Bassin Plat, a 150 m d‘altitude, subit une température moyenne annuelle de
20 °C avec des maximales de 25 °C et des minimales d'environ 15 °C. Elle se situe dans
une zone assez “seche" de ITle, avec guére plus de 800 mm de précipitations. Les
températures y sont normalement trop élevées pour la culture du chou, qui n'est
développée qu'a des altitudes supérieures.

- Bras de Pontho, a 650 m d'altitude, est soumise a une température moyenne de
15 °C, des maximales de 22 °C et des minimales de 12 °C. Les précipitations atteignent
prés de 1 500 mm.

- Piton Hyacinthe, & 1 150 m, est situé dans une zone plus fraiche avec une
température moyenne de 10 °C. L'amplitude thermique augmente avec l'altitude puisque
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les maximales restent de 19°C, les minimales sont de I'ordre de 7-8 °C avec parfois des
gelées blanches. Les précipitations moyennes annuelles dépassent les 1500 mm. Les
cultures maraicheres sont nombreuses a cette altitude et cette parcelle était d'ailleurs le
prolongement d'un champ de choux, séparé de ce dernier par une zone tampon de 2m
de largeur plantée en betteraves. Le champ en question, par contre, était fortement traité
comme le sont toutes les cultures de choux de la Réunion, ce qui provoque actuellement
des problemes de résistance.

Globalement on a donc une forte décroissance de la température moyenne, avec
un gradient de -1 °C/100 m, mais les maximales ne décroissent en fait que d'un facteur
moitié moindre et il fait chaud au moins une partie de la journée méme en altitude :
I'amplitude thermique va donc en s'accroissant. Notons finalement qu'il s'agit de
moyennes annuelles et qu'a la période de I'hiver austral ou se sont déroulées ces
expérimentations, les valeurs effectivement constatées sont un peu plus faibles
(tableau 3-9). Il pleut aussi moins a cette période, obligeant a de§ arrosages réguliers,
mais on n'a pas le fort contraste saisonnier rencontré a Brasilia.

Tableau 3-9 : données météorologiques (moyennes mensuelles) relevées par les
stations des parcelles a la Réunion (année 1999)

Température moyenne

Mois Juillet Ao(t Septembre Octobre Novembre
Bassin Plat 19,2 19,7 20,3 20,5 22,7
Bras de Pontho 14,7 15,4 15,8 15,3 17,9
Piton Hyacinthe 9,7 10,2 11,2 11,1 12,7

Hygrométrie moyenne

Mois Juillet Ao(t Septembre Octobre Novembre
Bassin Plat 79 75,5 78 80,5 78
Bras de Pontho 77 75,5 84 82,5 78
Piton Hyacinthe 82 81 80 79 80

Précipitations mensuelles

Mois Juillet Aodt Septembre Octobre Novembre
Bassin Plat 114 4,5 39 43,5 :
Bras de Pontho 95 4,6 : 36 18
Piton Hyacinthe 107,6 28 80,2 76,4 24,6
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Bras de Pontho (650 m) Piton Hyacinthe (1 150 m)

m 4%
COMMUNS

D'ENTREaD'EUX

% . TNlanavil

P o gpaver

% f
Xj.é 1 n ®
A» K Jes
T» * NN I -
Bois d'Olives/v -"V
L] * ' m uyuc * V.
W M d J des Bambous V\%
» " e
Fredeégj el ligne Paradis Caprice
1 I l Il\/ r!c
T e Wirer
Casabona
‘ioble
la Raviniw aftchf
Blanche
Teri* aiitte

Peinte du Parc

Bassin Plat (150 m)

+  Piton te Vingt-Troisiem?
‘Hyacinthe

« PontS
Naturei

le DirNeuviénie

e Dix-Septiéme

Juatorziéme

1/ ysj/E -
*rA«Ieretltfc/
(*3>* Tdfifan

Pjton
du Calvaire \

Montvert (600 m)

Carte 5 : Région de Saint-Pierre (ile de la Réunion), avec I’emplacement des trois
parcelles d’expérimentations et la précédente-zene de calleete de Montverfles-Hauts.

Y "

I‘nk i}.}

e



ILE DE LA REUNION

Figure 3-7a : Parcelle de Bras de Pontho, un mois apres plantation, en ao(t 1999

Figure 3-7b : Parcelle de Piton Hyacinthe
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Contrairement au Brésil les parcelles étudiées n’étaient pas isolées des autres
cultures locales de Brassicacées et la colonisation par les ravageurs et les parasitoides
peut se faire rapidement. Ainsi, a Bras de Pontho, des choux fortement infestés, car non
traités, se trouvaient dans le jardin adjacent a la parcelle et ont trés probablement servi
de source principale d'infestation par Plutella xylostella. A Piton Hyacinthe, d’autres
champs de choux étaient présents a moins de 100 m de la parcelle. Les deux parcelles
principales de I'étude ont été plantées a une journée d'intervalle et échantillonnées toutes
les deux durant 15 semaines.

111.4.2 - Résultats et discussion

111.4.2.1 - Les ravageurs du chou

La principale espece observee est comme & Brasilia Plutella xylostella. Ses
populations suivent de la méme maniére une courbe de croissance logistique, plus
typique encore, avec un plateau atteint a la treizieme semaine (fig. 3-8). Le total cumulé
des individus échantillonnés était de 6 300 & Bras de Pontho et 11 200 a Piton
Hyacinthe. A Bassin Plat, par contre, seuls 136 individus ont été collectés en sept
semaines d'échantillonnage : la population est restée trés réduite.

La croissance des populations de Bras de Pontho et Piton Hyacinthe s’est révélée
plus rapide encore qu'a Brasilia, puisque le pic de population est atteint en neuf
semaines dans les deux parcelles, avec un coefficient de multiplication hebdomadaire
atteignant un facteur 2,5 (fig. 3-9). La population de Piton Hyacinthe est restée
inférieure a celle de Bras de Pontho durant les quatre premieres semaines, mais s’est
ensuite développée plus rapidement et a dépassé numériquement la population de Bras
de Pontho, avec des pics de population de 2 200 individus collectés en un seul
échantillonnage a Pitort Hyacinthe contre 1600 a Bras de Pontho. Les deux courbes
d'évolution affichent cependant une grande ressemblance de forme, y compris dans le
ralentissement de la sixieme semaine et pour la date du pic. L'analyse statistique, portant
sur les nombres d'individus, montre cependant une nette différence, trés significative.

Bras de Pontho Piton Hyacinthe t calculé (ddl =14)

Nombre moyen de 421 3 74513 3,9-p< 0,01
P. xylostella récoltees
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Comme au Brésil au début de la plantation, P. xylostella dispose d’une grande
quantité de jeunes plantes-hotes, de bonne qualité nutritive et les parasitoides ne sont
pas encore en nombre suffisant pour perturber les populations de P. xylostella (Guilloux
et al., 2000). Il n'y a donc pas de restriction a sa croissance et le ravageur se multiplie
ainsi exponentiellement durant neuf semaines, le nombre d'individus par semaine
passant alors de 7 a 1500 a Bras de Pontho et de 0 a 2200 a Piton Hyacinthe de la
premiere a la neuviéeme semaine. Au cours du temps les choux vieillissent et la qualité
de la nourriture disponible pour les chenilles décline : la majorité du feuillage a été
consommeée et les choux forment de nouvelles feuilles plus dures et moins appétantes.
De plus les parasitoides se développent et ralentissent le développement des populations
de P. xylostella. La courbe amorce donc une inflexion et se stabilise vers la fin de la
culture a la quinziéeme semaine. Notons que malgré la grande proximité d'autres cultures
de choux, les populations initiales de papillons sur les parcelles étaient faibles. Ceci
ressemble a la situation observée au Brésil, mais dans ce cas les réservoirs de
populations étaient éloignés de plusieurs kilometres. Notons aussi que l'inflexion de la
courbe a la sixieme semaine pourrait correspondre au passage de la premiére a la
seconde genération du papillon, laissant supposer un temps de génération de cing
semaines environ, similaire a celui observé ici au Brésil et dans d'autres études (Hardy,
1938 ; Salinas, 1986b).

L'importante différence entre parcelles dans le nombre de P. xylostella pourrait
étre liée en plus a des variations dans la productivité des choux : les choux de Piton
Hyacinthe, soumis a un climat plus frais et plus favorable a cette plante, avec peut-étre
un meilleur sol, se sont mieux développés, offrant une quantité de nourriture plus
importante et de meilleure qualité pour les populations de chenilles. A Bras de Pontho
les choux sont restés plus petits et moins d'individus ont pu s'implanter. Quant a Bassin
Plat, les températures plus élevées et un terrain plus sec ont empéché les jeunes choux
de se développer correctement, limitant la population de P. xylostella qui n'a jamais
entamé de phase de croissance exponentielle : I’inflexion aurait autrement dd étre
visible pendant les sept semaines d'échantillonnage effectuées.

Cependant les rendements finaux s'averent les mémes sur les parcelles de Bras
de Pontho et Piton Hyacinthe (tableau 3-10). Si les choux de Piton Hyacinthe ont été
plus gros dans I’absolu, les dégats infligés par des chenilles de P. xylostella plus
nombreuses sur cette parcelle ont neutralisé les bénéfices potentiels de cette meilleure
croissance. La masse moyenne des pommes de choux consommables, aprés élimination
de toutes les chenilles était inférieure a 800 g. Or une analyse des choux vendus dans un
supermarché local (de masse moyenne 3 200 g ; n = 10 choux) montre que cette valeur
de 800 g est bien inférieure aux valeurs acceptables commercialement, pres de quatre
fois supérieures. En prenant comme limite de masse des pommes de choux une valeur
de 1500 g, selon les critéres locaux des consommateurs (le plus petit pesé au
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supermarché ayant une masse de 1 800 g), nous avons trouvé que seuls 13 choux sur les
120 analysés a Bras de Pontho et Piton Hyacinthe remplissaient cette condition,
indiquant un rendement trés médiocre : les choux étaient quatre fois moins lourds en
moyenne et seul un sur dix était récupérable.

Tableau 3-10 : Rendement des parcelles expérimentales a la Réunion

Parcelle Bras de Pontho  Piton Hyacinthe
Nombre de choux analysés (env. 800 par parcelle) 60 60
Masse moyenne des pommes de choux (g) 790,4 £ 397,8 794,2 + 579,3
Masse maximale observée dans I’échantillon (g) 2 050 2 100
Nombre de pommes de choux de masse > 1500 g 4 9

Une autre interrogation se pose quant a l'abondance de P. xylostella a Piton
Hyacinthe. A cette altitude, la température moyenne, 10 °C, est a peine au-dessus du
seuil thermique de développement de I'espece (Butts et McEwen, 1981). Des individus
de P.xylostella élevés en laboratoire a cette température constante ne se
développeraient pratiquement pas. Or dans ces conditions nous avons observé ici une
phase de croissance des populations du ravageur encore plus rapide qu'a Brasilia, a la
méme altitude que Piton Hyacinthe mais avec une température moyenne de 22 °C,
12 °C supérieure a celle-ci (Guilloux et al., 2000). Il faut donc admettre que
P. xylostella se développe durant les heures chaudes de la journée, lorsque la
température maximale moyenne relevée par la station météo est de 20 °C et qu’elle est
probablement encore supeérieure au niveau des choux exposés au soleil. Avec une
vitesse de renouvellement des générations de cing a six semaines, cela signifie que
P. xylostella arrive ici a se développer presque aussi vite qu'une population de
laboratoire qui serait soumise a une température constante de 20 °C. Les mesures de
températures moyennes ne semblent ainsi pas permettre d’apprécier correctement la
vitesse de développement de l'insecte. Une mesure d'accumulation thermique serait
peut-étre plus précise. En fait, il faudrait pouvoir mesurer la température corporelle du
papillon lui-méme pour en déduire son niveau d’activité réel, surtout lorsqu’il est
directement exposé au soleil.



De nombreux autres déprédateurs ont été observés sur les choux de la Réunion
(tableau 3-11), avec onze espéces additionnelles, dont huit Lépidoptéres (contre quatre
ravageurs secondaires a Brasilia), mais toujours en faibles quantités et ne provoquant
que peu de dégats comparativement a P. xylostella qui reste le ravageur majeur. Les
pucerons étaient pratiquement inexistants, contrairement a Brasilia ou certains choux en
supportaient des milliers. Les aleurodes n’ont été présents que cycliquement tandis que
les thrips s'attaquaient essentiellement aux jeunes plants, disparaissant ensuite.
Hellula undalis F. et Crocidolomia binotata (Zeller) (Lep.: Pyralidae) n'ont été
observés que sur quelques jeunes plants, a Bassin Plat, et ont provoqué moins de dégats
qu'a Brasilia ou H. undalis avait fortement endommagé les jeunes choux de la seconde
culture. Une unique pupe de Liriomyza huidobrensis Blanchard (Dipt. : Agromyzidae) a
été collectée a Bras de Pontho.

11L4.2.2 - Les ennemis naturels de Plutella xylostella

La faune des parasitoides s'est avérée diversifiée, avec sept especes observées
dont deux nouvelles pour la Réunion et une autre non connue de cet hote (tableau 3-12).
Par ordre d’abondance nous avons observé :

- Diadegma sp. (Hym. : Ichneumonidae), espéce différente de celle du Brésil et
indéterminée. Elle est largement majoritaire, puisque presque quatre parasitoides sur
cing trouvés appartiennent a cette espece. Sa sex-ratio est de 0,90 (n = 4 282 individus).

- Cotesiaplutellae, observé depuis moins de cing années a la Réunion, est
cependant présent en abondance : un parasitoide sur cinq appartient a cette espéce. Sa
sex-ratio est de 0,90 (n = 805 individus).

Ces especes sont ainsi a elles deux responsables de plus de 99 % du parasitisme
total observé a I’lle de la Réunion. On a donc ici aussi un petit groupe d’espéces
dominantes, comme au Brésil, les autres especes etant extrémement minoritaires.

- Oomyzus sokolowskii est une espece régulierement présente dans les
échantillons mais toujours a faible densité. On observe en moyenne 10,5 individus qui
émergent de chaque nymphe parasitée (n = 27 nymphes observees), contre 8,3 au Brésil
ici (n=301), 8,6 en Inde (n = 246) (Ooi, 1988) et plus de 12 en Afrique du Sud (Smith,
comm. pers.).

- Tetrastichus howardi (Olliff) (Hym. : Eulophidae), aussi connu sous le nom de
T. ayyari ou de T. israeli (Fitton & Walker, 1992), est un parasitoide nymphal.
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Ordre
Lepidoptera

Homoptera

Diptera

Thysanoptera

Famille

Yponomeutidae

Pyralidae

*

Noctuidae

Aphidae
Aleurodidae

Agromyzidae

Genre
Plutella
Hellula
Crocidolomia
Athetis
Ctenoplusia
Helicoverpa
Spodoptera
Trichoplusia

Brevicoryne
Bemisia

Liriomyza

Non déterminés

espece
xylostella
undalis
binotalis
ighava
limbirena
armigera
littoralis
orichalcea

brassicae
sp.

huidobrensis

*: BPL : Bassin Plat ; BP : Bras de Pontho ; PH

Tableau 3-11 : Ravageurs observés sur les parcelles d’étude de la Réunion

Descripteur
(L)

(F.)
(Zeller)

(Guenée)
(Guenée)
(Hubner)
Boisduval

(F.)

(L)

(Blanchard)

: Piton Hyacinthe.

Localisation*
BPL, BP, PH
BPL
BPL
PH
BP, PH
PH
BPL, BP, PH
BP, PH

BPL, BP, PH
BPL, BP, PH

BP

BPL, BP, PH



Tableau 3-12 : Parasitoides observés sur les populations de Plutella xylostella a la Réunion

Genre
Diadegma
Cotesia
Oomyzus
Tetrastichus
Itoplectis
Apanteles
Trichogramma

espece
sp.
plutellae
sokolowskii
howardi
sp.
sp.
chilonis

Descripteur
(Kurdjumov)

(Kurdjumov)
(Ollifi)

Ishii

Famille
Ichneumonidae
Braconidae
Eulophidae
Eulophidae
Ichneumonidae
Braconidae
Trichogrammatidae

* . pourcentage parmi les chenilles parasitées

# : BPL : Bassin Plat ; BP : Bras de Pontho ; PH : Piton Hyacinthe.

(%)
78,7
20,6

0,33

0,22
0,12

Localisation#
BPL, BP, PH
BPL, BP, PH

BPL, BP
BP, PH

BP
BP, PH



Confondu avec O. sokolowskii dans cette étude, on peut seulement indiquer que
ces deux especes ont occasionné ensemble un taux de parasitisme de 0,33 %. Il s’agit
d’un taux normal pour ces deux parasitoides, qui sont toujours présents a la Réunion
mais jamais abondants. Quoique déja signalé sur P. xylostella a la Réunion, T. howardi
est un parasitoide originellement introduit il y a environ 25 ans sur I'Tle pour lutter
contre Chilo sacchariphagus (Bojer) (Lep. : Pyralidae) (Etienne, 1973). Cependant dans
d'autres régions du monde, surtout en Asie, c'est un parasitoide plus commun de
P. xylostella (Fitton & Walker, 1992).

Quant aux deux nouvelles especes, Apanteles insignicaudatus (Hym.
Braconidae), tout juste identifié, et Itoplectis sp. (Hym. : Ichneumonidae), elles ne sont
representées que par de rares individus, récoltés dans les derniéres semaines de I'etude
et il n'est pas possible de réaliser des calculs a valeur significative sur ces especes.
Apanteles insignicaudatus est un parasitoide larvaire, déja observé a la Réunion sur un
Iépidoptere ravageur de I’artichaut. ltoplectis sp. semble étre un parasitoide nymphal car
tous les individus observés ont émergé de nymphes directement collectées sur les
parcelles mais jamais de nymphes formées dans le laboratoire, a I’abri des parasitoides.
Seuls des males d’ltoplectis sp. ont été collectés, empéchant la détermination spécifique
de ce parasitoide.

Notons aussi la présence de Trichogramma chilonis Ishii (Hym.
Trichogrammatidae), présent sur les ceufs de P. xylostella et non pris en compte dans les
analyses pour cette raison. Des observations sur des plantes-piéges portant des pontes
de P. xylostella et installées sur les parcelles permettent d'estimer son taux de
parasitisme a approximativement 3-5 %, dans ces conditions de mesure. Il s'agit d'une
espéce a vaste repartition indo-pacifique, connue depuis plus de 15 ans a la Réunion sur
les ceufs de Chilo sacchariphagus (Pintureau & Babault, 1988).

Certains parasitoides interviennent rapidement sur les parcelles, surtout
Diadegma sp. dont le pic d'évolution des populations coincide avec celui des
populations du ravageur P. xylostella. Cotesiaplutellae intervient plus tardivement, la
population de Bras de Pontho atteignant sa valeur maximale lors de la dixieme semaine,
sans qu'il y ait de pic marqué. Pourtant la distance pour passer d'un champ de choux a
un autre était plus réduite que celle entre les parcelles de I'Embrapa-Hortalicas, au
Brésil, et la découverte de chenilles de P. xylostella a parasiter devait ainsi étre plus
aisée.

La rareté de O. sokolowskii pourrait étre due, comme au Brésil, a son
comportement densité-indépendant qui ne lui permet pas de suivre les rapides
fluctuations de population observées ici chez P. xylostella.

Les preférences des parasitoides pour les stades larvaires du ravageur ne peuvent
étre étudiées que chez Diadegma sp. et C. plutellae, seuls présents en nombre suffisant
pour obtenir des résuitats.significatifs:'Le modele 10g-linéaire est utilis_é'"ak nouveau.
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Chez Diadegma sp., il révele une augmentation significative du taux de parasitisme
entre le stade L2 et le stade L3 (P < 0,0001) puis entre L3 et L4 (P < 0,05)
(tableau 3-13). Concernant C. plutellae, il y a augmentation significative du taux de
parasitisme de L2 a L3 (P < 0,0001) et une augmentation, non significative cependant,
de L3 a L4 (tableau 3-14).

On retrouve ici les résultats enregistrés pour Diadegma leontiniae au Brésil :
cette augmentation du taux de parasitisme en passant d’un stade a |’autre indique une
absence de préférence des parasitoides dans les stades des chenilles attaquées, ou tout
au moins trop faible pour étre détectable. L'augmentation observee du taux de
parasitisme chez les chenilles plus agées est simplement la résultante d'une plus longue
durée d'exposition de celles-ci aux ennemis naturels dans les champs.

Ces résultats different d'observations antérieures sur ces espéces : le méme
Diadegma sp. de la Réunion observé en laboratoire ne manifestait pas de préférence
nette entre les chenilles de stade L2 ou L3, mais attaquait L4 ayec moins de succes
(Monnerat, 1995). De plus il ne se développait plus en laboratoire dés que la
température (constante) d'élevage était inférieure a 20 °C ; enfin il présentait une sex-
ratio de 1,3 a 1,5 males pour 1 femelle, contre 0,90 observeé ici (n = 4 282). En ce qui
concerne d'autres especes, Diadegma eucerophaga Horstm de Taiwan et d'Indoneésie
attaque L2 et L3, mais pas L4 (Talekar et Yang, 1991) et Diadegma leontiniae du Brésil
attaque tous les stades, sans distinction (sa sex-ratio est de 1,11 ; n = 1916) (Guilloux et
al., 2000).

Cotesiaplutellae est connu pour éviter le stade L4 (Lloyd, 1940 ; Velasco,
1982 ; Mushtaque et Mohyuddin, 1987), méme si certaines populations sont capables de
le parasiter (Talekar et Yang, 1991) au moins au début du stade L4 (Shi & Liu, 1998).
Ici, il n’y a pas d’augmentation importante du taux de parasitisme chez le stade L4 par
rapport au stade L3 (voir annexe 1), ce qui permet de dire que C.plutellae de la
Réunion parasite extrémement peu voire pas du tout les chenilles du stade L4. Cette
population affiche donc le comportement qui semble le plus commun, a savoir éviter les
grandes et vives chenilles L4.

De fortes disparités sont présentes entre parcelles (fig. 3-9) : Diadegma sp.
s'avere présent a des densités tres dissemblables (tableau 3-15). A l'inverse C. plutellae
est présent en quantités tres similaires sur les deux parcelles de Bras de Pontho et Piton
Hyacinthe. Comme Diadegma sp. est I'espece majoritaire, on observe également une
différence significative sur I'ensemble du cortege parasitaire.

Un phénomeéne plus curieux apparait lors du calcul des taux de parasitisme
individuels et globaux sur chaque parcelle (non comparable statistiquement a cause de
la grande variabilité temporelle de ces taux (E. Gozé, comm. pers.)). Le taux global de
parasitisme ne varie pas d'une parcelle a l'autre : il reste constant, compris entre 46 et
48 %, malgré les conditions climatiques différentes auxquelles les parcelles sont
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Tableau 3-13 : Préférences alimentaires de Diadegma sp. sur les stades L2 a L4 des
chenilles de Plutella xylostella a la Réunion

Stade larvaire d.d.l Estimation  Erreur-type X2 Probabilité
L2 1 -0,31 0,065 22,3 0,0001
L3 1 -0,13 0,067 4,04 0,044
L4 0 0 0

Tableau 3-14 :Préférences alimentaires de Cotesiaplutellae sur les stades L2 a L4 des
chenilles de Plutella xylostella a la Réunion

Stade larvaire d.d.l Estimation  Erreur-type X2 Probabilite
L2 1 -0,43 0,11 154 0,001
L3 1 -0,13 0,10 16 0,21 - NS
L4 0 0 0 -
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Tableau 3-15 : Nombre moyen de parasitoides observés sur Plutella xylostella dans les
échantillonnages hebdomadaires de choux sur les parcelles de la Réunion

Parasitordes Bras de Pontho Piton Hyacinthe t calcule (ddl =14)
Diadegma sp. 123,5 227,5 3,67-p< 0,01
Cotesiaplutellae 48,9 42,9 0,75 - NS
Ensemble des 1739 271,2 2,87-p< 0,05

parasitoides

Tableau 3-16 : Taux global de parasitisme observé sur les trois parcelles de la Réunion

Localité Altitude Nombre of Diadegma C.plutellae Autres Taux

(m) parasitoides (%) (%) (%) global (%)
Bassin Plat 150 56 15,6% 26,2 % 4,1 % 45,9 %
Bras de Pontho 650 2 620 34,0 % 135 % 0,5 % 48,0 %
Piton Hyacinthe 1150 4 079 39,4 % 7,4 % 0,2 % 47,0 %
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soumises (tableau 3-16). Par contre on observe des gradients altitudinaux dans la
répartition des parasitoides, a savoir une diminution graduelle du taux de parasitisme
par C.plutellae, majoritaire a Bassin Plat, mais minoritaire a Bras de Pontho et plus
encore a Piton Hyacinthe. Le "complexe" O. sokolowskii + T. howardi affiche un
comportement identique, avec méme une absence complete a Piton Hyacinthe. A
I'opposé Diadegma sp. devient de plus en plus abondant quand l'altitude augmente, et
Itoplectis sp. pourrait bien faire de méme.

Il semblerait donc qu'on ait des especes a preferenda thermiques opposés:
C. plutellae et O. sokolowskii + T. howardi apparaissent plus thermophiles, préférant
des températures de 20 °C et plus. A l'opposé Diadegma sp. serait plus psychrophile et
vit tres bien a Piton Hyacinthe avec une température moyenne d'a peine 10 °C. Ce
phénomene a déja été observé en Malaisie, dans les Cameron Highlands, ainsi qu'a
Taiwan apres introduction de Diadegma semiclausum Hellen (Hym. : Ichneumonidae)
pour renforcer l'action de C. plutellae : le premier s'est bien implanté dans les zones
d'altitude, au-dela de 1000 m, le second restant plut6t dans les zones de plaine (Talekar
etal., 1992 ; Syed et al., 1997).

Il faut cependant peut-&tre relativiser un peu ces observations dans la mesure ou
le ravageur P. xylostella, qui est lui-méme thermophile, vit cependant trés bien a Piton
Hyacinthe. Mais comme I'amplitude thermique augmente avec l'altitude et qu'il fait
chaud dans la parcelle de Piton Hyacinthe en journée, il est cependant possible que
I'accumulation thermique sur cette parcelle soit aussi élevée que sur les autres champs
de plus basse altitude, autorisant ainsi un développement tout aussi rapide du papillon. I
faudra donc prendre en compte des parametres de mesure climatologiques plus poussés
pour expliquer ce comportement de P. xylostella et de Diadegma sp.

111.4.2.2 - Hyperparasites

Seuls deux spécimens d'hyperparasites ont été obtenus au cours de I'étude : il
s'agit de deux Trichomalopsis oryzae (Risbec) récoltés sur des cocons de Diadegma sp.
Cette espéce est cependant régulierement observée a la Réunion ; observée a la fin de
I'étude, comme Apanteles insignicaudatus et Itoplectis sp., cette espece pourrait préférer
I'été austral plus chaud, d'autant plus qu'un échantillon recu en février 2000 contenait
justement T. oryzae en proportion plus élevée. Cet envoi contenait aussi
Notanisomorphella borborica (Giard) (Hym. : Eulophidae), observé pour la premiere
fois sur Diadegma sp. et C. plutellae. Il s'agit habituellement d'un parasitoide trés
polyphage des nymphes de Lépidopteres (Delvare, comm. pers.).
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I11.5 - Perspectives

I sera nécessaire dans I’avenir de poursuivre les échantillonnages pour observer
le devenir de certaines especes : C. plutellae et Actia sp. au Breésil, afin de déterminer si
leur raréfaction est seulement un phénomene transitoire ou un changement plus profond
du cortege parasitaire local. A la Réunion, c’est le devenir des nouvelles especes qu’il
serait intéressant de suivre. Ceci concerne C. plutellae qui fait déja partie des
parasitoides majoritaires a la Réunion seulement cing années aprés sa découverte. Mais
c’était une espéce abondante autrefois a Brasilia : quel sera donc son comportement a
long terme a la Réunion alors qu’une espece d'Apanteles est maintenant présente
également ? Diadegmasp. a la Réunion est un compétiteur moins sérieux de
C.plutellae car ils n’ont pas les mémes préférences thermiques, mais
Apanteles insignicaudatus pourrait par contre avoir des préférences similaires.

Ces quelques mois d'étude ne représentent qu'un apercu de I'évolution globale
des populations de P. xylostella et de ses auxiliaires et seul un suivi a long terme, c'est-
a-dire plusieurs années d'affilée, permettra de suivre les variations inter-saisonnales et
interannuelles qui ne peuvent manquer de se produire. De la méme maniere, la
variabilité géographique est importante : quelques kilometres d'écart suffisent a changer
la composition de la faune des parasitoides, et les variations peuvent étre encore plus
importantes a I’échelle d’un pays : ainsi I'étude de Ferronatto et Becker dans le sud du
Brésil, en 1984, montrait une composition trés différente de la faune de parasitoides
chez P. xylostella (notamment I’absence d’hyperparasites). Il faut aussi se demander
comment toutes ces espéces ont pu apparaitre en quelques décennies seulement sur les
lieux d’expérimentation, surtout au Brésil ou aucune culture n’existait avant la creation
de laville.

La constance du taux de parasitisme observée a la Réunion surtout souléve une
autre interrogation si elle se maintient dans le temps : doit-on supposer que sous les
conditions climatiques qui régnent a la Réunion il est difficile pour les parasitoides
d’attaquer plus de 50 % des chenilles, et que cette limite subsiste quelle que soit
I"altitude alors que la proportion des especes varie en fonction du gradient thermique ?

Ceci implique de plus que la seule action des parasitoides reste insuffisante pour
reguler les pics de population de P. xylostella : il est donc nécessaire de renforcer
I’action des parasitoides par d’autres traitements plus rapides lors des pics et donc
d’envisager I’utilisation de la lutte intégrée. Sinon les dégats engendrés par P. xylostella
sur les récoltes resteront trop importants pour étre tolérables. La situation est similaire
au Breésil ou P. xylostella revient trés vite infester les champs a la saison séche malgre la
forte réduction de ses populations durant la saison des pluies, alors que les parasitoides
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semblent avoir plus de mal a se réimplanter, ce qui aboutit a un taux de parasitisme trés
faible.

L’ajout de paramétres de mesures supplémentaires semble nécessaire pour
mieux analyser certaines des variations observées : au Brésil il faudrait surtout placer
des anémomeétres au sein des parcelles et des piéges a glu sur leur périmetre pour
observer les éventuels déplacements d'insectes entre parcelles proches ; a la Réunion, ce
sont les mesures d’accumulation thermique ou d’insolation qui pourraient s’averer
significatives pour expliquer comment les insectes arrivent a se développer aussi
rapidement par une température moyenne de I’air de 10 °C.

La séparation des chenilles par stade larvaire permet d’apporter des informations
sur les préférences des parasitoides pour chacun de ces stades, mais uniquement s’ils
sont présents en grande quantité, ce qui n’est pas le cas de toutes les espéces. Dans ce
cas, des mesures de laboratoire s’avéreraient nécessaires. Cependant, des divergences
peuvent apparaitre entre mesures de terrain et mesures de laboratoire et il faut se
demander si ces derniéres, basees sur des populations d’élevage, refletent exactement la
réalité. Le parasitoide dans les conditions naturelles doit faire face a des compétiteurs, a
des conditions climatiques variables et a d’autres facteurs non reproduits dans des cages
d’élevage. Lélevage permet par contre de contrdler précisément les parametres d’étude,
ce qui pourrait permettre de révéler des différences physiologiques entre populations
qu’on ne pourrait détecter en milieu naturel a cause des autres facteurs de variation
présents.

La séparation des chenilles par stade offre par contre un avantage certain, celui
de permettre de calculer plus précisément le taux de parasitisme effectif des especes
(Waage & Cherry, 1992). Pour des espéces peu selectives comme C. plutellae, le stade
L4 s’avére preférable car les chenilles ont pu étre piquées a tous les stades antérieurs, et
il faut attendre la fin du cycle larvaire pour étre sir de prendre en compte tous les stades
susceptibles d’étre attaqués. Pour Apanteles sp. du Brésil, par contre, sa spécificité pour
le stade L2 fait qu’un calcul basé sur un échantillonnage de chenilles de stades L3 ou
L4, par exemple, donnerait le méme résultat puisque le taux de parasitisme n’augmente
plus avec le temps. Dans le cas des parasitoides nymphaux, la collecte de chenilles
n’offre évidemment aucun intérét.
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CHAPITRE 1V

Analyses biochimiques :
polymorphisme enzymatique






IV.1 - Matériel biologique utilisé

Les hymeénoptéres possédent un systeme de reproduction particulier, dit
haplodiploide, ou la détermination du sexe se fait au choix de la femelle, selon qu'elle
fécondera ou pondra directement ses ovules (a I'exception des especes
parthénogénétiques) (Quicke, 1997). Quand la femelle féconde un ovule, elle ouvre
pour cela l'orifice de sa spermatheque ou sont stockés les spermatozoides issus de
I'accouplement (fig. 2-3) (Chapman, 1982) : quelques gamétes sont alors libérés et
I'ovule est fécondé, donnant un oeuf diploide qui engendrera une femelle. Si la
spermatheque est maintenue fermée, il n'y a pas de fécondation et I'ovule se développe
en donnant un individu haploide, qui sera male. Génétiquement les males refletent ainsi
directement le génome maternel, mais seulement la moitié de celui-ci. Les femelles ont
pour leur part un génome contenant pour moitié des caractéres issus de I'ADN paternel
et pour moitié issus du génome maternel.

De par cette particularité, les C. plutellae males seront utilisés pour Il'analyse
biochimique : leur haploidie implique l'absence d'hétérozygotie, ce qui simplifie
considérablement la lecture et l'interprétation des gels d'électrophorese. Un inconvénient
est I'extraction de deux fois moins d'informations génétiques de chaque individu,
nécessitant donc d'analyser deux fois plus de spécimens.

Une seconde raison est l'utilisation préférentielle des femelles pour une autre
analyse, celle des polydnavirus symbiotes, ces derniers n'étant extrayables que des
ovaires, aprés dissection (cf. chap. V). Etant donné les faibles dimensions de
C. plutellae, le restant de I'individu n'est pas récupérable pour I'analyse biochimique.

Les maéles issus des €levages sont anesthésiés et directement congelés a - 81 °C
jusqu'a utilisation. Les cing populations étudiées étaient originaires : du Bénin (champs
a la périphérie de Cotonou) ; de I'lle de la Réunion (a Montvert-les-Hauts, altitude
600 m - cf. carte 5) ; de Taiwan (région de Tainan), cette population étant utilisée en
remplacement du Brésil ou C. plutellae n'a pu étre collecté en quantités suffisantes ; de
Hong-Kong (collectéee par A. Kirk en 1997) et d’Afrique du Sud (population de
laboratoire, collectée prés de Prétoria).

IV.2 - L'électrophorese sur gels d'acétate de cellulose

Cette technique a été choisie ici pour les raisons suivantes :

1) Grande sensibilité, avec des volumes de dépdts trés faibles : 0,5 |il. Un seul
individu de C.plutellae peut ainsi étre testé pour plus d'une dizaine de systéemes
enzymatiques.
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2) Simplicité de préparation, grace a l'utilisation de gels préts a I'emploi et de
solutions de révélation se préparant a lI'aide de simples compte-gouttes.

3) Rapidite de migration : 15 & 30 minutes suffisent pour la majorité des
systemes.

4) Connaissance de cette technique, déja utilisée en stage de DEA, et ayant de
permis de différencier des pucerons, pourtant parthénogénétiques (Boumoville et al.,
2000).

D’un autre cOté, cette technique comporte certains inconvénients :

1) Résolution théoriqguement inférieure aux autres systéemes électrophorétiques :
la migration des protéines se fait dans le film de liquide a la surface du gel, et non pas
dans le gel lui-méme. La séparation se fait donc essentiellement en fonction de la charge
électrique, la forme et la dimension des protéines ne jouent théoriqguement aucun réle.
En pratique, on ne peut négliger les courants d'électroendosmose "éleves sur ce type de
gel, qui influent aussi sur la résolution des allozymes (Murphy et al., 1996).

2) Le nombre de systéemes révélables est limité a une trentaine, ce qui est
cependant suffisant si on trouve suffisamment de systemes polymorphes dans cet
ensemble.

3) Un seul systeme, parfois deux, est révélable sur chaque gel, contrairement aux
gels d'amidon et sur 12 échantillons seulement. Mais le volume d'extrait enzymatique
issu d'un seul individu de C. plutellae autorise plusieurs essais.

4) Les migrations sont parfois imparfaites, avec un front de migration irregulier
qui peut empécher l'interprétation, surtout au niveau des dépdts latéraux.

1V.3 - Protocole

1V.3.1 - Extraction

On utilise ici un tampon a base dEDTA / SDS / DTT / NADP, aux
concentrations respectives 10 mM ; 0,25 % ; 2 mM ; 0,2 %, a pH 7,4. Toutefois d’autres
formules existent et une extraction a I'eau pure est possible a défaut d'autres réactifs.

L'EDTA (Ethyléene Diamine TetraAcetic Acid) est un chélatant, qui capte les
ions Ca2+ dans les sites actifs des protéases et inhibe ainsi ces enzymes. Ceci réduit la
degradation des autres protéines dont les systemes enzymatiques recherchés. Le SDS
(Sodium Dodecyl Sulfate) est un détergent membranaire, libérant les protéines intégrées
aux membranes cellulaires. Le DTT (DiThioThréitol) protege les ponts disulfures dans
les enzymes, qui conservent ainsi mieux leur structure tertiaire et leur activité.
Finalement le NADP (Nicotinamide Adenine Dinucléotide Phosphate) est un cofacteur
préservant l'activité de certaines enzymes labiles.
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Les individus males de C. plutellae, provenant des stocks congelés, sont déposés
individuellement au fond de microtubes de 1,5 ml disposés sur un lit de glace pilée pour
empécher la dégradation tissulaire résultant d'un dégel prématuré. On ajoute alors 5 jil
de tampon d'extraction et on broie a l'aide d'un "piston” couplé a un petit broyeur
électrique manuel. Apres 10 a 20 secondes de broyage, on enléve le piston en
récupérant le maximum du liquide qui y adhere. Les échantillons, préparés par séries de
12 a cause du systeme de chargement des gels, sont centrifugés 5 min a 15 000 rpm. Le
surnageant a un volume légerement variable (4-6 jul) selon la taille de I'individu broyé et
la quantité de liquide restée sur le piston.

1V.3.2 - Dépdt des échantillons et migration

Nous avons utilisé une variante de I'¢lectrophorese sur acetate de cellulose basée
sur un matériel spécifique développé par Helena Laboratories. Destiné originellement a
des analyses médicales, il s'est révélé utile pour I'étude des petits invertébrés (Easteal &
Boussy, 1987) et des protocoles ont eté développés a cet effet. Celui de Hebert &
Beaton (1993) est suivi ici.

Le matériel consiste d'une part en gels préts a I'emploi : ils sont constitués par
une fine couche d'acétate de cellulose déposée sur un support plastique, de dimensions
78x78 mm pour le modéle considéré (Titan-I11). Stockables sans précautions
particuliéres a I'état sec, ils sont préparables en 20 min par trempage dans le tampon de
migration peu avant I'emploi.

D'autre part on dispose d'un kit d'application, formé d'un ensemble de 12 puits
ou l'on dépose les surnageants des 12 échantillons aprés la centrifugation ; d'un
applicateur a 12 oses calibrées, prélevant 0,5 (il lors du trempage dans les 12 puits et
d'une plague recevant a la fois l'applicateur chargé d'extrait enzymatique et le gel
humecté de tampon. Par pression sur l'applicateur on réalise 12 dépdts simultanés et le
gel est prét a la migration. On le place immédiatement dans la cuve de migration car il
ne doit pas y avoir dessechement a cette étape : si le film de liquide disparait, la
continuité électrique est rompue et la migration impossible, sans compter la dégradation
des protéines par desséchement.

On peut réappliquer de I'extrait enzymatique par une deuxieme application si
I'enzyme testée est peu réactive, mais les dép6ts deviennent moins nets et la résolution
plus faible. Comme dans toute électrophoreése, il faut tester simultanément plusieurs
populations pour avoir des éléments de comparaison d'une population a l'autre au
moment de l'interprétation. La reproductibilité d'une migration n'est jamais parfaite et
cette technique n'est pas la meilleure de ce point de vue.

La cuve est formée par deux réservoirs separés et peut accepter deux gels. Le
contact avec le gel se fait par l'intermédiaire de bandes de papier filtre installées en
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permanence dans la cuve, la plaque de gel étant déposée avec la couche d'acétate de
cellulose vers le bas pour compléter le circuit electrique (figure 4-1). On lance alors
I'électrophorese, sous une tension de 190 V (excepté pour quelques systémes migrant a
130 V). La durée de migration est habituellement de 20 & 25 minutes, pouvant étre
portée a 45 minutes pour des systéemes "lents". Un marqueur de front de migration n'est
pas nécessaire pour ces courtes électrophoreses. La migration peut se dérouler a
température ambiante, la dégradation enzymatique étant trés limitée pendant son
déroulement. Les cuves sont conservées au refrigérateur entre les manipulations, pour
limiter la dégradation des tampons.

Seuls deux tampons de migration sont nécessaires lors de ces expériences, étant
signalés comme donnant des résultats corrects pour la majorité des systemes testables
(Hebert & Beaton, 1993). Le premier est le tampon CAAPM (Acide Citrique + 3-
AminoPropyl-Morpholine, pH 7,0), réutilisable 10 a 15 fois et le second est un tampon
Tris-Glycine (pH 8,5, disponible chez Sigma par ex.), réutilisable jusqu'a une centaine
de fois. Deux cuves a électrophorese, chacune avec I'un de ces tampons, suffisent pour
mener & bien les expériences. C'est un systeme tres robuste et faible consommateur de
réactifs.

Le tampon CAAPM est meilleur conducteur de I'électricité et les gels placés
dans ce tampon subissent une intensité théorique de 8 mA (contre 2 mA pour le tampon
Tris-Glycine). Dans la pratique I’intensité dépasse parfois 20 mA et le gel surchauffe : il
faut alors limiter la durée de migration avec ce tampon et bien refroidir la cuve, en
placant sur le couvercle une plague de glace ou un bloc accumulateur de froid.

1VV.3.3 - Révélation

Elle se fait en milieu solide, dans une couche d'agar coulée sur le gel. Le substrat
diffuse vers I'enzyme a la surface du gel, et les produits de réaction obtenus diffusent
aussi, formant une bande colorée.

On prépare une solution d'agar a 1,6% que I'on maintient ensuite & 60 °C en
étuve jusqu’a utilisation. Séparément, on prépare la solution de révélation souhaitée (les
principales recettes sont données en annexe 2). On mélange cette solution a quelques ml
d'agar liquide et on coule I’ensemble sur le gel maintenu horizontalement, que l'on vient
juste d'éter de la cuve (il ne doit pas se dessécher a ce moment non plus). Le mélange se
solidifie en quelques dizaines de secondes et la révélation commence. On place
I'ensemble a l'obscurité, certains réactifs étant photosensibles, et éventuellement a
I'¢tuve (37 °C) pour accéléerer le processus. Le temps de révélation varie de quelques
dizaines de secondes, pour les systemes les plus réactifs, a quelques heures. Si rien
n'apparait apres ce laps de temps, on peut considérer la révélation comme ratée, soit
parce que I'enzyme recherchée était trop peu concentrée, soit parce que
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Tableau 4-1 : Systémes enzymatiques testés chez Cotesiaplutellae

Systémes enzymatiques
- Polymorphes (sur au moins un locus)

(Carboxyl)Estérases

Isocitrate Deshydrogénase

""Enzyme Malique " (NADP)
Mannose-6-Phosphate Isomérase
Peptidase a Phe-Ala

Peptidase a Phe-Pro
PhosphoGlucoMutase
6-PhosphoGluconate Deshydrogénase

- Monomorphes

Aconitase

Amylase

Glucose-6-Phosphate Isomérase

= PhosphoGlucolsomérase
Glycérol-3-Phosphate Deshydrogénase
Malate Deshydrogénase (NAD)

- Inutilisables car révélation trop faible

Alcool Deshydrogénase

Phosphatase Alcaline

Glucose-6-Phosphate Deshydrogénase
Glycéraldehyde-3-Phosphate Deshydrogénase
Peptidase a Leu-Gly-Gly

Xanthine Deshydrogénase

- Absence de révélation

Adénylate Kinase

Aspartate Amino-Transférase
=GlutamateOxaloacétate Transférase
Fumarase

Hexokinase

Lactate Deshydrogénase

Leucine AminoPeptidase
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EST
IDH
ME
MPI
PEP Phe-Ala
PEP Phe-Pro
PGM
6PGDH

~

A

ACON
AMY
GPI
= PGl
GPDH
MDH

ADH
ALP
G6PDH
G3PDH

PEP Leu-Gly-Gly

XDH

AK
AAT
= GOT
FUM
HEX
LDH
LAP

Nombre de loci

Nombreux
2
1

1

2
Nombreux
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les conditions de manipulation n'étaient pas adaptées a ce systéme. La prolongation de
la durée de révélation s'avére inutile suite a la dégradation des réactifs et de la couche
d'agar.

L'interprétation se fait dés que les bandes recherchées sont assez visibles. On
conserve une double trace de la manipulation, d'une part par macrophotographie ou par
numeérisation du gel placé sur un scanner et d'autre part en laissant sécher le gel apres
élimination de la couche d'agar : dans ce cas les réactifs qui ont Iégérement pénétré dans
la couche d’acétate de cellulose laissent des images (pales) des bandes. Le gel sec peut
étre stocké assez longtemps mais le contraste est plus faible et une réinterprétation des
bandes en cas de doute n'est pas toujours possible.

IV.4 - Résultats et discussion

IV.4.1 - Recherche de systemes polymorphes

Vingt-cing systemes ont été testés dans|un premierf temps (tableau 4-1), sur une

soixantaine d'individus pris au hasard parmi les populations de C. plutellae testées. Ceci
permet de repérer les alleles les plus fréquents dans ces populations et de sélectionner
les enzymes les plus variables.

Douze systémes se sont avérés inexploitables. Soit aucune révélation n’a été
obtenue, soit la révélation est trop faible pour étre interprétable. Il serait possible de
concentrer plus les extraits, ou de chercher de nouveaux systémes de tampon pour
ameéliorer la révélation, mais ceci réduit le nombre de caractérisations possibles sur un
individu. D'autres systemes s'avérant plus prometteurs, ces douze-la ont été abandonnés.

Sur les 13 autres systéemes, cingq étaient monomorphes sur les individus de
C. plutellae testés. 1l n'e'st pas exclu de ne pas avoir détecté dans ce cas des alleles rares,
mais cette rareté les rend cependant peu utiles et on peut les négliger dans le cadre de
cette premiére sélection.

Il reste donc 8 systémes polymorphes, d’inégale valeur : Les quatre systemes
ME, PGDH, MPI et PEP Phe-Ala forment des "patterns" avec des alléles aisément
différenciables ; nous les avons donc utilisés pour la caractérisation des populations
(fig. 4-2). Les migrations sont reproductibles, avec des bandes fines (excepté la
peptidase, qui forme des bandes floues restant lisibles cependant).

- ME et PGDH sont révélables sur un méme gel et ont un aspect similaire,
PGDH étant cependant plus rapide. Seuls deux alleles, notés S (Slow) et F (Fast), sont
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observés pour chacune de ces enzymes. Les quelques femelles testées semblaient
indiquer une structure monomérique de ces enzymes

- MPI présente trois alléles, notés V (Very slow), S (Slow) et F (Fast). Une ou
deux bandes comigrantes plus rapides et moins intenses sont parfois observés et
semblent correspondre a des produits de dégradation de I'enzyme.

- PEP Phe-Ala présente quatre alleles notés V, S, M (Medium) et F. Elle pourrait
avoir une structure monomérique.

Les quatre autres systéemes polymorphes mis en évidence n'ont pas été inclus
dans les premieres analyses de caractérisation des populations, a cause de leur difficulté
d'interprétation :

- PGM, enzyme a migration lente mais réactive, donne une série de trois bandes
comigrantes, dont [lintensité relative varie entre bandes et entre individus, a
déterminisme probablement polygénique (fig. 4-2). Une quatrienje bande plus rapide,
peu réactive, se remarque surtout chez les individus de la population béninoise. Dans ce
systeme c’est en fait une impureté du glucose-1-phosphate utilisé comme réactif qui
joue le réle de substrat et I’utilisation de nouveaux flacons de produits n’a pas permis de
retrouver exactement le méme résultat.

- IDH, a migration trés lente, ne peut servir a la caractérisation des populations
car cette enzyme forme trop souvent des bandes floues, a fort polymorphisme dans la
distance de migration et ininterprétables. Parfois des bandes plus nettes se sont formées
mais ce résultat n’a pu étre reproduit régulierement. Des tentatives ultérieures sur gel
d'amidon n'ont rien apporté de plus : cette enzyme semble étre tres massive, migrant tres
peu et il n'a pas été possible de séparer des alléles (fig. 4-3).

- La PEPtidase a Phe-Pro donne aussi des bandes trés floues (toutes les
peptidases testées présentent ce défaut), mais migrant a des vitesses différentes dans le
locus lent, laissant supposer la présence de deux alleles, S et F. Le locus rapide, moins
réactif, migre deux fois plus rapidement et sort déja du gel quand le locus lent est a
peine résolu.

- Les estérases pechent par l'exces de résultats : ce systeme, le plus réactif de
tous ceux testés, produit une dizaine de bandes visibles, tres resserrées, d'intensité
variable entre bandes et entre individus. Il n'est pas possible d'interpréter ce systéme
complexe sur les petits gels d'acétate, ou la distance de migration semble trop faible
pour une résolution des bandes, et une autre technique d'électrophorese, a base de gels
d’amidon par exemple, s'impose alors. Cependant les autres enzymes testees ici sur
acétate de cellulose ne se révélent pas aussi facilement sur gels d’amidon car il faut une
plus grande dilution des extraits enzymatiques et les colorations sont bien moins
intenses.
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Bénin Taiwan Réunion

Sens de migration V = Very slow
Vitesse de migration S = Slow
des alléles M = Medium
Niveau de la zone de dép6t F = Fast

Figure 4-2 : Quelques résultats d’électrophorese : exemples de révélations de gels d’acétate de
cellulose pour les enzymes ME, PGDH, MPI, PEP Phe-Ala et PGM (190 V ; 25-40 min).
(La disposition des individus des trois populations est la méme pour tous les gels) (grandeur nature)



Origine

Taiwan Bénin Réunion

Sens de migration

Figure 4-3 : Révélation de I’enzyme IDH en gel d’amidon pour
trois des populations de Cotesia plutellae étudiées
(150 V, 8 heures ; grandeur nature)



1V.4.2 - Caractérisation des populations

Des séries de C.plutellae, constituées essentiellement de males, sont testées
pour les enzymes ME, PGDH, MPI et PEP Phe-Ala, équivalant a une trentaine
d’individus diploides (soit une soixantaine de males) par population. Les fréquences
alléliques sont ensuite calculées pour les cing populations sur les quatre systemes.
Notons que les calculs sont parfois faits sur moins de 30 individus car certains dépots,
sur les bords des gels essentiellement, sont inutilisables. Cependant il peut y avoir plus
de 60 bandes alléliques disponibles pour le calcul car quelques femelles diploides ont
été intégrées aux electrophoréses en fonction des échantillons disponibles (tableaux en
annexe 2).

1V.4.3 - Analyse statistique

On observe une grande diversité des fréquences alléliques, des valeurs inverses
étant méme rencontrées dans le cas de ME et de PGDH d'une population a l'autre
(tableau 4-2).

Ces valeurs de fréquences alléliques sont soumises a une analyse par le logiciel
F-Stat, par paires de populations et sur les trois populations, pour vérifier s'il existe des
différences significatives entre les populations (voir annexe 2).

Les valeurs de différenciation génetique entre populations obtenues sont
regroupees dans le tableau 4-3. une représentation graphique étant présentée dans la
figure 4-4.

On observe une différenciation genétique importante entre les populations,
surtout pour celle du Bénin qui s'avere tres distincte de toutes les autres.
Cotesiaplutellae de la Réunion occupe aussi une position bien différenciée, tandis qu’a
I’opposé la population sud-africaine testée et celle de Hong-Kong ne sont pas
distinguables d’un point de vue statistique.

Cette différenciation est d'autant plus significative que I'échantillonnage utilisé
était réduit : il est basé sur seulement 4 systéemes enzymatiques polymorphes et sur une
soixantaine d'individus haploides pour chaque population, alors qu'on considére que
I'analyse d'une quantité double de systéemes enzymatiques polymorphes est préférable,
pour un méme nombre d'individus (de Stordeur, comm. pers.). Un facteur ayant permis
la réduction du nombre d’individus nécessaires est probablement le fait que chaque
individu a pu étre testé pour les quatre systémes utilisés dans ces analyses, et non pas un
individu différent a chaque fois comme les petites dimensions de C. plutellae auraient
puy contraindre.

o
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Tableau 4-2 : Fréquences alléliques dans les systemes et populations étudiés

Enzyme

ME

PGDH

MPI

PEP Phe-Ala

Fréquences alléliques dans les populations de C. plutellae (%)

Allele Bénin Réunion Taiwan
S 35 80 48
F 65 20 52
S 85 20 30
F 15 80 70
\% 0 0 8
S 100 83 78
= 0 17 14
V 0 0 5
S 68 56 79
M 0 18
F 32 26 7

Af. Sud
2,5
97,5
12,5
87,5
0
100
0
0
97,5
2,5
0

HongKong
25
75
10
90
0
100

92,5
7,5

Tableau 4-3 : Différenciation génétique des populations de Cotesiaplutellae

Bénin
Taiwan
Réunion

Af. du Sud
HongKong

(calcul du Fst)

HongKong Af. du Sud Réunion

0,503** 0,452** 0,372**
0,088** 0,065* 0,092**
0,289** 0,268**

0,014 NS

**:p< 0,001 ;*:p<0,01

Taiwan
0,182**

Bénin

Le calcul simultané sur les cing populations donne un Fst de 0,211 (p < 0,001)
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Figure 4-4 : Arborescence représentant la distance génétique entre les
cing populations de Cotesiaplutellae, produite par le logiciel DARwin3.5
a partir des résultats du tableau 4-3.
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Le nombre total d'alleles observés varie dans chaque population : sept alléles
sont détectés dans les populations béninoise, sud-africaine et hong-kongaise de
C. plutellae, neuf dans la population réunionnaise (deux alléles au lieu d'un pour
I'enzyme MPI, trois au lieu de deux pour la peptidase a Phe-Ala) et onze dans la
population taiwanaise (encore un allele supplémentaire pour MPI et PEP Phe-Ala). La
variabilité génétique de cette population semble donc supérieure a celle de la Réunion,
elle-méme supérieure a celle du Bénin, d’Afrique du Sud et de Hong-Kong.

La plupart des alleles sont communs a deux ou aux trois populations : il n'existe
donc pas d'alleles marqueurs spécifiques d'une population, qui permettraient d'attribuer
sans ambiguité tout individu a une population donnée. La distinction des populations ne
peut alors se faire que statistiquement, sur un grand nombre d'individus. Ceci est
caractéristique des techniques d'électrophoréses enzymatiques ou l'on ne dispose
genéralement que de quelques marqueurs (ici a peine plus d'une dizaine de bandes
alléliques), contrairement aux analyses de biologie moléculaire ou les marqueurs
obtenus peuvent se compter en centaines d'unités (nombre de bases lors d'un
séquencage, ou fragments d’ADN obtenus apres des RAPD par exemple) (Hillis et al.,
1996). L'intégration des résultats obtenus a partir de PGM, de la peptidase a Phe-Pro et
des estérases améliorerait la résolution génétique des populations, mais resterait
insuffisante pour distinguer les individus, a l'exception des quelques individus porteurs
d'alleles rares comme ceux trouvés ici dans la population taiwanaise (alleles "V" des
enzymes MPI et PEP Phe-Ala). Trés peu d’individus dans I’ensemble de ceux testes
s’averent posséder un "profil" d’alleles unique. Il n'est cependant pas a exclure que ces
alléles rares (voire d’autres) puissent aussi exister dans les quatre autres populations,
mais la trop faible probabilité de les détecter dans cet échantillonnage a empéché de
confirmer leur éventuelle existence.

La proximité genétique des populations de C. plutellae d’Afrique du Sud et de
Taiwan permet de supposer qu’une introduction a pu avoir lieu dans I’'un de ces pays. Il
n’est par contre pas possible de préciser si une telle introduction se serait déroulée de
I’Afrique vers I’Asie ou inversement. Cotesiaplutellae de I’ile de la Réunion s’avere
former une population bien différenciée et il n’est pas non plus possible de déterminer
ici son origine alors que I’espéce est récemment apparue sur I’7le.

Un certain nombre de vérifications complémentaires seront a effectuer. Dans un
premier temps, il serait intéressant de tester biochimiquement quelques autres
populations pour mesurer d'autres distances génétiques. D’autres populations d’autres
zones d'Afrique du Sud seraient ainsi a tester, car l'espece y est implantée depuis
longtemps et est assez isolée génétiqguement, y compris des populations des pays
voisins(Smith, comm. pers.), et les résultats observes sur cette population de Prétoria ne
seront peut-étre pas retrouvés ailleurs.
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En fait, de nouvelles analyses pourraient s'intégrer dans un projet plus global de
création d'une phylogénie des populations mondiales de C. plutellae. De nombreuses
populations actuelles proviennent d'introductions volontaires et il serait intéressant de
calculer leur divergence génétique a partir des souches d'origine (Pays-Bas et Inde pour
toutes les introductions dans les Caraibes, Taiwan pour beaucoup d'autres cas). Pour
d'autres populations dont [l'origine est inconnue (introduction volontaire non
documentée ou sans suivi ultérieur, ou introductions accidentelles), la recherche de
marqueurs spécifiques de populations, a l'aide de techniques de biologie moléculaire,
pourrait apporter des réponses. Dans ce domaine, les interrogations les plus importantes
concernent :

- I'origine des populations de C. plutellae d'Afrique du Sud : Kfir (1998) a émis
I'nypothese qu'il s'agit de la zone naturelle d'origine de P. xylostella, ce qui laisse
supposer que les parasitoides existant la-bas ont di y apparaitre aussi. Dans ce cas c’est
la population de Hong-Kong qui aurait été introduite d’Afrique.

- l'origine de la population de Taiwan, que Talekar et al. (1992) considérent
comme native de I'ile, bien qu'il n'y soit connu que depuis les années 60 (alors que
P. xylostella y est signalée depuis 1910).

- l'origine de C.plutellae de Brasilia : dérive-t-il de l'introduction de 1972
signalée par Cock (1985) et dont le résultat final reste inconnu, auquel cas il aurait une
origine caraibe (de Trinidad plus exactement) et indirectement un génotype indo-
hollandais puisque les populations caraibes elles-mémes en dérivent ? Ou bien est-il
venu par une autre voie ?

La question se pose aussi pour les populations nord-américaines, une
introduction ayant été signalée au Missouri en 1978. Mé&me chose encore pour les
populations est- et ouest-africaines pour lesquelles aucune information sur l'origine
possible ne semble exister.
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CHAPITRE V

Variabilité génétique :
Le polydnavirus symbiote de Cotesiaplutellae
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V.l - Introduction : immunité des insectes et parades des
parasitoides

Bien que leur systtme immunitaire différe fortement de celui des Vertébrés
(notamment par I'absence d'anticorps), celui dont disposent les insectes est trés efficace,
capable d'éliminer les corps étrangers pénétrant dans leur organisme, dont les ceufs et
les larves des parasitoides (Sait, 1963 ; Strand & Pech, 1995).

Selon la taille du corps etranger, il y aura défense par phagocytose ou par
nodulation (pour des bactéries) ou un englobement de I'objet par les cellules sanguines
(hémocytes) dédiées a la défense immunitaire. Un premier groupe d’entre elles, les
granulocytes, vient adhérer a la surface de lintrus, en formant des couches qui
I'touffent et I'immobilisent : c'est I'encapsulation. Un second groupe, les
plasmatocytes, sécréte de la mélanine (par l'intermédiaire de la cascade enzymatique
phénoloxydase), qui renforce et durcit ces couches cellulaires, avec libération
concomitante de radicaux libres cytotoxiques : c'est la mélanisation (Strand & Pech,
1995). Cet ensemble forme une capsule noiratre, parfois visible par transparence dans le
corps de l'insecte (Carton et al., 1991), montrant l'efficacité de ce mécanisme de
défense. Notons que I'encapsulation est une réponse immunitaire cellulaire, tandis que la
mélanisation est une réponse immunitaire humorale, qui comprend aussi la sécrétion de
divers peptides a role surtout antibactérien (Bowman & Hultmark, 1987).

Malgré ces défenses, les parasitoides réussissent a se développer, souvent avec
un taux de succes élevé (Rotheram, 1967 ; Edson et al., 1981). lls forment méme Il'un
des groupes animaux les plus diversifiés qui soient, preuve du succes de leur stratégie :
il existe probablement plus de 100 000 espéces uniquement dans le taxon des
Ichneumonoidea (Ichneumonidae et Braconidae) et d’autres groupes d’Hyménopteres
possedent aussi des especes parasitoides.

Ils ont pour ce ftire développé des mécanismes d'évitement ou de contréle du
systeme immunitaire de leur héte au cours de leur coévolution avec celui-ci. Plusieurs
stratégies sont apparues :

. Techniques passives (immunoévasion) : le parasitoide évite d'étre détecté par
le systeme immunitaire de son hote.

1) Ponte dans des zones corporelles de I'néte inaccessibles aux cellules
immunitaires (ganglions nerveux par ex.) ou ponte dans des stades "permissifs”, a
immunité peu développée (ceufs, jeunes larves) (Sait, 1968).

2) Mimétisme antigénique : l'oeuf ou la larve du parasitoide se couvrent de
protéines imitant celles de I'héte, et les cellules immunitaires reconnaissent alors le
parasitoide comme un élément du "soi", qui n'est donc pas attaque. Cette stratégie est
connue chez des Ichneumonidés et Braconidés sans polydnavirus, comme
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Venturia canescens Gravenhorst (Hym. : Ichneumonidae), parasitoide de la pyrale de la
farine Ephestia kuhniella (Zeller) (Lep. : Pyralidae). Le chorion de ses ceufs est protége
par une couche de VLP (Virus-Like Particles, particules a aspect de virus mais dans
lesquelles la présence d'acides nucléiques n'est pas démontrée) qui empéchent
I'encapsulation (Rotheram, 1973a, 1973b ; Norton & Vinson ; 1977 ; Davies & Vinson,
1986). Ce phénomeéne a aussi été observé chez des especes a polydnavirus, des protéines
ovariennes servant alors de couche protectrice (Shelby & Webb, 1999).

. Techniques actives (immunosuppression) : le parasitoide neutralise le
systeme immunitaire de I'néte de facon a autoriser le libre développement de sa
descendance sans risque d'encapsulation.

1) Libération de tératocytes. Ces cellules originaires d'un tissu extra-
embryonnaire présent dans l'oeuf semblent avoir pour réle daffaiblir le systéme
immunitaire en épuisant ses reserves energétiques (Sait, 1968 ; Vinson, 1970 ; Vinson ;
1971 ; Beckage, 1998b). Elles perturberaient aussi la synthése protéique (Schepers
etal., 1998).

2) Injection de venin par la femelle de guépe parasitoide. Ce venin est chargé de
protéines a réle mal connu. Chez certains hymenoptéres porteurs de polydnavirus (voir
plus loin), le venin agit comme un synergiste puissant de ces virus (Soller & Lanzrein,
1996 ; Gupta & Ferkovich, 1998).

3) Des VLP sont connues chez Leptopilina boulardi (Barbotin, Carton &
Kelner-Pillault) (Hym. : Figitidae : Eucoilinae), parasitoide de la drosophile. Elles ont
un réle immunosuppresseur, a la différence de celles de Venturia canescens, et
entrainent la destruction des lamellocytes, un autre type de cellules sanguines
immunitaires (Rizki & Rizki, 1984 ; Rizki & Rizki, 1990 ; Russo et al., 1996). D ’autres
VLP viennent aussi d'étre découvertes chez Microctonus aethiopoides Loan (Hym. :
Braconidae : Euphorinae), parasitoide de charancons (Barratt et al., 1999).

4) Chez certaines sous-familles d'Ichneumonidés et de Braconidés, la capacité
d'immunodépression est liée a la possession d'un virus associé (Drezen et al., 1999),
spécifique a un tel point que l'association entre le virus et la guépe est devenue une
symbiose : le génome viral est intégré dans les chromosomes de la guépe (Xu & Stoltz,
1991 ; Fleming & Summers, 1991 ; Gruber et al, 1996 ; Savary et al., 1997). Sa
transmission est devenue uniquement verticale, le virus passant chez tous les membres
de la génération suivante, méles comme femelles, méme si seules ces dernieres le
retransmettent (Fleming & Summers, 1986 ; Stoltz, 1990). C'est l'un des rares cas
connus d'intégration virale dans un génome d’insecte (Drezen et al, 1997).

La guépe parasitoide, de son coté, ne peut plus accomplir son cycle de
développement sans l'aide du virus : les oeufs et larves injectés expérimentalement en
I'absence du virus sont invariablement encapsulés et détruits. A I'opposé le virus purifié
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injecté dans la chenille héte induit une partie des effets physiologiques observés lors
d'un parasitisme naturel, ou I'oeuf du parasitoide est introduit avec le virus et du venin
(Edson etal, 1981).

V.2 - Les polydnavirus

Ces virus si particuliers sont regroupés dans une famille relativement récente, les
Polydnaviridae (Stoltz et al., 1984 ; Brown, 1986). lIs sont appelés Polydnavirus (PDV
en abrégé) a cause d'une caractéristique unique de cette famille : un génome multipartite
composé de 10 a 40 cercles d'’ADN bicaténaire. La masse unitaire de ces cercles
s'échelonne de 2 000 a plus de 25 000 paires de base (pb), la masse totale du génome
variant de 85 000 a plus de 300 000 pb (Krell & Stoltz, 1979 ; Krell et al., 1982). Mais
il s’agit seulement d’approximations car il est difficile de séparer les cercles viraux et
d’en déterminer la masse et méme le nombre exact (Shelby & Webb, 1999).

Les polydnavirus sont séparés en deux sous-familles bien distinctes, mais ayant
en commun cette structure génomique particuliere.

Les Ichnovirus n'existent que chez deux sous-familles d'lchneumonidae. lls
possédent une forme lenticulaire (dimensions 85 x 300 nm) et sont entourés d'une
double membrane. Les cercles viraux des Ichnovirus sont en général de dimensions
inférieures a ceux des Bracovirus (Stoltz & Whitfield, 1992).

Les Bracovirus sont inféodés aux sous-familles de Braconidés du complexe
"microgastroide”, monophylétique. Toutes les espéces de ce complexe étudiées jusqu'a
présent se sont révélées posséder des polydnavirus et selon Whitfield (1997) il est
probable que I'ensemble des especes du complexe microgastroide en soient porteuses.
Les especes de ce complexe dériveraient d'un méme ancétre commun, déja porteur de ce
virus il y a 60 millions d'années et qui I'a transmis a lI'ensemble du groupe (Whitfield,
1997).

Il 'y aurait en fait environ 30 000 espéces porteuses de polydnavirus, mais ces
derniers n’ont été mis en évidence que chez une cinquantaine d’entre elles et étudiés en
détail chez quelques-unes seulement (Shelby & Webb, 1999).

Si le virus est présent sous forme intégrée dans le génome de tous les individus
du parasitoide, la forme libre ne se présente que dans les ovaires et se concentre dans la
région du calice (Hamm et al., 1990). La réplication virale chez les Bracovirus
s’effectue dans ce calice, dans des cellules qui obstruent ce qui deviendra la lumiere des
oviductes. Puis ces cellules productrices sont lysees et les particules virales sont libérées
dans le fluide du calice, qui baigne alors la lumiére des oviductes, maintenant dégagée,
par ou transitent les oeufs du parasitoide (de Buron & Beckage, 1992).
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Lors de l'oviposition, la guépe injecte son ou ses ceufs dans le corps de la
chenille hote, avec le fluide du calice chargé de virus ainsi que du venin qui potentialise
des effets du PDV suivant les especes (Kitano, 1982 ; Kitano, 1986 ; Tanaka, 1987 ;
Tanaka & Vinson, 1991), ainsi que d'autres sécréetions des glandes accessoires (Guillot,
1972) et des protéines ovariennes. Les PDV vont alors infecter les cellules de I'n6te et
s'y exprimer. Il est a noter que cette expression ne se realise pas dans le méme
organisme que celui ou s'effectue la réplication, ce qui est inhabituel pour un virus et
peut faire douter de son appartenance au monde viral. Certains auteurs voient donc dans
les PDV une création de la guépe destinée a améliorer son succes reproducteur et non
pas un virus associé dans une symbiose (Volkoff, 1999).

L'expression des PDV induit de multiples effets physiologiques, avec des
variantes suivant le systéme héte-parasitoide considéré (Vinson & Iwantsch, 1980 ;
Lavine & Beckage, 1995) (fig. 5-1). Globalement le métabolisme cellulaire se retrouve
détourné au profit du parasitoide qui croit sur les tissus et I'némolymphe de I'hdte et peut
ainsi augmenter la quantité de ressources nutritives disponibles pour sa propre
croissance (Jones, 1996).

Les modifications les plus importantes observées sont :

* 1 - L"immunosuppression : les hémocytes, cible principale des PDV, changent
de forme et deviennent incapables d'adhérer aux corps étrangers injectés dans la
chenille, y compris les ceufs et larves de parasitoides (Strand & Pech, 1995 ; Lavine &
Beckage, 1995). Il s'agit d'ailleurs des rares cas ou I'on a pu mettre en évidence l'effet
direct de protéines transcrites de I'ADN viral : elles désorganisent le cytosquelette des
hémocytes, déclenchent I'apoptose de ces cellules ou inactivent I'encapsulation
(Albrecht et al, 1994 ; (Asgari et al, 1997 ; Beckage, 1998a). On suppose que la
majorité des transcrits viraux ont aussi un réle immunosuppresseur mais il n'est pas mis
directement en évidence. Les PDV restent extrémement mal connus.

* 2 - Arrét du développement de I'héte : une chenille infectée par un PDV, sous
forme purifiée ou lors d'un parasitisme naturel, ne peut plus se nymphoser méme si elle
ne contient pas de parasitoide (Vinson, 1972 ; Sato, 1986 ; Soller & Lanzrein, 1996). Ce
blocage du développement permet aux larves de parasitoides de compléter leur cycle
quel que soit le stade de la chenille attaqué, méme proche de la nymphose (Doucet &
Cusson, 1996). L'arrét du développement est lié a des altérations des taux hormonaux de
la chenille, en particulier les hormones juvéniles comme les ecdystéroides (Shelby &
Webb, 1997 ; Drezen, 1999).
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. 3 - Les autres altérations ne sont pas constatées dans tous les systémes hotes-
parasites étudiés (Beckage, 1998b ; Volkoff, 1999):
- Destruction des glandes prothoraciques ;
- Castration parasitaire ;
- Accumulation de protéines ou de sucres a réle nutritif pour le
parasitoide.

V.3 - Détection d'un polydnavirus chez Cotesiaplutellae

Deux indices laissaient suspecter que C.plutellae possédait un polydnavirus
symbiotique :

- Selon I'nypothése de Whitfield, toutes les espéces du complexe microgastroide
ont hérité d’un polydnavirus de leur ancétre commun. Cotesiaplutpllae appartenant a la
sous-famille des Microgastrinae, qui est partie intégrante de ce complexe, il doit donc
posséder son propre virus. De surcroit, neuf autres especes de Cotesia avaient déja été
répertoriees comme possédant un polydnavirus et il est probable que tout le genre
Cotesia en soit donc porteur (Stoltz & Vinson, 1979 ; Stoltz & Whitfield, 1992).

- La dissection de l'appareil génital des femelles permet d'observer deux zones
bleutées tranchant avec la coloration générale jaunatre (fig. 2-3). Elles correspondent
aux calices ovariens et il a déja été montré chez d'autres especes que ce sont les
nombreuses nucléocapsides virales présentes qui engendrent cette coloration, par
diffusion de Tyndall (Stoltz & Vinson, 1979 ; Quicke, 1997).

Il restait donc a mettre directement en évidence ce polydnavirus, par deux
méthodes : la premiere est l'observation des particules virales au microscope
électronique a transmission (MET) sur des coupes d'ovaires, la seconde étant
I'extraction de I'ADN viral et I'étude de son profil de bandes par RFLP.

V.4 - Microscopie électronique
V.4.1 - Préparation des échantillons

Des ovaires appartenant a des femelles C. plutellae de différents stades sont
disséqués puis fixés, coupes et colorés selon le protocole donné en annexe 3. Pour
vérifier I'évolution de la charge virale, on prépare trois types de matériel :

- femelles agées d'une semaine, présumées avoir une charge virale maximale.

- femelles fraichement émergées, pas encore prétes a l'oviposition.
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- nymphes agées de 2 a 3 jours, et femelles non encore émergées (4 jours de
développement nymphal), extraites de leur cocon. Pour les nymphes, la partie
postérieure de I'abdomen est traitée en entier. Les nymphes plus jeunes et les larves ne
sont pas utilisées car leur sexe n’est pas encore déterminable.

Sont ajoutés a cette série d'échantillons des ovaires d'un autre parasitoide
nord-américain de P. xylostella, Microplitis plutellae Muesebeck (Hym. : Braconidae :
Microgastrinae) pour confirmer la présence de polydnavirus chez cette autre espéce.

L'observation des coupes obtenues se fait ensuite sous des grossissements
compris entre 5 000 et 40 000 fois.

V.4.2 - Résultats

V.4.2.1 - Cotesiaplutellae

Il n’a pas été possible d'obtenir des résultats sur les nymphes, car les agents
fixateurs pénétrent difficilement les tissus et il a été impossible d'obtenir des coupes
microscopiques correctes a partir de ces échantillons. Les autres échantillons se sont
aveérés par contre tous contenir des polydnavirus en grandes quantités, et ce dés avant
I'émergence : la réplication virale se fait donc trés tot dans le cycle de développement de
I'insecte comme cela a été observé chez Cotesia congregata (de Buron & Beckage,
1992). Le polydnavirus apparait sous forme libre dans les ovaires de cette espece durant
la nymphose, I’excision de cercles viraux ayant été mise en évidence dés ce stade
(Savary et al., 1997).

La premiére photo, a faible grossissement (fie. 5-2), présente la structure
transversale du calice et la position des polydnavirus, entourant I'oeuf dans le fluide du
calice, mais sans adhérer a celui-ci et former une couche protectrice comme les VLP de
Venturia canescens (Rotheram, 1973a, 1973b). Les microvillosités de I'exochorion
restent dégagées de toute particule virale.

A grossissement plus important, on distingue mieux la structure des particules
virales, ou polydnavirions (fig. 5-3). D'aspect général, ils ressemblent aux baculovirus,
autres virus (pathogénes) d'insectes, avec lesquels ils ont longtemps été confondus. Par
contre leur structure fine differe profondément : on observe de nombreuses
nucléocapsides, cylindriques, et de longueur trés variable, ce qui est typique des
bracovirus. Ces nucléocapsides varient aussi en nombre au sein d'un virion. En fait le
genome des polydnavirus est tellement important qu'une nucléocapside seule ne peut le
contenir en totalité : chacune ne renferme qu'un seul cercle viral et les dimensions des
nucléocapsides sont en relation avec la longueur du cercle viral encapsidé (Stoltz &
Vinson, 1979 ; Albrecht et al, 1994). Méme un polydnavirion entier ne contient pas
I'ensemble du genome viral : il est reconstitué de maniére statistique, par le grand
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nombre de virions qui sont injectés dans la chenille héte et qui représentent en moyenne
la structure génomique typique du polydnavirus de C. plutellae.

Les PDV disposent d’une "queue” (insert de la figure 5-3). C’est une expansion
de leur enveloppe, mieux visible en coloration négative, qui pourrait jouer un role dans
la fixation sur les cellules de la chenille (Stoltz & Vinson, 1977).

V.4.2.2 - Microplitis plutellae

Il dispose lui aussi d'un polydnavirus (fig. 5-4), mais en quantités plus faibles
que C. plutellae. Ses ovaires sont plus petits et plus pales, et la quantité d'ADN extraite
s'avere plus faible (voir plus loin). On observe aussi des nucléocapsides cylindriques de
taille variable, mais a raison d'une nucléocapside par particule virale comme cela a été
observé chez d’autres especes de Microplitis (Stoltz et al., 1976).

A

V.5 - Le polymorphisme du polydnavirus chez C. plutellae
V.5.1 - Introduction

Bien que fort peu d'études se soient attachées a cet aspect, il a ét¢é montré non
seulement que les polydnavirus difféerent fortement d'une espece de Braconidé a l'autre
(Stoltz & Whitfield, 1992), mais aussi qu'il existe une certaine variabilité inter- voire
intra- populationnelle chez ces virus (Stoltz et al., 1981 ; Stoltz & Xu, 1990). Il était
donc intéressant de vérifier si une telle variabilité existait aussi chez C. plutellae car
I'existence d'un virus symbiotique permet en effet de disposer d'un marqueur tres
spécifique, original et susceptible de constituer un moyen de caractériser les populations
de Braconidés "microgastroides”.

L'intérét potentiel des PDV en tant que marqueurs génétiques provient des
grandes dimensions de leur génome viral. 1l est de ce fait susceptible de subir des
mutations en nombre important. Sous sa forme libre, il peut étre extrait et purifié
aisément. Plus encore, les genes impliqués dans le parasitisme, et soumis par la-méme a
une forte pression de sélection, ne constituent qu'une fraction du génome. Le reste de
I'ADN semble former un marqueur neutre qui affiche un polymorphisme plus important
(Drezen, comm. pers.).

Puisque ce génome viral est de taille importante, il a une probabilité plus élevée
de subir des mutations et on peut ainsi espérer détecter plus aisément certaines d’entre
elles pour analyser la variabilité virale. Notre méthode d’étude de cette variabilité s’est
portée sur la technique de la RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),
méthode simple d'emploi et susceptible de fournir de nombreuses informations

138



A Cuticule A microvillosités A Ovocyte
Résine Cellules épithéliales Fluide du calice chargé
(noyau en haut) en particules virales

Figure 5-2 : coupe transversale d’un calice ovarien de Cotesiaplutellae et localisation des polydnavirus (x 10 000)



Figure 5-3 : Polydnavirus de Cotesiaplutellae (MET, grossissement x 40 000).
Insert : autre image montrant la “queue” visible sur certains virions (x 30 000).



Figure 5-4a : Polydnavirus de Microplitis plutellae (gross, x 10 000)

Figure 5-4b : Détail des particules virales (x 20 000)
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génétiques sous la forme de fragments de restriction. La RFLP consiste a couper I’ADN
en multiples fragments a I’aide d’enzymes de restriction (ou endonucléases), protéines
qui clivent les chaines d’ADN quand elles reconnaissent une séquence particuliere de
bases (généralement 4, 6 ou 8 paires de bases), qui est ainsi un "site de coupure" pour
cette enzyme. Les fragments sont séparables en fonction de leur taille par une
électrophorése (sur gel d’agarose ici). Si une mutation se produit sur un site de coupure,
I’enzyme ne le reconnait plus et ne coupe pas a cet endroit, et on obtient un long
fragment d’ADN, migrant lentement, au lieu de deux petits migrant plus rapidement. On
peut ainsi repérer directement des mutations de I’ADN si elles se produisent au niveau
d’un site de coupure d’une enzyme de restriction.

La technique doit cependant étre utilisée ici dans des conditions particulieres, a
savoir une digestion directe de I'ADN viral extrait des ovaires. Il n’est en effet pas
possible de réaliser une PCR (Polymerase Chain Reaction) pour amplifier la quantité
d’ADN disponible a partir d’un génome dont on suppose les dimensions superieures a
150 000 paires de base, bien trop long pour que I’on puisse employer cette technique sur
I’intégralité de I’ADN. De plus on ne connait pas de paires d'amorces susceptibles
d'amplifier des fractions de ce génome chez C. plutellae.

En fonction des mutations détectées par les enzymes de restriction au cours de la
RFLP, on obtiendra des gels d’électrophorese porteurs d’un certain nombre de bandes,
fragments du génome viral dont le nombre et la position varient selon le nombre de
coupures qu’auront réalisées les enzymes de restriction et les mutations qui affectent ces
sites : ce sont des profils de restriction qu’il faut ensuite analyser. Il s’agit alors de
repérer toutes les bandes visibles, surtout celles qui different d’un échantillon a I’autre
et de coder ces informations sous une forme exploitable informatiquement. Ainsi, tout
comme pour les alleéles enzymatiques, mais avec un nombre de marqueurs plus éleve, il
devient possible de calculer des distances génétiques entre les populations.

Si la manipulatiEJn s’avere effectivement realisable jusqu’a ce stade, il pourrait
étre possible de valider ce marqueur par comparaison avec les calculs de différenciation
geénétique deja effectués par électrophorese isoenzymatique sur des populations de
C. plutellae du Bénin, de I'lle de la Réunion et de Taiwan, car I’ADN viral est extrait
d’individus appartenant aux mémes populations.

V.5.2 - Extraction de I'ADN viral et visualisation
Le protocole d’extraction de I’ADN a partir des ovaires disséqués est détaillé en

annexe 4. Les volumes de réactifs utilisés permettent de réaliser tout le processus dans
un volume de 1,5 ml, soit celui d’un microtube, avec un seul transfert.
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On ajoute a la resuspension finale d'/ADN 1 pl d'enzyme de restriction et 1 pl du
tampon 10X approprié et on laisse incuber une nuit & 37 °C. Puis les échantillons sont
chargés sur des gels a 0,7 % d'agarose. La migration dure 24 h sous une tension de 45 V
avec un tampon TAE [IX.

Différentes enzymes de restriction sont testées afin de sélectionner celles qui
reconnaitront suffisamment de sites de coupure. On sait en effet que le génome des
polydnavirus est constitué de cercles d’ADN pouvant avoir une taille supérieure a
20 000 pb, or des fragments d’ADN de telles dimensions migrent tres lentement. Il n’est
donc pas possible de déterminer leur longueur de facon suffisamment précise pour
estimer correctement le nombre total de bases du génome viral. C’est pourquoi il est
souhaitable de pouvoir disposer d’enzymes fragmentant les plus grands cercles viraux
pour obtenir des bandes de dimensions inférieures a 20 000 pb au moins. Dans ce cas
nous pouvons estimer correctement leur dimension par comparaison avec un marqueur
(X/Hind 11l dans notre cas) et en déduire celle du polydnavirus, complet. Cependant
seules des enzymes reconnaissant des séquences de six bases consécutives ont été
utilisees. Avec des endonucléases moins spécifiques, ne reconnaissant que des
sequences de quatre bases nous aurions obtenu beaucoup trop de fragments pour les
résoudre correctement sur un gel d’agarose et pouvoir les analyser.

La visualisation des fragments d’ADN viral ayant migré apres I’électrophoreése
est réalisée a I’aide d’une coloration par des colorants intercalants fluorescents. Le
Bromure d’Ethidium (ou BET) a été utilisé ainsi que le GelStar™, leurs caractéristiques
et les protocoles de coloration étant détaillés en annexe 4 également.

L ’autoradiographie a également été utilisée dans certains cas pour renforcer la
précision des résultats : elle est plus sensible et permet d’obtenir une image plus
contrastée, ce qui permet de mieux observer les petits fragments a migration rapide et
les bandes contenant trés peu d’ADN. Cependant elle présente des contraintes
d’utilisation plus lourdes que celles liées aux colorants a ADN, notamment a cause de
I’emploi de substances radioactives.

V/.5.3 - Résultats

Le protocole d’extraction utilisé permet d’obtenir un ADN viral de pureté
estimée a 80 %. Le bruit de fond lié a ’ADN génomique présent dans les ovaires est
faible et n’empéche pas la visualisation des bandes d’origine virale (fig. 5-5). Les
bandes les plus intenses restent visibles méme si on extrait I’ADN a partir d’un individu
entier (fig. 5-5).

Cependant la quantité d’ADN viral portée par une seule femelle est réduite :
nous I’estimons a quelques dizaines de nanogrammes, ce qui est similaire a ce qui est
observé chez Cotesia congregata (Beckage et al., 1994). Si les bandes d’ADN viral
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appartenant a un groupe d’individus (trois a cing dans les premiéres expériences) sont
visibles a I’aide d’une coloration au BET, ceci n’est plus possible pour un individu
isolé, d’autant plus que les pertes sont proportionnellement plus élevées. Ceci nous a
conduit a rechercher une méthode plus sensible de visualisation de I’ADN, en
I’occurrence la coloration par le GelStar™. Décrit par son fabricant comme le plus
puissant colorant actuellement sur le marché, il s’est avéré effectivement plus de dix
fois plus sensible que le BET et nous a ainsi permis d’étudier I’ADN viral extrait d’une
seule femelle de C. plutellae.

L espéce Microplitis plutellae semble posséder 10 a 20 fois moins d'ADN viral
que C. plutellae : nous n’avons pu obtenir de révélation nette aprés RFLP et coloration
par le GelStar méme a partir de I'ADN extrait de lots d’ovaires de 20 individus. Ceci
laisse supposer que la quantité totale d’ADN viral chez cette espece est de I’ordre du
nanogramme et nous n’avons pu poursuivre |’étude de ce second polydnavirus, pas
assez abondant pour étre visualisable sur nos gels.

Quatorze enzymes de restriction ont été testées sur I’ADN du polydnavirus de
C. plutellae (que I’on peut abréger en CpPDV), mais elles n’ont pas toutes la méme
efficacité (tableau 5-1V

Nos résultats montrent que la meilleure enzyme testée ici est Eco RI, suivie de
Eco RV et de Hind Ill. L’enzyme Dra I, qui clive ’ADN quand elle reconnait la
séquence AAATTT semble couper un si grand nombre de sites de restriction qu'il ne
reste plus aucune bande discernable : il est donc possible que le génome du CpPDV
contienne de nombreuses séquences répétées contenant la structure AAATTT. Le signe

dans le tableau ne signifie pas que les enzymes concernées ne reconnaissent aucun
site de coupure, mais en fait qu’elles génerent des gros fragments, laissant peut-étre des
cercles viraux entiers intacts (cas de I’enzyme Xho | par exemple, fig. 5-6) et on perd
alors une partie de I’information potentiellement exploitable a cause de la résolution
insuffisante des fragments d’ADN sur les gels.

Les analyses ultérieures par RFLP n’ont plus utilisé que Eco RI qui révéle a elle
seule de nombreux sites variables. L'analyse par plusieurs enzymes ne ferait que
complexifier I'étude sans forcément apporter beaucoup d'informations utilisables
supplémentaires.

La digestion par Eco RI fournit un profil de bandes virales tel que nous avons pu
estimer la taille du génome viral a environ 155 000 pb, la vérification avec un profil
Hind 11l donnant un résultat équivalent. C'est donc un PDV de taille moyenne, tout a fait
typique des PDV du genre Cotesia (Volkoff, 1999). Par contre le nombre exact de
cercles viraux n’est pas calculable, car les cercles peuvent se présenter sous forme
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Tableau 5-1 : Enzymes de restriction testées sur le polydnavirus de Cotesia plutellae

Enzyme de restriction

Aatll
Bam HI
Bgl Il
Dral
Eco RI
Eco RV
Hind 11
Hpal
Ngo M IV
Pstl
Sac |
Sali
Sma |
Xhol

* :reconnaissance de trop nombreux sites de coupure.

Site de coupure reconnu

AGG // CCT
G /I GATCC
A ll GATCT
TTT//AAA
G/l AATTC
GATI/IATC
AIIAGCTT
GTT /I AAC
G // CCGGC
CTGCA /I G
GAGCT/IC
G/ TCGAC
CCC /I GGG
C/I TCGAG
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Lignes : pour chaque enzyme : a gauche C. plutellae de la Réunion, a droite du Bénin

1) Enzyme Bgl Il sur individus entiers
2) Enzyme Xho I, sur ADN extrait d’ovaires
3) Enzyme Eco RI, sur ADN extrait d’ovaires

f 4) Enzyme Eco RV, sur ADN extrait d’ovaires
5) Enzyme Acc |, sur individus entiers
6) Enzyme Sma I, sur individus entiers
7) Enzyme Sal 1, sur individus entiers
8) Enzyme Sma | sur males du Bénin
Le marqueur de taille utilisé est A/Hind 11

Figure 5-5 : RFLP du polydnavirus de Cotesiaplutellae a I’aide de différentes enzymes

de restriction (ADN de dix femelles pour chaque ligne).
Les lignes 2, 3 et 4 sont reprises dans la figure 5-6 (autoradiographie)
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Eco RI Eco RV Xhol

B : Bénin
R : Réunion

Figure 5-6: Exemples de profils RFLP obtenus par trois enzymes de restriction sur
I’ADN viral provenant de Cotesiaplutellae des populations du Bénin et de la Réunion
(lot de 10 individus pour chaque ligne). Les fleches indiquent les différences constatées

entre les électrophorégrammes des deux populations



Réunion Bénin Réunion Bénin"

Figure 5-7 : Variabilité individuelle (fleches) et inter-populationnelle
(points jaunes) de CpPDV révélée par Eco Ri et Hind 11l pour les
populations du Bénin et de la Réunion (autoradiographie, ADN viral
d’une seule femelle par ligne)



d’ADN "relaché" ou "superenroulé”. Or un méme cercle viral migrera a des vitesses
bien distinctes selon qu’il se présente sous I’une ou I’autre forme (Beckage et al., 1994 ;
Shelby & Webb, 1999). On peut cependant indiquer que I’on distingue au moins 10
bandes lorsque I’on fait migrer de I’ADN non digéré.

L analyse d’individus isolés révele une trés importante variabilité individuelle :
la dizaine de différences identifiées ici a I’aide de Eco RI rendent pratiquement tous les
individus différents les uns des autres et d’autres enzymes telles Hind 11l renforcent
cette différence (fig. 5-7). Il semble méme y avoir plus de différences au sein d’une
population qu’entre les populations testées (fig. 5-7), car on peut observer sur les profils
que si de nombreuses variations individuelles sont présentes, surtout dans la population
du Bénin, la grande majorité des bandes est commune aux populations étudiées. Il est
cependant possible que certaines des bandes observées ici n’existent que dans certaines
populations et en soient caractéristiques, comme ceci a été observé chez
Cotesia melanoscela (Ratzeburg) (Hym. : Braconidae) (Stoltz et ai, 1986).

V.5.3 - Discussion

La variabilité du CpPDV semble trés élevée, rejoignant en fait les résultats de
Stoltz & Xu (1990) qui signalaient un polymorphisme des polydnavirus étudiés bien
visible sur tous les gels RFLP que ces auteurs ont réalisés sur des Braconidés.
Cependant notre étude n’a pu étre poursuivie jusqu’a I’analyse informatique souhaitée
car nous rencontrons encore des problémes de reproductibilité lors de I’extraction, liées
aux quantités minimes d’ADN viral mis en jeu. Il n’est donc pas possible de préciser
s’il existe une variabilité entre les populations supérieure a la variabilité au sein de
chaque population. Si cette derniére s’avérait plus élevée que la premiére, il ne serait
pas possible d’utiliser le polydnavirus comme un outil de caractérisation des
populations. D’un autrer cOté, I’absence de distinction entre les populations étudiées
pourrait confirmer les résultats des croisements effectués entre ces mémes populations
(chap. 1) : ces populations appartiennent toujours a la méme espece.

Toutefois des bandes caractéristiques comme celles de certaines populations de
C. melanoscela pourraient jouer le role de marqueur méme si la majeure partie du
génome du PDV reste commun a tous les individus de I’espece. Cette particularité, si
elle se confirme, rend cet outil supérieur a I’électrophorése isoenzymatique qui a certes
permis de différencier les trois populations de C. plutellae étudiées mais seulement de
facon globale, au niveau des fréquences alléliques, pas a celui d’un individu isolé dont
on ne peut indiquer la provenance si elle n’est pas donnée au préalable.
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Quelle est la source d’une telle variabilité ?

1) 1l semble que nous ayons encore des problemes de reproductibilité, auquel cas
certaines bandes sont des artefacts et il conviendra de s’assurer de leur élimination
compléte avant de pouvoir procéder a des analyses plus détaillées.

2) Ceci est aussi lie au cycle du virus lui-méme : ce symbiote intégré dans le
génome de son hote voit donc son ADN répliqué par les mémes mécanismes, qui sont
trés fiables et rendent la probabilité de mutation trés faible. 1l ne semble donc pas que ce
soit a ce niveau que des mutations puissent apparaitre en nombre, mais ce serait plutot
lors de la synthése de nouvelles particules virales dans les ovaires que le virus
accumulerait de nombreuses erreurs. Il reste donc a s’assurer que |’on ait bien affaire a
un marqueur neutre dans ce cas malgré sa transmission verticale par intégration
génomiqgue. Une solution plus sdre consisterait a analyser directement la séquence virale
intégrée, mais encore faudrait-il savoir ou elle se situe dans le génome de C. plutellae.

Peut-on considérer la pureté de I’ADN extrait comme suffisante ? Il semble que
oui : les bandes d’ADN observées sont typiques de ce que I’on connait chez d’autres
virus, il n’y a pas de fragments d’ADN génomique en quantité suffisante pour donner
un signal parasite suffisamment net. Il en est de méme avec l|’autoradiographie :
I’hybridation négative contre de I’ADN de male semble indiquer une bonne spécificite
de la sonde utilisée, basée sur I’ADN extrait des ovaires.

Les polydnavirus constituent un treés puissant agent immunosuppresseur chez la
chenille-hdte : Microplitis plutellae posséde 20 fois moins d’ADN viral dans ses ovaires
que C. plutellae et c’est pourtant un parasitoide qui est considéré comme efficace en
Amérique du Nord (Putnam, 1973). Les deux espéces affichent en fait des performances
et un comportement parasitaire similaire sur leur hote P. xylostella et il est intéressant
de les voir réussir cela avec des virus de structure differentes et en quantités variables. Il
conviendrait de comparer aussi le polydnavirus des especes a‘'Apanteles attaquant
P. xylostella au Brésil et a la Réunion, entre autres. 1l a été demontré chez une autre
espéce de Braconidé, Chelonus inanitus (L.) (Hym. : Braconidae : Cheloninae,
sous-famille également dans le complexe microgastroide de Whitfield), qu’une fraction
de la quantité totale de fluide du calice présent dans les ovaires, inférieure a 1 %o, peut
suffire a provoquer les déreglements physiologiques constatés chez la chenille-hote
(Soller & Lanzrein, 1996), en synergie avec le venin de la guépe cependant.

Il faut alors se poser la question de savoir quelles différences au sein du génome
des polydnavirus de ces espéces ont entrainé de telles variations quantitatives, et leur
signification évolutive puisque les espéces restent efficaces malgré les millions
d’années écoulées depuis la possible intégration virale chez leur ancétre commun. Mais
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il sera nécessaire de mieux connaitre I’organisation génétique de ces virus et de
déterminer les genes en jeu dans le phénoméne immunosuppresseur avant de pouvoir
apporter une réponse a ces interrogations.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES



Au cours de cette étude, nous nous sommes attachés a montrer l'importante
variabilité existant chez Cotesiaplutellae, parasitoide spécialisé de Plutella xylostella.
Important ennemi naturel de P. xylostella, appelé a jouer un rdle croissant suite aux
nombreux problemes de résistance aux insecticides qui apparaissent chez ce ravageur,
une meilleure connaissance de la biologie de C.plutellae est indispensable pour
optimiser l'utilisation de cette espéce.

Malgré sa vaste aire de répartition, due en grande partie aux introductions dont
ce parasitoide a fait I'objet dans le cadre de programmes de lutte biologique, C. plutellae
semble bel et bien une espece unique spécifique de P. xylostella, du moins en ce qui
concerne les populations testées au laboratoire. Les cing populations testées pour leur
polymorphisme enzymatique s'avérent trés éloignées genétiquement (ainsi que
géographiquement), excepté la paire Afriqgue du Sud - Hong-Kong et elles restent
pourtant interfecondes. Il est donc peu probable de trouver d'autres populations
susceptibles de présenter un isolement génétique tel qu'elles ne seraient plus
interfécondes, méme s'il est vrai qu'on observe des variations morphologiques,
écologiques ou "moleculaires” entre diverses populations. Ainsi I'étude de populations
européennes et sud-africaines s'avere un futur sujet d'étude important car P. xylostella
serait apparue dans I’'une ou l’autre de ces régions (selon les hypothéses) et c’est
probablement aussi le cas pour ses parasitoides, C. plutellae d'Afrique du Sud étant lui-
méme variable morphologiquement.

Dans le cadre de nouvelles séries de croisements a effectuer au laboratoire pour
ameliorer celles-ci, restées incompletes, il faudra pouvoir tester un plus grand nombre
d'individus pour pouvoir déceler des variations de performances biologiques entre les
populations, ce qui n'a pu étre pris en compte ici a cause d’une contamination par les
microsporidies.

Les études de terrain ont permis par contre d'observer une trés importante
variabilité "écologique"”, tellement importante méme qu'il devient difficile de déterminer
les facteurs qui I'occasionnent.

Au Breésil on assiste actuellement a une raréfaction importante de C. plutellae.
Signale comme parasitoide majoritaire dans la région de Brasilia il y a 20 ans, encore
commun il y a a peine plus de cing ans, il n'est pratiquement plus observé aujourd'hui.
De futurs échantillonnages permettront de confirmer son déclin voire sa possible
disparition, ou bien de vérifier s'il s'agit seulement d'une raréfaction temporaire. Les
causes n'en sont pas connues : peut-étre souffre-t-il d'une compétition accrue avec
Apantelespiceotrichosus, un autre braconidé & comportement similaire, ou encore avec
Diadegma leontiniae, le parasitoide majoritaire localement.

Sur IMle de la Réunion, C. plutellae n'est apparu que depuis cing années et est
pourtant devenue la deuxiéme espece par ordre d'abondance parmi les especes locales
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de parasitoides de P. xylostella, aprés une autre espéce de Diadegma locale, la aussi
majoritaire. Une autre espece d'Apanteles, A. insignicaudatus, ayant été détectée pour la
premiere fois sur P. xylostella & la Réunion, on peut & nouveau s’interroger sur le
devenir de C. plutellae sur I'tle. La situation pourrait étre différente du Brésil dans la
mesure ou I7le offre une plus grande diversité climatique que la zone de cerrados de
Brasilia, notamment suivant un gradient altitudinal et les différentes espéces de
parasitoides pouvant ainsi se constituer des niches écologiques suffisamment distinctes
pour qu'il n'y ait pas de compétition trop forte entre elles. Il semble ainsi exister des
gradients altitudinaux opposés entre C.plutellae, thermophile et plus abondant en
plaine, et Diadegma sp., plus psychrophile et abondant en altitude (dans la zone
maraichére en fait), ce qui pourrait expliquer sa prédominance méme si les populations
de C. plutellae ont eu une expansion rapide dans la région de Saint-Pierre au cours de
ces cing annees.

Les deux zones étudiées (Brésil et Réunion) offrent ung grande diversité de
faune auxiliaire s'attaquant a P. xylostella, puisque chacune d'entre elles posséde au
moins sept espéeces de parasitoides ainsi que de nombreux hyperparasites. L'origine de
ces especes reste inconnue : méme si on peut supposer des introductions involontaires
par l'importation de plants contaminés, il est surprenant d'envisager que cette voie ait
permis d'amener autant d'especes en quelques décennies a peine en ce qui concerne
Brasilia, ville récente.

Dans les deux régions ces nombreux parasitoides restent incapables de réguler
les populations de P. xylostella arrivant sur les jeunes cultures de choux, car ces
derniéres y croissent de facon exponentielle jusqu'a la destruction quasi-totale des
parcelles expérimentales. Le seul facteur limitant semble en fait étre la quantité et la
qualité de la nourriture disponible, les parasitoides n'arrivant pas a se developper
suffisamment rapidement durant cette phase exponentielle de croissance du ravageur
pour limiter ses dégats. La lutte biologique "pure" s'avére donc insuffisante dans les
deux cas pour contrbler P. xylostella, n'étant en fait efficace que dans de rares cas,
comme en Afrique du Sud ou les niveaux de populations du ravageur restent toujours
tres faible, ou lors d'introductions comme au Cap-Vert en 1984. La lutte chimique ne
s'avere pas forcément étre une solution a long terme non plus, de nombreux cas de
résistance étant signalés a la Réunion comme au Brésil. Pourtant a Brasilia il n'y pas de
cultures de choux en continu, la saison des pluies y étant peu propice, mais des
résistances aux insecticides a action neurotoxiques sont apparues ainsi qu'une résistance
au Bt.

I faut donc envisager la lutte intégrée comme une solution plus intéressante
pour gérer a la fois les problémes de résistance de P. xylostella et le manque d'efficacité
de ses ennemis naturels, d'ailleurs parfois lié a la présence de traitements insecticides.
On pourrait ainsi envisager des traitements insecticides selectifs (Bt, régulateurs de
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croissance) pour bloquer la croissance exponentielle du ravageur sur les jeunes choux,
laissant ainsi le temps aux parasitoides de se développer et de limiter les populations de
papillons restantes vers la fin des cultures, quand le taux de parasitisme dépasse 50 %.

A noter que le taux de parasitisme moyen au Brésil a été inférieur a 25 % durant
I'étude, contre pres de 50 % a la Réunion. Cette rareté a Brasilia pourrait étre liée a
I'isolement important des parcelles de choux de [I'étude par rapport aux cultures
commerciales de la région : P. xylostella, bon migrateur, a pu s'y implanter facilement
mais pas ses parasitoides a arrivée plus tardive. Ultérieurement, c'est le retour des pluies
qui a lessiveé les choux et leur entomofaune associée. A la Réunion les cultures de choux
sont présentes toute I'année, situées a des distances peu importantes les unes des autres,
ce qui doit faciliter pour les parasitoides le suivi de leur hote méme si leur action de
régulation a encore été insuffisante. Mais la destruction d'un individu de ravageur sur
deux est encore insuffisant, des taux de parasitisme supérieurs a 80 % voire 90 % etant
nécessaires.

Curieusement le taux de parasitisme s'est avéré assez constant d'une parcelle a
I'autre dans chacune des deux zones climatiques, méme si la répartition des especes était
significativement différente dans les parcelles, du fait de variations climatiques locales :
les facteurs en cause étant probablement I'exposition au vent a Brasilia et les différences
altitudinales importantes a la Réunion. Les parasitoides n'arrivent donc pas a exploiter
toute la ressource en chenilles-hotes a leur disposition et on peut se demander si l'ajout
d'especes supplémentaires a la faune auxiliaire locale déja constituée d'espéces plus ou
moins spécialisées sur les différents stades de développement de P. xylostella
permettrait un meilleur contréle.

Le polymorphisme enzymatique de C.plutellae ne semble jamais avoir été
étudiée jusqu'a present. Elle s'avere pourtant intéressante a mettre a évidence, méme si
ce n'est pas forcément facile chez ce petit Braconidé de 3 mm de long. On observe en
effet une importante différenciation génétique entre les populations étudiées (qui restent
interfécondes), sous forme de variations des fréquences alléliques car il n'existe par
contre pas dalleles caractéristiques d'une population ou d'une autre. Cette
différenciation est telle qu’elle permet de distinguer significativement chacune des cing
populations testées des quatre autres, excepté pour la paire Afrique du Sud - Kong-
Kong, laissant supposer qu’une introduction s’est produite dans I’un ou I’autre de ces
pays, sans que 1’on puisse préciser le sens du passage cependant.

L'électrophorése isoenzymatique sur acétate de cellulose est donc une technique
trés simple d'emploi, susceptible de permettre de créer un classement a grande échelle
des populations de C.plutellae existant dans le monde. La biochimie fournissant
cependant un stock de marqueurs assez réduit, il serait préférable de I'appuyer par des

o

techniques de biologie plus informatives. i
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De plus, si on peut éventuellement espérer corréler I'efficacité de certaines
populations de C.plutellae avec des marqueurs enzymatiques, ceux révelables ici ne
peuvent guére expliquer de telles variations.

Un autre marqueur moléculaire pourrait par contre s'avérer plus profitable dans
la recherche d'une quantification des performances de C. plutellae : il s'agit de I'étude de
son polydnavirus symbiotique. Ce virus trés specialisé, inféodé a C. plutellae jusqu'a
s'intégrer & son génome, ne peut plus se transmettre que de facon verticale par
I'intermédiaire des ovaires des femelles. S'il dépend ainsi totalement du parasitoide pour
sa transmission, il lui est aussi essentiel pour assurer la réussite du parasitisme et il doit
donc subir une pression de sélection face aux défenses immunitaires de la chenille-hote,
le poussant a optimiser sans cesse son efficacité pour maintenir ses capacités
immunosuppressives.

Son extraction s'est avérée aisée et on peut espérer disposer ici d'un marqueur
intéressant et peu complexe d'utilisation gréce a I'emploi direct de la RFLP sur I'ADN
viral. Comme cela avait déja été signalé chez une autre espece de Cotesia, on observe
un polymorphisme trés important de I'ADN viral au point qu'il ne semble pas y avoir
deux individus identiques sur les gels eétudiés. Ceci rend problématique Ila
caractérisation des populations, a moins de trouver des bandes marqueurs a ce niveau
d'identification. Globalement les profils de restriction sont similaires entre les individus
étudiés, confirmant encore I'appartenance a une seule et méme espéce de ces
populations de C. plutellae.

Malheureusement le manque de connaissances actuel sur le génome des
polydnavirus et leur mode d'action empéche de vérifier quel réle exact ils jouent dans
I'existence de différences de performances entre les populations du parasitoide porteur.
Pourtant, lorsque l'on observe qu'une espece voisine de C. plutellae,
Microplitis plutellae, possede environ vingt fois moins de polydnavirus (avec une
morphologie trés différente) que la premiére tout en étant aussi efficace contre
P. xylostella (en Amérique du Nord), on peut supposer que les variations génétiques des
polydnavirus jouent un rdle essentiel dans le succés parasitaire de ces braconides.

La poursuite des expériences est donc nécessaire afin de disposer d’un meilleur
échantillonnage de populations de C. plutellae, et de déterminer de facon plus précise
leur niveau d'efficacité si l'on veut améliorer le taux de réussite lors des projets
d'introductions qui continuent a étre envisagés dans le monde. Mais il faudra développer
aussi l'utilisation de la lutte intégrée au sein des pays tropicaux, les plus concernés par
les problemes dus a P. xylostella, si I'on veut réussir a contréler ce ravageur et ses
immenses capacités d'adaptation aux traitements engagés contre lui.
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1- STATISTIQUES

Comparaison des taux de parasitisme des différents stades larvaires a
I’aide d’un modele log-linéaire

Principe

Pour déterminer s'il existe une préférence des parasitoides pour un stade larvaire de
Plutella xylostella ou un autre, on compare les proportions d'individus parasités dans chaque
stade a partir des chiffres fournis par les échantillonnages.

Les relevés s'étalant dans le temps et concernant deux parcelles a chaque fois, une
simple comparaison « (chiz) des résultats totaux (groupant les valeurs de toutes les semaines
réunies) ne peut convenir et il est nécessaire de passer a un modele log-linéaire.

Pour démontrer I'inefficacité du test du x. dans ce cas, prenons I'exemple suivant :

- Nous disposons de deux échantillonnages totaux de taille égale en deux lieux, avec
des chenilles attaquées par un parasitoide qui occasionne donc un certain taux de parasitisme
sur chaque parcelle, indépendamment l'une de l'autre :

Lieu A) Le taux de parasitisme observé est de 25 % sur 100 chenilles collectées,
réparties a raison de 20, 20 et 60 individus pour les stades L2, L3 et L4 respectivement.
Le tableau de contingence de I'échantillonnage est donc :

Stade L2 L3 L4
Chenilles parasitées 5 5 15
Chenilles saines 15 15 45
Total 20 20 60

r

et le x. est nul puisque la proportion chenilles parasitées / chenilles saines ne varie pas
d'un stade a l'autre.

Lieu B) Le taux de parasitisme est ici de 75 % sur 100 autres chenilles collectées,
réparties a raison de 60, 20 et 20 pour les stades L2, L3 et L4 respectivement.
Le tableau de contingence de I'échantillonnage est donc :

Stade L2 L3 L4
Chenilles parasitées 45 15 15
Chenilles saines 15 5 )
Total 60 20 20
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Le X2 est encore égal a 0 car il n'y a pas la non plus d'augmentation d'un stade au

suivant.

Maintenant étudions la somme des comptages sur les deux parcelles pour étudier de
facon plus globale notre parasitoide.

Nous obtenons alors le tableau de contingence suivant :

L2 L3 L4
Chenilles parasitées 50 20 30
Chenilles saines 30 20 50
Total 80 40 80

On observe maintenant des variations dans le taux de parasitisme. Pour vérifier si elles
s'averent significatives, on recalcule le  de ce tableau, tout en sachant que dans le cadre d'une
évolution indépendante des parcelles nous aurions di observer les effectifs théoriques :

L2 L3 L4

Chenilles parasitées 40 20 40
Chenilles saines 40 20 40
Total 80 40 80

Pour chaque case, le x2 se calcule comme (écart entre l'effectif observé et effectif
théorique)2 divisé par l'effectif théorique et on additionne le résultat des six cases (3 stades
larvaires étudiés pour chacune des deux parcelles). Pour le tableau 3 on calcule donc :

X2 = (50-40)240 + (20-20)220 + (30-40)240 + (30-40)240 + (20-20)220 + (50-40)240
=25+0+25+25+0+25=10

En sachant que I'on a deux degrés de liberté et que la valeur limite de significativité a
5 % est alors de 5,99, on a ici un x: trés supérieur et une variation du taux de parasitisme qui
s'avere significative (p < 0.007) alors gu'il n'y avait aucune différence dans chaque parcelle
prise séparément.

Le mélange de relevés ol les taux de parasitisme sont variables et ou les effectifs de
chaque stade larvaire de I'hdte sont eux-mémes variables ménent donc a des conclusions

erronées.
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La solution est alors de passer a une méthode de calcul plus sophistiquée, capable de
prendre en compte ces variations d'échantillonnages et de taux de parasitisme et en l'occurrence
il s'agit du modele log-linéaire, plus complexe cependant a interpréter (McCullagh & Nelder,
1989).

Parmi les variables prises en compte par ce modele, c'est l'interaction état*stade qui
nous intéresse car c'est a partir des résultats des calculs sur cet effet que 1'on peut déterminer si
les parasitoides ont une préférence ou non pour certains stades.

Chaque taux de parasitisme est exprimé sous forme d'une cote, qui est le rapport entre
la proportion d'individus sains et la proportion d'individus parasités. Un taux de parasitisme de
75 % - donc 25 % d'individus sains - correspond ainsi a une cote de 1 contre 3 [25/75]. Plus
exactement, a partir d'une cote x on calcule le log(x) (le modéle n‘accepte donc aucune valeur
nulle) et dans la colonne {cote} on affiche la différence [log (xA) - log(xB] ou xBet xAsont les
cotes de deux stades larvaires successifs. Ici on prend la valeur du stade L4 étant égale a 0 et
les cotes des stades L2 et L3 sont définies par rapport a ce zéro.

Résultats

Pour les Diadegma spp. et Cotesiaplutellae, la cote est croissante avec le stade larvaire
(elle part d'une valeur négative en L2 vers 0 en L4), ce qui signifie que le taux de parasitisme
augmente d'un stade a l'autre. Dans le cas d'Apantelespiceotrichosus, elle est décroissante,
impligquant un taux de parasitisme décroissant d'un stade a l'autre, ce qui est un peu plus
problématique mais explicable (voir § 111.3.3.2).

Quelle est la correspondance de ces cotes avec le taux de parasitisme et comment
calculer ses variations réelles ?

Prenons I'exemple du tableau 3-13 concernant Diadegma sp. a la Réunion et admettons
que le taux de parasitisme sur le stade L4 soit de 50 % pour simplifier (trés proche du taux
réel). Il 'y a donc 50 % de chenilles parasitées et 50 % de chenilles saines, la cote est donc de
50/50 soit xi = 1L On calcule alors le taux de parasitisme pour les stades L2 et L3 a partir de L4
ou la cote est zéro. Pour L3, on calcule donc la cote x> = ew13 = 0,878 et le taux de parasitisme
est {tx par} = %/O + %) = 0,878/1,878 = 0,468 soit 46,8 %. Pour L2 la cote xs = e03 = 0,733
et {txpar} = %/O+ %) = 0,733/1,733 = 0,423 soit 42,3 %.

Pour le Brésil, on peut prendre I'exemple du tableau 3-4 et admettre un taux de
parasitisme de 25 % (proche aussi du taux reel). La cote xAest alors de 3 (75 % d'individus
sains contre 25 % de parasités). Pour L3, la cote xB= e042 = 0,657 et {tx par} = 0,657/(3 +
0,657) = 0,180 soit 18 %. Pour L2 la cote Xxc = e 108 = 0,340 et {tx par} = 0,340/(3 + 0,340) =

0,102 SOit 10,2 %.
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Concernant le stade L4 de Cotesiaplutellae, ou I'augmentation se révéle non significative, un
calcul de la précision des paramétres du modéle montre que I'augmentation en question ne peut
étre supérieure a 3 % (dans le cas le plus favorable, c'est-a-dire quand le taux de parasitisme est
de 50 % comme dans le premier des exemples précédents. Ceci correspond a une région de la
courbe représentant la fonction y = x/(I + x) ou la pente de cette courbe est la plus élevée
quand x varie de -00a +oo).

Or une augmentation de 3 % est insignifiante quand on se trouve comme ici dans des
conditions de terrain avec un effectif de parasitoides (ayant servi a effectuer les calculs) de
650 individus au total. Le résultat "augmentation non significative" ne permet donc pas de
choisir entre I'option {absence d'attaque du stade L4} et l'option {attaque du stade L4 mais
moindre que sur 12 et L3}. Par contre on sait que s'il y a attaque elle sera donc inférieure a 3 %
et C. plutellae a donc une préférence trés nette pour les stades L2 et L3.

Autres colonnes du tableau A
- {d.d.I} représente le nombre de degrés de liberté du x2 de comparaison du stade
concerné au stade L4. Pour 1d.d.l, le x2est significatif au seuil de 5 % quand il dépasse 3,54.

- {l'erreur-type} représente l'incertitude sur la mesure du logarithme de la cote
- la {probabilité} indique la significativité du résultat.
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2 - BIOCHIMIE

Ces informations sont tirées du protocole de Hebert & Beaton (1993), détaillant toute la

méthodologie nécessaire a l'utilisation de I'électrophorése sur acétate de cellulose avec le
matériel de Helena Labs (éditeur du protocole). D’autres fabricants ont développé leur propre
matériel d’électrophorése mais ce protocole a été congu uniquement pour celui-la.

2.1 - Tampons de gels et de migration

# CAAPM (Citric Acid - AminoPropylMorpholine) - pH = 7,0
Pour un litre de tampon 4X : 42 g d'acide citrique (anhydre)
50 ml de 4-(3-aminopropyl)morpholine

# TG (Tris-Glycine) ; pH = 8,5
Pour un litre de tampon 10X : 30 g de "Trizma" base
144 g de Glycine
Egalement disponible "prét a I'emploi* chez Sigma, par exemple.

2.2 - Tampons de révélation

Ils ne sont pas toujours nécessaires (tampon Tris.HCI), mais peuvent améliorer les

résultats pour certains systemes enzymatiques.

# Tris-Maléate 0,1 M, pH 5,3 (pour estérases)
12 g de "Tris"
1.2 g d'acide maléique
2,4 ml de lf\IaOH 1M

et compléter a 100 ml avec de I'eau

# Tris.HCl pH 7 : 44,4 g de "Tris" + 350 ml de HC1 1M, compléter & 4 lavec de l'eau.
# Tris.HCI pH 8 : 44,4 g de "Tris" + 248 ml de HC1 1M, compléter a 4 1avec de I'eau.
# Tris.HCl pH 9 : 98,6 g de "Tris" + 120 ml de HC1 1M, compléter & 4 lavec de l'eau.

2.3 - Agar

Il sert & former la couche solide servant de milieu de révélation.
On utilise de I’agar (de qualité bactérienne) a concentration 1,6 %, a conserver en

flacon bouché a 60 °C apres dissolution. Ajouter quelques ml de cet agar chaud aux solutions
de révélation juste avant de couler le mélange sur les plaques de gel.
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2.4 - Réactifs pour solutions de révélation

Seuls les réactifs correspondant aux 13 systemes enzymatiques ayant donné de bons
résultats sont précisés ici. Autrement une trentaine de systémes sont détaillés dans le protocole
de Hebert & Beaton (1993), disponible auprés de la société Helena Laboratories (Adresse pour
la France : Helena France S.A ; 6, rue Charles Gros ; Z.A.E ; 95320 Saint-Leu-la-Forét).

Les réactifs en solution sont préparés a partir des composés en poudre, généralement
conservés au congélateur a cause de leur fragilité. lls sont préparés dans des flacons compte-
gouttes, une grande précision des volumes n'étant pas nécessaire.

Ces solutions se stockent sans problemes au réfrigérateur pour des durées pouvant

atteindre plusieurs mois. Les substances susceptibles de subir une dégradation bactérienne sont
protégées par l'adjonction d'azoture de sodium ("sodium azide", NaNs) & hauteur de : %o de

solution de NaNs a concentration 250 mg/ml (marqué ici par un astérisque *). Les substances
photosensibles sont placées dans des flacons ambrés, emballés dans du papier d’aluminium.

Réactif Concentration (mg/ml)
- Acide cis-aconitique 10 (ajuster apH 8)
- ori/io-dianisidine.diHCI 4
- Fast Red BB ; Fast Red RR a saturation
- Fructose-6-phosphate * 20
- Glucose-1-phosphate * 100  (melange 50/50 de grade 111 et V1)
- D-glucose-6-phosphate * 20
- DL-a-phosphoglycérate (de sodium) * 40
- Acide DL-isocitrique * 100
- Chlorure de magnésium 20
- Chlorure de manganése 20
- D-mannose-6-phosphate * 20
-MTT 10 (peu soluble - agiter longtemps)
- NAD* et NADP * 2
- Phe-Leu ; Phe-Pro et autres di- ou tripeptides * 10 (ces deux-ci sont tres solubles)
- Acide 6-phosphogluconique (sel trisodique) * 20
- PMS 2 (photosensible)

2.5 - Autres réactifs

- Substrats pour les estérases : acétate ou propionate d'a ou p-naphtyle
Dissoudre 100 mg de I'un de ces 4 substrats dans un mélange eau/acétone (10 ml + 10
ml).

200



- "Substrat malique" :

Diluer 20 ml de Tris.HCI, pH 9 dans 180 ml eau, puis ajouter 3,7 g d'acide L-maligue.
Ajuster ensuite le pH de la solution a 8.

- Enzymes

- "L-amino-acid oxydase", vendue sous forme de venin desséché de Crotale : a préparer
en solution a 10 U/ml, soit environ 20 mg/ml (dépend de I'espece de serpent utilisée).

- Ghicose-6-phosphate deshvdroeénase (G6PDH) NAD-dépendante, de Leuconostoc
(préférable car les autres G6PDH utilisent le cofacteur NADP bien plus onéreux).
A utiliser & 300 unités/ml.

- Isocitrate Deshvdrogénase (TDH) : utiliser a une concentration équivalent a 50 U/ml
- PhosphoGlucolsomérase (PGP : utiliser a une concentration équivalent & 600 U/ml

- Peroxvdase : utiliser a une concentration équivalent a 1000 U/ml.

On peut aussi récupérer plus économigquement la peroxydase a partir d'extrait de radis
(cette enzyme leur donne d’ailleurs leur goQt piquant, a cause de la formation d’eau oxygénée
en petites quantités dans la bouche) : mélanger 100 mg de poudre de radis séchée ("Horseradish
Acetone Powder") avec 0,5 ml d'acétone et 5 ml de tampon phosphate pH 7,4. Broyer pour finir
d'extraire l'enzyme et filtrer ou laisser décanter. Cette méthode de récupération a été décrite
pour la révélation sur gels d'amidon mais fonctionne trés bien avec les gels d'acétate de
cellulose.

2.6 - Recettes de révélation

Dans tous les cas les colorants (Fast Red TR, PMS et MTT dans une moindre mesure),
photosensibles, et les enzymes, labiles, sont a ajouter extemporanément, suivi de I'agar chaud.
Les autres produits peuvent étre mélangés un peu a l'avance en conservant le prémélange au
réfrigérateur. f

Les "ingrédients" des recettes sont a ajouter dans I'ordre décrit ci-dessous :

Aconitase = Aconitate Hydratase

- 16 gouttes d'acide c/s-aconitique
- 1,5 ml de NADP

- 6 gouttes de MgCl

- 5 gouttes de MTT

- 5 gouttes de PMS

- IOpld'IDH

- 2ml d'agar
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(Carboxyl) Estérase(s)

- 2 ml de Tris-maléate 0,1 M, pH 5,3

- 200 [il de solution de substrat (acétate d'a-naphtyle,...)
- 10 gouttes de Fast Red TR a saturation

- 2 ml d'agar

- Remarque : le colorant importe peu en fait : le systéme accepte le Fast Blue RR ou
BB, le Fast Garnet GBC (utilisé dans l'ancienne version du protocole) et probablement d’autres.
Les couleurs obtenues changent. Ces enzymes sont tres réactives malgré les faibles dimensions
de C. plutellae.

Phosphoglucoisomerase = Glucose-6-phosphate Isomérase

- 1ml de Tris.HCI pH 8

- 15ml deNAD

- 5 gouttes de Fructose-6-phosphate *
- 5 gouttes de MTT

- 5 gouttes de PMS

- 10 ni de G6PDH

- 2 ml d'agar

Glycerol-3-phosphate Deshydrogénase

- 0,6ml de Tris.HCI pH 8

- 15ml deNAD

- 22 gouttes de DL-a-phosphoglycérate
- 5 gouttes de MTT

- 5 gouttes de PMS

-2 ml d'agar

Isocitrate Deshydrogénase

-1 ml de Tris.HCIl pH 7
- 1,5 ml deNADP

- 15 gouttes d'acide DL-isocitrique
- 8 gouttes de MgCl:

- 5 gouttes de MTT
- 5 gouttes de PMS
- 2 ml d'agar

Malate Deshydrogénase

- 1ml de Tris.HCIl pH 8
-1,5 ml deNAD
-13 gouttes de "substrat malique™
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- 5 gouttes de MTT
- 5 gouttes de PMS
-2 ml d'agar

"Enzyme malique" (NADP”dépendante)

- 0,6 ml de Tris.HCI pH 8

- 1,5 ml de NADP

-12 gouttes de "substrat malique”
- 2 gouttes de MgCl:

- 5 gouttes de MTT

- 5 gouttes de PMS

- 2 ml d'agar

Mannose-6-phosphate Isomérase

- 1ml de Tris.HCI pH 8

-1,5 ml deNAD

- 5 gouttes de DL-mannose-6-phosphate
- 5 gouttes de MTT

- 5 gouttes de PMS

- 5 pl de PGI

- 20 pl de G6PDH

-2 ml d'agar

Peptidases

- 2 ml de solution NazHPC-4 0,02 M, pH 7,4

- 4 gouttes de peroxydase (ou extrait de poudre de radis)
- 8 gouttes d'orf/io-dianisidine.diHCI
- 2 gouttes de MnCl:
- 8 gouttes du (di)peptide désiré : - Phe-Pro
- Phe-Ala
- Leu-Gly-Gly
- 4 gouttes de "L-amino-acid oxydase"

Phosphoglucomutase

-1 ml Tris.HCI pH 8

-1,5 mINAD

- 5 gouttes de MgCl.

- 5 gouttes de glucose-1-phosphate
- 5 gouttes de MTT

- 5 gouttes de PMS

- 20 pl de G6PDH

- 2 ml d'agar
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6-Phosphogluconate Deshydrogénase

- 0,6 ml Tris.HCI pH 8

-1,5 ml NADP

- 6 gouttes d'acide 6-phosphogluconique
- 6 gouttes de MgCl.

- 5 gouttes de MTT

- 5 gouttes de PMS

- 2 ml d'agar

2.7 - Analyses génétiques

Elles sont opérées d’abord avec I’aide du logiciel F-Stat. Les matrices des
caractéristiques alléliques présentées dans les tableaux ci-aprés sont ~codées sous une forme
compréhensible par le logiciel F-Stat (disponible sur demande & I’adresse
jerome.goudet@izea.unil.ch). Celui-ci peut alors calculer la distance génétique entre les
populations, par différentes séries de calculs dans les populations et entre populations, par
locus et pour tous les loci. La distance génétique est exprimée ici a I’aide d’un indice, le Fst,
compris entre 0 et 1 La valeur nulle correspond a des populations "jumelles"”, identiques, les
valeurs de Fst de plus en plus proches de 1 correspondant a des populations de plus en plus
distinctes génétiqguement. A partir de ces valeurs de Fst le logiciel effectue des séries de
permutations qui permettent de vérifier si les populations sont significativement différentes.

On peut calculer un Fst global, sur les cing populations testées ici, pour avoir une idée
globale de la différenciation des populations, mais il est nécessaire de calculer les Fst de toutes
les combinaisons possibles de paires de populations si I’on veut connaitre leurs relations
exactes. Cela correspond ici au calcul de 4 + 3 + 2 + 1 combinaisons pour cing populations.

Cette série de valeurs peut étre présentée dans une matrice (tableau 4-3 ici) mais ceci
ne permet pas d’analyser aisément la différenciation entre les populations. On passe alors a une
représentation graphique, sous forme d’un arbre cladistique (ramifications a deux branches
uniquement) ou étoilé (ramifications plus complexes possibles, c’est celui de la figure 4-4).
Cette représentation étoilée est calculée par un autre logiciel, DARwin 3.5 ici, selon la
technique du Neighbor-Joining : un arbre en étoile est d’abord créé (a cing branches dans notre
cas, une branche par population) puis le logiciel cherche a regrouper celles qui lui semblent les
plus proches, puis essaie de créer d’autres groupes (pouvant comprendre le premier groupe
créé) et ainsi de suite. Dans notre cas d’étude trois branches restent : population du Bénin trés
distincte, population réunionnaise aussi a part et une branche comprenant les trois autres
populations de Taiwan, Afriqgue du Sud et Hong-Kong qui peuvent étre plus facilement
rapprochées par leurs fréquences alléliques.

Référence : E. Bousquet, " Représentation arborée d’une dissimilarité a partir d’un indice arboré"

- DEA de Biostatiques, Université de Montpellier 11, 1994.
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Caractéristiques alléliques des individus de Cotesiaplutellae utilisés lors des calculs de
différenciation génétique pour les cing populations étudiées

Cotesia Réunion

Sexe PGDH ME MPI PEP Phe
Série 1 f SS SS
m F S S S
m F S S S
m F S F M
Série 2 m F F S
m F F S S
m F F F S
m F S F
Série 3 f FF SS FS
f FF SS FS
m F S S F
m F S S S
Série 4 m S F S S
m F S S S
m S F S S
m F F F S
Série 5 f FF SS SS
m F S S S
m F F F S
m F S S M
Série 6 f SS SS FF
f SS SS SS
m S S F F
m S S S S
Série 7 m F S S S
m F S S S
m F S S S
m F S S
Série 8 m F S S M
m f F S S S
m F S S M
m F S S M
Série 9 m S S S
m S S S S
m S F S F
m S S S
Série 10 m F S S F
m F S S F
m F S S F
m F S S S
Additions m F F S M
m F F S S
m F S S F
m F S S F
- m F S S F
m F S S M
Nombre d'individus 44 45 46 38
Nombre de bandes 49 51 52 38
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Cotesia Bénin

PGDH ME MPI PEP Phe-Ala

Sexe

Série 1

m

nnnnoni

wouwonanl

E EEE E +

Série 2

Série 3

Série 4

Série 5

Série 6

Série 7

Série 8

n n nnnoun

nunnnnon

€ E EEE

Série 9

Série 10

n

0

Additions

m

n nonuwomw

nununnonon

L v uwowmLwuw

E EEE E E

40

39
40

Nombre d'individus

49 43

40

Nombre de bandes
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Cotesia TaTWan

PGDH ME MPI PEP Phe-Ala

Sexe

Série 1

SS SS

FS

FF

Série 2

SS
SS

SS

FS

FF
FF

FS

Série 3

&S

SS
SS
SS
ES

FF

FF
FF

SS
SS
SS

Série 4

FF
FF

Série 5

FS FS

SS

Série 6

Série 7

Série 8

Série 9

Série 10

w

n

Additions

56 53
57

56

51

Nombre d'individus

63 63

59

Nombre de bandes
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Cotesia Hong-Kong

Sexe PGDH ME MPI PEP Phe-Ala
Série 1 m F F S S
m F S S S
m F S S
m F S S
m F S S
m F S S
m F S S
m F S S
Série 2 m F S S
m S S S
m F S S
m F S S
m F S S
m F S S
m F S S
m S S
Série 3 f FF SS SS
f FS SS SS
m S S S
f FS SS SS
f FF SS S
m F S S
m F S M
m F S M
Série 4 FF SS SS
FF SS SM
FF SS SS
FF SS SS
FF SS FS SS
FF SS SS SS
Nombre d'individus 30 30 30 30
Nombre de bandes 40 40 40 40
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Cotesia Afrique du Sud

PGDH ME MPI PEP Phe-Ala

Sexe

Série 1

Série 2

nununnunnnmnnnon

nuvwunumunnmonnononon

[ e e A T T

E EEEEEEEEEE

Série 3

Série 4

n

nunnnunnon

nunnnnonon

Série 5

| W Sy N Wy N WA N TN

E EEEEE

Série 6

(%2}

(%2]

Série 7

Série 8

40

40

40

40

40

40

40

40

Nombre d'individus

Nombre de bandes
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3 - MICROSCOPIE ELECTRONIQUE

Protocole de fixation des ovaires

Les réactifs utilisés proviennent de la société TAAB (TAAB Laboratories Equipment
Ltd. - Unit 3 Minerva House, Calleva Ind. Park, Aldermaston ; Reading Berks RG7 4 QW).

3.1 : Fixation et inclusion des échantillons
Produits utilisés Durée du traitement

- Paraformaldéhyde 4 % + Glutaraldéhyde 2 %

4 heures
dans tampon cacodylate 0,1 M a pH 7,1
- Tampon cacodylate 0,1 MapH 7,1 3 x 20 minutes
- Tétroxyde d'osmium & 1% 1 heure
- Eau pure (18 Mii/cm) 3 x 20 minutes
- Ethanol a 10 % 1 heure
- Ethanol a 30 % 1 heure
- Ethanol a 50 % 1 heure
- Ethanol a 70 % 1 heure
- Ethanol & 90 % 2 X 1heure
- Ethanol absolu 2 X 1heure
- Résine Epon 812 / éthanol absolu : 1/1 2h 30
- Résine / éthanol : 3/1 1 nuit
- Résine pure 1 h 30 puis 3 h dont 30 min

au dessiccateur

Puis dépdt dans les moules, et durcissement par passage a I'étuve : 1 nuit a 56 °C.
t

Remarques :

Le traitement, long, peut étre stoppé aprés le bain dans I'éthanol a 70 %, les
échantillons pouvant alors étre stockés plusieurs jours en cas de besoin. Autrement, les séries
d'étapes antérieure et postérieure a cette phase doivent étre menées sans interruption.

Les durées peuvent étre ajustées en fonction de la taille des échantillons :

- Les ovaires de Braconidés sont petits, mous et sont facilement imprégnés par les
produits. On peut réduire les temps de préparation.

- Par contre les abdomens de nymphes, a cuticule peu perméable, nécessitent une
préfixation, puis doivent étre redécoupés en fragments plus petits pour que les réactifs puissent
pénétrer dans I'hémocele ; les durées des différentes étapes peuvent étre doublées par

211



précaution. Initialement un mélange contenant seulement 0,05 % de glutaraldéhyde a été
employé pour limiter la contraction des tissus mous, et a donné de bons résultats. Mais par la
suite le mélange a 2 %, plus classique et mieux maitrisé, a été employé. L’inclusion de
polydnavirus pour observations au MET semble rarement réalisée et il n'y a pas de consensus
sur une technique donnée parmi les protocoles décrit dans les articles.

Quoique la concentration notée ici ait donné de bons résultats, I’utilisation de solutions
de tétroxyde d’osmium a 1,5 voire 2 % pourrait améliorer la qualité des fixations et de I’image
finale résultante, principalement pour la visualisation des mitochondries, méme si elles ne sont
pas I’objet de I’observation (Gargani, comm. pers.).

3.2 : Préparation des coupes

Découpe au microtome a couteau de verre pour les coupes semi-fines (épaisseur ~
500 nm), utilisées pour le repérage des zones les plus intéressantes. Pour la photographie, on
passe aux coupes fines (épaisseur -100 nm), par coupe a I’aide de lames de diamant.

Puis dépdt de ces coupes sur des grilles.

Double coloration : Citrate de plomb (10-40 mg/ml ; 3 min) puis acétate d'uranyle 5 %
(45 min).

Observations au MET, grossissements x 5 000 a x 40 000.
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4 - EXTRACTION DE L'ADN VIRAL

4.1- Dissection des ovaires

On place une femelle dans une goutte de sérum physiologique (NaCl 0,7 %), puis on
tire sur l'aiguillon a l'aide de pinces tres fines (Moria droites ultrafines n° 5). L'appareil génital
vient généralement d’un bloc. On enleve ensuite les glandes accessoires et autres pieces
génitales pour ne conserver que les ovaires mémes.

Ces ovaires sont déposés au fond d'un microtube Eppendorf de 1,5 ml, dans le plus
petit volume possible de sérum (quelques fil), afin de ne pas dégrader les tissus lors du stockage
au congélateur (- 24 °C suffisent car on s’intéresse seulement a I’ADN).

4.2 - Extraction

Dans le cas d'échantillons congelés la chaine du froid ne doit pas étre rompue jusqu'a
l'adjonction du liquide d'extraction, lui-méme gardé au frais. Le transfert des échantillons a
partir du lieu de stockage est donc réalisé sur glace pilée, les pistons de broyage étant conservés
au congélateur jusqu'a utilisation. Le dégel prématuré libére des DNAses qui peuvent dégrader
I’ADN viral avant qu’on ait le temps de les neutraliser lors du processus d’extraction de cet
ADN.

Produits nécessaires

Ils sont tous stériles et autoclavés sauf les alcools, et la protéinase K conservée

congelée :

- Tampon d'extraction : Tris 10 mM / EDTA sel disodique 2 mM, pH 9

- Solution de SDS a2 %

- Solution de protéinase K a 20 mg/ml

- Acétate de potassium 5M

- Isopropanol pur

- Ethanol 70 %

- Eau ultra-pure stérile

Protocole d'extraction

1) Préparer un bain-marie a 65 °C ety faire chauffer le SDS.

2) Ajouter aux microtubes a échantillons 100 fil de tampon d'extraction et broyer
soigneusement (un petit systeme électrique est utile étant donné les dimensions des ovaires).

3) Rincer le piston avec 100 jj.1supplémentaires de tampon.

4) Ajouter 200 (il de SDS et laisser une heure a 65 °C.

5) Ajouter 5 jj1 de protéinase K et laisser 30 min a 55 °C (on accélére la baisse de
température en ajoutant un peu de glace pilée dans le bain-marie).
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6) Enlever du bain et laisser 5 min a température ambiante.

7) Ajouter 160 pld'acétate de potassium et laisser 30 min sur glace pilée.

8) Centrifuger 20 min a 15 000 rpm.

9) Transférer le surnageant dans un nouveau tube. Y ajouter un volume égal
d'isopropanol et laisser précipiter 20 min.

10) Centrifuger 10 min a 15 000 rpm.

11) Eliminer le surnageant. Laver le culot avec 1 ml d'éthanol.

12) Centrifuger 5 min a 15 000 rpm.

13) Enlever le maximum d'éthanol.

14) Centrifuger 5 min a 15 000 rpm.

15) Eliminer le restant d'éthanol et faire sécher 10 min sous une lampe (a
incandescence).

16) Resuspendre le culot d'ADN dans 10 ni d'eau stérile et laisser reposer 10 min avant

utilisation ou congélation.

4.3 - Coloration au Bromure d’éthidium (BET)

Le BET se présente sous forme de cristaux roses, que I’on dissout pour former une
solution stock a 10 mg/ml. Cette solution est ensuite diluée dans I’eau pour former le bain de
coloration a une concentration de I(ig/ml.

Les gels sont colorés en les plongeant 15 minutes dans ce bain de coloration. Cette
étape est suivie d’une phase de décoloration ou I’on trempe le gel 15 minutes encore dans un
bain de rincage (eau uniquement).

Le gel est ensuite déposé sur un transilluminateur pour la visualisation et la
photographie.

Quoique non utilisé ici, il est aussi possible d’ajouter du BET directement dans la
solution d’agarose (& une concentration similaire, 1(xg/ml de solution) au moment de couler les
gels d’électrophorese, ce qui offre I’intérét de pouvoir stopper temporairement |’électrophorese
pour suivre I’avancement exact des fragments d’ADN dans le gel.

4.4 - Coloration au GelStar
4.4.1 - Caractéristiques du produit

Le GelStar™ est vendu sous forme 10 000 X (conserver a - 20 °C) par TEBU (BP 15 ;
78610 Le-Perray-en-Yvelines) (voir aussi le site du fabricant : www.bioproducts.com) - On le
dilue donc a la proportion 10 ni pour 100 ml de bain de coloration, soit une concentration 10
fois inférieure a celle appliquée au BET. Le colorant en solution ainsi diluée se dégrade en
quelques heures a température ambiante (et quelques jours au mieux au réfrigérateur) : il faut
préparer le bain juste avant de colorer, et grouper les gels. Il est méme préférable de refaire un
nouveau bain a chaque fois pour assurer une coloration optimale. C’est un colorant possédant
des caractéristiques similaires au SYBR Green, émettant ainsi une fluorescence verte et non pas
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rose comme le BET. Il est donc préférable de I'utiliser avec des tubes spéciaux, de couleur
bleu-vert, assurant une meilleure absorption de la lumiére excitatrice que celle des tubes UV
conventionnels.

4.4.2 - Coloration

Le gel est trempé tel quel dans le bain, aprés I’électrophorése. Le colorant diffuse
lentement dans les gels épais : il est préférable de fabriquer des gels d'agarose d'épaisseur égale
a 6 mm, voire 4 mm seulement. Dans ce cas la coloration est effective en 30 min. La
précoloration du gel avant électrophorese est possible.

La décoloration n’est pas nécessaire, contrairement au BET : il suffit de laver la surface
du gel en le trempant brievement dans une cuve de lavage puis de le déposer sur le
transilluminateur. La fluorescence verte nécessite quelques adaptations : les caméras
numériques ont une compensation automatique et s’adaptent directement a cette longueur
d'onde mais les Polaroids nécessitent un filtre vert adapté. Les poussiéres de talc se voient
facilement : il faut utiliser des gants non poudrés et bien nettoyer la surface du gel.

4.4.3 - Sécurité

Ce colorant est considéré comme moins toxique que le BET, entre autres parce qu’il est
plus fragile. Mais il reste un agent intercalant, et donc un mutagéene probable. Il est préférable
le manipuler et de le détruire dans les mémes conditions de sécurité que le BET. Comme il est
utilisé a faible concentration, il est possible de l'adsorber sur charbon actif pour réduire le
volume de déchets a traiter.
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STUDY OF THE BIOLOGICAL, BIOCHEMICAL AND GENETIC
VARIABILITY OF POPULATIONS FROM DIFFERENT GEOGRAPHIC
ORIGINS OF COTESIA PLUTELLAE (KURDJUMOV)
(HYMENOPTERA : BRACONIDAE), PARASITOID OF THE
DIAMONDBACK MOTH PLUTELLA XYLOSTELLA (L.) (LEPIDOPTERA :
YPONOMEUTIDAE).

SUMMARY :

To optimize the wuse of Cotesia plutellae = against its host
Plutella xylostella, we analysed the variability of some populations of the
parasitoid.

The biology of P. xylostella and control methods against this pest are
described. Then the biology of C. plutellae is described. Interfecondity of
geographically distant populations of this species (Benin, Reunion, Taiwan,
South Africa and Hong-Kong) was evaluated.

Two populations of P. xylostella and their retinue of parasitoids in two
distincts tropical areas (Brazil and Reunion Island) were surveyed. The
importance of C. plutellae within these retinues and their efficiency in the
control of the pest were evaluated.

The enzymatic polymorphism in C. plutellae was measured.
Isoenzymatic electrophoresis provides a ‘tool for characterizing C. plutellae
populations and their genetic relatedness.

Evidence for diversity of the symbiotic C. plutellae polydnavirus was
showed. The peculiar structure of the viral particle is described, the important
polymorphism of the viral genome is underlined and its potential use as a tool in
population studies of the wasp is proposed.



RESUME

Dans l'optique d’une optimisation de [l'utilisation de Cotesia plutellae
contre son hote Plutella xylostella, nous nous sommes attachés a analyser la
variabilité de populations du parasitoide.

Dans une premiére partie, la biologie de P. xylostella est rappelée ainsi
que les moyens de lutte contre ce ravageur. Est décrite ensuite la biologie de
C. plutellae ainsi que I'étude de [linterfécondité de cing populations
géographiquement éloignées de cette espéce (originaires du Bénin, ile de la
Réunion, Taiwan, Afrique du Sud et Hong-Kong).

La seconde partie présente une étude de deux populations de
P. xylostella et de leurs cortéges de parasitoides dans deux zones tropicales
distinctes (Brésil et ile de la Réunion), ainsi que I'importance de C. plutellae au
sein de ces cortéges et leur efficacité dans le contréle du ravageur.

La troisieme partie porte sur la mise en évidence de la variabilité
biochimique chez C. plutellae et souligne [I'utilité de [I'électrophorése
isoenzymatique comme outil de caractérisation des populations de cette
espece ainsi que leurs relations génétiques.

Dans une quatriéme partie est décrite la caractérisation du polydnavirus
symbiote de C. plutellae, essentiel au succés reproducteur du parasitoide. La
structure particuliere des particules virales est décrite, I'important
polymorphisme du génome viral est mis en évidence et son utilisation
potentielle comme outil d’étude des populations de la guépe est proposée.
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