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RESUME

La mouche du chou, Delia radicum L., est un ravageur important des plantes cultivées de la
famille des Brassicaceae. L'alimentation des larves sur les racines cause des dommages et des
pertes pour les producteurs agricoles. Des efforts de recherche sont requis afin de trouver des
altemnatives a ['utilisation des insecticides de synthése actuellement utilisés pour lutter contre cet
insecte. A cette fin, les propriétés entomopathogénes de certains agents microbiens peuvent
s'avérer utiles. Plus particuliérement, les mycétes appartenant a l'ordre des Hypocréales offrent
un potentiel intéressant comme agent de lutte biologique contre les insectes.

L'objectif général de cette étude était de vérifier la pathogénicité de certains isolats de mycétes
appartenant aux espéces Tolypocladium cylindrosporum, Metarhizium anisopliae et Beauveria
bassiana de l'ordre des Hypocréales chez les larves et les adultes de D. radicum. Plus
spécifiqguement, la présence de variations intra et interspécifiques relativement a la
pathogénicité des isolats a été vérifiée. La premiére étape de la démarche consistait a établir
une colonie stable de D. radicum en conditions de laboratoire afin de permettre
l'approvisionnement en insectes. Différents isolats ont ensuite été mis en production pour
éventuellement étre testés sur des larves de troisiéme stade ainsi que sur les adultes de la
mouche du chou. Les résultats obtenus démontrent que tous les isolats appartenant aux
especes M. anisopliae et T. cylindrosporum sont en mesure d'induire une mortalité notable chez
les larves de troisiéme stade et, subséquemment, une réduction de I'émergence des aduites.
Alors que la pathogénicité de M. anisopliae et T. cylindrosporum semble équivalente, celle des
isolats de B. bassiana s'avére limitée. D’autre part, sur la base des résultats obtenus avec les
différents isolats, aucune différence intra spécifique n’est observée relativement a la
pathogénicité des mycétes chez le troisiéme stade larvaire. Finalement, les résuitats obtenus
démontrent, pour la premiére fois, la vulnérabilité des adultes de D. radicum a lisolat INRS 709
(F52) de M. anisopliae. Dans son ensemble, l'étude a donc pemmis d'approfondir les
connaissances relatives a la susceptibilité de la mouche du chou aux mycétes Hypocréales,
notamment face au mycéte T. cylindrosporum. Les implications de cette étude concernant le
développement d'un agent de lutte biologique sont discutées.

Mots clés : mouche du chou, Delia radicum, Tolypocladium cylindrosporum, Metarhizium
anisopliae, Beauveria bassiana, Hypocréales, lutte biologique, lutte microbienne.



ABSTRACT

Cabbage maggot, Delia radicum L., is a major pest of cultivated plants of the Brassicaceae fam-
ily. Larval feeding on roots is causing damages and losses for producers. Studies are needed in
order to find alternative solutions to chemical insecticides actually used to control this pest.
Therefore, the entomopathogenic proprieties of some microbes may be useful. In particular,
fungi belonging to the order Hypocreales offer a good potential as biological control agents of
insects.

The mains purpose of this study was to test the pathogenicity towards D. radicum adults and
larvae of some fungal isolates belonging to the species Tolypocladium cylindrosporum,
Metarhizium anisopliae and Beauveria bassiana and the order Hypocreales. The presence of
intra and inter specific variations in regards of the pathogenicity of the isolates was investigated.
Thus, the first step of the process was to establish a stable colony of D. radicum under labora-
tory conditions to allow the supply of insects. Afterward, different isolates of fungi were produced
and tested on third instars larvae and adults of the cabbage maggot. Results shows that all M.
anisopliae and T. cylindrosporum isolates proved to cause a noteworthy mortality toward third
instars larvae and consequently reduce adult emergence. While the pathogenicity of M. ani-
sopliae and T. cylindrosporum seems to be similar, the B. bassiana isolates are less pathogenic.
Based on the results obtained with the selected isolates, no intra specific differences appear to
be present in regard of the pathogenicity of the isolates toward third instars larvae. Also, results
reveal for the first time the vulnerability of adults specimens of D. radicum to M. anisopliae iso-
late INRS 709 (F52). Globally, this study deepened the knowledge about cabbage maggot sus-
ceptibility toward hypocralean entomopathogenic fungi, chiefly T. cylindrosporum. The implica-

tions of this study regarding the development of a biological control agent are discussed.

Key words : cabbage maggot, Delia radicum, Tolypocladium cylindrosporum, Metarhizium ani-
sopliae, Beauveria bassiana, Hypocreales, microbial control, biological control.
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CHAPITRE 1:
INTRODUCTION

La révolution verte de la seconde moitié du 20° siécle a permis I'essor de la production agricole
mondiale grace a ['utilisation des engrais chimiques, des techniques d'irrigation, des cultivars a
haut rendement et des pesticides de synthése (Matson et al., 1997). Cependant, ['utilisation de
ces pesticides comporte un risque élevé pour I'environnement et la santé humaine (Culliney et
al., 1993, Edwards, 1993). En particulier, f'emploi d'insecticides pour lutter contre les insectes
génére des problémes additionnels comme le développement de résistance et la résurgence de
ravageurs autrefois considérés comme étant d'importance secondaire (Lacey et al., 2001). De
plus, la demande de denrées agricoles produites dans le respect de l'environnement et
exemptes de résidus de pesticides est de plus en plus importante (Bailey et al., 2010). I est
ainsi impératif de développer de nouvelles méthodes de lutte face aux insectes ravageurs des
cultures.

Une avenue séduisante consiste en [lexploitation de la pathogénicité de certains agents
microbiens comme les virus, les bactéries, les protozoaires, les nématodes et les mycetes
envers les insectes. Pour plusieurs de ces agents, leur utilisation comporte de nombreux
avantages, notamment la compatibilité avec les équipements de pulvérisations conventionnels
et linnocuité envers l'humain et la faune non ciblée. Cependant, ils présentent des
inconvénients comme une faible persistance, une rapidité d'action moindre et des codts de
production élevés. Des recherches doivent donc étre poursuivies afin, entre autres, de trouver
des agents exprimant une grande virulence, d'améliorer leur intégration dans des programmes
de lutte intégrée, d'accroitre leur compétence environnementale et leurs modes de production,
de méme que leur acceptation par le public et les producteurs utilisateurs (Lacey et al., 2001).

Les mycétes sont d'importants agents de régulation des populations d'insectes (Goettel et al.,
2010) et ont généré le développement de plusieurs bioinsecticides permettant de contrdler des
insectes ravageurs dans les milieux agricoles, forestiers et urbains (Faria et al., 2007). Les
champignons entomopathogénes possédent d'ailleurs un potentiel intéressant pour lutter contre
la mouche du chou, Delia radicum L., un insecte ravageur important des cultures de la famille
des Brassicaceae (Eilenberg et al., 2003). La présente étude vise donc a enrichir les
connaissances en regard de la pathogénicité de ces mycétes envers la mouche du chou, avec
I'objectif d'établir les prémices menant au développement d'un nouvel outil de lutte biologique.



CHAPITRE 2 : ‘
CULTURES DE CRUCIFERES

Les Brassicaceae, aussi appelés cruciféres, sont les représentants d'une grande famille de
plantes qui regroupe environ 3700 espéces différentes réparties dans 338 genres
taxonomiques. Leur distribution géographique est mondiale, hormis en Antarctique, mais une
proportion importante se retrouve principalement dans la zone tempérée de la région holarctique
(35-60° N) (Lysak et al., 2010). Un nombre impressionnant de ces cruciferes, appartenant
essentiellement au genre Brassica, sont des légumes cultivés pour la consommation humaine.
Pour ne citer que quelques exemples, mentionnons le rutabaga (Brassica napus var.
napobrassica L.), le brocoli (Brassica oleracea var. italica Plenck.), le chou-fleur (Brassica
oleracea var. botrylis L.) et le chou (Brassica oleracea var. capitata L.). Le secteur des
productions oléagineuses comprend également quelques représentants de cette famille de
plantes, notamment le canola (Brassica napus L.) et la moutarde (Brassica juncea L.) (Rakow,
2004). Qui plus est, certaines espéces des genres Aubrieta, Iberis, Lunaria et Arabis sont
cultivées pour des fin ornementales tandis qu'Arabidopsis thaliana est utilisée a titre d'organisme
modéle en sciences des plantes (Lysak et al., 2010). Finalement, des plantes telles que la
bourse-a-pasteur (Capsella bursa-pastoris L.), la barbarée vulgaire (Barbarea vulgaris R. Br.), le
tabouret des champs (Thlaspi arvense L.) et la moutarde des champs (Sinapis arvensis L.) sont
considérés comme plantes adventices (Bouchard et al., 1998).

Au Canada, selon les données fournies par Statistiques Canada pour 'année 2010, la superficie
cultivée en légumes de la famille des cruciféres correspond a tout prés de 15 000 ha, soit un
peu plus de 15 % de la toute la surface exploitée en production maraichére. Ce sont les choux
qui occupent la plus grande superficie avec 5 046 ha mis en production, ce qui se traduit par un
volume récolté de 152 230 tonnes métriques et une valeur a la ferme de 47 653 000 §. La
seconde position en terme de superficie cultivée est détenue par le brocoli avec 4 556 ha, suivi
du chou-fleur (1 967 ha), du rutabaga et du navet (1 836 ha), du radis (962 ha) et du chou de
Bruxelles (632 ha). Au total, les récoltes de cruciféres représentent 19,11 % de la valeur a la
ferme des productions maraichéres produites au Canada, soit 143 163 000 $. Les producteurs
québécois jouent un rdle de premier plan en cultivant 38,65 % des superficies canadiennes en
cruciféres, ce qui représente une valeur a la ferme de 64 136 000 $ (Anonyme, 2011). Toujours
au Canada, 5 027 643 ha auraient été consacrés a la culture du canola en 2006, principalement
dans les provinces du Manitoba, de I'Alberta et de la Saskatchewan. Ceci confére au Canada le



second rang mondial derriere la Chine pour cette production oléagineuse avec 9 millions de
tonne produites (Casséus, 2009).

Les cultures légumiéres de la famille des Brassicaceae sont exposées a un impressionnant
complexe d'insectes ravageurs. Celui-ci comprend, entre autre, les altises (Phyllotreta spp.), la
fausse-arpenteuse du chou (Trichoplusia ni Hibner), la fausse-teigne des cruciféres (Plutella
xylostella L.), la piéride du chou (Pieris rapae L.) (Boivin et al., 1994) et, depuis peu au Québec,
la cécidomyie du chou-fleur, Contarinia nasturtii (Kieffer) (Corlay et al., 2008). Tous ces
ravageurs sont en mesure d'occasionner des pertes économiques plus ou moins importantes
selon les années et les cultures mises en terre. Cependant, l'insecte d'intérét pour les fins de
présente étude est la mouche du chou.



CHAPITRE 3 :
MOUCHE DU CHOU

Taxonomie et distribution

La mouche du chou, Delia radicum L., est un diptére phytophage appartenant a la super famille
des Muscoidea et la famille des Anthomyiidae. Le genre Delia comprend plusieurs membres qui
ont une incidence en agriculture, dont la mouche de I'oignon (Delia antiqua Meigen), la mouche
des semis (Delia platura Meigen), la mouche du navet (Delia floralis Fallén), la mouche des
légumineuses (Delia florilega Zetterstedt) (Finch, 1989) et la mouche grise des céréales (Delia
coarctata Fallen) (McAlpine et al., 1981). Plusieurs changements d'appellation ont affecté le
genre Delia au fil du temps, ce qui peut porter a confusion. Il fut jadis désigné comme Hylemya
aux Etats-Unis et au Canada, Phorbia en France, en Allemagne et en Russie et Erioischia ou
Delia en Belgique et en Angleterre (Coaker et al., 1971). C'est seulement en 1981 que
l'appellation Delia radicum fut adoptée universellement pour désigner la mouche du chou suite a
la découverte d'un spécimen de Musca radicum dans la collection personnelle de Linné (Pont,
1981).

On peut actuellement retrouver D. radicum dans toute la région tempérée holarctique (35-60° N)
(Finch, 1989), soit en Amérique du Nord, en Asie, en Europe et dans le nord de I'Afrique. C'est
dans la region de New-York que l'espéce aurait probablement été introduite en Amérique du
Nord en 1835 & partir de populations européennes (Biron et al., 2000). L'espéce D. radicum est
maintenant reconnue pour affecter une panoplie de plantes, tant sauvages que cultivées,
appartenant a la famille des cruciféres, comme le rutabaga, le radis, le chou, le chou-fleur, le
brocoli, le canola, la moutarde et le radis sauvage (Raphanus raphanistrum L.) (Brooks, 1951,
Coaker et al., 1971, Dosdall et al., 1994, Finch et al., 1977, Smith, 1927).

Ce sont les larves qui causent les dommages en s'alimentant sur les racines et, parfois, sur les
parties aériennes des plantes hétes comme le chou-fleur et le chou de Bruxelles (Coaker et al.,
1971). Les dommages causés sur les racines entravent la circulation de la séve dans les tissus,
ce qui entraine des flétrissements importants et des retards de croissance. Ces dommages
favorisent par ailleurs I'infection par des agents phytopathogénes et provoquent parfois la mort
des jeunes plants. Quoique les plants vigoureux sont en mesure de tolérer plusieurs larves sans
démontrer de symptdmes apparents, les dégats d'alimentation sévéres peuvent avoir une
grande incidence sur la qualité des récoltes et les rendements (Figure 3.1).
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Figure 3.1 : Exemples de dégéits sévéres causés par les larves de la mouche du chou. A : Degits
d'alimentation sur une racine de rutabaga, B : Systéme racinaire d'un jeune plant de brocoli complétement
détruit par I'alimentation des larves.



C'est particulierement le cas du rutabaga puisque c’est la partie comestible qui est directement
consommeée par les larves. En fait, la mouche du chou est linsecte ravageur le plus
problématique pour les cultures de rutabagas dans la plupart des régions du Canada (Anonyme,
2005b). Les dommages, méme faibles, déprécient grandement la qualité des récoltes et leur
commercialisation. Selon I'Agence canadienne d'inspection des aliments (ACIA, 2011), seules
les blessures superficielles bien cicatrisées et altérant moins de 25 % de la partie inférieure
blanche des rutabagas sont tolérées pour la catégorie Canada No. 1. Si les dégats ne sont pas
entierement cicatrisés et/ou ne peuvent pas étre enlevés par parage lors de 'emballage, ils
occasionnent des pertes directes pour les producteurs. La présence de larves dans les racines
récoltées peut également entrainer d'importants problémes lors de l'entreposage (Boivin et al.,
1994, Brooks, 1951, Coaker et al., 1971, McDonald et al., 1992).

Finalement, une enquéte récente réalisée dans les prairies canadiennes indique que la trés
grande majorité des champs de canola présentent des signes de dommages causés par les
stades larvaires de Delia spp. Ces dommages peuvent se traduire par des pertes de rendement
annuelles évaluées a cent millions de dollars canadiens (Soroka et al., 2004).

Biologie
Adultes

Les adultes de la mouche du chou sont de couleur brun-grisatre, mesurant en moyenne 6 mm
de longueur (Smith, 1927). La distinction de l'espéce se fait en examinant les caracteristiques
des nervures sur les ailes et des regroupements de soies présents sur le thorax et les fémurs.
Les males possédent des yeux contigus (holoptiques) tandis que les yeux des femelles sont dits
dichoptiques de par le fait qu'ils sont nettement séparés l'un de l'autre (figure 3.2) (Brooks,
1951).

Les mouches hivernent généralement sous forme de pupes confinées dans le sol (Smith, 1927).
Au printemps, dés leur émergence, les imagos s'activent dans les bordures non-cultivées des
champs de cruciféres, en quéte de nectar et d'exsudats (Coaker et al., 1971). Selon Hawkes
(1972), les adultes s'alimentent principalement la matin et la ponte s'effectue dans l'aprés-midi.
L'activité des mouches est cependant tributaire de la température, celles-ci préférant se cacher
dans les crevasses du sol et sous des débris organiques lorsque la température est inférieure a
15,5 °C (Miles, 1951). Les femelles ont besoin d'une période de trois jours suivant I'émergence



afin d'atteindre la maturité sexuelle. Elles sont généralement monogames tandis que les males
sont en mesure de se reproduire avec quatre partenaires différents. Les premiers ceufs peuvent
étre pondus dés le lendemain de I'accouplement (Swailes, 1961). Une alimentation composée
essentiellement d'hydrates de carbone suffit aux femelles pour pondre une premiére série
d'ceufs (Finch et al., 1969a). Quoique la fécondité des femelles peut &tre trés élevée en
conditions de laboratoire, atteignant des valeurs moyennes de 220 & plus de 370 ceufs pondus
par individu (Finch et al., 1969b, Harris et al., 1966), il a été démontré qu'elle peut étre réduite
de l'ordre de 70 a 80 % en conditions réelles. Ceci s'explique par la difficulté qu'ont les femelles
a obtenir dans leur alimentation certains acides aminés essentiels a la production et la
maturation des ceufs (Finch, 1971a, Finch, 1971b).

Le mécanisme de sélection des plantes hétes employé par D. radicum pour la ponte peut étre
décortiqué en trois étapes distinctes intimement liées entre elles (Finch et al., 2000). Tout
d'abord, c'est en suivant un gradient d'odeurs volatiles émises par les plantes de la famille des
cruciferes, les isothyocyanates, que les mouches femelles gravides localisent les plantes
d'intéréts (Finch et al., 1982, Hawkes et al., 1979, Hawkes et al., 1978). A proximité de celles-ci,
des signaux visuels tels que la forme des feuilles et leur couleur permet ensuite aux mouches
de s'orienter (Kostal et al., 1994, Kostall, 1991, Prokopy ef al., 1983, Roessingh et al., 1990).
L'établissement d'un contact entre les chémorécepteurs situés sur les tarses des femelles et des
glucosinates non volatils présents dans les tissus des plantes hétes déclenche ensuite la ponte
lors de la troisiéme et derniére étape (Roessingh et al., 1992). Des phytoalexines et un composé
nommé Cabbage Identification Factor (CIF) sont des molécules également en mesure de
déclencher la ponte (Baur et al., 1998, Roessingh et al., 1997). Le CIF serait aussi présent dans
les ceufs de D. radicum, ce qui pourrait encourager la ponte chez les congénéres (Gouinguené
et al., 2006). Une fois stimulées, les femelles déposent alors leurs ceufs a proximité des collets
des plantes hétes a une distance d'environ 5 cm autour de la base des plants, préférablement
dans les crevasses et sous les agrégats de sols (Hughes et al., 1959). Il a été observé que les
femelles pondent leurs ceufs en paquet de deux ou trois mais ce nombre peut parfois dépasser
la douzaine (figure 3.3) (Smith, 1927).

Oeufs

Les ceufs de D. radicum sont de couleur blanche, de forme allongée et mesurent environ 1 mm
de longueur et 0,3 mm de largeur (figure 3.3) (Hughes et al., 1959, Miles, 1952, Smith, 1927).
Leur section postérieure est tronquée et ils présentent des stries longitudinales sur la surface
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Figure 3.2 : Stade adulte de D. radicum. A : Aspect général; B : Détail des yeux dichoptiques d'une mouche
femelle.



ainsi qu'un sillon sur la face ventrale (Brooks, 1951). En conditions de laboratoire, la viabilité des
ceufs varie entre 60 et 100 %, avec une moyenne située a 86 % (Finch et al., 1969b). Selon
Hughes et Salter (1959), I'éclosion des ceufs est tributaire de la température et varie de deux a
14 jours en milieu naturel. Finch et Coaker (1969b) ont démontré que lorsque les ceufs sont in-
cubés a 20 °C, une accumulation de 51 degrés-jours (base 7,2 °C) est nécessaire pour permet-
tre I'eclosion. Cette éclosion est maximale si les ceufs sont assujettis & une humidité relative de
plus de 90 %. Par ailleurs, la susceptibilité des ceufs a la dessiccation augmente au fil du déve-
loppement de I'embryon (Finch et al,, 1969b). Une humidité relative de I'air inférieure a 60 % est
mortelle et diminue grandement le taux d'éclosion (Neveu et al., 1997), de méme qu'une humidi-
té du sol inférieure a 25 % (Lepage et al., 2012).

Figure 3.3 : (Eufs de D. radicum. A : CEufs pondus en paquet a la base d'un morceau de rutabaga; B : Détail de
la structure externe d'un ceuf.

Larves

Les larves de D. radicum sont des asticots apodes blancs que l'on peut distinguer des autres
especes de diptére par le biais de la structure des piéces buccales ainsi que les caractéristiques
des nombreux tubercules présents a I'extrémité caudale (Brooks, 1951, Miles, 1952). Trois



stades larvaires sont présents chez l'espéce. lls peuvent étre différenciés par 'observation des
caractéristiques des piéces buccales ainsi que la présence ou I'absence de spiracles antérieurs
et le nombre de fentes présentes sur les spiracles postérieurs (Biron et al., 2005, Brooks, 1951 ).
Les larves de premier stade mesurent environ 1 mm et elles peuvent atteindre 8 mm de
longueur lorsqu'elles ont complété le troisiéme et demier stade (figure 3.4) (Smith, 1927).

C'est en réponse aux isothiocyanates émis par les racines des plantes hétes que les larves de
premier stade s'orientent en direction de leur source d'alimentation (Kostal, 1992). Il a
également été démontré que plusieurs bactéries phytopathogénes appartenant aux genres
Erwinia spp. et Pseudomonas spp. sont associées aux larves de D. radicum (Doane et al.,
1964a). Quoique cette association peut accélérer le développement de pourriture dans les
tissus racinaires dont les larves se sustentent, elle semble cependant fortuite et non obligatoire
(Doane et al., 1964b). Il est cependant vraisemblable que la flore microbienne entérique des
asticots soit en mesure de jouer un réle important dans leur nutrition en tant que source
alimentaire et en augmentant leur capacité digestive (Lukwinski et al., 2006).

Les individus du premier stade immature de D. radicum se nourrissent sur les tissus racinaires
en creusant des galeries pendant une période d'environ quatre jours en conditions naturelles.
Suite & la mue, les larves de second stade font de méme pendant six jours et les asticots du
troisieme stade s'alimentent pendant dix & vingt jours. Suite & cette période, les larves quittent
alors les racines pour s'enfoncer dans le sol et amorcer le processus de nymphose (Hughes et
al., 1959). La distance parcourue par les larves est fonction de I'étendue du systéme racinaire et
du niveau d'humidité du sol. La majorité des asticots amorcent par contre leur métamorphose
dans un rayon de 5 cm autour de la racine principale des plants selon Hughes et Salter (1959)
et a une profondeur de 8 a 12 cm d'aprés Smith (1927).

Pupes

Les pupes sont de couleur brun-orangé foncé et mesurent de 6 4 8 mm de longueur (figure 3.5)
(Hughes et al., 1959, Miles, 1952, Smith, 1927). Le puparium est formé de I'exuvie du dernier
stade larvaire (Smith, 1927). L'identification des pupes est donc possible par l'observation des
protubérances qui constituent les vestiges des tubercules présents a l'extrémité caudale des
larves (Miles, 1952).

Le temps de développement des pupes est tributaire de la température auxquelles elles sont
soumises. Des températures se situant entre 16,1 °C et 21,7 °C permettent un développement
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Figure 3.4 : Larves de troisiéme stade de D. radicum. A : Aspect général; B ; Détail de la partie postérieure.
Les fiéches indiquent les deux spiracles munis de trois fentes chacun.

1



adequat des imagos présents dans les puparium selon Harris et Svec (1966). L'optimum se
situerait a 20 °C car assuijettis 4 cette température, le taux d'émergence des imagos atteint 80 %
((Kozhanchikov, 1939) cité dans (Coaker et al., 1971). En conditions naturelles, le temps de
développement des pupes serait de I'ordre de 12 a 18 jours (Coaker et al., 1971). Des
températures situées au-dela de 33,5 °C leur sont mortelles (Harris et al., 1966). La résistance
au froid varie selon les populations étudiées, la température moyenne de cristallisation oscillant
entre -22,8 °C et -25,2 °C (Turnock et al., 1998).

Deux mécanismes physiologiques peuvent agir sur le temps de développement des imagos.
Tout d'abord, les larves de troisiéme stade soumises & des températures inférieures a 15 °C
et/ou une photopériode inférieure a 12 heures amorcent la diapause (Collier et al., 1983). Le
temps de développement des imagos est également influencé par des températures élevées.
En effet, 'exposition des pupes nouvellement formées a des températures supérieures a 20 °C
met en veilleuse le développement des imagos par le biais de l'estivation. La proportion des
pupes amorcant I'estivation est proportionnelle & 'augmentation de la température, l'optimal
étant de 27 °C (Finch et al., 1985).

' 1000 pm

Figure 3.5 : Aspect général d'une pupe de D. radicum.

Une fois I''mago bien développé, I'émergence se fait de fagon bimodale (Finch et al., 1983). On
distingue deux biotypes distincts contrdlés génétiquement: un dit hatif qui émerge au plus avant
20 jours & 20 °C (320 degrés-jours au dessus de 4 °C) et un biotype tardif qui émerge au moins
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aprés 30 jours a 20 °C (320 degrés-jours au dessus de 4 °C suivi de 280 degrés-jours au-
dessus de 7 °C) (Biron et al., 2002, Biron et al., 1998, Collier et al., 1989). Des différences inter
et intra-populations relativement a la proportion des biotypes hatifs et tardifs ont été rapportées
(Finch et al., 1983, Finch et al., 1986, Turnock et al., 1997). Biron et ses collaborateurs (1998)
ont également démontré que la diapause n'est pas une condition essentielle pour l'expression
de ces biotypes.

Voltinisme

Le nombre de générations complétées annuellement par D. radicum varie selon les conditions
climatiques auxquelles sont assujetties les populations. En effet, alors que la mouche du chou
est univoltine en Russie ((Danilevsky, 1961) cité dans (Coaker et al., 1971)), 'espéce peut
compléter deux et trois générations respectivement dans le nord et le sud de 'Angleterre
(Coaker et al., 1971). De une a deux générations sont présentes en Norvége (Johansen et al.,
2006) alors qu'aux Etats-Unis on peut observer jusqu'a quatre générations dans l'état de New-
York (Jyoti et al., 2003).

Au Canada, trois générations sont présentes dans le sud-ouest de I'Ontario, mais l'espéce est
bivoltine dans la région d'Ottawa (Mukerji et al., 1970). Une quatriéme génération partielle a été
observée dans la région de Guelph (Nair et al., 1975). D. radicum est cependant univoltine dans
la région du centre de l'Alberta (Broatch et al., 2006) et bivoltine au Manitoba, dans les régions
de Portage la Prairie et Winnipeg (Bracken, 1988). Finalement, dans la région de Montréal, trois
générations par année ont été observées, ainsi qu'une quatriéme génération incomplete
(Ritchot, 1968).

Méthodes d'élevage

Afin d'étudier D. radicum, plusieurs techniques d'élevage ont été développées et raffinées au fil
du temps (Finch et al, 1969b, Harris et al, 1966, Read, 1965, Vereecke et al., 1971,
Whistlecraft et al., 1985). Une méthode d'élevage de masse a également été élaborée afin de
répondre aux besoins d'un programme de contréle des populations a l'aide de relacher de males
stériles dans l'environnement (Van Keymeulen et al., 1981). La plus grande difficulté reliée au
maintien d'un élevage de D. radicum est de fournir une source d'alimentation adéquate pour les
stades immatures. De par sa grande disponibilité et sa longue capacité de conservation, les
méthodes d'élevage citées emploient généralement du rutabaga comme source de nourriture.
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Une diéte artificielle a été élaborée pour l'alimentation des larves (Dambre-Raes et al., 1976)
mais elle ne semble pas avoir été utilisée par la communauté scientifique. Des gains
considérables de rendement ont été réalisés par l'ajout d'une source de protéines, généralement
de la levure, dans la diéte servant a l'alimentation des imagos, ceci ayant un impact positif sur la
fécondité des femelles (Finch et al., 1969b, Harris et al., 1966).

Méthodes de dépistage

Différents modéles mathématiques basés sur 'accumulation de degrés-jours ont été élaborés
dans certaines régions afin de prévoir les périodes d'activité de D. radicum (Broatch et al., 2006,
Collier et al., 1985, Eckenrode et al., 1972, Jyoti et al., 2003, Nair et al., 1975). Afin de mieux
tenir compte de la survie des ceufs et des jeunes larves, certains auteurs suggérent par ailleurs
d'intégrer dans ces modéles la température du sol, au lieu de la température de l'air, afin
d'améliorer leur efficacité (Lepage et al, 2012). Ces modéles peuvent étre complétés par
différentes méthodes de dépistage des populations. Cependant, seules des techniques simples
sont compatibles avec les impératifs de la production car les producteurs agricoles et leurs
conseillers ont relativement peu de temps et de ressources a consacrer au dépistage des
populations de la mouche du chou (Finch, 1989). Plusieurs types de piéges différents ont été
testés afin d'évaluer les niveaux de populations de D. radicum et ainsi aider a la prise de
décision lorsque vient le temps de traiter contre ce ravageur (Finch, 1990). Entre autre, des
piéges jaunes a cuvette d'eau appatés avec de lallyle d'isothiocyanate s'avérent efficaces pour
surveiller I'activité saisonniére des mouches adultes (Bracken, 1988). Des plaquettes collantes
ont également été testées (Dapsis et al., 1983, Vernon et al., 1996) mais ils entrainent plus de
dommages aux spécimens capturés selon Broatch et Vernon (1997). De fagon générale, le
principal inconvénient des piéges capturant les mouches adultes est qu'ils ne renseignent pas
de fagon adéquate sur la ponte et le potentiel de dommages sur les cultures (Bracken, 1988).

Le décompte des ceufs présents a la base des plants est donc une alternative utilisée dans
maintes régions (Meadow, 2003). Au Québec, le Réseau d'Avertissements Phytosanitaire
recommande de dépister la présence d'ceufs de D. radicum en fouillant délicatement le sol
autour des plants de fagon bihebdomadaire dés limplantation des cultures. Il sera alors possible
de déterminer le meilleur moment d'intervention et de coordonner les pulvérisations insecticides
avec l'éclosion des ceufs, ce qui permettra de réprimer les jeunes larves. Par contre, la province
ne posséde pas de seuil d'intervention officiel. Les producteurs doivent donc se rapporter a
I'expertise de leurs conseillers horticoles afin de les guider dans I'établissement de leur stratégie
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(Roy, 2010). Au Danemark, des piéges de feutrine enroulés au collet des plants sont utilisés
pour dépister la présence des ceufs et ils ont été a l'origine de I'établissement de seuils
d'intervention (Bligaard et al., 1999, Meadow, 2003), la relation entre le nombre d'ceufs retrouvés
et les dommages observés étant significative (Sears et al., 1986). Une étude canadienne
indique par contre que ces piéges manquent de précision en début de saison et sont peu
efficaces pour détecter linitiation de la ponte (Dixon et al., 2002). Enfin, puisque le décompte
méthodique de tous les ceufs présents aux collets des plants requiert énormément de temps,
certains auteurs suggeérent plut6t d'utiliser une technique d'échantillonnage séquentiel binomial
basée sur la présence ou 'absence d'ceufs (Bligaard, 2001, Mailloux, 2001).

Méthodes de lutte

Lutte chimique

La répression des larves de la mouche du chou s'appuie essentiellement sur 'emploi de
pesticides de synthése. En effet, une multitude de composés appartenant a la famille des
cyclodiénes (Judge et al., 1968, King et al., 1954), des carbamates et des organophosphorés
(Goble et al., 1972, Read, 1970, Straub, 1988) ont été utilisés dans la seconde moitié du 20°
siecle afin de limiter les dégats d'alimentation causés par les larves et les pertes de rendement
subseéquentes. Or, d0 a lintense pression de sélection occasionnée, des populations de D.
radicum résistantes a certaines de ces molécules de synthése ont rapidement été détectées
(McDonald et al., 1975, McEwen et al., 1967, Morris, 1963). De nos jours, les applications
d'insecticides appartenant aux familles des carbamates et des organophosphorés jouent encore
un réle prépondérant dans la protection des cultures de cruciféres contre D. radicum (Chandler
et al, 2005). Au canada, ainsi que dans certaines régions des Etats-Unis, le chlorpyrifos
demeure linsecticide le plus largement utilisé pour controler les larves de la mouche du chou
dans les cultures légumiéres (Anonyme, 2005b, Bruck et al., 2005, Malchev et al., 2010). Aucun
insecticide d'origine chimique n'est cependant homologué pour le contrile des larves de la
mouche du chou dans les cultures de canola (Anonyme, 2005a).

Le chlorpyrifos est un insecticide appartenant a la famille des organophosphorés qui agit en
inhibant l'action de I'enzyme acétylcholinestérase, une protéine essentielle au fonctionnement
adéquat du systéme nerveux. Il posséde un trés large spectre d'hotes, agit par contact,
ingestion et inhalation et est utilisé dans une foule de cultures légumiéres et céréaliéres. Cette
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matiére active présente des risques élevés pour la majorité des organismes non-ciblés, tels que
les poissons, les oiseaux et les abeilles. Qui plus est, le chlorpyrifos est potentiellement
dommageable pour la santé humaine (Anonyme, 2003). Par surcroit, une étude québécoise
réalisée dans une zone de production maraichére intensive révele que le chlorpyrifos fait partie
des insecticides les plus fréquemment détectés dans l'eau de surface. Selon les auteurs, la
concentration mesurée dans les échantillons prélevés dépasse les critéres de vie aquatique
aigu et chronique, ce qui pourrait avoir un impact négatif sur les espéces animales présentes
dans le cours d'eau étudié, ainsi qu'a son aval (Giroux et al., 2010).

A défaut de pouvoir compter sur un réseau de dépistage économiquement rentable, certains
producteurs de cruciféres préférent lutter contre la mouche de chou a l'aide de traitements
preventifs a base de chlorpyrifos (Dreves et al., 2006). Par contre, selon Dreves et ses
collaborateurs (2006), des producteurs de cruciféres de I'ouest de I'Oregon rapportent subir des
pertes de rendement reliées a la mouche du chou allant jusqu'a 90 %, et ce méme dans les
champs ayant regu des pulvérisations de chlorpyrifos. Or, selon Zimmerman (2003, données
non publiées) des populations de D. radicum provenant du sud-ouest de la Colombie-
Britannique auraient développé une résistance au chlorpyrifos dix fois plus élevée que celle
observée chez une population maintenue en laboratoire et ne possédant aucun historique de
contact avec cet insecticide (Bruck et al., 2005). La résistance au chlorpyrifos a également été
documentee chez des populations de D. antiqua dans I'état de New York (Nault et al., 2006). Il y
a donc un besoin pour la recherche et le développement d'approches alternatives de lutte pour
remplacer la stratégie actuellement basée sur 'emploi d'insecticides chimiques (Jyoti et al.,
2001a).

Lutte physique et culturale

Les limites de la lutte chimique et les contraintes imposées par les méthodes de dépistage font
en sorte que les producteurs doivent se rabattre sur des méthodes de lutte physique et culturale
préventives afin de limiter les dommages causés par D. radicum. Une technique simple
permettant de limiter les dégats est tout simplement d'ajuster le calendrier de plantations ou de
semis afin d'éviter d'établir des cultures de cruciféres en pleine période de ponte (Finch, 1989).
Au Canada, les semis ou les plantations effectuées aprés la mi-juin sont soumis a un risque de
dommages beaucoup moins élevé. En effet, lorsque les générations d'été de la mouche du chou
se manifestent, les plants sont mieux développés et donc plus en mesure de supporter des
deégats. Les conditions chaudes et séches qui surviennent en période estivale sont également
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un facteur de mortalité chez les ceufs (Boivin et al., 1994).

Les producteurs peuvent également avoir recours a des baches flottantes composées de
matériaux divers et disposées sur les plants afin d'empécher les imagos de pondre leurs ceufs
(Hoffmann et al., 2001). L'utilisation de barriéres d'exclusion bloquant partiellement l'accés au
champ de cruciféres par les mouches pourrait également étre un moyen de contréle intéressant
pour les cultures de choux, de brocolis, de choux-fleurs et de choux de Bruxelles. Le niveau de
protection conféré est cependant insuffisant pour permettre la production de rutabagas (Vernon
et al., 1998) mais d'autres travaux ont permis d'améliorer davantage ce type de protection et
I'exclusion de 80 % des mouches femelles est envisageable (Bomford et al., 2000) tout en étant
économiquement rentable comparativement 2 la lutte chimique (Meadow et al., 2005).

Augmenter la diversité végétale dans les champs cultivés est une autre fagon de réduire la
pression exercée par la mouche du chou. Ceci peut étre effectué par I'utilisation de cultures
intercalaires, soit le fait de cultiver deux cultures ou plus en rangs distincts en méme temps et
dans le méme champ (Vandermeer, 1992). Il a été démontré que [utilisation de cultures
intercalaires de pois (Kostal et al., 1994), de tréfle blanc (Dixon et al., 2004) et de laitue
(Parsons et al., 2007) dans les champs de cruciféres peut perturber le comportement de ponte
de D. radicum et diminuer considérablement le nombre d'ceufs pondus. Cet effet a également
été documenté dans l'ouest canadien dans des systémes de culture intercalaire blé/canola
(Hummel et al., 2009)

Finalement, des études ont également été réalisées afin d'identifier les sources et les
mécanismes de résistance d'origine végétale. Certaines variétés de moutarde blanche
pourraient étre une source intéressante de génes de résistance a incorporer dans un
programme d'amélioration génétique des cruciféres cultivées (Jyoti et al., 2001b). Des travaux
portant sur l'amélioration génétique des variété de canola (Dosdall et al., 2000) et de rutabaga
(Malchev et al., 2010) ont également été réalisés et les résultats semblent prometteurs.

Lutte biologique

Eilenberg et ses collaborateurs (2001) ont proposé une définition de la lutte biologique qui se
veut rassembleuse pour les intervenants des différentes disciplines de recherche en lien avec la
lutte aux organismes ravageurs des plantes. Selon ce groupe d'auteurs, la lutte biologique se
décrit comme étant «/'utilisation d'organismes vivants dans le but de réprimer la densité de

population ou limpact d'un organisme ravageur spécifique, ce qui a pour effet de rendre ce
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ravageur moins abondant ou moins dommageable qu'l ne le serait normalement sans
intervention». Toujours selon les mémes auteurs, la lutte biologique s'articule autour de quatre
stratégies différentes, soit la lutte biologique classique, la lutte biologique par inoculation, par
inondation et par conservation.

Il est maintenant bien connu que des insectes parasitoides et prédateurs sont en mesure de
jouer un certain réle dans la régulation des populations de D. radicum. Entre autre, la guépe
Trybliographa rapae Westwood (Hymenoptera: Figitidae) est en mesure de parasiter tous les
stades larvaires de la mouche du chou, avec cependant une préférence pour les individus du
troisieme stade (Neveu et al., 2000). Les larves d'Aleochara bilineata Gyllenhal et d'A.
bipustulata L. (Coleoptera: Staphylinidae) sont par ailleurs parasitoides des pupes de D.
radicum. Les imagos de ces deux espéces de staphylins sont également prédateurs des ceufs
et des larves (Finch, 1989, Fournet et al, 2000). Cependant, des travaux rapportent que
lactivité prédatrice de A. bilineata envers les ceufs de D. radicum serait généralement
surestimee de par le fait que l'insecte se nourrit seulement des ceufs exposés a la surface du sol
et non ceux qui sont enfouis dans les crevasses ((Finch et al., 1999) cité dans (Hartfield et al.,
2003)).

En Ameérique du nord, A. bilineata et, dans une moindre mesure T. rape, seraient les deux
principaux ennemis naturels de D. radicum. Cependant, le niveau pression exercé par ces
prédateurs n'est pas suffisant pour prévenir entiérement les dommages aux cultures (Turmnock et
al., 1995). Du cbté du continent européen, A. bipustulata est également considéré comme un
parasitoide d'importance. Le fait que cette demniére espéce soit absente de 'Amérique du Nord
la désigne comme un candidat potentiel pour une introduction au Canada dans le cadre d'un
programme de lutte biologique classique (Hemachandra et al., 2007). Des recherches portant
sur la spécificité d'A. bipustulata attestent du peu de risques que son introduction poserait pour
des espéces bénéfiques non-ciblées (Andreassen et al., 2009).

Des chercheurs ontariens ont déja procédé a des lachers massifs d'A. bilineata dans des jardins
potagers, mais les staphylins, préférant quitter les parcelles expérimentales, ont eu peu d'impact
sur les populations de D. radicum (Tomlin et al., 1992). Des lachers d'A. bilineata ont egalement
éte effectués au Royaume-Uni avec un certain succés. Cependant, ces parcelles étaient
entourées d'une cage de moustiquaire, ce qui prévenait la dispersion des individus d'A. bilineata
(Hartfield et al., 2003). Par ailleurs, Ferry et ses collaborateurs (2007) ont récemment identifié
une molécule volatile émise par des racines de cruciféres infestées par la mouche du chou, le
diméthyle bisulfide. Leurs travaux ont démontré que cette molécule s'avére attractive envers A.
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bilineata et A. bipustulata. Des tests en parcelles expérimentales ont confirmé le potentiel
attractif du diméthyle bisulfide mais les résultats obtenus ne démontrent pas d'effet au niveau de
l'incidence des dommages et du nombre de larves et de pupes de D. radicum retrouvées dans
la rhizosphére des plants (Ferry et al., 2009).

Lutte microbienne

Suivant Eilenberg et ses collaborateurs (2001), la lutte microbienne est une forme de lutte
biologique dans laquelle des microorganismes sont les agents de lutte utilisés. L'utilisation de
nématodes entomopathogénes appartenant aux genres Steinernema (Rhabditida:
Steinernematidae) et Heterorhabditis (Rhabditida: Heterorhabditidae) est une approche de lutte
microbienne fréquemment expérimentée pour contréler de nombreux insectes ravageurs. Parmi
les insectes ciblés, la mouche du chou est un de ceux ayant regu le plus d'attention de la part de
la communauté scientifique (Georgis et al., 2006). Les résultats obtenus sont toutefois variables
d'une étude a l'autre, voir méme décevants (Vanninen et al., 1999a). Le niveau de contrdle
observé, tant au laboratoire qu'au champ, varie selon les espéces et les isolats de nématodes,
de méme que par la méthodologie utilisée (Bracken, 1990, Chen et al., 2003a, Schroder et al.,
1996) la température (Chen et al., 2003b) et le stade de développement des larves (Nielsen,
2003). Les conditions environnementales et le moment d'application semblent étre les facteurs
déterminants dans le succés de cette approche (Georgis ef al., 2006).

La bactérie Bacillus thuringiensis Berliner est lagent de lutte microbienne le plus largement
utilisé contre les insectes (Lacey et al, 2001). Les différentes variétés de cette bactérie
produisent une diversité impressionnante de protéines toxiques envers une panoplie d'insectes
de l'ordre des lépidoptéres, des coléoptéres et des diptéres (Schnepf et al., 1998). Par contre, la
mouche du chou ne serait pas susceptible au B. thuringiensis variété israelensis (Krieg et al.,
1981), variété pourtant reconnue comme étant hautement efficace envers certains diptéres, tels
que les moustiques et les mouches noires (Margalith et al., 2000). Des essais en laboratoire ont
d'ailleurs confirmé l'inefficacité de deux formulations commerciales de B. thuringiensis variété
israelensis contre les larves de D. radicum (données non présentées). D'autres essais ont été
effectués en parcelles expérimentales afin de contrdler les stades larvaires de D. radicum a
laide de B. thuringiensis variété thuringiensis mais les résultats sont peu probants (Havukkala,
1988, Vanninen et al., 1999a). Cette variété est de plus réputée pour produire de la B-exotoxine,
ce qui rend pratiquement impossible sont utilisation en lutte biologique (Glare et al., 2000).

Les mycétes sont un autre groupe d'agents microbiens ayant un fort potentiel comme agent de

19



lutte biologique. En effet, plus de 700 espéces différentes de champignons sont reconnues
comme étant entomopathogénes (Lacey et al., 2001). Entre autre, plusieurs espéces de
champignons appartenant a l'ordre des Entomophtorales (Zygomycetes: Entomophthorales)
sont en mesure de causer des épizooties spectaculaires dans les populations d'une grande
variété d'insectes différents (Pell et al., 2001). Cependant, des contraintes relices a la
production a grande échelle des Entomophthorales, ainsi qu'a la viabilité de leurs particules
infectieuses, limitent leur développement sous forme de bioinsecticide et leur utilisation en lutte
biologique par inondation (Goettel et al., 2010, Lacey et al., 2001, Pell et al., 2001). Par contre,
certains chercheurs ont expérimenté d'autres approches pour exploiter leur potentiel
entomopathogéne contre les populations d'insectes ravageurs. Par exemple, une approche de
lutte biologique par inoculation & l'aide du champignon Entomophaga maimaiga Humber,
Shimazu & Soper permet d'obtenir un certain contrdle sur les populations de la spongieuse
Lymantria dispar L. (Lacey et al., 2001). De méme, a l'aide d'une stratégie dite de conservation,
il est possible de lutter contre le puceron du coton, Aphis gossypii (Homoptera: Aphididae) a
l'aide du champignon Neozygites fresenii (Nowakowski) Batko (Steinkraus, 2007).

Concemant la mouche du chou, la susceptibilité des imagos aux champignons Entomophtorales
Strongwellsea castrans Batko & Weiser et Entomophthora muscae (Cohn) Fresenius est bien
documentée (Eilenberg et al., 1999, Eilenberg et al., 1992, Klingen et al., 2000, Thomsen et al.,
2000). Ces deux mycétes sont un facteur important de mortalité naturelle au sein des
populations de D. radicum. Par contre, aucune production in vitro des conidies de S. castrans ou
de E. muscae n'a été rapportée dans la littérature scientifique, ce qui limite grandement le
potentiel d'utilisation de ces deux mycétes contre la mouche du chou. Des approches de lutte
biologique par conservation favorisant l'initiation des épizooties dans les populations pourraient
par contre étre envisagées (Eilenberg et al., 2003).

A lopposé, les champignons appartenant & l'ordre des Hypocréales (Ascomycétes:
Hypocréales) sont de bons candidats pour une utilisation en lutte biologique par inondation
(Goettel et al., 2010, Lacey et al., 2001). Des études témoignent d'ailleurs de la susceptibilité de
la mouche du chou & certains de ces champignons entomopathogénes et de leur potentiel
comme agent de lutte biologique contre cet insecte (Bruck et al., 2005, Meadow et al., 2000,
Vanninen et al., 1999a, Vanninen et al., 1999b). Des efforts doivent cependant étre consacrés a
la recherche d'isolats possédant une grande virulence (Chandler et al., 2005).
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CHAPITRE 4 : :
MYCETES HYPOCREALES

Utilisation en lutte biologique

Plus de 150 bioinsecticides différents ont été développés avec les champignons
entomopathogénes, principalement a l'aide des spores asexuées des mycétes Hypocréales, les
conidies (Faria et al., 2007, Jackson et al., 2010). En fait, l'utilisation de ces mycétes en lutte
biologique s'exécute principalement selon une approche dite d'inondation (Jaronski, 2010).
Cette tactique consiste a appliquer une quantité importante de propagules infectieuses dans
Ienvironnement ou se situent les insectes ciblés (Eilenberg et al., 2001). Les champignons
Hypocréales possédent certains attributs qui les rendent intéressants pour ce type de stratégie
de lutte, tels que leur spectre d'hétes étendu, leur facilité de production en milieu artificiel, leur
compatibilité avec les équipements de pulvérisations conventionnels et la viabilité de leurs
particules infectieuses (Jaronski, 2010). lls ont donc été utilisés contre une foule d'insectes
differents dans plusieurs types d'écosystémes agricoles et forestiers, avec des résultats
cependant variables (Goettel et al., 2010, Inglis et al, 2001). Certains de ces mycétes ont
également fait l'objet d'introduction dans le cadre de programme de lutte biologique classique
(Hajek et al., 2010). Des approches de lutte biologique par conservation recourant aux myceétes
Hypocréales ont également regu plus d'attention depuis quelques années. Cependant, certaines
lacunes quant aux connaissances relatives a leur écologie limitent l'utilisation optimale de cette
stratégie (Pell et al., 2010).

Biologie et taxonomie

Les mycétes de l'ordre des Hypocréales sont généralement reconnus comme étant des
organismes hétérotrophes opportunistes. lls obtiennent leurs nutriments par parasitisme au sein
des insectes vivants et par une croissance saprophytique lors de la colonisation post-mortem
(Charnley et al., 2007, Hesketh et al., 2010). Leur cycle vital comprend 4 la fois un stade sexué
dit télémorphe et une phase asexuée (anamorphe). Cependant, la plupart de ces champignons
produisent principalement des conidies asexuées et peu ou pas de spores sexuées. Ainsi, ils
étaient auparavant rangés dans la classe artificielle des Hyphomycétes, au sein de la division
des Deutéromycétes (ou Fungi Imperfecti) (Inglis et al., 2001, Tanada et al., 1993). Chez les

21



Hypocreales, plus de 40 genres différents sont reconnus comme étant entomopathogénes. Les
espéces les plus importantes se retrouvent, entre autres, chez les genres Aspergillus,
Beauveria, Culicinomyces, Hirsutella, Lecanicillium, Metarhizium, Isaria et Tolypocladium
(Goettel et al., 2010). Toutefois, des techniques de biologie moléculaire ont récemment permis
d'effectuer une révision compléte de la nomenclature des mycétes, si bien que plusieurs
champignons asexués sont maintenant associés a leur stade télémorphe (Blackwell, 2010,
Hibbett et al, 2007, Sung et al., 2007). Par exemple, le genre Cordyceps (Hypocréales:
Clavicipitaceae) serait en fait un regroupement de plus de 25 genres différents de myceétes
anamorphes (Sung et al., 2007).

Spectre d'hotes et virulence

La pathogénicité est un terme qualitatif se définissant comme étant la capacité ou I'habileté a
causer de la maladie alors que la virulence est un terme servant a quantifier le degré de
pathogénicité (Shapiro-llan et al., 2005). La pathogénicité et le spectre d'hdtes varient selon les
especes de champignons. En effet, alors que certaines espéces s'attaquent seulement a un
groupe d'insectes en particulier (par exemple, Nomuraea rileyi (F) Samson infecte
principalement les Iépidoptéres (Vimala Devi et al., 2003)), d'autres mycétes tels que Beauveria
bassiana (Balsamo) Vuillemin et Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin sont en mesure
d'infecter une vaste gamme d'hdtes appartenant & plusieurs ordres différents (Zimmermann,
2007a, Zimmermann, 2007b). Par contre, la diversité génétique présente au sein d'une espéce
fait en sorte que la virulence varient selon les isolats, comme en témoigne plusieurs études (Butt
et al., 1994, Leland et al., 2005, Lezama-Gutiérrez et al., 2000, Quesada-Moraga et al., 2006b,
Sabbahi et al., 2008b, Shan et al., 2010, Wraight et al., 2010). Ceci fait donc en sorte que la
sélection de llisolat est plus importante que le choix de I'espéce aux fins du développement d'un
outil de lutte biologique (Goettel et al., 2010).

Certaines études ont par ailleurs permis de corréler la virulence des isolats a des attributs tels
que la grosseur des conidies, la rapidité de germination, la capacité d'adhérer a la cuticule et la
production de toxines et d'enzymes (Altre et al., 1999, Fang et al., 2005, Gupta et al., 1994, Liu
et al., 2003, Ortiz-Urquiza et al., 2010, Quesada-Moraga et al., 2006b, Wang et al., 2007). Par
contre, la croissance répétée sur des milieux de culture artificiels peut conduire a une perte de
virulence chez certains isolats (Butt et al., 2006, Loesch et al., 2010, Morrow et al., 1989, Safavi,
2011, Shah et al., 2007) alors que d'autres demeurent stables (Ansari et al., 2011, Brownbridge
et al, 2001). Enfin, le passage in vivo au sein d'un héte peut parfois permettre aux isolats de

22



retrouver leur virulence (Fargues et al., 1983, Prenerova, 1994, Shah et al., 2005).

Pathogenése

Contrairement aux agents entomopathogénes d'origine virale et bactérienne, les champignons
Hypocréales infectent principalement les insectes suite au contact direct de la cuticule (Clarkson
et al., 1996, Gillespie et al., 2000, St Leger, 1993). Toutefois, l'invasion par le systéme digestif
est possible mais le pH de l'estomac, sa microflore et la faible disponibilit¢ de l'oxygéne
entravent les infections par cette voie (Boucias et al., 1998).

La cuticule

Chez les insectes, la cuticule est la premiére barriére limitant linvasion par les champignons
entomopathogenes (Gillespie et al., 2000, Hajek et al., 1994). Elle est composée de deux
couches, soit la procuticule et I'épicuticule. Cette derniére est plutdt mince mais complexe,
renfermant plusieurs types de protéines et une couche cireuse composée d'acides gras, de
lipides et de stérols. Elle ne contient cependant pas de chitine. La procuticule est la partie
prépondérante de la cuticule et est située sous I'épicuticule. Elle est composée d'une matrice de
protéines, de lipides et de quinones traversée par des fibres de chitine, un polysaccharide
similaire a la cellulose (Clarkson et al., 1996, Gillespie et al., 2000, Vincent et al., 2004). La
cuticule est sécrétée par une couche de cellules épidermiques qui recouvrent le corps de
linsecte en entier, de méme que le systéme respiratoire et digestif et une partie du systéme
reproducteur (Vincent et al., 2004). Les endroits de prédilection pour une infection optimale par
les conidies seraient les piéces buccales, les spiracles et les sections inter segmentaires. En
effet, ces endroits facilitent la germination des conidies de par I'humidité relative élevée
retrouvée dans leur microenvironnement. De plus, I'épaisseur de la cuticule a ces endroits est
généralement plus mince, ce qui facilite la pénétration par les mycétes (Charnley et al., 2007,
Tanada et al, 1993, Zimmermann, 2007a). L'infection de la cuticule des insectes par les
champignons Hypocréales s'exécute généralement selon les mémes processus et ce peu
importe l'espéce. Les événements menant au développement de la mycose se regroupent en
quatre étapes, soit I'adhésion des conidies a la cuticule et la germination de celles-ci, suivi de la
pénétration de la cuticule et la prolifération dans les tissus des insectes (Inglis et al., 2001 )-
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L'adhésion

L'adhésion des conidies sur la cuticule est l'étape initiale conduisant a l'expression de la
pathogénicité. Cette phase est généralement passive et non-spécifique, mais peut parfois étre
assistée par certains facteurs abiotiques tels que les mouvements d'air et d'eau. Ce sont
principalement les propriétés hydrophobes des conidies qui gouvernent leur adhésion.
Cependant, elle peut aussi étre influencée par la topographie et la composition chimique de la
cuticule (Boucias et al., 1988, Boucias et al., 1991, Sosa-Gomez et al., 1997). L'hydrophobicité
des conidies leur confére également une protection contre la dessiccation (Boucias et al., 1988).
Ce sont des protéines riches en cystéines nommées hydrophobines présentent a leur surface
qui seraient responsables de I'hydrophobicité des conidies (Bidochka et al., 1995, Zhang et al.,
2011). Une corrélation a également été établie entre 'hydrophobicité des conidies et la teneur
en hydrates de carbones présents a leur surface (Jeffs et al., 1999). Les conidies de certaines
especes sont cependant hydrophiles et leur attachement sur la cuticule s'effectue plutdét au
moyen d'une couche mucilagineuse adhésive produite lors de la maturation des conidies
(Boucias et al., 1991).

Dans une moindre mesure, des mécanismes de reconnaissance plus spécifiques impliquant des
lectines, des polysaccharides, des glycoprotéines et des enzymes extracellulaires sont
également mis en ceuvre afin de consolider 'adhésion des conidies a la cuticule (Boucias et al.,
1991, Tanada et al., 1993). Par exemple, chez M. anisopliae, la protéine MAD1 procure une
interaction étroite et spécifique venant probablement remplacer l'action des hydrophobines
(Wang et al., 2007). Des antigénes présents sur la surface des conidies sembleraient également
étre impliqués dans le processus d'adhésion et de spécificité (Rath et al., 1996).

La germination

La germination des conidies est tributaire des conditions environnementales (température,
humidité) et, dans une moindre mesure, des conditions de luminosité. Par exemple, une
humidité relative de 90 % ou plus est essentielle dans le microenvironnement des conidies pour
assurer une germination optimale (Tanada et al., 1993). Si ces conditions sont favorables, les
conidies vont donc germer et produire un tube germinatif suivi, chez certaines espéces, d'un
appressorium permettant de pénétrer la cuticule (Boucias et al., 1991). La présence de certains
acides gras et de lipides présents dans I'épicuticule peut par contre ralentir ou inhiber ce
processus (Boucias et al., 1991, Lecuona et al., 1997, Ment et al., 2010, Sosa-Gomez et al.,
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1997). Chez la plupart des insectes, la cuticule contient en effet des composés fongistatiques
qui entravent la germination des conidies (Gillespie et al., 2000). Des phénoménes d'antibiose
causeés par la flore saprophyte présente sur la cuticule des insectes peuvent également entraver
le processus de germination (Charnley, 1989). Au moment de la germination, il peut également y
avoir production d'un mucilage hygroscopique conférant aux conidies une protection
supplémentaire contre la dessiccation et consolidant leur adhésion sur la cuticule (Boucias et
al., 1991).

La pénétration

C'est grace a une concertation d'actions enzymatiques et de processus physiques que les
champignons entomopathogénes créent des bréches dans la cuticule (St Leger, 1993, Tanada
et al., 1993). La pénétration de la cuticule se fait directement par le tube germinatif ou par un
hyphe produit sous l'appressorium. L'appressorium serait en fait le fruit d'une adaptation
évolutive de la part des mycétes servant & concentrer les énergies chimiques et mécaniques sur
une superficie restreinte, rendant le processus de pénétration plus efficient. Sa paroi cellulaire
poreuse facilite par ailleurs le passage des enzymes extracellulaires qui y sont produites (Hajek
et al., 1994, St Leger, 1993). Plusieurs études ont démontré que la formation d'appressorium est
influencée par la composition et la topographie de la cuticule (Butt et al., 1995, St Leger, 1993,
St Leger et al., 1989, St Leger et al., 1991, Vestergaard et al., 1999).

Une panoplie de protéases, de chitinases et de lipases s'attaquant aux constituants de la
cuticule sont produites par les mycétes entomopathogénes pour faciliter la pénétration
(Khachatourians et al., 2008). Plusieurs des ces enzymes ont d'ailleurs été étudiées chez M.
anisopliae, telles que les protéines PR1 et PR2 (Clarkson et al., 1996, St Leger et al., 1987). Le
mucilage produit lors de la germination des conidies génére également un microenvironnement
favorable pour les enzymes extracellulaires d'origine fongique (Boucias et al., 1991). Par
exemple, une production d'ammoniaque a été observée chez M. anisopliae, permettant ainsi
une élévation du pH local et favorisant une action optimale des enzymes produites (St Leger et
al., 1999). Finalement, au niveau des sites de pénétration, de sombres lésions mélanisées
peuvent étre observées et témoignent de la dégradation de la cuticule (Vestergaard et al.,
1999).
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La prolifération

Une fois pénétrés a l'intérieur de linsecte, les mycétes entomopathogénes vont croitre sous
forme d'hyphes ou de blastospores, des hyphes unicellulaires de type levure, et se disséminer
au sein de I'hemolymphe par bourgeonnement (Tanada et al., 1993). lls doivent préalablement
contrer les mécanismes de défense de I'hdte déployés par l'immunité humorale (production de
phénoloxidases, de lectines, et d'inhibiteurs de protéases) et l'immunité cellulaire (phagocytose
et encapsulation) (Gillespie et al., 2000). La mort de linsecte survient habituellement de trois a
sept jours plus tard et est attribuable & une combinaison d'événements comme la production et
la sécrétion de toxines insecticides par le mycéte, la compétition pour les ressources nutritives
et linvasion des organes menant a l'obstruction des fonctions vitales (Inglis et al., 2001). Une
fois linsecte décédé, les mycétes entomopathogénes vont continuer de croitre de fagon
saprophytique a l'intérieur du cadavre. A ce moment, ils peuvent rencontrer une opposition de la
part de la flore microbienne de l'insecte (Boucias et al., 1998). Diverses toxines antibactériennes
et antifongiques sont donc produites par les mycétes afin de faciliter la colonisation post-mortem
(Hajek et al., 1994, Vey et al., 2001). Par contre, la mort de l'insecte et la manifestation de la
muscardine ne sont pas une finalité en soi. En effet, des études témoignent des séquelles
engendrées par des infections sous-létales telles que des malformations, une réduction de la
longeévite et des effets préjudiciables sur la fertilité (Castillo et al., 2000, Daniel et al., 2009,
Fargues et al., 1991, Mulock et al., 2001, Quesada-Moraga et al., 2006a, Quesada-Moraga et
al., 2004, Torrado-Leon et al., 2006).

Si l'insecte succombe et si les conditions telles que I'humidité et la température sont favorables,
les hyphes vont émerger principalement aux jonctions inter segmentaires de la cuticule,
recouvrir la surface du cadavre et produire de nouvelles conidies. Cet enrobage est couramment
dénommé muscardine et prend différentes couleurs selon le microorganisme en cause (Tanada
et al., 1993). A maturité, ces conidies seront éjectées dans l'environnement et disséminées de
fagon passive par le vent et la pluie, entre autre, pour éventuellement infecter d'autres insectes
(Inglis et al., 2001). La production de conidies est cependant soumise a des variations intra et
inter spécifiques et demeure tributaire de la disponibilité de certains nutriments et de la grosseur
de linsecte infecté (Goettel et al., 2010).

Facteurs influengant la susceptibilité des insectes

Plusieurs facteurs physiologiques et morphologiques peuvent influencer la susceptibilité des
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insectes envers les myceétes entomopathogénes. Pour n'en citer que quelques uns,
mentionnons la densité de population, l'4ge, le statut nutritionnel, la génétique, les
comportements et la présence de blessures d'origine chimique, mécanique ou biotique (Inglis et
al., 2001).

Le statut nutritionnel de linsecte est un facteur prépondérant dans la prédisposition aux agents
pathogenes, une nutrition inadéquate pouvant augmenter la susceptibilité des individus. En
effet, il a été démontré que la vuinérabilité aux infections d'origine fongique peut étre accrue
lorsque les insectes s'alimentent sur des diétes artificielles ou inadéquates (Goettel et al., 1993,
Lord, 2010). Egalement, il a été observé qu'un état de jene peut augmenter la susceptibilité de
certains insectes aux mycétes entomopathogénes (Altre et al., 2001, Furlong et al., 2003, Lord,
2010).

Le stade physiologique de l'insecte peut également influencer sa susceptibilité aux infections par
les mycétes. Par exemple, les jeunes mouches de Rhagoletis cerasi (Diptera: Tephritidae) sont
moins disposées & succomber aux mycétes entomopathogénes que leurs comparses plus
agées (Daniel et al., 2009). A linverse, chez les imagos de Ceratis capitata Wiedemann, C.
cosyra Walker et C. fasciventris Bezzi (Diptera: Tephritidae), ce sont les spécimens les plus
agés qui s'averent les plus résistants aux infections causées par M. anisopliae (Dimbi et al.,
2003b). L'age des imagos ne semblent cependant pas étre un facteur influengant la virulence
des mycetes B. bassiana et M. anisopliae chez D. antiqua et Musca domestica L. (Diptera:
Muscidae) (Kaufman et al., 2008, Rizzo, 1977). Egalement, selon Boucias et Pendland (1998),
le mycéte N. rileyi infecte les jeunes chenilles de Iépidoptéres mais les individus des derniers
stades larvaires, de méme que les ceufs, les pupes et les adultes, s'avérent habituellement
moins vuinérables. D'autres champignons tels que B. bassiana et M. anispoliae infectent
généralement les stades larvaires et les imagos des insectes susceptibles. Cependant, les
différents isolats de ces mycétes démontrent généralement une variabilité de leur virulence en
fonction des stades attaqués. Par exemple, le stade larvaire de la chrysomeéle des racines du
mais, Diabrotica virgifera virgifera LeConte (Coleoptera: Chrysomelidae) s'avére généralement
plus résistant aux mycétes entomopathogénes comparativement aux adultes (Pilz et al., 2007).
Ceci est également le cas pour D. antiqua (Davidson et al., 2005). Par contre, il n'apparait pas y
avoir de régle générale permettant de déterminer les stades les plus susceptibles chez les
insectes (Goettel et al., 2010). Enfin, selon Tanada et Kaya (1993), les larves ayant récemment
mueées et les pupes nouvellement formées seraient plus vulnérables de par le fait que leur
cuticule est plus mince. Par contre, la mue et la perte de I'exuvie peut également permettre a
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linsecte de se débarrasser des agents entomopathogénes présents a la surface de la cuticule
(Boucias et al., 1998, Vandenberg et al., 1998)

Mycétes d'intéréts
Tolypocladium cylindrosporum Gams

Le genre Tolypocladium est notoire pour sa capacité a produire de la cyclosporine A, un peptide
jouant un réle immunosuppressif important lors des transplantations d'organes (Aarmio et al.,
1989). Il fut autrefois confondu avec le genre Beauveria sur la base de certains critéres
morphologiques (von Arx, 1986) mais il est maintenant reconnu comme étant distinct de par les
résultats de tests biochimiques (APl 50CH) montrant différents profils d'utilisation d'hydrates de
carbone (Todorova et al., 1998). Le champignon Tolypocladium cylindrosporum, isolé par Gams
en 1971, est un mycéte saprophyte, terricole et/ou aquatique (Weiser et al., 1981). Il est reconnu
comme étant pathogéne envers les stades larvaires de quelques espéces de diptéres du sous-
ordre des nématoceéres, principalement les moustiques (Aedes spp. et Culex spp.) (Samson et
al., 1984, Soares Jr., 1982, Soares Jr. et al., 1985). Toutefois, ce champignon est également en
mesure d'infecter Sylvicola cinctus (Diptera: Anisopodidae) (Ekbom, 1993), Simulium vittatum
(Diptera: Simuliidae) (Nadeau et al., 1994) ainsi que certains Iépidoptéres (Lam et al., 1988,
Steenberg et al., 2000) et des acariens (Herrero et al., 2011, Zabalgogeazcoa et al., 2008). Plus
prés phylogénétiquement des espéces appartenant au genre Delia, il a été démontré que les
asticots et les imagos de M. domestica étaient également susceptibles a T, cylindrosporum
(Barson et al., 1994, Lam et al., 1988). De plus, des chercheurs ont récemment découvert que
ce champignon était hautement pathogéne envers les larves de certains membres de la famille
des Calliphoridae, tels que Lucillia sericata Meigen et L. cuprina Wiedemann (Wright et al.,
2009).

Des travaux ont établi que 7. cylindrosporum infectent ses hétes par la cuticule externe, mais
également par voie orale lors de prise alimentaire (Goettel, 1988, Soares Jr., 1982, Weiser et al.,
1981). Par ailleurs, les blastospores seraient plus virulentes que les conidies chez Aedes
sierrensis, A. triseriatus et Culex tarsalis (Diptera: Culicidae) (Nadeau et al., 1994, Soares Jr.,
1982). Des études ont de plus illustré que certains isolats de T. cylindrosporum produisent des
molécules possédant des propriétés insecticides nommées efrapeptines (Vey et al., 2001).
Enfin, selon Scholte et ses collaborateurs (2004), les essais sur le terrain destinés a lutter contre
les larves de moustiques en milieu aquatique avec ce mycéte n'ont pas été trés convaincants.
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Sur la base de ce constat, l'intérét que portait la communauté scientifique envers ce mycéte
comme agent de lutte biologique s'est estompé. D'ailleurs, aucun bioinsecticide élaboré avec T
cylindrosporum n'a été commercialisé en date de 2007 (Faria et al., 2007).

Des études ont confirmé que les pupes de D. antiqua n'étaient pas affectées par T.
cylindrosporum. Toutefois, lisolat testé était en mesure d'occasionner une trés Iégére mortalité
chez les mouches adultes émergées des pupes ayant été mises en contact avec les particules
infectieuses (Poprawski et al., 1985). Lam et ses collaborateurs (1988) ont par la suite été les
premiers a documenter la susceptibilité des larves de la mouche du chou a T. cylindrosporum en
réussissant a infecter 30 % des individus traités avec des blastospores. Ultérieurement, lors
d'essais au champ, des chercheurs ont observé une réduction significative du nombre de pupes
de D. radicum retrouvées dans la rhizosphére de plants de choux suite & une application au sol
d'un isolat de ce champignon. Par contre, aucune incidence sur le calibre des choux a maturité
n'a été observée. Malgré ces résultats intéressants, les auteurs n'ont pas répété l'expérience
(Vanninen et al., 1999a). En Norvége, d'autres chercheurs ont réalisé des activités de dépistage
a la recherche de champignons entomopathogénes en appatant des échantillons de sols avec
des larves de D. floralis et de Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae). Il s'est avéré que T.
cylindrosporum a été plus fréquemment isolé sur D. floralis que sur G. mellonella. (Klingen et al.,
2002a). Les auteurs concluent donc, entre autres, que les larves de D. floralis, un diptére
apparenté a D. radicum, sont probablement plus vulnérables aux infections causées par T.
cylindrosporum que celles de G. mellonella.

A la lumiére de ces résultats, des épreuves biologiques ont été réalisées afin de déterminer la
susceptibilité des ceufs et des larves de D. floralis a trois isolats de T. cylindrosporum d'origine
norvégienne (Klingen et al., 2002c). Un des isolat testé (ARSEF 5525) s'est avéré en mesure de
reduire de fagon significative la longévité des jeunes larves suivant I'éclosion lorsque les ceufs
étaient préalablement immergés dans une suspension de 1 x 107 conidies/ml. De plus, ce méme
isolat a occasionné jusqu'a 26 % de mortalité chez les larves agées de une a deux semaines.
Par contre, du rutabaga rapé était offert aux larves comme source de nourriture, ce qui, selon
les auteurs, aurait pu diminuer la virulence des isolats testés. En effet, des études ont démontré
que le 2-phenylethyl isothiocyanate, un produit de 'hydrolyse du 2-phenylethyl glucosinolate,
pouvait inhiber ou ralentir la croissance de M. anisopliae et de T. cylindrosporum (Inyang et al.,
1999, Klingen et al., 2002b). Or, le rutabaga contient beaucoup de 2-phenylethyl glucosinolate
(Birch et al., 1992). Les auteurs ont donc suggéré de développer un protocole n'utilisant pas de
rutabaga rapé comme source de nourriture afin de poursuivre l'évaluation du potentiel
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entomopathogéne de T. cylindrosporum sur les larves de D. floralis. Finalement, des données
non publiées, citées par Klingen et ses collaborateurs (2002c) signalent qu'une réduction de
I'emergence des adultes de l'ordre de 36 % a été observée suite a l'exposition de larves de
troisieme stade de D. radicum & T. cylindrosporum quelque temps avant la métamorphose en
pupes.

Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin

Le champignon Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin a été décrit pour la premiére fois
en 1879 par Metchnikoff suite a la découverte de la maladie de la muscardine verte sur des
larves d'Anisoplia austriaca Hrbst. (Coleoptera: Scarabaeidae) Les travaux de Sorokin en 1883
ont ensuite permis de classer le mycéte dans le genre Metarhizium (Zimmermann, 2007b). Ce
genre posséde une distribution mondiale et il est composé de plusieurs groupes génétiques
distincts ayant probablement un ancétre commun d'origine sud-asiatique (Bidochka et al., 2005).
Suite & une révision de la nomenclature des organismes fongiques, M. anisopliae est
maintenant classé dans le groupe monophylétique A de la famille des Clavicipitaceae (Sung et
al., 2007). C'est un myceéte qui est fréquemment détecté dans les sols de divers écosystémes
agricoles et forestiers (Bidochka et al., 2001, Keller et al., 2003, Klingen et al., 2002a, Medo et
al., 2011, Meyling et al., 2011, Vanninen, 1996). Des travaux attestent également de la capacité
de certains isolats a coloniser la rhizosphére dans les sols (Hu et al., 2002) et dans les milieux
de croissance artificiels & base de mousse de sphaigne (Bruck, 2005). L'espéce produit par
ailleurs plusieurs types de toxines, notamment plus de 27 destruxines différentes qui s'avérent
toxiques chez certaines espéces d'insectes (Vey et al., 2001). Enfin, une étude réalisée en 2007
indique que 61 bioinsecticides différents ont été élaborés a l'aide de M. anisopliae (incluant la
variété acridium), soit 35,7 % de tous les bioinsecticides d'origine fongique produits (Faria et al.,
2007). L'isolat F52, fréquemment mentionné dans la littérature scientifique, est d‘ailleurs
disponible commercialement sous la forme du bio-insecticide granulaire Met52™ (Novozymes
Bioag Limited, Saskatoon, SK, Canada). Ce bioinsecticide est homologué au Canada depuis
2009 pour lutter contre le charangon noir de la vigne, Otiorhynchus sulcatus Fabricius, et contre
le charangon de la racine du fraisier, Otiorhynchus ovatus L., (Coleoptera: Curculionidae) dans
les cultures de plantes ornementales cultivées en contenant. Cette formulation est constituée de
conidies de lisolat F52 déposées sur des grains de riz agissant a titre de support. Le produit
posséde une concentration de 9 x 108 UFC par gramme (Anonyme, 2009).

Quoique son spectre d'hotes est considéré comme étant plus étroit que celui de B. bassiana, le
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mycéte M. anisopliae infecte tout de méme des insectes appartenant a plusieurs ordres
differents avec toutefois une spécificité au niveau de l'isolat et des génotypes (Bidochka et al.,
2005, Zimmermann, 2007b). En effet, ce champignon est en mesure d'infecter plusieurs
insectes de l'ordre des coléoptéres comme les imagos du scarabée japonais Popillia japonica
Newman (Scarabaeidae) (Lacey et al., 1994) et de lagrile du fréne, Agrilus planipennis
Fairmaire (Buprestidae) (Liu et al., 2006) ainsi que le stade larvaire et adulte de la chrysoméle
des racines du mais (Chrysomelidae) (Pilz et al., 2007). Le criquet pélerin, Schnistocerca
gregaria Forskal, un orthoptére, lui est également susceptible (Blanford et al., 2001) et a été la
cible d'un imposant programme de lutte biologique élaboré a l'aide de M. anisopliae var.
acridium (Langewald et al., 2007). Ce mycéte est aussi pathogéne envers la blatte germanique,
Blatella germanica L. (Blattodea: Blattelidae) (Quesada-Moraga et al., 2004) et G. mellonella
(Klingen et al., 2002c).

Comme en témoigne une étude danoise portant sur les mouches associées aux élevages
bovins, M. anisopliae ne semble pas étre un pathogéne affectant fréquemment les diptéres
adultes. En effet, aucune infection naturelle n'a été détectée parmi plus de 4 000 échantillons
analysés lors de cette recherche (Steenberg et al., 2001). En conditions de laboratoire, la
susceptibilité des imagos est cependant bien documentée chez certains membres de la famille
des Tephritidae (Castillo et al., 2000, Daniel et al., 2009, Dimbi et al., 2003a, Quesada-Moraga
et al., 2006a), des Muscidae et des Calliphoridae (Angel-Sahagun et al., 2005, Barson et al.,
1994, Lohmeyer et al., 2006, Wright et al., 2004). Des travaux témoignent également de la
pathogeénicité de certains isolats de M. anisopliae chez les stades larvaires de Culex
quinquefasciatus (Culicidae) (Alves et al., 2002), de la mouche domestique, Musca domestica
(Muscidae) (Barson et al., 1994, Mishra et al., 2011), de certaines mouches a fruits de la famille
des Tephritidae (Cossentine et al., 2011, Ekesi et al., 2002, Lezama-Gutiérrez et al., 2000), de la
mouche de la betterave & sucre, Tetanops myopaeformis Réder (Ulidiidae) (Jonason et al.,
2005) et de la mouche des cornes, Haematobia irritans L. (Muscidae) (Mochi et al., 2010a).

Concemant les diptéres appartenant au genre Delia, aucune infection d'origine naturelle ne
semble avoir été documentée chez les larves et ce malgré le fait que leur comportement
alimentaire les exposent probablement au champignon (Eilenberg et al., 2003). Quelques
études de laboratoire permettent cependant d'apprécier la pathogénicité de M. anisopliae envers
ces asticots. Tout d'abord, dans une recherche publiée en 2002, des chercheurs ont observé
que les larves de D. floralis n'étaient pas susceptibles & l'isolat ARSEF 5520 de M. anisopliae
(Klingen et al., 2002c) malgré le fait que cet isolat fut détecté dans un échantillon de sol en
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utilisant ce méme insecte comme appét (Klingen et al., 2002a). Par contre, comme il a été décrit
précedemment, il est probable que l'isolat étudié ai été affecté par l'utilisation de rutabaga rapé
comme source de nourriture pour l'alimentation les larves (Klingen et al., 2002c). Des
expériences de criblage ont par ailleurs démontré que seuls les isolats de M. anisopliae étaient
en mesure d'occasionner plus de 30 % de mortalité chez les larves de troisiéme stade de D.
antiqua s'alimentant sur une diéte artificielle. Un isolat provoquant la mort de 92,5 % des
asticots soumis aux conidies s'est d'ailleurs distingué (Davidson et al., 2005).

Des essais ont également été réalisés en laboratoire afin d'attester de la pathogénicité de quatre
isolats d'origine finlandaise de M. anisopliae chez les larves de second et troisiéme stade de D.
radicum. Malheureusement, les résultats obtenus par ces expériences laissent perplexes
puisque le taux de mortalité dans les traitements témoins était de 40 %. Par contre, deux isolats
testés ont procuré une mortalité additionnelle de I'ordre de 40 a 50 % en tenant compte de la
mortalité dans les groupements témoins (Vénninen et al., 1999b). Lorsque la mortalité dans les
groupements témoins est supérieure a 15-20 % dans les épreuves biologiques, les résultats
obtenus doivent cependant étre interprétés avec précautions (Butt et al., 2000). Plus
réecemment, trois isolats de M. anisopliae se sont clairement avérés pathogénes pour les larves
de second stade de D. radicum en conditions de laboratoire. Dans cette derniére étude, l'isolat
F52 est celui ayant offert le meilleur contréle sur les larves avec une mortalité observée de
I'ordre de 72 % et 85 % selon la concentration utilisée. En guise de conclusion de leur article, les
auteurs ont donc recommandé de réaliser des essais au champ pour valider l'efficacité de cet
isolat en conditions réelles (Bruck et al., 2005). A ce sujet, d'autres chercheurs sont d'avis que
des lachers massifs d'un isolat de M. anisopliae hautement virulent envers D. radicum auraient
un bon potentiel comme outil de lutte biologique (Eilenberg et al., 2003).

Cependant, les expériences antérieures menées en serres et en champs pour vérifier le
potentiel de M. anisopliae comme agent de lutte microbienne chez les larves de D. radicum se
sont avérées peu probantes en général. Dans des essais réalisés en serres, Vanninen et ses
collaborateurs (1999b) ont observé de légéres diminutions des dommages observés aux racines
chez des plants de chou et de rutabaga traités avec certains isolats de M. anisopliae. Par
contre, aucune différence significative ne se manifeste au niveau du nombre de pupes
retrouvées dans la rhizosphére des plants soumis aux traitements. Dans une série
d'expériences réalisées en parcelles expérimentales au champ, le seul résultat significatif
obtenu consiste en une légére augmentation de rendement dans les parcelles de choux-fleurs
traittes de fagon prophylactique a l'aide de suspensions de conidies de M. anisopliae
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comparativement aux parcelles t¢émoins non traitées. Le rendement des parcelles traitées était
cependant inférieur de 81 a 85 % des rendements obtenus dans les parcelles témoins traitées
avec l'insecticide Diazinon (Vanninen et al., 1999a).

Malgré ce constat, des chercheurs anglais ont entrepris a leur tour des essais de ce type a l'aide
d'isolats de M. anisopliae qui s'étaient auparavant avérés pathogénes chez D. antiqua
(Davidson et al., 2005). En serres, quatre applications d'une suspension de conidies (1 x 10°
conidies/ml) sur le substrat de culture a la base de plants de chou ont permis une réduction
significative de l'ordre de 90 % du nombre de larves et de pupes de D. radicum retrouvées dans
la rhizosphére. Des essais en champs sur des cultures de chou-fleur ont toutefois été peu
concluants car aucune réduction sur le nombre de larves et de pupes n'a été observée
comparativement aux parcelles témoins. Malgré tout, prés de 30 % des cadavres de larves
retrouvés dans les parcelles traitées avec M. anisopliae ont exhibé la muscardine verte suite a
une période d'incubation. Puisqu'ils ont observé beaucoup de mouvement latéral suite a
I'application des suspensions, les chercheurs ont conclu que les conidies n'étaient pas
pleinement en mesure d'atteindre les larves dans le sol. Plusieurs facteurs auraient été en
mesure de limiter I'expression de la pathogénicité de l'isolat testé dont le type de sol, son niveau
d'humidité et sa température ainsi que différents facteur biotiques. A la lumiére de ces résultats,
Chandler et Davidson (2005) ont donc suggéré de concentrer les efforts de recherche sur la
découverte d'isolats plus virulents, sur le développement d'une méthode d'application plus
efficace et de réaliser des études plus approfondies sur la distribution, la persistance et le
potentiel infectieux de l'inoculum appliqué au sol.

Enfin, malgré que les travaux de Rizzo (1977) aient permis d'établir la pathogénicité de M.
anisopliae envers les imagos de D. antiqua, il semblerait que les infections d'origine naturelle
causées par ce mycete chez les mouches du genre Delia soient plutét rares (Eilenberg et al.,
2003). Une récente étude de laboratoire a toutefois permis de documenter de facon plus
approfondie la vulnérabilité des adultes de D. antiqua a M. anisopliae. En effet, une mortalité
oscillant entre 12,7 et 86,2 % selon les isolats testés a été observée cing jours suivant
I'exposition aux particules infectieuses (Davidson et al., 2005). La pathogénicité de M. anisopliae
chez les imagos de D. radicum a également été déterminée. Un seul des quatre isolats testés a
cependant été en mesure d'occasionner plus de 50 % de mortalité 160 heures aprés le contact
initial avec les conidies (Meadow et al., 2000).
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Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin

C'est en 1835, sur des larves de vers a soie, Bombyx mori, que la maladie de la muscardine
blanche fut documentée pour la premiére fois par un italien nommé Agostino Bassi di Lodi. Les
travaux de Balsamo-Crivelli et de Vuillemin ont ensuite permis de caractériser l'espéce en
cause, Beauveria bassiana (Zimmermann, 2007a). Selon la derniére révision de la
nomenclature, ce champignon appartient maintenant a I'embranchement monophylétique C de
la famille des Clavicipitaceae (Sung et al., 2007). Il posséde une distribution cosmopolite
(Rehner, 2005) et on le retrouve frequemment dans les sols de divers écosystémes agricoles et
forestiers (Chandler et al., 1997, Fisher et al., 2011, Klingen et al., 2002a, Ormond et al., 2010,
Vanninen, 1996), de méme que sur la surface foliaire de divers végétaux (Meyling et al., 2006a,
Ormond et al, 2010). Des études ont également démontré que certains isolats de ce
champignon sont endophytes chez plusieurs plantes (Vega et al., 2008) et cette colonisation
asymptomatique des tissus végétaux peut parfois conférer une protection contre certains agents
phytopathogénes (Ownley et al., 2008). L'espéce est également réputée pour sa capacité a
produire une grande variété de molécules ayant des propriétés antibactériennes, antifongiques
et insecticides, telles que la bassianine, la beauvericine, la bassianolide et la beauverolide (Vey
et al., 2001, Zimmermann, 2007a). Finalement, selon une compilation produite en 2007, B.
bassiana serait a [l'origine du développement de 58 bioinsecticides disponibles
commercialement a travers le monde, soit 33,9 % de tous les bioinsecticides élaborés a l'aide
de mycétes (Faria et al., 2007).

Le champignon B. bassiana est notoire pour sa capacité a infecter une vaste gamme d'insectes,
notamment des membres de l'ordre des Iépidoptéres, des coléoptéres, des homoptéres, des
hémiptéres et, dans une moindre mesure, des hyménoptéres et des diptéres (Tanada et al.,
1993, Zimmermann, 2007a). Des insectes ravageurs possédant une grande incidence
économique comme le scarabée japonais (Lacey et al, 1994), le charangon du pin blanc,
Pissodes strobi Peck (Coleoptera: Curculionidae) (Trudel et al., 2007), les aleurodes, Bemisia
spp. (Homoptera: Aleyrodidae) (Quesada-Moraga et al., 2006b, Wraight et al., 2000) et le stade
larvaire de plusieurs lépidoptéres problématiques en production de cultures légumiéres (Wraight
et al., 2010) lui sont susceptibles. Son utilisation en lutte biologique permet de controler, entre
autre, le doryphore de la pomme de terre, Leptinotarsa decemlineata Say (Coleoptera:
Chrysomelidae), la pyrale du mals, Ostrinia nubilalis Hiibner (Lepidoptera: Pyralidae) (Inglis et
al., 2001), certains lépidoptéres du genre Dendrolimus (Lepidoptera: Lasiocampidae) (Li, 2007)
de méme que la punaise terne, Lygus lineolaris Palistot de Beauvois (Hemiptera: Miridae) et
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l'anthonome de la fleur du fraisier, Anthonomus signatus Say (Coleoptera: Curculionidae), dans
les cultures de fraises (Sabbahi et al., 2008a, Sabbahi et al., 2009).

Le mycéte B. bassiana est également en mesure d'infecter plusieurs espéces différentes de
diptéres. En effet, le champignon s'avére pathogéne chez les larves et les imagos de certains
dipteres piqueurs tels que Culex pipens, C. tarsalis et Anopheles albimanus (Clark et al., 1968).
Des infections d'origine naturelle ont aussi été rapportées chez des mouches associées au
bétail, telles que Musca autumnalis et Haematobia irritans (Steenberg et al., 2001) Des travaux
de laboratoire attestent également de la grande susceptibilité des stades adultes de diptéres de
la famille des Tephritidae (Daniel et al., 2009, De La Rosa et al., 2002, Dimbi et al., 2003a,
Konstantopoulou et al., 2005, Quesada-Moraga et al., 2006a) et des Muscidae (Angel-Sahagun
et al., 2005, Barson et al., 1994, Lecuona et al., 2005, Lohmeyer et al., 2006, Mochi et al.,
2010b, Watson et al., 1995). Cependant, la mortalité occasionnée par B. bassiana chez les
stades immatures (larves et pupes) est généralement faible et inférieure a celle observée chez
les spécimens adultes (Barson et al, 1994, Daniel et al., 2009, De La Rosa et al., 2002,
Lecuona et al., 2005, Mochi et al., 2010a, Quesada-Moraga et al., 2006a). Par contre, un niveau
de mortalité acceptable (48 & 56 %) a été observé chez les larves de Musca domestica
soumises a deux isolats de B. bassiana (Watson et al., 1995). Ekesi et ses collaborateurs (2002)
rapportent également une réduction significative de I'émergence des adultes lorsque des larves
de troisieme stade de Ceratis capitata et de C. var. rosa fasciventris sont exposées a des isolats
de B. bassiana. Par ailleurs, des travaux attestent de la vulnérabilité des larves de troisiéme
stade de Rhagoletis indifferens (Diptera: Tephritidae) & deux isolats de B. bassiana (Cossentine
et al., 2010). Egalement, une étude a démontré que des isolats de B. bassiana sont en mesure
d'occasionner plus de 50 % de mortalité chez les pupes de C. capitata (Quesada-Moraga et al.,
2006a).

La susceptibilité des espéces du genre Delia & B. bassiana est moins bien documentée. Une
étude portant sur D. antiqua a démontré que les pupes de l'espéce étaient peu affectées par B.
bassiana. Les chercheurs ont toutefois observé une mortalité a retardement suite a I'émergence
chez 32,8 a 53,1 % des individus adultes, selon les doses et les isolats testés (Poprawski et al.,
1985). Une étude subséquente démontra clairement que la vulnérabilité du stade larvaire de D.
antiqua est faible, l'isolat le plus performant causant seulement 22,8 % de mortalité chez les
larves de troisiéme stade (Davidson et al., 2005).

La faible pathogénicité de deux isolats B. bassiana a également été documentée en conditions
de laboratoire chez les larves de D. radicum. Cependant, les résultats de I'étude en question
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sont mitigés de par le fait que la mortalité dans les traitements témoins était de l'ordre de 40 %
(Véanninen et al., 1999b). Quelques essais en parcelles expérimentales au champ ont aussi été
effectués vers la fin des années 1990 afin de contrdler les populations de D. radicum avec des
isolats de B. bassiana d'origine finlandaise. Lors d'une de ces expériences, les chercheurs ont
observé une diminution significative du nombre de pupes retrouvées dans la rhizosphére de
plants de choux suite a une application au niveau du sol de l'isolat SF85-2 (Vanninen et al.,
1999a). Cependant, les auteurs n'ont pas été en mesure d'obtenir 8 nouveau ces résultats avec
lisolat en question, que ce soit lors d'expériences au champ (Vanninen et al., 1999a) ou en
serre (Vénninen et al., 1999b). Par contre, il a été démontré ultérieurement que lisolat GHA de
B. bassiana est en mesure d'occasionner jusqu'a 46 % de mortalité chez des individus du
second stade larvaire exposés aux conidies incorporées dans des échantillons de sol stérile
(Bruck et al., 2005).

Enfin, les travaux de Rizzo (1977) ont permis de déterminer la pathogénicité de B. bassiana
chez les imagos de D. antiqua. Une étude anglaise plus exhaustive a ensuite permis
d'approfondir ces connaissances avec l'observation d'une mortalité oscillant entre 22,3 et 100 %
selon les isolats testés (Davidson et al., 2005). Concernant les adultes de D. radicum, des
infections d'origine naturelle ont été documentées chez quelques spécimens (Steenberg et al.,
2001) mais B. bassiana ne semblerait pas étre en mesure de causer des épizooties au sein des
populations (Eilenberg et al., 2003). D'autres chercheurs ont observé en laboratoire une
mortalité variant entre 34 et 100% chez des adultes de D. radicum cinq jours suivant le contact
avec des conidies. |l a également été remarqué que les adultes exposés aux conidies de B.
bassiana étaient en mesure de transmettre l'inoculum dans une chaine d'infection impliquant six
individus, démontrant ainsi la capacité du champignon a se disséminer au sein des populations.
Qui plus est, une inhibition de la ponte a été observée chez les mouches femelles infectées. Sur
la base de ces résultats, des travaux sont en cours afin de développer un piége attractif
permettant de contaminer les mouches du chou et de disperser des conidies de B. bassiana au
sein des populations naturelles (Meadow et al., 2000).
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CHAPITRE 5 :
PROBLEMATIQUE

La mouche du chou est un insecte ravageur en mesure d'occasionner d'importants dommages
de fagon récurrente dans les cultures horticoles et oléagineuses appartenant a la famille des
cruciferes (Coaker et al., 1971, Dosdall et al., 1994). Comme une grande majorité d'insectes
d'importance en agriculture, le contrdle des larves de Delia radicum s'effectue principalement a
l'aide d'insecticides de synthése. Or, les populations de cet insecte sont devenues résistantes
envers plusieurs matiéres actives au fil du temps (Jyoti et al, 2001a). Actuellement, la
repression des asticots de la mouche du chou se fait essentiellement par des applications
terrestres de chlorpyrifos, un insecticide organophosphoré possédant un trés large spectre
d'hdtes. Il a cependant été démontré que le chlorpyrifos peut se retrouver a des niveaux
inquiétants dans les cours d'eau parcourant les terres agricoles (Giroux et al., 2010). Par
surcroit, des populations de Delia spp. résistantes au chlorpyrifos ont été observées dans la
derniére décennie (Bruck et al., 2005, Nault et al., 2006). Puisqu'il y a toujours un risque de
développement de résistance chez les insectes avec ['utilisation des pesticides de synthése, le
milieu agricole a présentement besoin de méthodes de contréle alternatives pour lutter contre la
mouche du chou (Jyoti et al., 2001a). Certaines méthodes de lutte (physique, culturale ou
biologique) actuellement en développement pourraient permettre aux producteurs d'obtenir un
certain contrle sur les populations de la mouche du chou et de réduire les dommages aux
recoltes (Hemachandra et al., 2007, Maichev et al., 2010, Meadow et al., 2005, Parsons et al.,
2007).

Une alternative intéressante aux insecticides chimiques consiste a exploiter les propriétés
entomopathogénes de certains agents microbiens comme les virus, les bactéries et les
champignons. Leur utilisation en lutte biologique comporte plusieurs avantages, dont la sécurité
pour 'humain et la faune non ciblée, la réduction des résidus de pesticides présents dans les
aliments et la préservation des ennemis naturels dans les agro écosystémes (Lacey et al.,
2001). Cependant, relativement peu d'agents microbiens ont permis le développement de
méthodes de lutte biologique envers les insectes terricoles comme les larves de D. radicum. Le
sol étant un environnement complexe avec une forte diversité biologique, la survie des agents
microbiens qui y sont appliqués est parfois limitée. De plus, de puissants processus de
coévolution font en sorte que les insectes terricoles ont développé un niveau de résistance
avancé envers les agents microbiens et les toxines qu'ils produisent. Un haut degré de
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pathogénicité et la capacité de survivre dans l'environnement du sol sont donc des qualités
jugées essentielles pour les agents microbiens servant aux contrle d'insectes terricoles
(Jackson, 1999).

Les mycétes entomopathogénes sont d'importants agents de régulation des populations
d'insectes (Goettel et al., 2010), notamment chez les diptéres ravageurs des cruciféres
(Eilenberg et al., 2003). Quelques essais ont d'ailleurs été réalisés en laboratoire afin d'établir la
pathogeénicité de certains champignons de l'ordre des Hypocréales chez les larves du genre
Delia. Malgré que des difficultés ont été rencontrées dans ces études, elles tendent 8 démontrer
que la susceptibilité des stades larvaires est généralement faible (Davidson et al., 2005, Klingen
et al., 2002c, Poprawski et al., 1985, Vanninen et al., 1999b). Quoique réalisée avec un nombre
d'isolats restreint, une recherche récente a permis d'établir de fagon plus convaincante la
susceptibilité des asticots de D. radicum au mycéte Metarhizium anisopliae, notamment lisolat
F52 (Bruck et al., 2005). Egalement, sur la base de quelques études, le mycéte Tolypocladium
cylindrosporum semble étre un agent de lutte biologique potentiel envers les larves de D.
radicum mais aucun criblage d'envergure n'a été réalisé a ce jour avec ce mycéte (Klingen et al.,
2002a, Klingen et al., 2002c, Lam et al., 1988). Egalement, des essais ont permis de confirmer
la vuinérabilité des imagos de la mouche du chou aux champignons Beauveria bassiana et M.
anisopliae (Meadow et al., 2000). Cependant, la pathogénicité de T. cylindrosporum envers les
mouches adultes reste & démontrer. De plus, les essais réalisés en champs ou en serres afin de
contrdler les larves de D. radicum avec des mycétes Hypocréales ont généralement été peu
probants. Des efforts de recherche supplémentaires doivent donc étre déployés afin de
dénicher, entre autres, des isolats possédant une plus grande virulence (Chandler et al., 2005,
Vénninen et al., 1999a, Vanninen et al., 1999b). D'ailleurs, la sélection de tels isolats est
habituellement la premiére étape a effectuer lors de la recherche d'agents de lutte biologique
d'origine fongique visant un insecte (Goettel et al., 2010). Finalement, une étude permettant de
comparer la susceptibilité des stades larvaires et adultes de D. antiqua aux mycétes
entomopathogenes a été réalisée (Davidson et al., 2005) mais aucune recherche de ce type n'a
été effectuée chez D. radicum. Des travaux supplémentaires doivent donc étre effectués afin de
compléter les informations présentes dans la littérature scientifique en regard de la vulnérabilité
de la mouche du chou aux mycétes entomopathogénes.
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CHAPITRE 6 : _
BUT, HYPOTHESE ET OBJECTIFS

Le but du projet de recherche était d'approfondir les connaissances relatives a la susceptibilité
des larves et des adultes de la mouche du chou aux champignons entomopathogénes de l'ordre
des Hypocréales. Plus précisément, le projet visait a identifier des isolats possédant des
attributs intéressants, permettant ainsi d'établir les prémices pour le développement d'un nouvel
outil de lutte biologique visant la mouche du chou dans les cultures de cruciféres.

Sur la base des informations recueillies dans la littérature scientifique, I'hypothése de travail
peut étre formulée ainsi :

La pathogénicité des champignons entomopathogénes de I'ordre des Hypocréales chez
les larves et les adultes de D. radicum est assujettie 4 des variations inter et intra-
spécifiques.

Afin de valider cette hypothése, quatre objectifs ont été poursuivis :
1. Implanter et maintenir un élevage de la mouche du chou en conditions de laboratoire.

2. Effectuer la production de divers isolats de champignons entomopathogénes
appartenant aux espéces Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae et Tolypocladium
cylindrosporum.

3. Réaliser le criblage des isolats de champignons entomopathogénes chez les larves de la
mouche du chou.

4. Réaliser le criblage des isolats de champignons entomopathogénes chez les adultes de
la mouche du chou.
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CHAPITRE7:
MATERIEL ET METHODES

Elevage de la mouche du chou
Régie d'élevage

L'accés a un approvisionnement régulier en larves et en adultes de la mouche du chou pour la
réalisation des expériences était une condition sine qua non & la réussite du projet. C'est
pourquoi un élevage de la mouche du chou fut démarré a I''INRS-Institut Armand-Frappier. La
population meére a l'origine de cet élevage provenait de pupes prélevées sur la Ferme
Expérimentale d'Agriculture et Agroalimentaire Canada située a Sainte-Clotilde (45°20' N, 73°
50" W). Ces pupes ont permis la mise en place d'une colonie stable hébergée depuis plus de dix
ans dans les laboratoires du Centre de Recherche et de Développement en Horticulture (CRDH)
d'Agriculture et Agroalimentaire Canada, situé a Saint-Jean-sur-Richelieu (Québec, Canada).
Des pupes non-diapausantes et appartenant au biotype hatif ont été prélevées de cette colonie
et fournies par M. Guy Boivin, chercheur scientifique en entomologie au CRDH. Ses conseils,
ainsi que ceux de Mme Danielle Thibodeau, ont été grandement utiles lors de I'établissement de
I'élevage au sein de I'INRS-Institut Armand-Frappier. Cependant, d'autres sources d'informations
ont été pertinentes pour les fins du projet, notamment celles fournies par Harris et ses
collaborateurs (1966) et par Whistlecraft et ses collaborateurs (1985). Afin de s'assurer de
débuter la colonie avec du matériel adéquat, les pupes, les mouches et les larves ont été
examinees sous un binoculaire en se référant a la clé d'identification de Brooks (1951 ).

Les mouches adultes ont été élevées dans deux cages cubiques, dont les cotés mesuraient 30
cm, equipées de grillage moustiquaire et d'une paroi constituée de plastique transparent
facilitant I'observation (modéle #1450 BSV, BioQuip Products, Rancho Dominguez, CA, USA).
Un des cotés des cages était muni d'un long manchon de coton, ce qui permettait 'accés a
lintérieur des cages tout en diminuant les risques de fuites des mouches a l'extérieur. Ces
cages étaient placées dans une chambre environnementale maintenue a une température de 20
t 1 °C et une humidité relative de 55 + 10 %. La photopériode était de 18 heures par jour. La
lumiére était diffusée par quatre tubes fluorescents de type blanc froid dotés d'une puissance de
15 W et disposés a 20 cm au-dessus des cages. Les mouches s'abreuvaient d'eau distillée
stérile contenue dans une fiole Erlenmeyer de 125 ml et migrant par remontée capillaire dans un
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morceau de coton (figure 7.1A). Elles se nourrissaient ad libitum d'une nourriture solide
constituée de sucre et de lait en poudre, de farine de soya et de levure nutritionnelle de type
Angevita (Levure Red Star, L'Arc en Vrac, Joliette, Québec, Canada) dans un ratio de 5:5:1:1
(Boivin, 2010, communication personnelle). Les ingrédients de la diéte étaient préalablement
pulvérisés en une fine poudre a l'aide d'un robot culinaire. Une portion d'environ 10 g de cette
nourriture était étalée dans une base de boite de Petri et disposée dans chacune des cages

(figure 7.1B). L'eau et la nourriture étaient renouvelées de fagon hebdomadaire.

Figure 7.1 : Vue de l'intérieur d'une cage servant a I'élevage de D. radicum. A : Fiole Erlenmeyer remplie d'eau
et mouches s'abreuvant sur le morceau de coton imbibé; B : Boite de Petri contenant la diéte servant a
l'alimentation des mouches; C : Substrat de ponte servant & la cueillette des ceufs; D : Boite de Petri
contenant les pupes permettant de renouveler la population de la cage.

Un substrat de ponte permettant de recueillir les ceufs était mis a la disposition des mouches
dans chacune des cages. Ce dispositif était constitué de la base d'une boite de Petri contenant
150 g de sable séché tout usage (Bomix®, Saint-Léonard, Québec, Canada), préalablement
stérilisé a l'autoclave (134 °C, 20 minutes) et saturé d'eau distilliée stérile, sur lequel était
déposé un morceau de rutabaga d'environ 125 cm?® (figure 7.1C). Les mouches femelles
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pondaient alors leurs ceufs autour du morceau de rutabaga, directement sur le sable ou
quelques millimétres sous la surface. Pour les besoins de maintien de l'élevage, les ceufs
étaient récoltés selon une fréquence bihebdomadaire. Le substrat de ponte, y compris les ceufs,
était alors transféré dans un contenant de plastique (11 cm x 18 cm x 31 cm) contenant environ
un kilogramme de sable préalablement stérilisé tel que décrit. Le sable était ensuite humecté
avec de l'eau distillée stérile jusqu'a saturation. Deux ou trois rutabagas entiers (variété
Laurentian Thompson) auxquels on avait préalablement coupé la base étaient ensuite déposés
sur les ceufs. Une large surface de tissu succulent était ainsi exposée, ce qui facilitait la
pénétration des jeunes larves dans les rutabagas. La boite était finalement recouverte d'une
pellicule plastique pendant la premiére semaine d'incubation afin de maintenir une forte humidité
relative (Whistlecraft et al., 1985). Cette derniére étape favorisait ainsi un taux d'éclosion des
ceufs élevé et une survie optimale des jeunes larves.

Les rutabagas utilisés pour toute la durée du projet provenaient principalement de la Ferme
Milisun enr., propriété de monsieur Michel Pichette et située a Saint-Roch-de-I'Achigan. llis
étaient entreposés a 4 °C avant d'étre utilisés pour l'alimentation des larves. A ce moment, les
rutabagas étaient lavés de fagon vigoureuse avec une eau savonneuse et rincés abondamment.
Pour ne pas contaminer I'élevage avec des individus étrangers, une attention particuliére était
portée afin de détecter I'éventuelle présence de larves de D. radicum dans les racines.

Apres une incubation aux conditions décrites précédemment pour le maintien de I'élevage, les
larves complétaient leur développement & lintérieur des rutabagas en trois semaines, avant de
migrer dans le sable pour entreprendre leur métamorphose. Le recueil des pupes se faisait 28
jours apreés lintroduction du substrat de ponte dans les cages. Les pupes enfouies dans le sable
étaient alors récupérées par flottaison suivi d'une filtration sur tamis. Elles étaient ensuite
transférées dans des boites de Petri contenant de la vermiculite humide (figure 7.1D). Des
cohortes de 300 & 350 pupes étaient généralement préparées pour chacune des cages a
chaque semaine afin de renouveler les populations. Les pupes excédentaires étaient
conservées dans de la vermiculite humide a 4 °C afin de regarnir I'élevage en cas de chute des
populations. L'émergence des mouches débutait habituellement entre cing et sept jours aprés
leur recueil. A ce moment, les boites de Petri étaient placées dans les cages, sans leur
couvercle, pour une période de 14 jours. Finalement, les mouches mortes étaient retirées des
cages sur une base hebdomadaire de fagon a réduire les risques de développement d'épizootie
au sein de 'élevage.

Dans le but de s'assurer de la vigueur de la colonie, quelques données relativement a la régie
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d'élevage ont été recueillies de fagon réguliére tout au long du projet. Entre autre, le taux
d'éclosion des ceufs a été noté a plusieurs reprises. Ceci se faisait en prélevant des ceufs
présents sur le substrat de ponte et en les déposant sur un papier filtre de couleur noir (Grade
551, Whatman Gmbh, Dassel, Allemagne) contenu dans une boite de Petri de 90mm de
diametre et saturé d'eau distillée. La boite de Petri était ensuite scellée avec une pellicule de
plastique (Parafilm "M", Pechiney Plastic Packaging, Chicago, IL, USA) et incubée pendant 7
jours & une température de 20 + 1 °C et une humidité relative de 55 + 10 %. Au bout de cette
période, 200 ceufs étaient observés sous une loupe binoculaire pour vérifier la présence d'une
bréche dans le chorion, le papier filtre noir facilitant grandement les observations. Le poids
moyen des cohortes de pupes au moment de leur récupération a également fait l'objet d'un suivi
régulier. Le taux d'émergence des adultes a aussi été documenté en observant I'stat de 150 a
200 pupes par cohorte aprés une période de 14 jours d'incubation. Finalement, le temps de
développement moyen a été évalué en mesurant le nombre de jours écoulés entre la ponte du
premier ceuf et I'émergence de la premiére mouche appartenant a la méme cohorte.

Production des cohortes de larves

Afin de réaliser les épreuves biologiques, des cohortes de larves possédant sensiblement le
méme &ge étaient requises. Pour obtenir ces cohortes, des ceufs recueillis sur une période de
trois ou quatre jours étaient mis en contact avec des rutabagas de la méme fagon que pour le
maintien de I'élevage. Par contre, trois semaines aprés la récolte des ceufs, les larves, alors au
troisieme stade et disposées a migrer dans le sable, étaient retirées de leur source de nourriture
a laide d'une pince entomologique. Lorsque les rutabagas étaient dans un état de
décomposition relativement avancé, plusieurs larves pouvaient é&tre aisément récupérées entre
la pelure et la chair des rutabagas, diminuant ainsi le risque de leur occasionner des blessures
mortelles. Des larves enfouies peu profondément dans le sable sur le point d'amorcer le
processus de métamorphose mais toujours actives étaient également prélevées pour les fins
des expériences. Les larves matures recueillies étaient temporairement déposées dans une
boite de Petri en verre contenant un papier filtre de 15 cm humecté avec de I'eau distillée stérile.
Elles étaient ensuite entreposées a 4 °C pour une période maximale de trois heures en
attendant de réaliser les épreuves biologiques.
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Production des cohortes de mouches

Un grand nombre de mouches fraichement émergées de leurs pupes et possédant
sensiblement le méme &age étaient nécessaires pour la réalisation des expériences. Des
cohortes de mouches adultes étaient donc obtenues en recueillant tout d'abord des ceufs sur
une période de trois ou quatre jours. Les larves étaient incubées de la fagon décrite
précédemment pour le maintien de I'élevage et les pupes étaient récupérées quatre semaines
apres le recueil des ceufs par flottaison et filtration sur tamis. Elles étaient subséquemment
transférées dans des godets de plastique de 29,6 ml (modéle P100, Solo-Cup Company,
Highland Park, IL, USA) au nombre de 50 pupes par godet. Les pupes étaient ensuite
recouvertes de vemmiculite humide. Les couvercles des godets étaient perforés de cing trous a
laide d'une aiguille stérile de type 2231%: (PrecisionGlide® Needle, BD, Franklin Lakes, NJ,
USA). Les pupes étaient alors incubées a une température de 20 + 1 °C et une humidité relative
de 55 £ 10 % jusqu'au moment de I'émergence des mouches et de leur utilisation pour les
expériences.

Production des isolats de champignons entomopathogénes
Sélection des isolats

Au total, quatre isolats de Beauveria bassiana, six isolats de Metarhizium anisopliae et quatre
isolats de Tolypocladium cylindrosporum ont été choisis pour la réalisation des expériences
(Tableau 6.1). Les principaux critéres de sélection des isolats étaient la provenance
géographique ainsi que l'insecte hote ou le substrat sur lequel lisolat a été détecté. Les isolats
utilisés lors cette étude provenaient de la banque de champignons entomopathogénes du
Laboratoire d'entomologie expérimentale situé a [I'INRS-Institut Armand-Frappier (Laval,
Quebec, Canada). L'isolat F52 (catalogué comme lisolat INRS 709 dans la banque) a été
obtenu a partir du bioinsecticide granulaire Met-52™ (Novozymes Biologicals Inc., Salem, VA,
USA). Cette banque contient des échantillons de plus de 400 isolats de mycétes
entomopathogénes conservés a -80 °C dans des cryotubes contenant une solution de glycérol
concentrée a 70 %.
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Production des suspensions méres

En se basant sur les travaux de Srei (2011), la production des suspensions de conidies s'est
déroulée en deux étapes; une premiére croissance sur gélose nutritive suivie par une production
de masse par fermentation sur un substrat solide & base de céréales. Pour tous les isolats
sélectionnés, hormis la souche INRS 709, les cryotubes correspondants ont tout d'abord été
retirés de la banque de champignons entomopathogénes de I''NRS-Institut Armand-Frappier et
déposés sur de la glace concassée pendant une période d'environ 15 minutes, ceci afin d'éviter
une decongélation trop brusque du matériel biologique. Les champignons ont ensuite été
cultivés sur une gélose de Sabouraud au dextrose, communément appelée gélose SDA (Difco
Laboratories, Mannhein, Allemagne), contenant 10 g de peptone, 40 g de dextrose et 15 g
d'agar-agar par litre de produit final. Pour se faire, un échantillon du contenu des tubes a été
prélevé avec un cure-dent stérile et mis en suspension dans 300 pl d'eau distillée stérile suivi
d'un puissant brassage a l'aide d'un agitateur-vibreur. Un volume de 50 ul de cette suspension a
ensuite été dispersé sur une gélose de Sabouraud au dextrose a l'aide d'un étaleur en plastique
de type rateau et d'un plateau rotatif d'inoculation. Pour tous les isolats, trois boites de Petri
étaient préparées de cette facon. Celles-ci ont ensuite été cachetées avec un film de plastique
(Parafilm "M", Pechiney Plastic Packaging, Chicago, IL, USA) et incubées a 25 °C a la noirceur
pendant 7 a 10 jours. Cette période d'incubation a généralement permis d'obtenir une
croissance des champignons suivi de la formation de conidies (figure 7.2).

Les conidies des trois boites de Petri ont ensuite été récupérées en grattant minutieusement la
gélose nutritive avec une lame de scalpel stérile. Les conidies ont par la suite été mises
suspension dans des tubes de 50 ml contenant 25 ml d'eau distillée stérile. Afin d'obtenir des
suspensions homogénes, les tubes ont été remués vigoureusement a l'aide d'un agitateur-
vibreur. En attendant leur utilisation pour entamer la production de masse par fermentation sur
milieu céréalier, ces suspensions ont été conservées a 4 °C. Trois productions différentes ont
éte réalisées avec cette méthodologie pour tous les isolats sélectionnés.
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Figure 7.2 : Différentes étapes liées a la production des champignons entomopathogénes. A,B,C: Production
sur gélose de Sabouraud au dextrose des isolats INRS 709, INRS 1008 et INRS 705; D: Sacs servant a la
production sur substrat d'orge perlé dans la chambre de croissance; E: Sac de production rempli d'eau lors
de la récolte des conidies; F: Récolte des conidies par filtration; G: Suspensions de conidies entreposées
dans des bouteilles de 100 ml.
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Pour ce qui est de l'isolat INRS 709, un grain de riz provenant du bio-insecticide granulaire Met-
52™ a tout d'abord été inséré dans un tube de 2 ml contenant 1 ml d'eau distillée stérile. Un
brassage vigoureux a l'aide d'un agitateur-vibreur a permis de séparer les conidies de la surface
du grain de riz et de les mettre en suspension dans 'eau. Un étalement de cette suspension par
la méthode d'épuisement a ensuite été réalisé sur une gélose de Sabouraud au dextrose avec
une boucle d'inoculation stérile. Les géloses ont ensuite été scellées avec une pellicule de
plastique (Parafilm "M", Pechiney Plastic Packaging, Chicago, IL, USA) et incubées a 25 °C a la
noirceur, et ce jusqu'au moment de l'obtention de colonies présentant une sporulation verte
caractéristique de M. anisopliae. Les conidies ont ensuite été prélevées avec une boucle
d'inoculation stérile et mises en suspension dans 300 pl d'eau distillée stérile. L'ensemencement
de trois nouvelles géloses de Sabouraud au dextrose s'est effectué en étendant 50 pl de cette
suspension avec un étaleur en plastique de type rateau et d'un plateau rotatif d'inoculation. Ces
géloses ont été scellées tel que décrit précédemment et incubées a 25 °C & la noirceur pendant
7 a 10 jours (figure 7.2).

Apres cette période d'incubation, les trois boites de Petri ont été utilisées pour la récolte des
conidies. Les géloses nutritives ont été grattées délicatement avec une lame de scalpel stérile et
les conidies récupérées ont été mises en suspension dans des tubes de 50 ml contenant 25 ml
d'eau distillée stérile. Trois productions différentes ont été réalisées avec cette méthode. Des
échantillons de gélose sporulée ont également été transférés dans des cryotubes contenant une
solution de glycérol concentrée a 70 %. Ces échantillons sont conservés dans la banque de
champignons entomopathogénes de I''NRS-Institut Armand-Frappier pour utilisation ultérieure.

Afin d'obtenir des volumes adéquats de suspensions de conidies permettant la réalisation de
toutes les expériences sur la mouche du chou, la production des isolats sélectionnés s'est
ensuite poursuivie en milieu solide sur un substrat d'orge perié. Cette production de masse a été
realisée dans des sacs résistants a l'autoclave (Fungi Perfecti, Olympia, WA, USA) et dotés d'un
fitre de 0,22 pm qui permet les échanges gazeux lorsque la croissance en milieu stérile est
requise. Ces sacs ont été remplis avec 100 g d'orge perlé (Nith River Milling inc., Linwood,
Ontario, Canada) et 90 ml d'eau distillée. lls ont ensuite été soumis a une stérilisation (121 °C,
20 minutes) suivi d'une période de repos a la température de la piéce s'échelonnant sur une nuit
compléte. Le substrat céréalier a ensuite été inoculé avec 10 ml des suspensions de conidies
préparées précédemment sur gélose nutritive. Pour assurer une répartition homogene des
conidies dans le substrat de fermentation, un brassage manuel des sacs a été réalisé. Les sacs
de production ont ensuite été transférés dans une chambre environnementale et incubés a la
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noirceur pendant 14 jours a une température de 25 + 1°C et 55 + 5 % d'humidité relative (figure
7.2). Afin d'encourager la formation des hyphes et des conidies, un brassage du substrat de
fermentation a été réalisé manuellement aprés sept jours, soit au milieu de la période
d'incubation.

Aprés cette période d'incubation, les sacs ont été coupés a mi-hauteur pour faciliter les
opérations de récolte et 200 ml d'eau distillée stérile ont été versés a l'intérieur. Un brassage
vigoureux de substrat céréalier supportant la croissance des champignons a ensuite été réalisé
afin de permettre de dissocier les conidies des hyphes pour les mettre en suspension. La récolte
des conidies s'est par la suite effectuée par filtration du liquide sur trois épaisseurs de coton a
fromage stérile, permettant ainsi de retenir les débris d'orge perlé et les hyphes. Les filtrats
contenant les particules infectieuses ont ensuite été entreposés dans des bouteilles de 100 ml
stériles (figure 7.2). Les suspensions ont été conservées a 4 °C en attendant leur caractérisation
et leur utilisation lors des expériences de criblage sur les larves et les adultes de la mouche du
chou. Pour tous les isolats de champignons entomopathogénes sélectionnés, trois productions
indépendantes sur substrat d'orge perlé ont été réalisées a l'aide des suspensions de conidies
préparées précédemment sur les géloses de Sabouraud au dextrose. Ainsi, chaque répétition
des expériences avec les larves et les adultes de la mouche du chou ont été réalisées avec une
suspension mére distincte. Ceci permettait de détecter les contaminations et les erreurs pouvant
survenir lors des étapes de production et de caractérisation des suspensions de conidies et
d'eviter les erreurs d’'une pseudo-réplication. Concernant lisolat INRS 709, trois productions
distinctes ont également été produites tel que décrit précédemment. Cependant, apres leur
caractérisation, les productions obtenues ont été combinées ensemble afin d'obtenir une seule
suspension mére servant de référence (témoin positif) lors des expériences de criblage sur la
mouche du chou.

Caractérisation des suspensions méres

La caractérisation des suspensions obtenues s'est effectuée en mesurant deux variables : la
concentration en conidies et le pourcentage de germination de ces conidies. Le décompte des
conidies a été effectué a l'aide d'un hémacymétre (Bright-Line Improved Neubaurer; Hausser
Scientific, Horsham, PA, USA) sous microscopie photonique. Selon la grosseur des conidies,
cing cellules de type A ou C ont été utilisées lors des dénombrements (figure 7.3). De fagon
générale, il était beaucoup aisé de réaliser le décompte des conidies de B. bassiana et de T.
cylindrosporum avec les cellules de type C tandis que les cellules de type A étaient plus
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appropriées pour les conidies de M. anisopliae. Le dénombrement des conidies était considéreé
comme valide si 'écart type de la valeur moyenne obtenue pour les cinq cellules ne dépassait
pas 15 % de cette derniére. Suite au décompte des conidies, la concentration des suspensions
a été determinée en utilisant la formule décrite par Goettel et Inglis (1997). Cette formule
considére le nombre moyen de conidies par cellules, le type de cellule utilisée pour le décompte
et le facteur de dilution ayant servi & la préparation de I'échantillon utilisé pour les fins du
dénombrement. Connaissant la concentration des suspensions meéres, des échantillons de 10
ml possédant une concentration de 1 x 10° conidies/ml ont été préparés par dilution avec de
l'eau distillée stérile.

Figure 7.3 : Dénombrement des conidies avec un hémacymétre et identification des cellules de type A et C.

Les décomptes effectués avec 'hémacymétre ne permettaient cependant pas de déterminer la
viabilité¢ des conidies. C'est pourquoi un test de germination sur gélose nutritive a été réalisé.
Pour ce faire, 20 pl d'une suspension concentrée a 1 x 10 conidies/ml (Meyling et al., 2006b)
ont éte etalés sur une gélose de Sabouraud au dextrose avec un étaleur en plastique de type
rateau et d'un plateau rotatif d'inoculation. Ces géloses étaient ensuite cachetées avec un film
de plastique (Parafilm “M", Pechiney Plastic Packaging, Chicago, IL, USA) et incubées a 25 °C
a la noirceur pendant 24 heures. Pour chacune des productions de tous les isolats, trois boites
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de Petri ont été préparées de cette fagon. Aprés la période d'incubation, une goutte d'eau était
déposée a un endroit aléatoire sur la gélose et recouverte d'une lamelle de verre carrée de 22
mm (Wraight et al., 2007). Les géloses étaient alors observées sous microscopie photonique
avec un grossissement de 250X. Pour chaque boite de Petri, trois zones distinctes contenant
chacune 100 conidies ont été observées, pour un total de 300 conidies évaluées par gélose. La
présence d'un tube germinatif possédant une longueur équivalente ou supérieure au diamétre
de la conidie examinée permettait de distinguer les conidies germées (figure 7.4). Dans le cas
des isolats du genre Beauveria, si un gonflement remarquable des conidies était observé, ces
derniéres étaient alors considérées comme étant germées (Goettel et al., 1997). Le nombre de
conidies germées permettait ainsi de calculer un pourcentage de germination moyen et
d'apprécier la viabilité des conidies. Les tests de germination ont tous été effectués queiques
jours seulement avant I'utilisation des suspensions dans les épreuves biologiques.

Figure 7.4 : Apergu d'un test de germination sur gélose de Sabouraud au dextrose (grossissement 250X). A :
Conidie germée; B : Tube germinatif; C : Conidies non germées.
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Epreuves biologiques
Criblage des isolats chez les larves

La technique utilisée pour 'approvisionnement en larves servant a la réalisation des expériences
ne garantissait pas un approvisionnement constant. En conséquence, il été décidé de vérifier la
pathogénicité des isolats sélectionnés un a un en incluant, pour chacune des expériences, un
témoin négatif et un témoin positif. Les données obtenues pour les isolats ont donc été
exprimees en relation avec les témoins. Puisque le nombre de larves disponibles pour les
épreuves biologiques variait selon les cohortes, le nombre de traitements testés changeait au fil
des expériences. Au total, 14 expériences ont été réalisées chez les larves de troisiéme stade
avec de trois a huit traitements & la fois, soit les traitements témoins positifs et négatifs
accompagnés de un a six isolats testés.

Le criblage s'est effectué en utilisant une variation de la technique de Bruck et ses
collaborateurs (2005). Les arénes utilisées pour les expériences étaient des petits godets de
plastique d'une capacité de 29,6 ml (modéle P100, Solo-Cup Company, Highland Park, IL, USA)
contenant 5 g de sable séché tout usage (Bomix®, Saint-Léonard, Québec, Canada) stérilisé
(134 °C, 20 minutes). Le sable était ensuite inoculé uniformément en surface avec 1 ml d'une
suspension de conidies concentrée a 1 x 108 conidies/ml, obtenue par dilution des suspensions
meres a l'étude. Les arénes agissant a titre de témoin positif étaient inoculées avec une
suspension de l'isolat INRS 709 de M. anisopliae concentrée a 1 x 10° conidies/ml. Les arénes
traitées étaient donc contaminées au taux approximatif de 2 x 107 conidies par gramme de sable
ou 1,24 x 107 conidies/cm? Les arénes témoins négatifs étaient inoculées seulement avec de
leau distillée stérile. Chaque traitement comportait cing arénes préparées selon la procédure
décrite précédemment.

Par la suite, les larves de troisiéme stade étaient sélectionnées aléatoirement et retirées de la
boite de Petri en verre pour étre déposées sur le sable contaminé. Chacune des arénes
contenait dix larves. Ainsi, pour chaque traitement, il y avait 50 individus par répétition.
L'expérience a été reproduite trois fois au fil du temps avec des cohortes de larves différentes.
Tous les isolats ont donc été testés sur un total de 150 individus. Une fois les larves introduites
dans les arénes, les couvercles des godets étaient perforés de cing trous avec une aiguille
entomologique de taille 00 (Austerlitz Insect Pins, Fine Science Tools, North Vancouver,
Colombie-Britannique) afin de permettre les échanges gazeux. Les arénes appartenant au
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méme traitement étaient finalement placées dans une petite boite de plastique mesurant 14 cm
x 14 cm x 5 cm et contenant du papier absorbant saturé d'eau distillée permettant de maintenir
élevé le taux d'humidité relative. Les boites d'une méme expeérience étaient regroupées et
disposées en bloc incomplet aléatoire a l'intérieur d’'une chambre environnementale maintenue
obscure & une température de 20 + 1 °C (figure 7.5). Puisque les larves utilisées pour les
expériences étaient sur le point de compléter leur cycle vital, elles n'ont pas été nourries pour la
durée de I'expérience. Elles s'enfongaient dans le sable habituellement en moins d'une heure
suite a leur insertion dans les arénes et creusaient de nombreuses galeries, assurant ainsi un
contact intime avec les conidies. La métamorphose en pupe s'effectuait généralement dans les
48 premiéres heures suivant le début de I'expérience.

Apres 21 jours d'incubation aux conditions décrites, les godets étaient inspectés pour vérifier la
présence de larves mortes, de mouches adultes émergées et de pupes non-écloses. Les pupes
non-écloses n'exhibant pas de muscardine étaient observées sous une source lumineuse pour
vérifier la présence d'un imago. Les pupes étaient caractérisées comme étant anormales si
aucune mouche n'était détectée a lintérieur. Toutes les pupes non-écloses étaient ensuite mises
en culture dans le but de déceler la présence de champignon entomopathogéne a l'intérieur du
puparium. Pour se faire, elles étaient tout d'abord aseptisées pour enlever les particules
infectieuses présentes en surface et ainsi éviter d'obtenir des résultats faux-positifs. Un premier
ringage avec de l'eau distillée stérile était réalisé afin de déloger les particules de sable. Les
pupes étaient ensuite immergées pour deux secondes dans de I'alcool 70 % suivi d'un bref
ringcage a l'eau distillée stérile. Elles étaient alors soumises a un trempage d'une minute dans
une solution contenant 1 % d'hypochlorite de sodium, suivi d'un double rincage a l'eau distillée
stérile (Lacey et al., 1997). Les pupes étaient par la suite transférées individuellement dans des
boites de Petri de 35 mm contenant une gélose de Sabouraud au dextrose. Elles étaient alors
écrasées sur la gélose nutritive a l'aide d'une lame de scalpel stérile, ce qui avait pour effet de
libérer leur contenu. La présence d'imagos pouvait alors étre confirmée ou infirmée. Les boites
de Petri étaient finalement scellées avec une pellicule de plastique (Parafilm "M", Pechiney
Plastic Packaging, Chicago, IL, USA) et incubées a la noirceur a 25 °C pour une période
maximale de 7 jours. A la fin de la période d'incubation, la présence de développement de
muscardine était alors notée (figure 7.5).
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Figure 7.5 : Différentes étapes liées au criblage des isolats chez les larves de D. radicum. A : Larves de
troisiétme stade sur papier filtre humecté; B : Une aréne contenant dix larves; C : Groupe de cinq arénes
réunies dans un plat de plastique; D: Développement de muscardine sur gélose nutritive suite a I'incubation
des pupes non écloses; E : Détail d'une pupe scindée en deux et recouverte de muscardine verte.
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Les données qui ont été considérées lors de cette expérience sont le nombre de larves mortes,
le nombre d'imagos émergés des pupes, le nombre de pupes dites anormales, la mortalité totale
(correspond & la somme du nombre de larves mortes et de pupes anormales) et le nombre de
pupes ayant développées la muscardine. Les données recueillies ont été exprimées en termes
de pourcentage moyen avec les écarts-types correspondant. Le taux d'émergence observé pour
les différents traitements a été corrigé avec la formule d'Abbott (1925) afin de tenir compte de
I'émergence, et donc la survie, dans les groupes témoins négatifs. Cette opération a ainsi
permis d'exprimer les données pour les isolats testés et le témoin positif sous la forme d'un
pourcentage de réduction d'émergence. Les pourcentages de larves mortes, de pupes
anommales et de mortalité totale ont été corrigés selon les pourcentages observés dans les
groupes témoins négatifs a laide de la formule de Schneider-Orelli (Puntener, 1981). Les
données ont ensuite subi une transformation angulaire afin de stabiliser la variance et de
normaliser la distribution des résidus (Sokal et al., 1981). L'hypothése de I'homogénéité des
variances a par la suite été testée par le biais d'un test F (PROC TTEST). Puisque le nombre
d'observations dans chaque groupe était limité, la normalité des données a été vérifiée en
utilisant la procédure PROC UNIVARIATE et le test de Shapiro-Wilk sur le regroupement des
déviations par rapport & la moyenne des isolats testés et des groupes témoins positifs (Sokal et
al., 1981). Un test de Student au seuil de probabilité de 5 % a été réalisé sur toutes les variables
mesurées pour chaque isolat évalué afin de déceler des différences significatives entre leurs
moyennes respectives et celle de l'isolat référence INRS 709. Un test identique a également été
réalisé afin de comparer les moyennes des deux groupes témoins. Les isolats ont ensuite été
comparés entre eux a l'aide du ratio de réduction de Iémergence (Ratiogz), selon la formule
suivante :

PE;

709

RatioRE =

ou PE; correspond au pourcentage de réduction de Il'émergence observé pour un isolat
spécifique et PE7s au pourcentage de réduction de I'émergence enregistré dans le témoin positif
(isolat INRS 709).

Une approche similaire a été utilisée pour comparer les isolats sur la base de la mortalité totale

corrigée (Ratioyr) a l'aide de la formule suivante :




ou PM; correspond au pourcentage de mortalité obtenu pour un isolat spécifique et PMs au
pourcentage de mortalité noté dans le témoin positif (isolat INRS 709).

Pour ces deux ratios, 'hypothése de 'homogénéité des variances a été vérifiee avec le test de
Levene. Afin de vérifier la normalité des données, un test de Shapiro-Wilk a été réalisé par le
biais de la procédure PROC UNIVARIATE en combinant les valeurs de la déviation par rapport a
la moyenne (résidus) de chacun des groupes (Sokal et al., 1981). Une analyse de variance de
type hiérarchique a ensuite été réalisée sur les ratios avec les procédures PROC GLM et PROC
NESTED. Des comparaisons multiples ont ensuite permis de vérifier la présence de différences
significatives au seuil de probabilité de 5 %, d'une part, entre les isolats (test de Tukey-HSD), et
d'autre part, entre les regroupements effectués selon les espéces de champignons étudiées
(test de Tukey-Kramer). Le logiciel SAS (SAS 9.2, SAS Institute, Cary, NC) a été utilisé pour
I'ensemble des analyses effectuées.

Criblage des isolats chez les adultes

Les difficultés soulevées auparavant concernant I'apport en larves de D. radicum a également
eu de sérieuses répercussions au niveau de l'approvisionnement en spécimens adultes. La
situation était d'autant plus problématique que I'émergence des mouches se réalisait sur une
période de plusieurs jours. Considérant les conditions relatives a la réalisation de ce projet, il
était donc encore une fois jugé impossible d'effectuer le criblage des 14 isolats de champignons
entomopathogénes sélectionnés chez les mouches du chou adultes lors d'une seule expérience.
De ce fait, les expériences devaient se dérouler en faisant intervenir un témoin positif et un
témoin négatif selon le modéle développé pour le criblage chez les larves. La comparaison des
isolats entre eux se serait donc effectuée en exprimant les données obtenues en relation avec le
témoin positif. Or, devant la difficulté d'obtenir un nombre satisfaisant de mouches adultes pour
la réalisation de ces expériences, seule la pathogénicité de lisolat INRS 709 a été évaluée.

Les expériences se sont déroulées avec des imagos jeunes et relativement du méme age,
émergés de leur pupe depuis un maximum de 72 heures. lis étaient d'abord soumis & un jet de
CO; pendant 30 secondes dans le but de les figer et de faciliter les manipulations. L'exposition
au dioxyde de carbone est une méthode fréquemment employée en laboratoire afin
d'immobiliser les insectes (Nicolas et al., 1989). Les mouches étaient ensuite transférées dans
des fioles Erlenmeyer stériles de 125 ml au nombre de 50 individus par fiole (figure 7.6). Aucune
distinction sur la base du sexe n'a été effectuée. Un bouchon de mousse placé dans le goulot de
la fiole empéchait les mouches de s'échapper. Les fioles ont été conservées a 4 °C pendant un
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maximum de 60 minutes en attendant la suite de l'expérience. L'exposition au froid est une
alternative couramment utilisée afin d'immobiliser les insectes (MacAlpine et al., 2011). Aprés
cette période, les mouches ont été exposées a 950 pl d'une suspension de lisolat INRS 709
concentrée a 1 x 10° conidies/ml et pulvérisée en fines gouttelettes a l'aide d'un petit
vaporisateur manuel (figure 7.6) (Mochi et al., 2010b). Le traitement témoin consistait en un
effectif de 50 mouches soumises a une vaporisation de 950 ul d'eau distillée stérile. L'exposition
au froid diminuait grandement le risque de voir les mouches quitter la fiole au moment de la
vaporisation. L'expérience fut répétée huit fois avec des cohortes d'imagos différentes. Ainsi, la
détermination de la susceptibilité¢ de la mouche du chou a lisolat INRS 709 de M. anisopliae
s'est réalisée sur un total de 400 individus.

Suite a cette pulvérisation, les mouches étaient alors immeédiatement retirées de la fiole
Erlenmeyer et transférées sur un papier filtre sec de type qualitatif (Grade 1, Whatman
International Ltd., Maidstone, UK) contenu dans le couvercle d'une boite de Petri de 90 mm.
Cette boite de Petri était elle-méme située a lintérieur d'une cage cubique semblable a celles
utilisées pour I'élevage de D. radicum et dont les cotés mesuraient 20,5 cm. Cing minutes
suivant la vaporisation, les mouches semblant mortes et n'étant pas en mesure de se déplacer
ont eté retirées de I'expérience.

Les cages ont par la suite été placées en bloc complet aléatoire a l'intérieur d'une chambre
environnementale (MLR-350H, Sanyo Electric Ltd., Osaka, Japon) maintenue & une température
de 20 °C, une humidité relative de 50 % et une photopériode de 18 heures par jour (figure 7.6).
L'incubation aux conditions décrites s'est déroulée sur une période de sept jours. Les mouches
s'abreuvaient d'eau distillée stérile contenue dans un flacon de culture cellulaire de 50 ml
(Corning Costar Corporation, Cambridge, MA, USA) et migrant par remonté capillaire dans un
morceau de coton. Une portion de 5 g de la nourriture séche décrite auparavant et disposée
dans la base d'une boite de Petri de 35 mm de diamétre était également mise a la disposition
des mouches pour toute la durée de l'incubation.

Aprés une semaine, le nombre d'imagos vivants et morts était pris en note. Il est généralement
recommandé de confirmer la présence d'infections fongiques en incubant les insectes morts en
condition d’humidité relative élevée, ceci afin de favoriser le développement de muscardine sur
les cadavres. Dans le but de déterminer si des contaminations accidentelles sont survenues en
cours d'essais, il est également préférable d'incuber les individus morts appartenant aux
groupes témoins négatifs (Butt et al., 2000). Les mouches mortes ont donc été retirées des
cages et placées individuellement dans des boites de Petri de 35 mm de diamétre contenant un

57



hl‘ihl o\

| i

e e, 2 B, 3 D

Figure 7.6 : Différentes étapes liées au criblage des isolats chez les adultes de D. radicum. A : Cohorte de
mouches dans une fiole Erlenmeyer; B : Vaporisateur manuel servant a effectuer les pulvérisations; C :
Disposition des cages dans la chambre environnementale; D: Mouches mortes sur le plancher d'une cage; E :
Détail d'une mouche recouverte de muscardine verte causée par l'isolat INRS 709.
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papier filtre de type qualitatif (Grade 1, Whatman International Ltd., Maidstone, UK) humecté
avec de l'eau distillée stérile, ceci afin de favoriser la sporulation des champignons sur les
cadavres (figure 7.6). Les boites de Petri étaient ensuite cachetées avec un film de plastique
(Parafilm "M", Pechiney Plastic Packaging, Chicago, IL, USA). Elles étaient finalement placées a
la noirceur dans un incubateur maintenu a 25 °C pour une période maximale de sept jours. Le
développement de muscardine était alors noté a la fin de la période d'incubation (figure 7.6).

Les données ayant été considérées sont la mortalité des imagos et le nombre d'individus ayant
developpé la muscardine suite a la période d'incubation. Les résultats ont été exprimés sous
forme de pourcentage avec les écarts-types associés. Dans le but d'homogénéiser les variances
et de normaliser la distribution des résidus, les données ont subi une transformation angulaire
(Sokal et al., 1981). Un test F d'égalité des variances (PROC TTEST) a ensuite permis de
vérifier I'hypothése de 'homogénéité des variances. La normalité des données a été vérifice en
utilisant la procédure PROC UNIVARIATE et le test de Shapiro-Wilk. Enfin, un test de Student
au seuil de probabilité de 5 % a été réalisé afin de déceler une différence significative entre la
mortalitt des groupes témoins négatifs et lisolat référence INRS 709. Pour I'ensemble des
analyses effectuées, le logiciel SAS (SAS 9.2, SAS Institute, Cary, NC) a été utilisé.
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CHAPITRE 8 :
RESULTATS

Régie d'élevage

L'élevage fut amorcé en janvier 2010 et les opérations ont cessé aprés 22 mois d'activités en
novembre 2011. La donnée relative a la régie d'élevage ayant fait I'objet du suivi le plus
exhaustif est le poids moyen des pupes. En effet, 50 observations ont été réalisées pour cette
donnée au fil du projet et une valeur moyenne (+ écart type) de 13,0 + 0,9 mg par pupe a été
obtenue. Pour ce qui est de I'émergence des adultes, 20 cohortes ont été examinées. En
moyenne, 89,1 + 5,1 % des mouches avaient quitté leur puparium suite a la période d'incubation
de 14 jours. Le taux d'éclosion des ceufs a été documenté au moyen de 15 observations et une
valeur moyenne de 86,9 + 4,2 % a été enregistrée. Finalement, 15 cohortes d'insectes ont fait
l'objet d'un suivi régulier, ce qui a permis d'établir un temps moyen de développement de 30,8 +
0,7 jours entre la ponte des premiers ceufs et 'émergence des premiéres mouches adultes.

Quoique laborieuse, la méthode choisie pour produire les larves a permis la réalisation des
épreuves biologiques. Le nombre de larves de troisiéme stade obtenues variait cependant selon
les cohortes, oscillant entre 150 et 400 individus. Concemant les mouches adultes, des
contraintes d'espace, de temps et de main d'oeuvre ont limité le nombre d'individus et de
cohortes pouvant étre produits. Des groupes de 100 mouches ont tout de méme été obtenus a
huit reprises, permettant ainsi la réalisation des expériences portant sur la vulnérabilité des
imagos face a l'isolat INRS 709 de M. anisopliae.

Production des isolats de champignons entomopathogénes

Comme on peut le constater au tableau 7.1, tous les 14 isolats sélectionnés ont bien répondu au
mode de culture choisi et les suspensions obtenues ont démontré une concentration supérieure
a 1 x 108 conidies/ml. L'isolat ayant manifesté la plus faible concentration suite a la récolte est
lisolat INRS 707 avec 2,1 x 10° conidies/ml. La production la plus concentrée a été obtenue
avec lisolat INRS 1003, avec une concentration de 8,7 x10° conidies/ml. Les isolats
appartenant a l'espéce M. anisopliae ont tous produit des suspensions avec des concentrations
inférieures & 1 x 10° conidies/ml. Hormis les isolats INRS 238 et INRS 1009, la concentration
des productions des isolats de T. cylindrosporum et B. bassiana a été supérieure a 1 x 10°
conidies/ml.
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Pour ce qui est de la viabilit¢ des conidies, mesurée selon le pourcentage de germination,
lisolat INRS 208 est celui ayant manifesté la viabilité la plus faible. En effet, une moyenne (+
écart type) de seulement 22,8 + 6,2 % des conidies de cet isolat ont germé suite a la période
d'incubation. L'isolat ayant démontré le meilleur taux de germination est I'isolat INRS 1008 avec
une moyenne de 97,3 + 1,1 % des conidies germées. Tous les isolats de B. bassiana et de T.
cylindrosporum, hormis les isolats INRS 208 et INRS 1000, ont obtenu un pourcentage de
germination supérieur a 90%. Concernant les isolats de M. anisopliae, seul lisolat INRS 709 a
démontré une viabilité des conidies supérieure a@ 90 %, le pourcentage de germination des
autres isolats se situant entre 55 et 75 %.

Tableau 8.1 : Concentration moyenne des suspensions obtenues et viabilité des conidies pour les
isolats de champignons mis en production.

) Concentration moyenne Viabilité des conidies
EoPece Isglat (conidies/ml) % écart type (%)

INRS 238 2,6 x 108 950+24
INRS 208 1,7x10° 22,8+6,2

Beauveria :
bassiana INRS 243 2,0 x 10 944+15
INRS 242 3,9x10° 95,7+2,9
INRS 707 2,1x10° 56,6 + 2,1
INRS 700 2,3x 108 75,7 +4,6

8
Metarhizium INRS 704 2,7x10 71,0+35
anisopliae INRS 705 3,1x10° 58,3 + 4,6
INRS 709 43x10° 96,5+22
INRS 701 49x10° 70,4 +4.4
INRS 1009 53 x 10° 92,2+37

9
Tolypocladium INRS 1008 3,1x10 97,3+1,1
cylindrosporum INRS 1000 3,3 x 10° 78,6 +4,8
INRS 1003 8,7 x 10° 91,9+6,1

Criblage des isolats chez les larves
Le taux de nymphose, soit le pourcentage de larves se métamorphosant en pupes, a été
relativement stable au cours des expériences. En effet, dans les groupes témoins négatifs, une

moyenne (+ écart type) de 98,7 + 1,5 % des individus s'étaient convertis en pupes alors que
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95,3 £ 4,2 % des larves avaient fait de méme dans les groupes traités avec l'isolat INRS 709.
Les analyses statistiques ont permis de déceler une différence significative entre ces deux
valeurs (PROC TTEST; t = -2,40; Pr > t = 0,0237). Par ricochet, la mortalité au stade larvaire
s'avere trés faible, étant respectivement de 1,3 £ 1,5 % et de 4,7 + 4,2 % dans les groupes
témoins négatifs et positifs. Suite a l'application de la formule de Schneider-Orelli, la mortalité
larvaire corrigée pour l'isolat INRS 709 s'éléve a 3,9 + 3,8 %. Parmi tous les isolats testés, seuls
les isolats INRS 242 (PROC TTEST; t = 11,27; Pr > t = 0,0004) et INRS 1009 (PROCTTEST; t=
3,60; Pr >t = 0,0228) ont procuré un taux de mortalité au stade larvaire qui est significativement
inférieur au taux observé dans les groupes témoins positifs (Figure 8.1 ).

Au fil des expériences, I'émergence moyenne des mouches adultes dans les groupes témoins
négatifs a été de 86,8 + 5,6 %. En fait, 'émergence a été inférieure a 80 % en une seule
occasion. Dans les groupes témoins positifs, 38,3 + 13,7 % des imagos ont émergés des pupes
en moyenne pour les quatorze observations. Les valeurs extrémes observées ont été de 18,0 %
et de 64,0 % d'émergence. Les moyennes des groupes témoins s'avérent différentes de facon
significative (PROC TTEST; t = -12,22; Pr > t = 0,0001). Suite a l'application de la formule
d'Abbot, la réduction d'émergence conférée par l'isolat INRS 709 au cours des expériences a
oscillé entre 30,4 % et 78,6 % avec une moyenne de 55,8 + 15,6 %. La figure 8.2 indique que
tous les isolats testés hormis les isolats INRS 208 (PROC TTEST; t = -4,26: Pr> t = 0,0130),
INRS 238 (PROC TTEST; t = -2,92; Pr > t = 0,0431), INRS 242 (PROC TTEST:; t = -4,28: Pr > t
= 0,0129) et INRS 243 (PROC TTEST; t = 4,87 ; Pr > t = 0,0082) ont produit une réduction
d'émergence qui ne différe pas de fagon significative avec la réduction d'émergence conférée
par le groupe témoin positif. Ainsi, seul des isolats de B. bassiana ont produit une réduction
d'emergence significativement inférieure a celle engendrée par lisolat INRS 709. Les isolats
INRS 704, INRS 707, INRS 1003 et INRS 1008 ont engendré une réduction d'émergence
supérieure a 50%.

Les analyses subséquentes ont été réalisées a l'aide du ratio de la réponse des isolats, en
termes de réduction de I'émergence (Ratiogs), relativement au témoin positif. Une grande
variabilité s'exprime dans les ratios obtenus puisqu'ils oscillent entre 0,0547 + 0,0947 pour
lisolat INRS 243 et 1,1040 + 0,1686 pour lisolat INRS 704. Seul ce dernier isolat a démontré un
ratio supérieur a un correspondant a une réduction de I'émergence équivalente a celle observée
chez lisolat INRS 709. Egalement, seuls les isolats de B. bassiana ont obtenu un ratio inférieur
a 0,5. Le modéle d'analyse de variance de type hiérarchique s'est avéré hautement significatif
(PROC GLM; DL=12; F = 9,92; Pr > F < 0,0001). En amalgamant les isolats sur la base de leur
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espéce d'appartenance, des différences significatives se sont manifestées entre les
regroupements (PROC GLM; DL = 2, F = 50,35; Pr > F < 0,0001). A la figure 8.3, on peut
constater que les ratios moyens de réduction d'émergence des isolats de M. anisopliae (0,86 +
0,26) et de T. cylindrosporum (0,73 + 0,21) différent statistiquement du ratio moyen des isolats
de B. bassiana (0,16 + 0,13) (Tukey-Kramer; Pr > t < 0,0001). Par contre, les ratios moyens de
M. anisopliae et de T. cylindrosporum ne différent pas de fagon significative entre eux (Tukey-
Kramer; Pr >t = 0,1935). De plus, le test de Levene indique que la variance des groupes est
héterogéne (F = 3.85; Pr> F = 0.0306).

1,2 -

10 +— 1
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Ratio t écart type
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»
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B. bassiana M. anisopliae T. eylindrosporum

Figure 8.3 : Ratio moyen de réduction d’émergence (Ratiors), relativement a I'isolat référence INRS 709, pour
les isolats regroupés selon leur espéce d'appartenance. La ligne pointillée représente un ratio de 1, soit une
réduction d'émergence identique a celle conférée par I'isolat INRS 709. Les points ayant la méme lettre ne
différent pas de fagon significative (test de Tukey-Kramer; a < 0,05).

Lorsqu'on analyse la réponse des isolats de fagon indépendante, l'analyse de la variance
indique qu'aucune différence notable ne se manifeste entre les ratios au sein d'une méme
espece, comme on peut I'observer en consultant la figure 8.4 (PROC GLM:; DL = 10, F = 1,84;
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Pr>F = 0,1031). Les variances s'avérent homogénes selon le test de Levene (F = 1.90; Pr>F
= 0.0829). Pour I'ensemble du modéle d'ANOVA, la procédure NESTED indigue quant a elle que
la variable espéce est responsable de 74,6 % de la variance observée, comparativement a

seulement 5,6 % pour la variable isolat.
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Figure 8.4 : Ratio moyen de réduction d'émergence (Ratiozs), pour les isolats testés relativement a l'isolat
référence INRS 709. La ligne pointillée représente un ratio de 1, soit une réduction d'émergence identique a
celle conférée par I'isolat INRS 709. Les points ayant la méme lettre ne différent pas de fagon significative
(ANOVA; a < 0,05).

La mortalité totale (larves et pupes confondues) dans les groupes témoins négatifs a été en
moyenne de 8,7 + 4,3 % et supérieure a 15 % a une seule reprise. Au cours des expériences, la
mortalite totale dans les groupes traités avec l'isolat INRS 709 s'est élevée en moyenne a 60,9 +
15,2 %, avec un optimum de 82,0 % et un minimum de 30 %. Les deux moyennes observées
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dans les groupes témoins s'avérent statistiquement différentes selon le test de Student utilisé
avec la methode de Cochran pour les variances hétérogénes (PROC TTEST; t=12,77; Pr>t=
< 0,001). Suite a l'application de la formule de Schneider-Orelli, la mortalité totale corrigée dans
les groupes traitements positifs a donc oscillée entre 28,6 % et 80,9 % avec une moyenne de
57,0 £ 16,5 %. La figure 8.5 démontre que seuls trois isolats ont obtenu une valeur de mortalité
totale significativement inférieure aux groupes témoins positifs, soit les isolats INRS 208 (PROC
TTEST,; t = -3,32; Pr >t = 0,0294), INRS 242 (PROC TTEST; t = -3,70; Pr > t = 0,0209) et INRS
243 (PROC TTEST; t = -4.21; Pr > t = 0,0136). Tous les isolats de M. anisopliae et de T.
cylindrosporum ont occasionné une mortalité chez les larves et les pupes équivalente a celle de
lisolat INRS 709. Les isolats INRS 704, INRS 707, INRS 1003 et INRS 1008 ont provoqué la
mortalité chez plus de 50 % des individus.

Le ratio de la mortalité totale observée pour chacun des isolats comparativement au témoin
positif a ensuite été analysé (Rationr). La valeur maximale est de 1,0984 + 0,1578 (INRS 704) et
la valeur minimale est de 0,1069 + 0,1068 (INRS 243). Seul l'isolat INRS 704 posséde un ratio
supérieur a un, soit une mortalité totale équivalente a celle de I'isolat INRS 709. Egalement, tous
les isolats de B. bassiana ont obtenu un ratio inférieur 4 0,5. Le modéle d'analyse de variance
de type hiérarchique s'est avéré hautement significatif (PROC GLM; DL=12; F = 8,68; Pr> F <
0,0001). Des différences significatives se manifestent entre les groupes lorsque les isolats sont
regroupés en fonction de leur espéce d'appartenance (PROC GLM; DL=12; F =42,58; Pr> F <
0,0001). La variance de ces groupes est d'ailleurs homogéne selon le test de Levene (F = 2,80;
Pr >F =0.0740). La figure 8.6 permet d'apprécier I'absence de différences significatives entre
les ratios moyens des especes M. anisopliae (0,88 + 0,27) et T. cylindrosporum (0,72 + 0,25)
(Tukey-Kramer; Pr > t = 0,1398). Par contre, le ratio moyen de ces deux espéces différe de
fagon significative du ratio moyen des isolats de B. bassiana (0,17 + 0,14) (Tukey-Kramer; Pr > t
< 0,0001).
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Figure 8.6 : Ratio moyen de mortalité totale (Ratiowr), relativement a I'isolat référence INRS 709, pour les
isolats regroupés selon leur espéce d'appartenance. La ligne pointillée représente un ratio de 1, soit une
mortalité totale identique a celle conférée par lisolat INRS 709. Les points ayant la méme lettre ne différent
pas de fagon significative (test de Tukey-Kramer; a < 0,05).

Comme on peut le constater a la figure 8.7, aucune différence significative ne se manifeste entre
les ratios des isolats appartenant a8 une méme espéce (PROC GLM:; DL = 10,F=190;Pr>F =
0,0913) mais leur variance s'avére hétérogéne selon le résultat du test de Levene (F=2,19, Pr
> F = 0,0461). Finalement, pour I'ensemble du modéle d'ANOVA, la variable isolat est
responsable de seulement 6,8 % de la variance observée alors que 70,8 % de cette variance
est attribuée a la variable espéce (PROC NESTED).

69



14 -

2
a
1,2 1 a
a
a
1,0 + — —2 ?
a
3 f
> 0,8 4
= a a O
3
@ 0,6 1
+H L
.0 b
5 0,4 - -
b b ?
0,2 4 ; .
O Beauveria bassiana
O Tolypocladium cylindrosporum
0,0 © Metarhizium anisopliae
'0,2 I ] I ) v T I I | I | T I
D Vv el o) (V) (N A N Qe] N ) 3] '
“@f\?‘f\?f\‘?,\@\@'@f@\&f@f@\@/@

Isolats testés

Figure 8.7 : Ratio moyen de mortalité totale (Rationr), pour les isolats testés relativement a I'isolat référence
INRS 709. La ligne pointillée représente un ratio de 1, soit une mortalité totale identique a celle conférée par
l'isolat INRS 709. Les points ayant la méme lettre ne différent pas de fagon significative (ANOVA; a < 0,05).

Aucun développement de muscardine n'a été documenté dans les groupes témoins négatifs au
fil des quatorze expériences. Dans les groupes traités avec l'isolat INRS 709, une moyenne de
40,6 + 14,8 % des pupes ont développé la muscardine verte. A la figure 8.8, on peut remarquer
que plusieurs isolats ont produit un nombre de pupes arborant la muscardine qui ne différe pas
de fagon significative du groupe témoin positif. C'est notamment le cas pour tous les isolats de
T. cylindrosporum et de M. anisopliae, a I'exception de lisolat INRS 701.
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Criblage des isolats chez les adultes

La mortalité dans les groupes témoins négatifs a été assez élevée, de l'ordre de 21,8 + 9,7 % en
moyenne au cours des huit répétitions. La mortalité observée chez les mouches traitées avec
lisolat INRS 709 a été de 54,7 + 27,8 % en moyenne. L'optimum de mortalité a été de 100 %
alors que seulement 12,8 % des mouches sont décédées lors d'une répétition. Le pourcentage
de mortalité occasionnée par lisolat INRS 709 est significativement supérieur a la mortalité
observée dans le groupe témoin négatif selon le test de Student utilisé avec la méthode de
Cochran pour les variances hétérogénes (PROC TTEST; t = 2,84, Pr > t = 0,0251). Suite a
lapplication de la formule de Schneider-Orelli, la mortalité corrigée en fonction des témoins
négatifs s'établie en moyenne a 43,1 + 31,1 %. Aucun développement de muscardine verte n'a
été observe sur les cadavres de mouches incubées appartenant aux groupes téemoins négatifs.
Une moyenne de 30,1 + 24,3 % des mouches décédées suite au contact avec l'isolat INRS 709
ont arboré la muscardine suite & la période d'incubation.
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CHAPITRE 9 :
DISCUSSION

Elevage de la mouche du chou

Les résultats concernant la régie de I'élevage de D. radicum indiquent que la colonie était
vigoureuse et stable au fil de la durée du projet. La donnée ayant fait l'objet du suivi le plus
exhaustif, soit le poids moyen des pupes, a déja été corrélée dans la littérature scientifique avec
la fécondité des femelles (Finch et al., 1969b). Dans ce contexte, il était donc important d'obtenir
un poids moyen par pupe satisfaisant afin de s'assurer d'un niveau de production d'ceufs par
femelle adéquat. Cet élément était essentiel a la fois pour le maintien de la colonie et la
production des cohortes de larves et de mouches sacrifiées pour les expériences. Or, le poids
moyen (x écart type) par pupe obtenu lors du projet (13,0 + 0,9 mg) était approprié. En effet, un
poids supérieur a 12 mg par pupe s'avére acceptable (Van Keymeulen et al., 1981) quoique 15
mg serait souhaitable selon Whistlecraft et ses collaborateurs (1985). De son cbdté, Finch
(1969b) mentionne que les pupes pesant moins de 10 mg ne devraient pas étre utilisées pour le
maintien de I'élevage. Un nombre et un poids par pupe supérieurs auraient cependant pu étre
obtenus si une attention particuliére avait été portée au nombre d'ceufs inoculés par gramme de
rutabaga. En effet, selon différents auteurs, un ratio de 0,7 a 1,6 ceufs par gramme de rutabaga
est suggeére, ceci afin d'obtenir a la fois une récolte et un poids par pupe adéquat (Finch et al.,
1969b, Van Keymeulen et al., 1981, Whistlecraft et al., 1985). Un ratio ceufs/poids de rutabaga
trop élevé peut par contre occasionner un développement rapide de pourriture bactérienne dans
le tissu racinaire, engendrant ainsi de la mortalité larvaire ou des métamorphoses prématurées
et des pupes de faible poids (Doane et al., 1964b, Finch et al., 1969b). Cependant, le respect du
ratio adéquat s'avére laborieux et exigeant en temps et en ressources humaines. En effet, la
moitié du temps requis pour les production des pupes est liée au tranchage et au nettoyage des
rutabagas ainsi qu'a l'inoculation de ces derniers avec les ceufs de D. radicum (Van Keymeulen
et al., 1981). Considérant les contraintes relatives au projet, les résultats obtenus concernant le
poids des pupes, et donc la fécondité des femelles, étaient tout a fait acceptables pour les
besoins des expériences.

L'émergence des adultes s'est également avérée satisfaisante. En effet, dans des conditions
fluctuantes de température, des taux d'éclosion de 75 % (Harris et al., 1966) et de 80 % (Van
Keymeulen et al., 1981) ont été rapportés. La valeur de 89,1+ 5,1 % d'imagos émergés obtenue
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au cours de cette étude semble donc légérement supérieure aux données précédemment
citées. Ceci pourrait étre expliqué par le fait que la colonie de D. radicum a été établie avec des
pupes appartenant au biotype héatif et promptes & émerger au plus au bout de 20 jours a 20 °C
(Collier et al., 1989). Egalement, I'exposition des pupes a des températures supérieures a 20 °C
enclenche la période d'estivation, mettant ainsi en veilleuse leur développement (Finch et al.,
1985). La température relativement constante a laquelle était soumise la colonie (20 £ 1 °C)
limitait donc le nombre de pupes entrant en période d'estivation, assurant donc un taux
d'émergence maximal.

Le taux d'éclosion des ceufs, mesure indicatrice de leur viabilité, s'est maintenu a 86,9 %, ce qui
concorde avec les informations glanées dans la littérature scientifique. En effet, selon une étude,
86 % des ceufs seraient viables en conditions de laboratoire (Finch et al., 1969b), valeur
similaire & celle de 87 % rapportée par Van Keymeulen et ses collaborateurs (1981). En ce qui
concerne le temps de développement entre la ponte d'un ceuf et I'émergence d'un adulte, la
valeur obtenue dans la présente étude, soit 30,8 + 0,7 jours, est légérement inférieure a la
valeur cible. En effet, a une température de 19 + 1 °C, ces auteurs ont documenté un temps de
développement de trois & quatre jours pour les ceufs, de 18 a 22 jours pour le stade larvaire et
de 12 a 24 jours pour les pupes, ce qui correspond a un temps de développement entre le stade
ceuf et adulte de 33 & 50 jours (Whistlecraft et al., 1985). Cette petite différence entre les deux
valeurs minimales peut s'expliquer par l'utilisation d'une température légérement supérieure
pour le maintien de l'élevage (20 + 1 °C), ce qui peut avoir comme effet d'accélérer le
développement de tous les stades de l'insecte. A la lumiére de tous ces résultats, on peut donc
affirmer que la régie d'élevage était adéquate car les valeurs mesurées sont en accord avec les
références trouvées dans la littérature scientifique. Ces données permettent de supposer que
I'état général des spécimens de D. radicum utilisés pour les épreuves biologiques était
représentatif de I'espéce.

Production et caractérisation des isolats

La production de conidies aériennes sur substrat solide est la méthode la plus couramment
employée pour la production des mycoinsecticides du genre Beauveria et Metarhizium (Faria et
al., 2007). Les isolats sélectionnés ont tous bien répondu a ce mode de culture et les
concentrations obtenues ont permis de préparer facilement des suspensions a la concentration
requise pour les épreuves biologiques. Quoique que les résultats n'aient pas été soumis a des
analyses statistiques, les isolats manifestent des différences relativement a la production de
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conidies. Néanmoins, ces différences peuvent s'expliquer tout d'abord par les propriétés
inhérentes a leur espéce d'appartenance. En effet, le diamétre moyen des conidies produites
par M. anisopliae (= 9 um) est supérieur au diamétre des conidies de B. bassiana (=3,5 um) et
de T. cylindrosporum (4,0-5,8 ym) (Humber, 1997, Soares Jr., 1982). Les conidies de M.
anisopliae occupent donc un volume supérieur aux conidies de B. bassiana et de T
cylindrosporum (Jeffs et al., 1999). Par défaut, les suspensions produites par les isolats de B.
bassiana et de T. cylindrosporum peuvent donc contenir un nombre de conidies par unité de
volume plus grand que les suspensions de M. anisopliae. Egalement, alors que les conidies de
M. anisopliae et de B. bassiana ont généralement des propriétés hydrophobes, celles produites
par T. cylindrosporum sont hydrophiles (Goettel et al., 1997, Jeffs et al., 1999, Wraight et al.,
2007). Ainsi, les conidies formées par cette derniére espéce sont plus aptes a étre véhiculées
par l'eau servant a la récolte tandis que la mise en suspension des conidies hydrophobes
s'avere plus problématique. Il a d'ailleurs été remarqué lors du processus de récolte que le coton
a fromage faisant office de filtre semblait étre obstrué plus facilement par les isolats de B.
bassiana et de M. anisopliae. L'ajout d'un agent tensioactif aurait cependant pu permettre de
faciliter la mise en suspension des conidies hydrophobes produites (Wraight et al., 2007) et
ainsi, d'augmenter la concentration des suspensions récoltées. Néanmoins, des précautions
s'imposent dans le choix d'un tel additif. En effet, les agents tensioactifs utilisés en forte
concentration (plus de 0,1 % v/v) peuvent étre toxiques aux conidies (Butt 2000). De plus, sur la
base d'essais portant sur des agents phytopathogénes, il est raisonnable de penser que ces
agents pourraient modifier le spectre d'hdtes des mycétes entomopathogénes (Jackson et al.,
2010). Les résultats obtenus démontrent néanmoins que plusieurs isolats, tel que INRS 1003,
possedent un bon potentiel de production. Cependant, puisque les différents isolats peuvent
nécessiter des besoins spécifiques en matiéres de conditions environnementales et de facteurs
nutritifs pour leur croissance (Bhanu Prakash et al., 2008, Dhar et al., 2011, Srei, 2011, Wraight
et al., 2001), des travaux pourraient étre effectués en ce sens afin d'optimiser leur rendement.

Suite a la production, la viabilité des conidies se doit généralement d'étre évaluée (Charnley et
al., 2007, Wraight et al., 2007). Pour se faire, deux possibilités s'offrent aux expérimentateurs,
soit les tests de germination et les colorations vitales (Goettel et al., 1997, Wraight et al., 2007).
Malgré que les résultats des tests de germination n'aient pas fait l'objet d'analyses statistiques,
ils suggérent que la viabilité des conidies produites par les isolats de T cylindrosporum et de B.
bassiana tend a étre supérieure a celles des isolats de M. anisopliae. A ce suijet, la virulence
des isolats chez les insectes est parfois corrélée avec la rapidité de germination (Altre et al.,
1999). Cependant, d'autres études n'ont pas permis de mettre en évidence cette relation (Liu et
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al., 2003, Varela et al., 1996). Des recherches suggérent que ce serait plutdét le niveau
d'expression de certaines protéines (Fang et al., 2005, Shah et al., 2005, Wang et al., 2007) et
de toxines (Kershaw et al., 1999, Ortiz-Urquiza et al., 2010, Quesada-Moraga et al., 2006b) qui
serait le principal facteur déterminant la virulence. De plus, plusieurs variables telles que la
température (Hywel-Jones et al., 1990, Yeo et al., 2003) et le milieu de culture utilisé (Francisco
et al., 2006, lbrahim et al., 2002, Shah et al., 2005) peuvent influencer les résultats des tests de
germination. Par contre, une germination et une infection rapide demeurent un trait distinctif des
isolats considérés comme étant virulents (Butt et al., 2000). Par surcroit, I'historique de culture
des isolats mis en production est inconnu alors que des études ont démontré que la virulence
(Morrow et al, 1989, Shah et al, 2007) et la germination des conidies (Safavi, 2011,
Vandenberg et al., 2004) de certains isolats de mycétes Hypocréales sont affectées par des
cultures successives en milieu artificiel. Cependant, d'autres isolats sont en mesure de
conserver leur viabilité en de telles conditions de croissance (Ansari et al., 2011, Brownbridge et
al., 2001, Vandenberg et al., 2004) ou du moins, de la retrouver suite a un passage au sein d'un
hote susceptible (Fargues et al., 1983, Prenerova, 1994, Shah et al., 2005). Une production
élevée de conidies viables et stables est d'ailleurs un attribut recherché chez les isolats en vue
du développement d'un bioinsecticide (Charnley et al., 2007, Wraight et al., 2001) puisque des
fluctuations dans la viabilité de Il'inoculum produit entravent sa commercialisation (Butt et al.,
2006). A cet égard, la viabilité exemplaire des conidies de l'isolat INRS 709 est peu surprenante
considérant que cet isolat est disponible commercialement et qu'il a probablement été soumis a
une batterie de tests afin de s'assurer de sa stabilité a long terme. Ansari et ses collaborateurs
(2011) ont d'ailleurs observé aucune réduction du taux de germination et de la virulence chez
cet isolat suite a douze passages consécutifs sur gélose de Sabouraud au dextrose. Dans le
cadre des présents travaux, les résultats des tests de germination indiquent que certains isolats,
tel que INRS 1003, possédent une excellente viabilité alors que d'autres, comme INRS 208 et
INRS 707 démontrent un faible taux de germination. De par leur viabilité réduite, la
pathogénicité de ces isolats a peut-&tre été sous-estimée lors du criblage chez les larves de la
mouche du chou. Le test de germination effectué ne peut cependant pas garantir a lui seul la
virulence et la stabllité des isolats. Néanmoins, il serait pertinent de s'assurer de leur stabilité a
long terme et de vérifier si leur virulence peut étre améliorée suite a un passage in vivo au sein
de larves de D. radicum.
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Développement du protocole de criblage

Le protocole de criblage développé aura permis de vérifier de fagon concluante la pathogénicité
de 14 isolats de champignons entomopathogénes appartenant a trois especes taxonomiques
envers les larves de troisiéme stade de la mouche du chou. Or, les tentatives antérieures visant
a déterminer la susceptibilité des larves de D. radicum et les especes apparentées aux mycétes
entomopathogénes n'ont pas été couronnées de succés (Klingen et al., 2002c, Poprawski et al.,
1985, Vénninen et al., 1999b). Selon Davidson et Chandler (2005), ceci serait relié a la difficulté
de trouver une diéte artificielle n'exercant pas une action fongistatique tout en étant propice a
I'enfouissement des larves (selon leur comportement naturel) et permettant aux évaluateurs de
les retrouver facilement pour apprécier leur condition. Les auteurs mentionnent aussi avoir été
incapables de trouver une diéte adéquate pour I'alimentation des larves de D. radicum et ont
donc redirigé leurs efforts de criblage sur la mouche de l'oignon. Etrangement, malgré qu'une
diete artificielle pour I'alimentation des larves a été mise au point (Dambre-Raes et al., 1976),
aucune mention de son utilisation n'a été répertoriée dans la littérature scientifique.

L'étude la plus probante cherchant & évaluer la vulnérabilité des larves de D. radicum aux
champignons entomopathogénes est celle de Bruck et ses collaborateurs (2005). Par contre,
cette étude considérait seulement trois isolats de M. anisopliae et un seul isolat de B. bassiana.
Dans le cadre des présents travauy, il a donc été naturel de s'inspirer de leur méthodologie afin
de maximiser les chances d'obtenir des résultats probants. Par ailleurs, les essais préliminaires
réalisés sur des individus au début du troisiéme stade larvaire et traités par immersion dans les
suspensions fongiques ont donné des résultats trés hétérogénes (données non montrées). Le
taux de mortalité dans les groupes témoins était par surcroit inadéquat, étant de l'ordre de 30 %.
De plus, de par les contraintes liées a I'approvisionnement en larves, il s'avérait impossible de
tester tous les isolats sélectionnés du méme coup a l'aide d'un dispositif aléatoire a blocs
complets. Il a donc été nécessaire de développer une stratégie alternative permettant
d'optimiser ['utilisation des individus du stade larvaire disponibles tout en vérifiant la
pathogénicité d'un maximum d'isolats. Or, la susceptibilit¢ des insectes aux pesticides de
synthése et aux agents microbiens est assujettie & des variations naturelles entre les
générations et au sein des différentes cohortes d'une population. Ces variations naturelles se
manifestent peu importe le souci accordé par I'expérimentateur a la standardisation des
techniques utilisées pour les épreuves (Robertson et al., 1995). Inspiré par certaines études (Liu
et al, 2002, Wraight et al., 1998, Wraight et al., 2010), il a donc été décidé d'incorporer un

traitement témoin positif dans les expériences. L'isolat INRS 709 a été choisi en ce sens
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puisque sa pathogénicité envers les larves de second stade de D. radicum a été documentée
auparavant (Bruck et al., 2005). Ainsi, en exprimant la réponse des isolats en rapport avec celle
de l'isolat référence, il a été possible de comparer les isolats testés entre eux et ce méme si les
expériences se sont déroulées avec des cohortes d'insectes différentes. Cette fagon de
procéder aura permis de vérifier la pathogénicité d'un plus grand nombre d'isolats envers les
larves de Delia radicum que dans les études antérieures. De plus, les difficultés soulevées par
d'autres auteurs (Vanninen et al., 1999b) concernant la mortalité élevée dans les groupements
témoins n'ont pas été rencontrées. Le fait de réaliser les expériences avec des larves de
troisieme stade, donc plus grosses, facilitait les manipulations et diminuait le risque
d'occasionner des blessures potentiellement mortelles. Egalement, le fait de limiter au minimum
leur manipulation a probablement contribuer & maintenir bas le taux de mortalité dans les
groupes témoins négatifs. Enfin, l'utilisation de larves matures étant sur le point de se
metamorphoser en pupes rendait inutile I'ajout de nourriture dans les arénes servant aux
épreuves biologiques. En ce sens, les recommandations de Klingen et ses collaborateurs
(2002c) concernant la présence de composés pouvant inhiber lefficacité des mycetes
entomopathogénes ont donc été respectées.

Criblage des isolats chez les larves

Les résultats obtenus démontrent que la pathogénicité des myceétes Hypocréales envers les
larves de D. radicum est soumise a des variations interspécifiques. En effet, que ce soit en
observant le ratio de la réduction de I'émergence ou de la mortalité totale comparativement au
témoin positif, 'espéce B. bassiana apparait comme étant nettement moins pathogéne que les
especes M. anisopliae et T. cylindrosporum. Par contre, sur la base des résultats obtenus avec
les isolats sélectionnés, la pathogénicité exprimée par ces deux derniéres espéces semble
équivalente. Egalement, les résultats obtenus ne permettent pas d'affirmer que des variations
significatives sont présentes entre les isolats au sein d'une méme espéce. On doit donc rejeter
en partie I'hypothése de travail. La situation aurait toutefois pu étre différente si le criblage se
serait effectué avec un nombre d'isolats plus important. En effet, de par la diversité génétique
existant au sein des espéces, des variations intra spécifiques concernant la pathogénicité des
myceétes Hypocréales envers divers insectes sont frequemment rapportées dans la littérature
scientifique (Leland et al., 2005, Lezama-Gutiérrez et al., 2000, Quesada-Moraga et al., 2006a,
Sabbahi et al., 2008b, Wraight et al., 2010).

Egalement, le fait d'utiliser l'solat INRS 709 a titre de témoin négatif s'est avéré un choix
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judicieux puisqu'aucun des isolats testés n'ont conféré une réduction d'émergence ou une
mortalité significativement supérieure. Par contre, une forte variabilité dans la réponse de cet
isolat a été observée au cours des expériences. D'autres chercheurs ont également observé
d'importantes variations lors de I'utilisation d'un isolat témoin afin de comparer la réponse de
différents isolats au fil du temps (Wraight et al., 1998). Dans le cas de la présente étude, les
variations observées ne sont probablement pas le fruit d'une baisse de la viabilité des conidies
de lisolat référence puisque les tests de germination ont confirmé sa stabilité. Elles peuvent
cependant étre attribuées, entre autres, a une variation dans la susceptibilitt des cohortes
d'insectes utilisées. Ces variations exposent cependant les limites de la stratégie consistant a
inclure un traitement témoin positif pour comparer la réponse des isolats entre eux. En effet,
cette stratégie fut élaborée au départ pour tester différentes préparations de pesticides
chimiques contenant le méme ingrédient actif. Cependant, les changements environnementaux
ou les variations relativement & la susceptibilité des insectes au fil des expériences peuvent
avoir des effets différents selon les isolats testés (Wraight et al., 1998, Wraight et al., 2010).

Malgré tout, les présents travaux confirment la susceptibilité du stade larvaire de D. radicum a
certains champignons entomopathogénes tel que rapporté par d'autres auteurs (Bruck et al.,
2005, Vanninen et al., 1999b). Par contre, la faible mortalité observée au stade larvaire (moins
de 10 % des individus) suggére que les isolats testés n'étaient pas assez virulents pour tuer les
asticots avant que la métamorphose en pupe ne soit entamée. En effet, la pathogénicité s'est
majoritairement exprimée alors que les spécimens de D. radicum étaient au stade de pupe. Ceci
n'est peut-étre pas surprenant considérant que sous des conditions optimales, de trois a cing
jours sont souvent nécessaires entre le moment de I'application des conidies et la mort des
insectes (Inglis et al., 2001). Les résultats obtenus sont donc en accord avec I'énoncé de
Tanada et Kaya (1993) selon lequel les pupes nouvellement formées seraient vulnérables aux
mycetes entomopathogénes de par le fait que leur cuticule est plus mince. Par ailleurs, selon les
propos de Vasilyevskii (1929) cités par Vaninnen et ses acolytes (1999b), les pupes fraichement
formées de D. floralis seraient le stade immature de l'espéce le plus susceptible a l'infection par
les mycétes entomopathogénes de par un affaiblissement des mécanismes de défense
survenant au moment de la métamorphose. Suite & I'exposition des larves de second et
troisieme stades de D. radicum aux conidies de certains isolats de B. bassiana et de M.
anisopliae, Vanninen et ses collaborateurs (1999b) avaient également observé dans leurs
essais que la mortalité se manifestait parfois au-dela du stade larvaire chez les pupes. Ce type
d'observation a également été rapporté dans des travaux portant sur des diptéres de la famille
des Tephritidae. Cependant, 'exposition directe des pupes aux conidies occasionne un taux
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d'infection plus faible et la mortalité observée diminue avec I'age des pupes (Cossentine et al.,
2010, Ekesi et al, 2002). Ce phénoméne pourrait étre expliqué par lincapacité des tubes
germinatifs & pénétrer la cuticule des pupes plus 4gées de par sa sclérotisation accrue (Ekesi et
al, 2002). En effet, I'épaisseur et le niveau de durcissement de la cuticule conférés par la
sclérotisation peut affecter la pénétration des tubes germinatifs (Hajek et al., 1994). La
sclérotisation est un procédé complexe qui consiste en la stabilisation et le durcissement de la
cuticule par le biais de lincorporation de composés phénoliques dans sa structure (Andersen,
2010). La méthodologie choisie dans la présente étude aurait donc vraisemblablement permis
aux conidies d'infecter les larves avant que la sclérotisation ne se manifeste. Egalement, il a été
demontré que la mise en contact des pupes nouvellement formées de D. antiqua avec des
suspensions de conidies de B. bassiana, de M. anisopliae et de Paecilomyces spp. provoque un
faible taux de décés. Sous certaines conditions, il a par contre été observé qu'une mortalité a
retardement se manifestait chez les adultes émergeant des pupes survivantes (Poprawski et al.,
1985). Ce phénoméne a également été rapporté chez d'autres diptéres appartenant au genre
Ceratis. Il a été suggéré que linfection des mouches adultes se faisait pendant Ila
métamorphose ou par contact avec des conidies présentes sur la pupe au moment de
I'émergence (Ekesi 2002). Certes, il aurait été fort intéressant de consigner les effets déléteres
engendrés par les mycétes sur les mouches adultes ayant survécu a linoculation au stade
larvaire. Hélas, la méthodologie utilisée dans la présente étude ne le permettait pas et seule la
susceptibilitt des larves matures a été documentée, complétant ainsi les publications
antérieures sur le sujet.

Les expériences démontrent donc que tous les isolats de M. anisopliae et de T. cylindrosporum
testés ont induit une réduction d'émergence et une mortalité totale importante lorsque testés sur
les larves matures de D. radicum. D'autres auteurs ont documenté en conditions de laboratoire
une vulnérabilité relativement faible de la part des larves du genre Delia aux mycétes
Hypocréales (Davidson et al., 2005, Klingen et al., 2002c, Vanninen et al., 1999b). Certains ont
émis I'hypothése que la biodiversité microbienne présente dans I'environnement ol se
nourrissent les larves pourrait leur conférer une certaine protection contre les champignons
entomopathogénes par le biais de mécanismes de coévolution (Vanninen et al., 1999a). Par
contre, les résultats obtenus dans I'étude qui nous concerne sont plus en accord avec ceux
obtenus par Bruck et ses acolytes (2005). En effet, ce groupe de chercheurs avait démontré la
pathogénicité de trois isolats de M. anisopliae envers les larves de second stade de D. radicum
suite au contact avec du sol contaminé avec 3,85 x 10° conidies par gramme de sol (Bruck et

al., 2005). Le type d'épreuve biologique choisie pourrait cependant avoir eu un impact significatif
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sur les résultats de la présente étude. En effet, I''mmersion dans les suspensions de conidies
produit généralement des résultats variables démontrant une faible susceptibilité de la part des
larves de Delia spp. (Davidson et al., 2005, Klingen et al., 2002¢, Vanninen et al., 1999b) et de
d'autres diptéres (Daniel et al., 2009, De La Rosa et al., 2002). Bien sdr, cette faible vulnérabilité
peut étre attribuable a la sélection d'isolats s'avérant peu virulents. Par contre, on a opté dans la
présente étude pour une méthodologie ayant été utilisée avec succes par d'autres
expérimentateurs consistant & mettre les larves en contact avec un substrat contaminé avec les
conidies (Bruck et al., 2005, Cossentine et al., 2010, Ekesi et al., 2002). Contrairement a la
méthode d'immersion, la contamination du substrat au taux de 2 x 107 conidies par gramme de
sable garantissait un contact intime et continu des larves de D. radicum avec les propagules
infectieuses. Certes, les conidies étaient déposées en surface et non pas incorporées
uniformément dans le substrat. Par contre, les nombreuses galeries creusées par les larves
dans le sable avant d'amorcer leur métamorphose témoignent d'un brassage et d'une
redistribution des conidies dans le milieu. Par ailleurs, Klingen et ses collaborateurs (2002a) ont
émis l'hypothése que les larves de D. floralis seraient plus sujettes aux infections par T.
cylindrosporum avec cette méthode de par le fait qu'elles creusent dans le sol avec leurs piéces
buccales. Le méme raisonnement peut s'appliquer aux larves de D. radicum et s'appuie sur le
fait que T. cylindrosporum est notoire pour sa capacité a infecter les cavités buccales, le pharynx
et I'estomac des larves de certains diptéres de la famille des Culicidae (Soares Jr., 1982, Weiser
et al, 1981). L'humidité relative élevée retrouvée a ces endroits faciliterait la germination des
conidies et le fait que la cuticule y soit généralement plus mince favoriserait la pénétration des
tubes germinatifs (Charnley et al., 2007, Tanada et al., 1993). Quoiqu'il en soit, dans les
conditions relatives a I'étude qui nous concerne, on peut conclure que les larves matures de D.
radicum sont relativement susceptibles aux mycétes M. anisopliae et T. cylindrosporum puisque
certains isolats ont été en mesure de causer plus de 50 % de mortalité et une réduction
d'émergence significative.

Les observations effectuées dans cette étude sont fidéles a celles de d'autres expérimentateurs
qui avaient également remarqué que M. anisopliae semblait plus pathogéne que B. bassiana
envers les larves du genre Delia (Bruck et al., 2005, Davidson et al., 2005, Vanninen et al.,
1999b). Les résultats obtenus permettent donc d'apprécier la pathogénicité de plusieurs isolats
de M. anisopliae envers les larves matures de D. radicum, notamment l'isolat INRS 709. Certes,
la vulnérabilité des larves de second stade a cet isolat avait fait l'objet d'une publication
auparavant (Bruck et al., 2005) mais la susceptibilité¢ des asticots matures n'avait pas été

démontrée a ce jour. Egalement, les résultats obtenus permettent de statuer sur la vulnérabilité
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des larves de troisiéme stade de la mouche du chou a quatre isolats appartenant a l'espece T.
cylindrosporum. Seule une étude effectuée en conditions de laboratoire (Lam et al., 1988) et une
expérience en champs (Vénninen et al., 1999a) avaient suggéré la susceptibilité des larves de
D. radicum envers ce mycéte. Egalement, la pathogénicité de trois isolats de T. cylindrosporum
avait été documentée chez les larves de premier stade de D. floralis. Cependant, un seul isolat
avait été en mesure de conférer une réduction de longévité significative de l'ordre de 0,4 jours
entre le moment de I'éclosion des oeufs et la mort des jeunes larves. Par ailleurs, les chercheurs
ont observé que la pathogénicité de deux isolats de T. cylindrosporum (20,9 % et 14,0 % de
mortalité) était supérieure a celle d'un isolat de M. anisopliae (0,9 % de mortalité) chez les larves
de deuxiéme et troisiéme stade confondu de D. floralis. Cependant, les chercheurs sont d'avis
que l'utilisation de rutabaga rapé pour alimenter les asticots a eu un effet négatif sur la virulence
des isolats testés (Klingen et al., 2002c). Une étude subséquente a d'ailleurs permis d'établir
que la germination des conidies de T. cylindrosporum et de M. anisopliae peut étre affectée par
la présence de certains composés volatils émis par les Brassicaceae. La présence de rutabaga
rapé diminue également la virulence des conidies de M. anisopliae lorsque testées envers G.
mellonella (Klingen et al., 2002b). Puisqu'aucun rutabaga n'était présent dans les arénes lors
des expériences, les résultats de la présente étude permettent donc d'apprécier pleinement la
vulnérabilité des larves de troisiéme stade de D. radicum aux isolats de T. cylindrosporum et de
M. anisopliae choisis. Comme en témoigne une autre étude de Klingen et ses acolytes, une
étroite association semble exister entre T. cylindrosporum et D. floralis puisque ce mycéte est
fréquemment détecté dans les sols lorsque cet insecte est utilisé comme appét (Klingen et al.,
2002a). Il est donc raisonnable de penser qu'un tel lien existe également avec D. radicum. Les
présents travaux démontrent que des isolats de T. cylindrosporum peuvent occasionner une
réduction d'émergence et une mortalité importante lorsque les larves matures y sont exposées
peu avant la métamorphose. Ces résultats viennent confirmer les propos de Klingen
mentionnant avoir observé lors d'études préliminaires une réduction de I'émergence des adultes
de l'ordre de 36% lorsque les larves matures de D. radicum sont exposées a T. cylindrosporum
quelques temps avant la métamorphose en pupes (Klingen et al., 2002c).

Hormis dans les études pilotées par Lam (1988) et Klingen (2002c), le myceéte T. cylindrosporum
n'a pas attiré l'attention des chercheurs lors des études de laboratoire portant sur la
susceptibilité des larves du genre Delia aux mycétes entomopathogénes (Bruck et al., 2005,
Davidson et al., 2005, Vanninen et al., 1999b). Plusieurs études effectuées sur les larves de
d'autres especes de diptéres ont également fait abstraction de l'espéce T. cylindrosporum lors
de la sélection des isolats (Cossentine et al., 2010, Daniel et al., 2009, De La Rosa et al., 2002,
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Ekesi et al., 2002, Lecuona et al., 2005). Par contre, des recherches démontrent la forte
pathogénicité de ce mycéte envers des larves de M. domestica (Barson et al., 1994) et de
Lucilia spp. (Wright et al., 2009). Sur la base des résultats de la présente étude, le mycéte T.
cylindrosporum devrait donc étre inclus plus fréquemment dans les études portant sur la
susceptibilitt des larves de diptéres, notamment les asticots du genre Delia, aux mycétes
entomopathogenes.

Finalement, plusieurs isolats se sont avérés en mesure d'occasionner un développement de
muscardine qui ne différe pas de fagon significative de l'isolat INRS 709. Par contre, ce type de
données doit étre interprété avec précautions. En effet, les mycetes Hypocréales peuvent
occasionner la mort des insectes sans toutefois produire de nouvelles conidies de par la
compétition avec les organismes saprophytiques présents au sein de I'héte (Goettel et al.,
1997). Une sporulation élevée et un potentiel épizootique sont toutefois des critéres de sélection
qui peuvent s'avérer importants lors de la sélection d'isolats en vue du développement d'un outil
de lutte biologique (Charnley et al., 2007). En effet, chaque pupe arborant la muscardine dans le
sol constitue un foyer d'infection potentiel pouvant servir & contaminer d'autres individus (Ekesi
etal., 2002). En ce sens, plusieurs isolats semblent présenter cette qualité.

Criblage des isolats chez les adultes

Les resultats obtenus par le biais de la présente étude démontrent pour la premiére fois la
vuinérabilité des adultes de la mouche du chou a l'isolat INRS 709. La susceptibilité des adultes
de Delia antiqua face au mycéte M. anisopliae avait ét¢é documentée auparavant (Davidson et
al., 2005, Rizzo, 1977). La vulnérabilité des imagos de D. radicum a egalement fait l'objet d'une
publication dans laquelle trois des quatre isolats de M. anisopliae testés avaient occasionné de
la mortalité oscillant entre 14 et 54 % aprés sept jours d'incubation (Meadow et al., 2000). Dans
I'étude qui nous concerne, lisolat INRS 709 a été en mesure de tuer 43,1 £ 31,1 % des
individus. On peut donc conclure que sa pathogénicité envers les imagos de D. radicum semble
similaire a celle des isolats testés par Meadow et ses acolytes. Toutefois, la méthodologie
utilisée est différente puisque les mouches sacrifiées dans leurs expériences ont été exposées a
des conidies séches récoltées directement sur les milieux de culture. Ceci pourrait peut-étre
expliquer I'absence de mortalité dans les groupements témoins de leur étude. Dans la présente
recherche, les mouches étaient aspergées avec une suspension de conidies vaporisées. Leurs
ailes se retrouvaient donc collées ensemble, ce qui limitait grandement leurs mouvements. Les
mouches qui étaient toujours immobiles cing minutes suivant la pulvérisation étaient retirées des
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expériences. Malgré cette précaution, le taux de mortalité dans les groupements témoins a été
relativement élevé, soit de 21,8 + 9,7 %. L'age des spécimens n'est probablement pas en cause
car il a été démontré auparavant que cette variable n'influence pas la pathogénicité de B.
bassiana et de M. anisopliae envers D. antiqua (Rizzo, 1977). Il est donc raisonnable de croire
qu'il en soit de méme chez D. radicum.

Une mortalité élevée dans les groupements témoins a toutefois été rencontrée par d'autres
chercheurs travaillant sur les spécimens adultes du genre Delia. En effet, Davidson et Chandler
(2005) ont observé dans leurs expériences un taux de mortalité de l'ordre de 25,8 £ 2,7 % chez
les adultes de D. antiqua traités par immersion dans des suspensions de conidies. D'autres
chercheurs ont cependant obtenu une mortalité dans les groupements témoins trés respectable.
Par exemple, chez les spécimens adultes de H. irritans traités par vaporisation avec un volume
de 300ul de suspension de conidies, seulement 12,2 % des individus dans les groupes témoins
sont decédés (Mochi et al, 2010b). Par ailleurs, les écarts type importants des données
obtenues dans la présente étude trahissent peut-étre le fait que la méthode développée n'était
pas tout a fait au point et que des ajustements auraient été nécessaires. Une attention
particuliére a toutefois été apportée afin de valider la constance des volumes de pulvérisation et
de la viabilité des conidies suite & la vaporisation (données non montrées). Néanmoins, il aurait
peut-étre été sage d'opter pour une méthodologie différente. Les applications locales sur Ia
surface ventrale de l'abdomen des diptéres a l'aide d'une micropipette semblent limiter la
mortalit¢ dans les groupements témoins (Barson et al., 1994, Castillo et al., 2000, Quesada-
Moraga et al., 2006a). En tenant compte de la mortalité dans les témoins négatifs, il n'en
demeure pas moins que l'isolat INRS 709 a été en mesure d'occasionner une mortalité
appréciable de 43,1 + 31,1 %. Des travaux supplémentaires pourraient cependant étre mis en
branle afin de mieux documenter sa pathogénicité.

Certes, il aurait ét¢ grandement intéressant d'effectuer le criblage avec tous les isolats de
mycetes Hypocréales mis en production. Les contraintes inhérentes a l'approvisionnement en
spécimens adultes compliquaient cependant la réalisation de ce volet du projet. Hors, il aurait
peut-étre été possible d'obtenir des mouches en grande quantité si on avait induit les pupes en
diapause selon les recommandations de Whistlecraft et ses acolytes (1985). Alternativement, les
pupes auraient pu étre entreposées a 3 °C au moment du début de I'émergence des adultes
pour une période maximale d'un mois. Suite & cet entreposage et au retour a la température
ambiante, 60 % des mouches auraient émergé des pupes en moins d'une semaine. Il aurait
cependant été important de maintenir la période d'entreposage la plus courte possible puisque
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la longévité des adultes est affectée aprés une longue période d'entreposage sous ces
conditions (Van Keymeulen et al., 1981). Ces deux méthodes auraient donc pu permettre
I'entreposage d'un grand nombre de pupes et d'obtenir des cohortes de mouches satisfaisantes
apres avoir synchronisé I'émergence. Elles n‘ont malencontreusement pas été envisagées lors
de I'élaboration des protocoles.

Il a été démontré que la susceptibilité des adultes de D. antiqua aux mycétes Hypocréales est
supérieure a la vulnérabilité des individus du stade larvaire (Davidson et al., 2005).Hélas, il n'a
pas été possible de faire cette démonstration chez la mouche du chou. Egalement, alors que la
susceptibilité des diptéres adultes du genre Delia aux mycétes B. bassiana et M. anisopliae est
relativement bien documentée (Davidson et al., 2005, Meadow et al., 2000, Rizzo, 1977), la
pathogénicité de T. cylindrosporum envers les imagos n'a pas été démontrée. En fait, hormis
chez quelques espéces appartenant au sous-ordre des nématocéres (Soares Jr., 1982) et chez
M. domestica (Barson et al., 1994, Lam et al., 1988), la vulnérabilité des diptéres adultes a ce
myceéte semble peu documentée en général. Toutefois, une trés légére mortalité a retardement
de l'ordre de 6,8 % a été observée chez les imagos de D. antiqua suite a l'application de
conidies de T. cylindrosporum sur de jeunes pupes fraichement formées (Poprawski et al.,
1985). Il aurait donc été vivement intéressant de documenter la susceptibilité du stade adulte de
la mouche du chou a des isolats de T. cylindrosporum. Malgré tout, les résultats obtenus dans
cette étude concernant la pathogénicité de I'isolat INRS 709 envers les imagos de D. radicum

pourraient paver la voie au développement d'une nouvelle stratégie de contrdle des populations.

Perspective de lutte biologique

Le mycéte T. cylindrosporum n'a pas bénéficié d'une grande attention de la part de la
communauté scientifijue comparativement aux autres agents entomopathogénes
traditionnellement utilisés en lutte biologique (Herrero et al., 2011). Son manque d'efficacité et
d'activité résiduelle ont d'ailleurs fait décliner l'intérét qu'on lui accordait en tant qu'agent de lutte
biologique pour le contrdle des populations larvaires de moustiques (Scholte et al., 2004).
Dailleurs, aucun bioinsecticide n'a été élaboré a l'aide de T. cylinsrosporum (Faria et al., 2007).
Concernant les diptéres importants en agriculture, les études évaluant le potentiel des mycétes
entomopathogénes pour le contréle des stades larvaires font généralement abstraction de
l'espeéce T. cylindrosporum et portent plutot leurs efforts sur M. anisopliae ou B. bassiana
(Campbell et al., 2006, Chandler et al., 2005, Ekesi et al., 2011, Ekesi et al., 2005, Lezama-
Gutiérrez et al., 2000). Seule une expérience en champs portant sur D. radicum et D. floralis
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comptait des isolats de T. cylindrosporum dans la liste des traitements (Vénninen et al., 1999a).
Par contre, sur la base de la pathogénicité observée chez les larves matures de la mouche du
chou dans le cadre de la présente étude, T. cylindrosporum s'avére aussi intéressant que M.
anisopliae en tant que candidat comme agent de lutte biologique.

La spécificité des interactions entre le micro-organisme pathogéne et l'insecte ciblé semble étre
un facteur important a considérer lorsque I'on tente de contrdler les insectes terricoles a l'aide
d'agents microbiens (Jackson, 1999). En ce sens, T. cylindrosporum apparait spécifique aux
diptéres (Barson et al., 1994, Nadeau et al., 1994, Scholte et al., 2004, Soares Jr., 1982, Soares
Jr. et al., 1985, Wright et al., 2009), quoique d'autres insectes et des acariens Iui sont également
susceptibles en conditions de laboratoire (Gardner et al., 1987, Herrero et al., 2011, Lam et al.,
1988, Steenberg et al., 2000, Zabalgogeazcoa et al., 2008). Cette spécificité est peut-étre
simplement le fruit d'un manque de connaissances de la part de la communauté scientifique
concernant ce mycéte. Cependant, son spectre d'hotes, sur la base des connaissances
actuelles, semble plus étroit que celui de M. anisopliae (Zimmermann, 2007b). Le mycéte T.
cylindrosporum serait donc possiblement plus efficace pour lutter contre les larves de diptéres
présentes dans les sols, notamment les asticots du genre Delia. Egalement, la capacité de
s'établir et de persister dans les sols suite a l'application est une autre qualité que I'on retrouve
chez les agents de lutte microbienne efficaces envers les insectes terricoles (Jackson, 1999). A
ce sujet, des études ont démontré que des isolats de M. anisopliae sont en mesure de persister
relativement longtemps dans les sols agricoles (Hu et al., 2002, Pilz et al., 2011, Véanninen et al.,
2000). Par contre, peu d'études se sont concentrées sur l'écologie de lespéce T.
cylindrosporum. Ce mycéte est toutefois fréquemment détecté dans les sols nordiques (Klingen
et al., 2002a). Selon les propos de Bisset (1983) rapportés par Herrero et ses collaborateurs
(2011), ses conidies seraient aussi en mesure de persister longtemps dans les sols. Une étape
importante en regard du choix d'un isolat consiste en [I'évaluation de sa compétence
environnementale, c'est-a-dire sa capacité a supporter une variété de facteurs abiotiques
(température, humidité, propriétés physicochimiques du sol) et biotiques (actions fongistatiques
de la microflore du sol) inhérentes a I'environnement ot il sera appliqué (Inglis et al., 2001). A ce
sujet, il a été démontré que des isolats de T. cylindrosporum et de M. anisopliae sont trés
tolérants aux températures froides et donc adaptés au climat tempéré (Bidochka et al., 2001,
Santos et al, 2011). Quoique plusieurs informations soient manquantes pour évaluer la
compétence environnementale des isolats étudiés, on peut supposer que T. cylindrosporum
serait un candidat tout aussi valable, sinon plus, que M. anisopliae dans le but de développer un
outil de lutte biologique visant a réprimer les larves de D. radicum.
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De par les résultats prometteurs obtenus en laboratoire, Iisolat INRS 709 de M. anisopliae a
déja été recommandé afin de lutter contre les asticots de la mouche du chou en champs (Bruck
et al., 2005). Par contre, le fait que cet isolat soit d'origine étrangére complique le processus de
demande d'autorisation de recherche auprés de I'Agence de Réglementation de la Lutte
Antiparasitaire du Canada. En ce qui concerne la présente étude, trois isolats de M. anisopliae
(INRS 701, INRS 704, INRS 705) et un isolat de T. cylindrosporum (INRS 1003) sont d'origine
canadienne et se sont avérés tout aussi pathogéne envers les larves matures que lisolat INRS
709. Ces isolats pourraient donc étre sélectionnés pour les fins d'éventuels essais en champs.
D'ailleurs, la sélection d'isolats indigénes est un théme récurent dans la littérature scientifique
portant sur les mycetes entomopathogénes (Goettel et al., 201 0).

L'objectif & atteindre lors de la lutte microbienne a l'aide de mycétes contre les insectes
terricoles est de créer un environnement contaminé permettant d'infecter les insectes par
contact physique lors de leurs mouvements dans le sol et dans la zone racinaire (Jaronski,
2010). Les applications de conidies visant les larves de D. radicum devraient donc se faire en
coordination avec l'éclosion des ceufs, de fagon & convoiter les stades de l'insecte qui sont en
contact avec le sol (larves de premier et troisiéme stade ainsi que les pupes) de méme que les
larves de second stade avant qu'elles ne pénétrent dans les tissus racinaires (Bruck et al.,
2005). En ce sens, puisque la pathogénicité des isolats peut varier selon les stades de l'insecte
étudié (Boucias et al., 1998), la vulnérabilité des larves de premier et second stade aux isolats
sélectionnés dans cette étude pourrait également &tre documentée. La lutte contre les larves
matures et les pupes pourraient également étre envisagée (Vanninen et al., 1999a) mais cette
stratégie ne préviendrait pas la présence de dommages sur les cultures et devrait plutot étre
envisagée avec un objectif de contrdle a long terme. Egalement, considérant la profondeur a
laquelle les larves de troisiéme stade migrent dans le sol pour amorcer leur métamorphose
(Hughes et al., 1959, Smith, 1927), la concentration requise d'inoculum serait probablement trés
élevée, rendant la méthode économiquement non rentable (Vanninen et al., 1999b).

L'application de suspensions de conidies a la base des plants sur le substrat de culture
démontre un bon contrdle sur les larves de D. radicum lors d'essais en serres (Chandler et al.,
2005). Les applications en champs ont par contre donné des résultats décevants (Chandler et
al., 2005, Vénninen et al., 1999a). Il a été observé que les applications par bassinage a la base
des plants a l'aide d'un fort volume d'eau occasionnent un mouvement latéral des conidies,
diminuant ainsi la charge d'inoculum pouvant atteindre les larves (Chandler et al., 2005). Des

études ont d'ailleurs démontré que la pénétration des conidies dans le sol est relativement faible
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et tributaire, entre autre, du type de sol (Garrido-Jurado et al., 2011, Storey et al., 1987). Cette
approche peut néanmoins demeurer intéressante si les conidies sont appliquées afin d'infecter
les jeunes larves issues des ceufs présents a la surface du sol (Jaronski, 2010). Toutefois,
lutilisation de mycétes entomopathogénes pour le contrdle des larves de D. radicum en champs
exige donc que des efforts de recherches soient consacré au développement d'une méthode
d'application efficace (Chandler et al., 2005). En ce sens, des applications de conidies au sol
sous forme de granules pourraient procurer un meilleur contréle, tel qu'il a été démontré chez
les larves de Tetanops myopaeformis (Campbell et al., 2006). Les applications sous forme de
granules nutritives permettent par ailleurs aux mycétes de germer, croitre et sporuler a nouveau,
augmentant ainsi linoculum disponible pour infecter les insectes visés (Jaronski, 2010). Par
ailleurs, lutilisation de microsclérotes produites par M. anisopliae pourrait éventuellement
devenir une solution trés avantageuse pour le contrdle des insectes terricoles (Jackson et al.,
2009, Jaronski et al., 2008). Toutefois, la production de microsclérotes ne semble pas avoir été
documentée chez T. cylindrosporum.

Pour les plantes cruciféeres semées tels que le rutabaga ou le canola, il serait intéressant de
vérifier le niveau de contréle conféré par des conidies appliquées sous forme de granules dans
le sillon au moment du semis. Pour les légumes cruciféres transplantés tels que le chou-fleur, la
méme technique pourrait étre envisagée. Cependant, puisque M. anisopliae est en mesure de
coloniser la rhizosphére des plants cultivés dans des substrats a base de mousse de sphaigne
(Bruck, 2005), il serait également intéressant d'incorporer les conidies directement dans le
substrat de culture des transplants. Certes, les deux méthodes suggerées ne sont pas curatives
mais prophylactiques. Cependant, les mycétes entomopathogénes ont plus de chance de
succes lorsqulils sont utilisés de fagon préventive avant que les populations d'insectes
deviennent trop élevé et atteignent les seuils d'intervention habituellement utilisé avec les
insecticides de synthése (Jaronski, 2010). Des applications de suspensions de conidies dirigées
vers le sol pourraient toutefois étre effectuées en complément, selon l'activité des mouches
adultes, afin de réprimer les jeunes larves. Des applications de conidies au sol visant les larves
pourraient également étre accompagnées de pulvérisations foliaires ciblant les adultes
(Chandler et al., 2005). A ce sujet, la pathogénicité de l'isolat INRS 709 envers les imagos,
nonobstant son origine géographique, pourrait permettre ce type de stratégie. Il a été démontré
que les mouches visitent les champs en milieu de journée et sont présentes en bordure des
champs le matin et en fin d'aprés-midi pour I'alimentation et la reproduction (Hawkes, 1972). II
serait donc envisageable de profiter de ce comportement d'agrégation et d'effectuer des
applications foliaires en bordure de champs aux moments opportuns. Cependant, la spécificité
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de lisolat en question devrait préalablement étre vérifiée afin de ne pas causer de préjudices
aux insectes non-ciblés. Finalement, il serait peut-&tre possible d'utiliser l'solat INRS 709 dans
les piéges attractifs en voie de développement par Meadow et ses collaborateurs (2000) afin de
contaminer les mouches et de disséminer l'inoculum au sein des populations. A ce sujet, les
effets sous-létal engendrés par des isolats de M. anisopliae chez certains diptéres adultes
(Quesada-Moraga et al., 2006a) pourraient peut-étre jouer un réle important dans la régulation
des populations de D. radicum.

L'utilisation des mycétes entomopathogénes pour le contrdle des larves de D. radicum ne
procurerait probablement pas un contrdle absolu (Bruck et al,, 2005), comme en témoigne
I'étude de Campbell et ses collaborateurs (2006) portant sur la mouche de la betterave. Afin de
maximiser les résultats, l'utilisation des mycétes entomopathogénes devrait se faire de concert
avec d'autres méthodes de lutte dans un programme de lutte intégrée (Jaronski, 2010). Par
exemple, des applications de conidies au sol visant les larves pourraient étre combinées avec
des appéts insecticides ciblant les mouches adultes. Cette stratégie a d'ailleurs porté fruit pour
le contrble de Bactrocera invadens (Diptera: Tephritidae) dans les vergers de manguiers (Ekesi
et al., 2011). Les applications de conidies au sol pourraient également étre combinées avec des
doses réduites d'insecticides de synthése. A titre d'exemples, des effets synergiques été
observés lors de ['utilisation de M. anisopliae avec une dose sous-létal d'imidaclopride pour le
contréle des adultes d'Aedes aegypti (Diptera: Culididae) (Paula et al., 2011).

Pour conclure, sur la base des résultats de la présente étude, le mycéte T. cylindrosporum
semble posséder un potentiel comme agent de lutte biologique contre D. radicum tout aussi
intéressant, sinon plus, que M. anisopliae. Des travaux devraient cependant étre poursuivis afin
de mieux caractériser son potentiel et son intégration dans un programme de lutte intégrée.
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CHAPITRE 10 :
CONCLUSION

Le but de la présente étude était de foumnir des connaissances additionnelles relativement a la
pathogénicité des mycetes de I'ordre des Hypocréales envers D. radicum. La recherche d'isolats
possédant des attributs intéressants était également un but visé. La présence de variations inter
et intra spécifiques liées a la pathogénicité des mycétes a été vérifice.

Considérant le cadre de l'étude, la régie d'élevage implantée fut adéquate et la mise en
production des isolats de mycétes s'est bien déroulée. Le criblage de ces isolats envers les
larves matures de la mouche du chou a démontré la pathogénicité supérieure des espéces M.
anisopliae et T. cylindrosporum comparativement a B. bassiana. En ce sens, des variations
interspécifiques se sont manifestées. Ces résultats portent a croire que l'espéce T.
cylindrosporum serait un aussi bon candidat en vue du développement d'un outil de lutte
biologique que M. anisopliae. Entre autres, de par sa facilité de production, la viabilité de ses
conidies, sa provenance géographique et sa pathogénicité, lsolat INRS 1003 pourrait &tre un tel
aspirant. Par contre, l'hypothése de travail est rejetée en partie puisque qu'avec les isolats
sélectionnés, aucune différence intra spécifique ne s'est manifestée quant a la pathogénicité des
isolats chez les larves. Egalement, tous les objectifs n'ont pas été atteints car il a été impossible,
en tenant compte des limites de ce projet, d'effectuer le criblage de tous les isolats mis en
production envers les adultes de D. radicum. Les résultats obtenus démontrent cependant pour
la premiére fois leur susceptibilité a l'isolat INRS 709 (F52) de M. anisopliae.

La présente étude aura donc permis d'apporter des informations complémentaires a celles
présentes dans la littérature scientifique en regard de la susceptibilitt de D. radicum aux
mycetes Hypocréales. Plus spécifiquement, les résultats permettent de mettre en lumiére le
potentiel de T. cylindrosporum comme agent de lutte biologique contre les larves de la mouche
du chou. Il serait donc pertinent d'effectuer des travaux supplémentaires afin de mieux
documenter la pathogénicité de ce mycéte envers les autres stades physiologiques de D.
radicum et les espéces apparentées. Une meilleure compréhension de la biologie de ce mycéte
pourrait également servir a faciliter son intégration dans un programme de lutte intégrée visant a
contrdler la mouche du chou. Finalement, sur la base des résultats de la présente étude, il est
recommandé que T. cylindrosporum soit considéré comme un agent de lutte biologique potentiel
envers les asticots de diptéres au méme titre que M. anisopliae.
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