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Résumé

Le colza oléagineux est la grande culture qui consomme le plus d’insecticides en France. Sept
espéces de charancons, présentant une nuisibilité variable, et seize espéces de parasitoides constituent
le cortége associé a cette culture. La lutte biologique par conservation est I’approche durable soutenue
par le projet COLEOTOOL, comme alternative a la lutte chimique devenue inefficace sur certains
ravageurs. La difficulté a identifier les charancons et leurs parasitoides et le manque de données
récentes sur ces relations de parasitismes constitue la problématique a laquelle répondent le CBGP et
Terres Inovia par 1’élaboration d’outils de diagnostic morphologiques et moléculaires. Les spécimens
collectés en France ont été identifiés morphologiquement et le géne de la cytochrome ¢ oxydase 1
(CO1) du génome mitochondrial a été séquencé pour quelques individus des différentes especes
obtenues. L’inférence d’arbres phylogéniques par maximum de vraisemblance a permis d’étudier la
congruence des résultats morphologiques et moléculaires. Une base de séquences de référence a ainsi
été créée, contenant 108 sequences de charangons et 145 d’hymeénoptéres parasitoides de ces
charangons. 10 de ces espéces ne présentaient jusqu’a présent aucune séquence dans les bases de
données mondiales. Des systémes d’identification interactifs ont aussi ét¢ congus via le logiciel
LUCID®. Grace a ces outils Terres Inovia est en mesure d’analyser les échantillons issus d’un large
réseau de parcelles pour étudier les variables favorables a la lutte biologique par conservation contre
les charangons du colza en France.

Mots-clés : Colza, charangons, hyménopteres parasitoides, identification moléculaire, clé digitale

Abstract

Oilseed rape in France is the arable crop the most treated against pests. Seven species of
weevils (Ceutorhynchus sp., Aulacobaris sp. and Melanobaris sp.) are known to attack oilseed rape all
along its biological cycle, but the expression of their pest potential differs among species. Sixteen
parasitoids contribute to the natural regulation of these pests. Conservation biological control is the
sustainable approach supported by the COLEOTOOL project, as an alternative to the use of
insecticides. Indeed, the rape winter stem weevil (C. picitarsis) already started to develop resistance to
pyrethroids in France. The lack of recent data about host/parasitoids interactions and the difficulty to
identify weevils and their parasitoids constitute the issue that the CBGP and the agronomical institute
Terres Inovia, must solve by the development of molecular and morphological identification tools.
Terres Inovia directed the sampling campaign over nine collection sites in France. The specimens have
been identified by taxonomists at the CBGP, and the cytochrome c oxidase subunit 1 (COI) of the
mitochondrial gene has been sequenced for some of the specimens of the species identified.
Phylogenetic inference, using maximum likelihood, has been employed to delineate species and study
the congruence of morphological and molecular data. Further observations of vouchers permitted to
correct identification errors, even describe new species characters for close species. The sequences of
108 weevils have been validated. They mostly belong to the four species the most represented in
samplings (C. napi, C. obstrictus, C. pallidactylus et C. picitarsis). 145 sequences of parasitoids
hymenoptera have been validated, belonging to 12 different species. Among them, ten did not present
any sequence accessible on global database. A reference collection of specimen accompanies the
sequence database. Tow digital polytomous keys has been created using LUCID software, dedicated to
weevils and their parasitoids. They integrate a larger spectrum of species and characters newly
reviewed. Thanks to these tools Terres Inovia will be able to analyse samples coming from a large
network of plots in France, aiming at studying the favourable factors to conservation biological control
of rape weevils.

Keywords: oilseed rape, weevils, parasitoids, molecular identification, digital key
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file:///C:/Users/bison12/Desktop/mémoire/mémoire%20de%20fin%20d'étude%20Mélodie%200909%20texte.docx%23_Toc461368307
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file:///C:/Users/bison12/Desktop/mémoire/mémoire%20de%20fin%20d'étude%20Mélodie%200909%20texte.docx%23_Toc461368309
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file:///C:/Users/bison12/Desktop/mémoire/mémoire%20de%20fin%20d'étude%20Mélodie%200909%20texte.docx%23_Toc461368310
file:///C:/Users/bison12/Desktop/mémoire/mémoire%20de%20fin%20d'étude%20Mélodie%200909%20texte.docx%23_Toc461368310
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file:///C:/Users/bison12/Desktop/mémoire/mémoire%20de%20fin%20d'étude%20Mélodie%200909%20texte.docx%23_Toc461368311
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file:///C:/Users/bison12/Desktop/mémoire/mémoire%20de%20fin%20d'étude%20Mélodie%200909%20texte.docx%23_Toc461368319
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Introduction

La production de colza en France n’a cessé de croire ces derniéres années, essentiellement du
fait du déploiement des biocarburants. Cette culture est soumise a des attaques de nombreux
ravageurs ; son IFT insecticide (2,5 en 2012) est le plus élevé en grandes cultures (Agreste 2014). Les
especes les plus nuisibles appartiennent a la famille des Curculionidae (Coléoptére).
Morphologiquement tres proches, elles ont des biologies différentes et chacune est inféodée a un
organe de la plante. De plus, leurs dégats n’impliquent pas systématiquement une intervention
phytosanitaire. Les charancons les plus nuisibles sont : Ceutorhynchus picitarsis Gyllenhal, C. napi
Gyllenhal et C. obstrictus (Marsham). Les autres espéces C. pallidactylus (Marsham), C. assimilis
(Paykull), Aulacobaris coerulescens Scopoli et Melanobaris laticollis Marsham n’entrainent que des
dommages mineurs, souvent contrebalancés par les facultés compensatoires du colza. Une
identification fiable des insectes a I’espéce est primordiale avant d’envisager toute intervention. Les
pyréthrinoides sont les principaux insecticides utilisés depuis de nombreuses années. De fagon
prévisible, des cas de résistance ont récemment été observés chez C. picitarsis (Robert et al., 2016). Il
devient donc nécessaire de développer d’autres mesures de lutte, plus durables et plus respectueuses
des Hommes et de ’environnement. La lutte biologique par conservation, considérée comme la
stratégie la moins colteuse et la moins susceptible de perturber 1’équilibre du milieu est 1’alternative
soutenue aujourd’hui par le projet COLEOTOOL.

Initié en 2014, COLEOTOOL est un projet CASDAR impliquant Terres Inovia et ’'UMR
CBGP. En s’appuyant sur les travaux de Jourdheuil (1961), qui réalisa un inventaire des parasitoides
antagonistes des coléoptéres phytophages du colza, COLETOOL a pour objectifs (i) de développer des
outils d’identification innovants et (ii) d’actualiser les connaissances de ces complexes d’espéces pour
a terme caractériser I’impact du contexte paysager et des pratiques culturales sur les interactions
charangons/parasitoides. Les missions du CBGP sont : (i) la détermination des especes de
Curculionidae du colza et de leurs hyménopteres parasitoides, (ii) le développement d’outils de
diagnostic de ces mémes especes pour une future autonomie de Terres Inovia. Deux types d’outils
d’identifications seront proposés : des clés interactives illustrées, 1’'une dédiée aux Curculionidae du
colza et I’autre aux hyménoptéres parasitoides. Etant donné les difficultés liées a I’identification
morphologique (especes cryptiques, stades pré-imaginaux), le séquencgage des spécimens identifiés est
également réalisé pour valider les identifications morphologiques et constituer une base de données de
séquences valides (barcode moléculaire) spécifique au projet.

Mes missions durant ces 6 mois de stage ont consisté a : (i) Identifier morphologiquement une
partie des spécimens collectés sur le colza (ii) Réaliser la base de données de référence comprenant les
séquences du géne COI et (iii) Elaborer des clés d’identification polytomiques interactives établies sur
la base de caracteres pertinents pour la discrimination d’espéces proches.

En premier lieu, ce rapport apporte des connaissances sur le systeme de culture et les
complexes d’espéces associées, ainsi que les avantages et limites des outils d’identification
morphologique et moléculaire. 1l présente ensuite les méthodes ayant permis de répondre aux objectifs
et les résultats obtenus en les confrontant a la bibliographie. Enfin, les éventuelles pistes
d’amélioration et les perspectives envisagées a la suite de ce projet sont énonceées.
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Figure 1 : Surface (ha) dédiée a la production de colza oléagineux par département francais.
(Agrest Statistique Agricole Annuelle, 2013)
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Premiéere partie : Etat de I’art
1. SYSTEME DE CULTURE : LE COLZA OLEAGINEUX

1.1. PRODUCTION ET FILIERES

La production mondiale de colza s’estime a 70,9 Millions de tonnes (FAOstat), et représente
en Europe la production majeure a hauteur de 20,5 Mt en 2013 (PROLEA, 2014). Sur le territoire
francais une surface de 1500 000 ha est dédiée a sa production, chiffre en progression depuis les
années 2000, qui place la France comme le 5°™ pays producteur mondial (5,5 Mt) (FAOstat). La
culture du colza se concentre sur la moitié nord de la France et quelques départements du sud-ouest.
Comme le présente la figure 1, les régions Centre, Champagne-Ardenne, Bourgogne et Picardie se
partagent plus de 50% des surfaces nationales (Agreste Statistique Agricole Annuelle 2013).

Le colza est principalement cultivé pour la production d’huile dont la moitié du volume, en
France, est utilisée sous forme de biocarburant (Bozbas, 2008; Carré & Pouzet, 2014). L’augmentation
de la production européenne, estimée a 27% depuis 2005, est d’ailleurs directement liée au
déploiement des biodiesels. Egalement alimentaire, I’huile de colza représentait, en 2014, 61% de la
consommation francaise en huile végétale. En conséquence la production de tourteaux, destinés a
I’alimentation animale, est passée de 675 000 tonnes en 2001 a plus de 2 millions de tonnes en 2014
(PROLEA, 2014).

1.2. BIOLOGIE ET AGRONOMIE

Le colza appartient a la famille des Brassicaceae. Elle est caractérisée par la production de
glucosinolates (Radojcic et al., 2008) qui assurerait un role défensif contre les ravageurs herbivores
géneralistes (Giamoustaris & Mithen, 1995; Martin & Miiller, 2007) tout en pouvant constituer des
composeés volatiles attractifs pour des espéces spécialistes et certains des ennemis naturels associés
aux ravageurs, tels que les parasitoides (Read et al., 1970).

Le colza oléagineux, Brassica napus L. var. oleifera Metzg, est une espece amphidiploide
issue de I’hybridation spontanée de Brassica rapa (Navet) et Brassica oleracea (Chou) lors de laquelle
il a recu I’ensemble des chromosomes diploides des deux génomes parentaux (Snowdon et al., 2002).
Il se reproduit généralement par autofécondation bien qu’un taux de 10 a 30% d’allofécondation ait été
observé (Rakow & Woods, 1987). Au regard de la gestion des ravageurs, les repousses de colza
colonisant la culture suivante ou les bordures de parcelle (Pessel et al., 2001), sont des plantes hotes
qui participent au maintien et a la propagation des nuisibles mais constituent aussi des plantes relais
pour les auxiliaires (Pickett & Bugg, 1998). De méme, les Brassicaceae spontanées comme la
ravenelle, la sanve, la capselle bourse-a-pasteur (Jourdheuil, 1960), sont des habitats refuges
secondaires que les complexes d’espéces inféodées au colza colonisent également.

Le colza d’hiver est semé a I’automne, entre fin ao(t a début septembre dans le Nord et I’Est
de la France et de fin septembre a début octobre dans le Sud-Ouest (Poulain & Barloy, 2012). Il léve
les semaines qui suivent, traverse I’hiver au stade rosette et poursuit sa croissance a travers différents
stades végétatif présentés en annexe 1. (Pilorgé et al., 1997). Les stades de sensibilité critiques vis-a-
vis des ravageurs se situent : (i) en début d’hiver (formation de la rosette), (ii) a la sortie de ’hiver
(reprise végétative et 1’élongation des tiges), (iii) en début d’été (élaboration du rendement :
remplissage des gousses et formation des graines) (Pilorgé et al., 1997).
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Tableau 1 : Taxonomie des charancons du colza et synthése des principales synonymies rencontrées en regard de leurs noms vernaculaires.
* liste non exhaustive. Se référer au ""Catalogue of Ceutorhynchinea of the world, with a key to genera' de E. Collonnelli (2004)
pour les Ceutorhynchinae et au ""Catalogue of Palearctic coleoptera, vol. 7** de Alonso-Zarazaga (2011) pour les Baridinae.

ORDEE Famille Souns—famille

Principaux synonymes*

Nom vernaculaire Fr.

Nom vernaculaire Ang.

Aulacobaris

A. coerulescens
Scopeli, 1763

Baris coerulescens (Scopoli 1793)
Curculfo Chalybeus Gmelin, 1790

Bans des cruciféres

Bans weewil

Melanobariz

Ceutorhynchinae

M laticollis

(Marsham, 1802)

Curculfo laticollis Marsham 1802
Bariz laticoilis (Marsham 1802)
Curculio absinthil Panzer, 1704
Curculio alriplics Fabricius, 1776
Curculfo glabra Herbet, 1784
Curculio nirens Fabricins, 1792
Bariz picma Germar, 1824

Baris subrarsaliz Bey, 1895

Baris des cruciféres

Baris weswil

Ceutorhynchus

C. assimilis
(Payimlil. 1792)

Curculfo assimilis Paykull, 1792
Curculio alouda Fabricius, 1702

Curcunlio pleurostiema Marsham, 1802

Charangon gallicole,
charangen galliforme

Turnip gall weevil

C. napi Riymchaenus azsimils Olivier, 1807 Charangon de la tige du colza, .
- = Rape stem weevil
Gyllenhal, 1837 Ceuthoriymnchus napi Gyllenhal, 1837 gros charancon de la tige
Curculfo nigrostriatus Goeze, 1777
Curculfo nopebrassicae Bjerkander, 1780
Curculio floriger Fourcroy, 1785
. Curculio subeloborus Gmelin, 1700
C. ebstrictus i s ] T . - . .-
(Marsham, 1802) Cenroripmehus foraliz Olivier, 1701 C ]mra.m;-;m des ultques Chamn-;-:lu des si].l.q‘ues
' Curculfo assimiliz Fabricins, 1792
Curculio almuda Herbst, 1745
Curculio obstrictus Marsham, 1802
Centorfpmchus assimilis var. minor Favre, 1890
) Curculfo quadridens Panzar, 1795
C. pallidaciylus . . , . .
(Marsham, 1802) Ceuthorriynchus annulipes Hoffimann, 1933 Charangon de la tige du chou | Cabbage stem weevil

Ceutharripvnchus serfesetorus Distz, 1894

C. picitarsis
Gryllenhal, 1837

Ceurarfpmchus marsaliz Bobeman 1845
Cenutharipmohus picitarsis Gyllenhal 1837
Ceurarkynchus scurellaris Bralle, 1832

Charangen du bourgeon
terminal

Fape winter stem weevil




2. RAVAGEURS ET AUXILIAIRES DU COLZA OLEAGINEUX
2.1. ARTHROPODES, PRINCIPALE CONTRAINTE A LA PRODUCTION DE COLZA

2.1.1.Les coléopteres représentant majeurs des ravageurs du colza

Les attaques d’arthropodes se succedent tout au long du cycle végétatif, généralement une
spécificité vis-a-vis de 1’organe est observée (Jourdheuil, 1960). Parmi les ravageurs du colza sont
cités, essentiellement, des hémiptéres (le puceron cendré du choux Brevicoryne brassicae L. et le
puceron vert du pécher Myzus persicae Sulzer), des diptéres (la mouche du chou, Delia radicum L. et
la cécidomyie des siliques Dasneura brassicae Winn.) et des hyménoptéres (la tenthréde de la rave
Athalia rosea L.) cependant les especes les plus nuisibles sont des coléopteres (CETIOM, 2010). Les
méligéthes, Meligethes spp. (Nitidulidae) perforent les boutons floraux pour se nourrir du pollen ou
pour y pondre entrainant I’avortement des boutons. Les adultes de I’altise du colza, Psylliodes
chrysocephala L. (Chrysomelidae), se nourrissent des feuilles induisant un stress a la plante, alors que
les larves consomment I’intérieur du tissu végétal. Occasionnellement, les larves « fil de fer » des
taupins (Elateridae), peuvent s’attaquer au graines en cours de germination ou au systéme racinaire
(CETIOM, 2010). Les Curculionidae représentent la famille la plus menagante avec 7 especes
appartenant aux sous-familles des Ceutorhynchinae et Baridinae (Jourdheuil, 1960).

2.1.2.Les Ceutorhynchinae, un groupe a la taxonomie controversée

D’apres Colonnelli (2004), les Ceutorhynchinae (Coléoptere, Curculionidae) comptent plus de
1316 espéces dans le monde dont la plupart sont des phytophages ayant une importance économique
considérable. La sous-famille des Ceutorhynchinae se divise en quatre tribus, Amalini,
Ceutorhynchini, Phytobiini, Scleropterini (L6bl & Smetana, 2013), bien que cette organisation soit
encore débattue (Colonnelli, 1984). Le genre Ceutorhynchus compte a lui seul 384 especes dans le
monde (Colonnelli, 2005) dont 86 en France (Tronquet, 2014).

Une confusion taxonomique majeure fut entretenue durant plusieurs dizaines d’années, par les
systématiciens et agronomes concernant les charancons C. assimilis (Paykull) et C. pleurostigma
(Marsham). Hoffmann, lors de la rédaction de la faune de France des Curculionidae en 1950, décrit
d’ailleurs le charangon gallicole sous le nom de C. pleurostigma (Marsham) et le charancon des
siliques sous celui de C. assimilis (Paykull) entretenant ainsi 1’ambiguité. Bien plus tard, Colonnelli
(1993) examina les spécimens types ayant servi a leur description et rétablit alors les véritables noms
de ces especes : C. assimilis (Paykull) doit é&tre nommé C. obstrictus (Marsham) pour désigner le
charancon des siliques, et C. pleurostigma (Marsham) est un synonyme de C. assimilis (Paykull) : le
charancon gallicole du chou. En 2006, une pétition favorable a la conservation de C. assimilis
(Paykull) pour le charangon des siliques fut initiée mais la Commission Internationale de la
Nomenclature Zoologique trancha et C. obstrictus (Marsham) reste aujourd’hui le nom approprié
(ICZN, 2007). Le tableau 1 montre les sept charangons rencontrés sur colza. Parmi eux, seuls C.
picitarsis, C. napi et C.obstrictus présentent réellement un risque pour la production.

2.1.3.C. picitarsis, C. napi et C. obstrictus, biologie et dégats associés

Les charancons sont des insectes holométaboles dont le cycle biologique se divise en 4 états :
ceuf-larve-nymphe-adulte. Les ceufs sont déposés au niveau de 1’organe végétatif qu’ils affectionnent,
dans un trou préalablement creusé a 1’aide du rostre (Juran, 2011). C. picitarsis est le plus précoce des
charangons du colza. Il colonise les parcelles en début d’automne puis pond au niveau des pétioles,

alors que C. napi ne sort de diapause qu’en fin d’hiver de fagon coordonnée avec la reprise végétative
(Acta, 1999). Conditionnés par la température (Leurin, 1995), les cycles biologiques du ravageur et du
colza sont synchronisés.
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0,5 mm

Figure 2 : Charancons du colza et dégéats occasionnées par les larves : a) Ceutorhyncus
picitarsis, aspect buissonnant du pied de colza, pontes ; b) Ceutorhynchus napi, éclatement et

distorsion des tiges, larves ; ¢) Ceutorhynchus obstrictus, larve dans une silique.
Photos Terres Inovia et M. Ollivier

Figure 3 : Altération des tiges causée par

les pontes de Ceutorhynchus napi.
Photo Terres Inovia
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Le nombre d’ceufs est tres variable selon I’espéce. Par exemple, les femelles de C. obstrictus
ne déposent généralement qu’un ceuf, bien que 2 ou 3 femelles puissent pondre dans une méme
silique. La fécondité des femelles est d’autant plus élevée que la période de floraison est longue et le
nombre de silique élevé (Lerin, 1991). Chez C. napi, le nombre d’ceufs par femelle peut s’élever a
100, celle-ci ayant une préférence notable pour les tiges supérieures a 11 mm de diametre (Dechert &
Ulber, 2004).

Durant plusieurs semaines, les larves, blanches et apodes, consomment les tissus végétatifs.
Les larves de C. picitarsis migrent des pétioles vers le coeur de la rosette, provoquant des distorsions
de la tige. Lorsque le bourgeon terminal est touché, la plante compense par la formation de rejets
latéraux lui donnant un aspect buissonnant (figure 2a). C. pallidactylus et C. napi, partagent la méme
niche écologique : la tige de la plante, mais C. napi est le premier a s’y installer. La consommation des
tissus provoque éclatements et déformations des tiges (figure 2b). Malgré la faculté de compensation
du colza, pour un taux de plantes attaquées par C. napi supérieur a 80%, ceci combiné a des attaques
de méligéthes, les pertes de rendement s’élévent & 20% (Lerin & Rivault, 1988). Les dégats
occasionnés par les larves de C. obstrictus sont minimes, a hauteur d’une a cinq graines consommeées
par larve (Alford 2003) (figure 2c). Néanmoins, les trous de pontes constituent une entrée pour les
cécidomyies dont les larves, introduites en plus grand nombre, sont dévastatrices. Introduit en
Amérique du Nord en 1995 (Dossdall et al., 2001 ; Carcamo et al., 2001), C. obstrictus fait
aujourd’hui I’objet de nombreuses tentatives de lutte biologique classique (Gibson et al., 2006).

Au terme de la vie larvaire, les larves de Ceutorhychus quittent la plante au niveau de
I’insertion d’un pétiole et se nymphosent sous la surface du sol a I’intérieur d’un cocon de terre
(Bonnemaison, 1962 ; Jourdheuil, 1963). Les adultes émergent rapidement et se nourrissent sur les
feuilles ou siliques avant d’entrer en diapause hivernale. Seul C. napi perdure dans sa coque, dans la
parcelle, durant I’hiver. De maniére générale, les piqiires d’alimentation des adultes ne provoquent que
des blessures superficielles. Cependant, les altérations des tiges causées par les pontes (figure 3) et la
présence de larve, prédisposent la plante aux attaques de pathogénes secondaires comme Phoma
lingam (Krause et al., 2006).

Les autres especes de charancons du colza sont peu menagantes et ne font pas I’objet de lutte.
Par exemple, le cycle larvaire de A. coerulescens s’étend au-dela de la récolte et n’affecte que peu le
développement du colza (Pilorgé et al., 1997). La figure 4 présente une synthése des cycles
biologiques de ces espéces. Etant donné les biologies bien distinctes de ces espéces, ’institut Terres
Inovia souhaiterait une mise a jour des informations (taxonomie, morphologie, biologie) relatives a
chacune par I’intermédiaire de fiches illustrées et accessibles en ligne, ceci afin de mieux raisonner la
lutte et uniquement autour des espéces menacantes. De plus, une identification fiable et précoce étant
indispensable avant d’envisager toutes mesures, des outils de diagnostic adaptés doivent étre
développés pour une identification des charancons au stade larvaire.

2.1.4.Un besoin d’alternatives face a des mesures de lutte qui s essoufflent

Le colza oléagineux est la grande culture qui recoit le plus de traitements insecticides avec un
IFT (Indice de Fréquence de Traitements) de 2,5 en 2011 (Agreste 2014) (figure 5). Les cuvettes
jaunes positionnées a hauteur du couvert sont utilisées comme indicateur de pression des ravageurs et
permettent le suivi des invasions (Juran, 2011). Le seuil de nuisibilité établi pour C. obstrictus est de
un individu pour deux plantes alors que face a C. napi, la nuisibilité potentielle est telle que seule sa
présence constitue un seuil d’intervention (Pilorgé et al., 1997). Pour lutter contre C. napi, C.
obstrictus et C. picitarsis, les trois espéces réellement nuisibles, un peu plus d’une vingtaine de
matiéres actives sont disponibles sur le marché (seize pyréthrinoides de synthese, un produit associant
néonicotinoides et pyréthrinoides, trois organophosphorés et deux produits associant
organophosphorés et pyréthrinoides) (Terres Inovia 2016).
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Figure 4 : Syntheses des interventions chimiques au cours du cycle cultural du colza,
au regard des cycles biologiques des principaux charangons ravageurs.
1) Ceutorhynchus picitarsis. 2) C. napi. 3) C. pallidactylus. 4) C. aobstrictus. 5) Aulacobaris coerulescens
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Figure 5 : Indice de Fréquence de Traitement (IFT) insecticide en grande culture.
IFT insecticide moyen = 0,6. IFT insecticide colza = 2,5.
(Agrest Statistique Agricole Annuelle, 2011)
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Les produits utilisés contre les charangons sont également ceux employés contre les
méligethes, espéces connues pour leur résistance aux pyréthrinoides (Ballanger et al., 2003). De fagon
prévisible, le monitoring exercé par Terres Inovia a récemment mis en évidence les premiers cas de
résistance dite « kdr » de la part des charangons du bourgeon terminal, dans la région Centre, 1’Yonne,
I’Aube, et le Sud-Ouest de la Marne. 11 s’agit d’une résistance par mutation de cible induisant une
réduction de la sensibilité aux pyréthrinoides (Robert et al., 2016). Les possibilités d’alternances se
faisant de plus en plus restreintes, pérenniser 1’utilisation des produits de synthése s’avere difficile. La
figure 4 présente une synthése des traitements appliqués sur colza au cours du cycle cultural.

Les alternatives se tournent alors vers les stratégies de protection intégrée (Valantin-Morison,
2012). Le décalage des dates de semis est un des leviers qui favorise la désynchronisation entre les
stades de sensibilité du colza et le cycle biologique du ravageur (Dosdall et al., 1999; Dosdall &
Stevenson, 2005). Le labour perturbe le cycle des insectes au moment de la diapause, en particulier
lorsqu’ils la réalisent dans la parcelle (C. napi). Le travail superficiel du sol et le semi-direct, qui
participe a I’enrichissement du sol en mati¢re organique et a sa modification structurale, encouragerait
I’installation d’auxiliaires du type carabes ou staphylins (Holland, 2004). Enfin, I’atténuation de
I’impact des ravageurs sur la culture est rendue possible par la gestion de la fertilisation azotée et le
choix variétal (Valantin-Morison, 2012). Ces deux facteurs conditionnent 1’aptitude de la plante a
compenser les dégats dus aux phytophages (Williams & Free, 1979). Eickermann et al. (2011)
proposent alors un cultivar plus tolérant aux charancons de la tige du chou. Ces pratiques dont
I’efficacité est partielle doivent étre raisonnées en harmonie les unes avec les autres (Médiéne et al.,
2011). La stratégie abordée prioritairement dans cette étude concerne la régulation naturelle des
charancons du colza par les hyménopteres parasitoides. Elle est présentée comme une alternative a la
lutte chimique prometteuse en raison du large complexe d’espéces antagonistes de ces ravageurs.

2.2. HYMENOPTERES PARASITOIDES, UNE RICHESSE SPECIFIQUE AU SERVICE DE L’AGRICULTURE

2.2.1.Biologie générale des hyménoptéres parasitoides

Les parasitoides sont des organismes qui vivent a 1’état larvaire a I’intérieur ou sur leur hote,
bénéficiant ainsi de ressources nutritives, et entrainent finalement la mort de 1’hdte. Les larves sont
donc parasites alors que les adultes ménent une vie libre. Différents stades de 1’hdte peuvent étre
attaqués : I’ceuf (il s’agit alors de parasites oophages), la larve, la nymphe ou I’adulte. L’hote est
affecté de différentes maniéres suivant le type de développement du parasitoide. Les femelles des
organismes a stratégie de vie koinobionte pondent dans 1’héte quand celui-ci est au stade
embryonnaire ou au début de stade larvaire. L’hote est maintenu en vie et Se développe normalement
tout au long du cycle larvaire, le parasitoide ne s’attaquant a lui qu’a partir de la prénymphose. Ces
parasitoides sont généralement endoparasites ovo- ou larvo-mynphaux et le plus souvent spécialistes.
A Dinverse, les organismes idiobiontes pondent en fin de cycle larvaire, le développement de leur
larve débutant immédiatement ou peu aprés la ponte. Les idiobiontes sont en majorité ectoparasitoides
et trés souvent généralistes.

La recherche de I’hote par la femelle s’opére en deux étapes, d’abord c¢’est la plante qui est
localisée par des indices sensoriels (visuels ou olfactifs), puis c’est I’hote a 1’intérieur méme de la
plante. Les indicateurs chimiques émis par la plante sont appelés synomones, ils sont reconnus par les
parasitoides et induisent une réponse & la fois favorable pour le receveur et I’émetteur (Williams &
Cook, 2010). Le nature et la volatilité des synomones semblent varier selon 1’organe de la plante
infecté, orientant le parasitoide vers son hote. Les indices sont aussi visuels et tactiles. Par exemple, la
femelle détecte I’emplacement de la larve dans une tige en plagant ses antennes a la surface de la tige,
pointant son ovipositeur a proximité des tissus vegétaux colonisés. Une fois la larve détectée, elle
traverse la paroi végétale de son ovipositeur et laisse un ou plusieurs (superparastisme) ceufs dans
I’héte (Alford, 2003).
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Tableau 2 : Hyménoptéres parasitoides associés aux charancgons ravageurs du colza.
Hotes présentés : A. coerulescens, M. laticollis, C. assimilis, C. napi, C. obstrictus,
C. pallidactylus, Meligethes spp., Phylliodes spp

Références

Ichneumonoid ea 583 $§i::
. S S § .83 8= %
Ichneum onid ae 8 % % %.%s 3§ % g
Aneuclis T EUCUUUY IR
A melanarid (Hok gren) X X x| x .li\;l:grt&burdheml, 1938 ; Jourdheuil,
Tersilochus
T obscwrator (Aubert) X Alford, 2003 ; Barari, 2005
T stenocari Gregor X Aubert & Jourdheuil, 1958
T fubvipes (Gravenhorsd X X .;\:ggn&hurdheml, 1938 ; Jourdheuil,
Brachonidae
Diospilus
D. capito (Nees) XXX X|X[X]|X |Jourdheuil, 1960 ; Williams, 2010
D. oleracews Haliday X X | X | X [X|X |Jourdheuil, 1960 ; Williams, 2010
Microctonms
M. melanopus Ruthe X| [ X|X[X]| [X :oglgr;ih i:?ml:jf 2511:“& Yan Acdethery,
Eulophid ae
Necremnus
|N. fidius (Walker) [ T T2] T2] [ ] | [cibsoneral 2005 ; Gebiotaeral , 2015
Mym aridae
Angphes
|4 declinatus (Soyka) [ [ [ | Ix] | | | [sourdneui, 1960
Pteromalidae
Mesopolobus
M. morys (Walker) X g&m\a &Imioggi OKuhlmann sk,
Stenomalina
S. gracilis (Walker) X|X ?ﬁ:‘“&liﬂﬁ:ﬂ;ggg‘) »Ginonefal;
Trichomalus
T lucidus (Walker) X X |Alford, 2003 ; Gibson er af , 2006b
Jourdheuil, 1960 ; Williams, 2010 ;
I perfectus (Walker) X Ferguson et al. , 2000 ; Gibson et @/, 2006a ;
Kuhlmann ef al . 2006
Eupelmidae
Eupelmus
E. messene Walker X Fusu, en cours de publication
E. vesicularis (Reftzius) X Alford, 2003 ; Fusu, en cours de publi.
Eurytomidae
Eurytoma
E. curculionum Mayr I |X| | |X| | | I |Fxsher, 1963 ; Alford, 2003
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2.2.2.Hyménopteres parasitoides de charangons du colza

Le plus gros travail de description des communautés d’hyménopteres parasitoides associés aux
ravageurs du colza, en France, a été réalisé par Jourdheuil, en 1960. Les ouvrages d’Alford (2003) et
Williams (Williams, 2010) ont eux aussi largement contribué a la diffusion des connaissances sur ce
sujet & une échelle européenne voire mondiale. Le tableau 2 synthétise les relations hétes/parasitoides
en jeu dans cette étude.

Tous ces parasitoides sont solitaires et les larves vivent dans la cavité principale de leur hote
(Jourdheuil, 1961). Les parasitoides du genre Tersilochus sont endoparasitoides larvaires,
koinobiontes et univoltins. Aprés émergence, ils effectuent une diapause hivernale a I’intérieur méme
du cocon de terre initialement fabriqué par le charangon. Aubert et Jourdheuil (1958) ont montré que
le taux de parasitisme de T. fulvipes sur C. napi et C. pallidactylus en culture de colza du bassin
parisien oscillait entre 73% et 95%, et que celui de T. stenocari Gregor avoisinait 70% en 1956 sur C.
picitarsis. L’efficacité de régulation de T. fulvipes (Gravenhorst) est aussi démontrée en Allemagne et
Autriche (Ulber 2000, Kraus & Kromp 2002). Aneuclis melanaria (Holmgren), Diospilus capito
(Nees) et D. oleraceus Haliday sont des endoparasitoides larvaires, koinobiontes, polyvoltins (Aubert,
1958 ; Jourdheuil, 1961). Les espéces univoltines sont trés spécifiques de 1’hote alors que les especes
polyvoltines effectuent des alternances d’hdtes saisonniéres. Leur fécondité potentielle est donc
élevée. Microctonus melanopus Ruthe est 1’unique espéce connue pour s’attaquer aux charangons
adultes. Sa fécondité est faible mais son développement larvaire trés rapide ce qui lui permet
d’attaquer directement les charangons nouvellement sortis en juillet. Une troisieme génération peut
émerger en aoQt (Jourdheuil, 1961). Il est donc trés efficace face au charangon des siliques, avec un
taux de parasitisme atteignant 70% aux Etats-Unis (Harmon & McCaffrey, 1997). En Europe, il
parasite 40 a 50% des adultes de C. pallidactylus et C. assimilis (Jourheuil, 1960). Les Pteromalidae,
sont des ectoparasitoides larvaires probablement polyvoltins généralement plus spécifiques de leur
hote. Plusieurs études rapportent les résultats obtenus par lutte biologique classique au Canada envers
C. obstrictus a 1’aide des Pteromalidae (Chalcidoidea) introduits d’Europe : Trichomalus perfectus
(Walker), Mesopolobus morys (Walker) et Stenomalina gracilis (Walker) (Ferguson et al., 2000;
Gibson et al., 2006; Gillespie et al., 2006). En Europe, T. perfectus est largement distribué et
parviendrait a parasiter 70% des larves de charancon des siliques (Murchie et al., 1999). Anaphes
declinatus est I’une des rares espéces s’attaquant aux ceufs, mais en raison de son apparition tardive,
seule une faible proportion de charancons des siliques est parasitée (Jourdheuil, 1961). Peu
documentés, Eupelmus vesicularis (Retzius), E. messene Walker et Eurytoma curculionum Mayr
seraient des parasitoides de C. obstrictus (Ulber et al., 2010 ; Fusu, en cours de publication).
L’efficacité de régulation de ces espéces varie cependant suivant les conditions environnementales et
les pratiques agricoles.

2.2.3.Facteurs d’influence du taux de parasitisme

Les mesures de protection intégrée précédemment citées peuvent ne pas convenir a la biologie
des parasitoides. Le travail du sol par le labour peut réduire jusqu’a 50% le taux d’émergence 1’année
suivante sur certains Tersilochinae dont la diapause s’effectue dans le cocon de 1’hote. La herse
rotative a un effet plus modéré mais 1’implantation de jachere reste la stratégie recommandée pour
favoriser les populations (Nilsson, 2010). Certains mélanges culturaux sont défavorables, 1’association
colza-blé diminuerait le taux de parasitisme (Hummel et al., 2010). Indéniablement, I’usage des
insecticides, en particulier les pyréthrinoides, met en péril la survie des parasitoides. Une des stratégies
de gestion intégrée visant a favoriser la présence de T. perfectus serait de raisonner les périodes
d’application de produits phytosanitaires pour éviter d’intervenir durant sa période de colonisation
dans la culture, soit trois semaines apres 1’arrivée de C. obstrictus (Alford et al., 1996).
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Enfin, la compréhension des comportements et phénoménes chimiques en jeux lors de la
localisation des parcelles et des ravageurs par les parasitoides est nécessaire pour mettre en place des
pratiques de gestions intégrées comme la lutte biologique par conservation (Williams & Cook, 2010).
Par exemple, le positionnement des cultures dans une rotation doit étre réfléchie en considérant 1’effet
du vent sur la direction des composeés volatils émis par la plante, de maniére a diriger plus facilement
les parasitoides en diapause dans I’ancienne parcelle vers la culture en développement. Les stratégies
de push-pull sont aussi développées en considérant les indicateurs sensoriels qui peuvent étre répulsifs
ou attractifs pour I’insecte selon la plante considérée. Semé en mélange au colza ou en pourtour de
parcelle, le navet (Brassica rapa) réduirait la présence de ravageurs sur le colza par attraction des
parasitoides, (Cook et al., 2007). La diversité des hyménoptéres parasitoides observée soutient 1’intérét
de développer la lutte biologique par conservation, mais certaines espéces constituent un frein aux
études trophiques car leur taxonomie est mal établie.

2.2.4.Tersilochus sp. et Necremnus sp., des groupes & la taxonomie instable

Pour certains groupes I’identification des espéces par la morphologie est trés délicate, voire
impossible, en raison de leur proximité. Tersilochus microgaster (Szepligeti) et T. obscurator (Aubert)
sont deux espéces morphologiquement trés proches que Barari et al. (2005) semblent étre parvenus a
différentier par une étude intégrative. Les caractéres continus discriminant ces deux espéces
concernent 1’ovipositeur et le revétement du meésopleure (partie latérale du thorax). Malgré un
chevauchement des valeurs entre especes pour quelques individus, les données moléculaires (géne
COl) et écologiques (hotes différents) confirmeraient 1’existence de deux espéces distinctes. De
méme, Necremnus tidius Walker, longtemps déterminé comme parasitoide de C. obstrictus, fait I’objet
d’une diversité cryptique étudiée par une approche taxonomique intégrative (Gebiola et al., 2015). En
confrontant les données moléculaires obtenues a partir de plusieurs genes (mitochondrial : CO1, et
nucléaires : 28SD2 et ITS2) et certains caracteres morphologiques inédits, il apparaitrait que le groupe
N. tidius constitue un complexe de cing especes proches. Les données passées relatives a cette espece
ne sont donc plus valides et nécessiteraient d’étre actualisées.

Malgré le potentiel du cortége parasitaire antagoniste aux charancons du colza, 1’étude des
relations trophiques et des facteurs influencant les taux de parasitisme peut étre fortement
compromise. En effet, I’identification des parasitoides ne peut se faire sans I’intervention
d’entomologistes spécialistes, voire exige une approche intégrative pour certains complexes d’espeéces.
Afin de permettre aux instituts techniques, d’actualiser les données faunistiques et de déterminer les
variables paysageres et agricoles les plus favorables ; une actualisation taxonomique et un
développement d’outils de diagnostic sont nécessaires en amont.

3. IDENTIFICATION D’ESPECES, ENTRE MORPHOLOGIE ET BIOLOGIE MOLECULAIRE

3.1. IDENTIFICATION CLASSIQUE PAR LA MORPHOLOGIE
La taxonomie classique repose sur I’observation de caractéres morphologiques diagnostiques
pour différentier les espéces. Elle est applicable a la majorité des &tres-vivants et demande peu de
moyens, mais nécessite une maitrise de 1’anatomie et une connaissance du groupe étudié. Cependant
cette procédure ne permet pas de distinguer les espéces dont la morphologie ne différe pas de maniére
évidente (especes cryptiques) (Bickford et al., 2007) ou, au contraire, risquent de différencier deux
espéces la ou il s’agit seulement de variation intra-spécifique (Elias & Condamine, 2014).

3.1.1.Limites et carences des clés dichotomiques

Idéalement, un outil d’identification correctement établi devrait permettre a son utilisateur
d’aboutir a 1’assignation d’un nom d’espéce quel que soit son niveau d’expertise (Bruni et al., 2012).
Or, les clés d’identification disponibles pour identifier les charangons et les hyménoptéres parasitoides
sont des clés dichotomiques qui reposent sur un vocabulaire complexe spécifique du
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groupe taxonomigue et de I’auteur, que seuls les taxonomistes spécialistes, malheureusement de moins
en moins nombreux, sont aptes a utiliser. Ces outils sont chronophages, et demandent 1’observation
ordonnée d’une suite de caractéres. Si I’'un d’entre eux est inaccessible ou inobservable 1’identification
peut ne pas aboutir. De plus, ces clés ne concernent souvent que le stade imaginal de 1’insecte. Cette
procédure n’est pas réellement adaptée aux instituts agronomiques, au sein desquels 1’identification
serait réalisée par des biologistes non entomologistes et sans collection de référence.

3.1.2.Ressources disponibles face aux difficultés

Les clés d’identification polytomiques et interactives, peuvent surmonter certains de ces
inconvénients. Construites a partir d’une matrice de caractéres renseignée pour chaque espéce, ce type
de clé offre a I'utilisateur le choix du critére qu’il souhaite ou est capable d’observer. De plus, les
logiciels disponibles, tels que LUCID®, possédent des fonctions permettant d’organiser les caractéres
par degré de pertinence, incitant a choisir prioritairement les caractéres discriminant un grand nombre
d’espéces a la fois. Les clés digitales peuvent inclure des données biologiques (espéces hotes des
parasitoides), écologiques ou géographiques, habituellement limitées dans un document imprimé
(Bruni et al., 2012). Le numérique apporte des possibilités nouvelles avec I’illustration systématique
des caractéres proposés clarifiant d’importantes ambiguités. Publiée sur le net, ces clés interactives
proposeraient une interface plus intuitive et facile d’acces.

3.2. IDENTIFICATION PAR BIOLOGIE MOLECULAIRE
L’identification par des outils moléculaires est une approche complémentaire, qui peut
combler certaines faiblesses de 1’identification morphologique (stade de 1’insecte, données d’échantil-
lonnage massives, espéces cryptiques) en exploitant la variabilité génétique existant entre espéces.

3.2.1.Méthodes de diagnostic RFLP-PCR

L’une des premiéres techniques de différenciation d’espéces repose sur I’analyse du
polymorphisme entre différents fragments d’ADN digérés par des enzymes de restriction (RFLP,
Restriction Fragment Length Polymorphism), et préalablement amplifiés par PCR (Polymerase Chain
Reaction) (Wolf et al., 1999). Chaque enzyme, possédant un site de reconnaissance spécifique,
sectionne I’ADN a un endroit donné. Grace a la petite taille des sites de restriction (entre 4 et 6 bp),
cette méthode est particulierement sensible aux modifications nucléotidiques et révéle le
polymorphisme du géne cible (Pereira et al., 2008). Elle permet de distinguer deux espéces qui
présenteraient des variations au niveau du site de restriction. La migration sur gel des fragments
d’ADN, les sépare selon leur poids moléculaire pour obtenir des profils multibandes spécifiques de
I’espéce. Cette méthode ne requiert pas de matériel expérimental sophistiqué et peut étre utilisée en
routine (Ratcliffe et al., 2003). Par exemple, Monti et al. (2005) sont parvenus a distinguer des especes
cryptiques du genre Encarsia, parasitoide de I1’aleurode. Cependant, elle peut conduire a des
identifications erronées lorsqu’une mutation se présente au niveau d’un site de restriction, et présente

un risque de faux négatif dans les cas d’inhibition de I’enzyme.

3.2.2.1dentification par barcoding moléculaire

Le concept développé par Hebert et al. (2003a) propose 1’identification d’espéces a partir d’un
marqueur unique, nommé barcode, constitué d’une séquence d’environ 650 bp correspondant a
I’extrémité 5° du géne de la cytochrome c¢ oxydase 1 du génome mitochondrial. Il est communément
employé en lutte biologique comme outil de diagnostic moléculaire pour I’identification des
arthropodes (Gariepy et al., 2007) car il présente de nombreux avantages: bonne conservation a
travers les ordres et les familles le rendant facilement amplifiable par des amorces universelles, de
multiples copies dans les cellules permettant un bon taux d’amplification méme sur du matériel
dégradé, un taux de mutation relativement éleve et globalement adapté a la distinction entre especes,
méme proches, et I’absence d’introns (Galtier et al., 2009).
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Le barcoding permet 1’assignation d’un nom d’espéce a des spécimens non identifiés mais
aussi la découverte de nouvelles espéces (Schindel & Miller, 2005). Ceci repose sur I’hypothése que la
variabilité intraspécifique du géne étudié est inférieure a la variabilité de ce géne entre différentes
especes (Pereira et al., 2008), hypothése qui peut étre discutée voire invalidée (voir 3.2.4.).

Pour pallier a la raréfaction des taxonomistes, le barcoding est devenu un outil de choix fiable
et rapide, accessible aux non-spécialistes (Frézal & Leblois, 2008). Il est pertinent dans la mise place
de processus itératifs entre études morphologiques et moléculaires lorsqu’il s’agit d’apporter des
précisions sur les caractéres dans les complexes d’espéces (Page et al., 2005). L’avantage majeur dans
le cadre de ce projet est I’identification des stades immatures (Caterino & Tishechkin, 2006), et
I’affranchissement de 1’élevage des hotes pour 1’étude des relations trophiques hotes/parasitordes.

Cependant, les méthodes de barcoding peuvent étre aussi source d’erreurs. Par exemple, elles
peuvent surestimer le nombre d’espéces identifiées en raison de la présence des pseudogénes
(NUMTS). Ces copies d’ADN mitochondrial non codantes ont été incorporées au génome nucléaire et
se trouvent elles aussi amplifiées par les amorces universelles (Song et al., 2008), ayant subi des
mutations elles peuvent étre interprétées par erreur comme des espéces différentes. De plus, il est
admis que les arthropodes hébergent des organismes symbiontes a 1’origine de transmission d’ADN ou
remplacement de mitochondries (Hurst et al., 1999), ce qui peut conduire également a des erreurs
d’interprétation. Enfin, des structurations géographiques peuvent apparaitre dans le cas de populations
isolées et viendraient biaiser la délimitation des espéces (Hebert et al., 2003), des populations étant
ainsi identifiées comme des especes différentes. La délimitation entre distances intra et
interspécifiques est de plus difficile a établir, car dépendante des taxons étudiés. Le seuil établi de 3%
initialement par (Hebert et al., 2003) n’est donc pas universel et des erreurs d’assignations peuvent
exister si cette valeur limite entre variation intra- et interspécifique n’est pas correctement connue.
Généralement, le séquencage multi-locus est indispensable (DeSalle et al., 2005) pour éliminer les
incohérences et établir une base de séquences valides et suffisamment représentatives de la diversité
spécifique. Au-dela des artéfacts génétiques, I’identification initiale des taxons renseignée sur les
bases de données mondiales n’est pas toujours fiable. Par la création d’une base de séquences dédiée,
le projet COLEOTOOL s’affranchit des éventuelles erreurs existant dans les bases mondiales (BOLD,
GenBank) et assure la fiabilité des barcodes proposés, validés un a un.

3.2.3.Apport des nouvelles méthodes de séquencage

L’apparition des NGS (Next-Generation Sequencing) présente de nombreux avantages et rend,
entre autres, possible I’identification de mélanges d’espéces dans un méme échantillon par
metabarcoding (Gibson et al., 2014; Yu et al., 2012), ce qui dans le cas du présent projet permettrait
non seulement I’analyse de contenu de piéges mais aussi une estimation directe des taux de
parasitismes et une identification des espéces parasitoides (en particulier pour les stades immatures de
charangons attaqués par des endoparasitoides). Rapides et économiquement appropriées (Shokralla et
al., 2015), ces technologies sont cependant trés sensibles aux contaminations et a divers artéfacts.
Notamment, la création de chiméres par recombinaison de séquences non apparentées peut surestimer
la richesse spécifique d’un échantillon (Fonseca et al., 2012). Il en va alors du travail du
bioinformaticien, qui par un contréle qualité des séquences doit étre en mesure de détecter ces
anomalies (Coissac et al., 2012).

3.2.4.Traitement des données de barcoding

L’identification d’un taxon par barcoding moléculaire est basée sur la comparaison des
séquences ADN afin de quantifier les divergences entre individus et espéces. Pour cela, il existe des
méthodes de reconstruction et des méthodes de délimitation.

L’inférence d’arbres basée ou non sur des modéles évolutifs permet de grouper dans un cluster
commun les mémes especes. Cette inférence est basée sur le concept monophylétique de 1’espéce.

29



Valus

Figure 6 : Distribution des différences entre paires de séquences selon le
modele ABGD (Automatic Barcode Gap Discovery). Un gap se place entre les
séquences peu divergentes, traduisant la variabilité intrapsécifique et entre les

séquences trés divergentes montrant une plus grande variabilité entre les
espéeces. (Puillandre et al., 2012)
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Il s’avere qu’aucune des méthodes utilisées [Neighbor-Joining (NJ), Maximum de Vraisemblance
(MV), Maximum de Parcimonie (MP) et approche bayésienne] n’est réellement infaillible. Le NJ se
base sur les distances. Il est rapide mais aussi le moins performant pour délimiter les espéces (Little,
2011). Le MP et le MV tiennent compte de I’histoire évolutive des taxons et s’approchent davantage
de la réalité mais le MV requiert alors une grosse puissance de calcul. Cependant, pour 1’étude
d’espéces proches ces modeles proposent des topologies comparables. D’autres méthodes, comme
ABGD (Automatic Barcode Gap Discovery), BIN (Barcode Index Number) (Ratnasingham & Hebert,
2013), TCS (programme informatique) (Clement et al., 2000) se basent sur les distances génétiques
(nombre de paires de bases différentes entre deux séquences) pour déterminer le nombre d’OTU
(Operational Taxonomic Units) au sein du jeu de données. La méthode statistique ABGD (Puillandre
et al., 2012) propose de séparer des especes putatives sur la base d’un gap au sein des distances entre
paires de séquences (figure 6) pour s’affranchir d’un seuil universel. Dans ce cas, le gap
(correspondant au seuil) est défini en fonction du jeu de donnees étudié. En effet, I’'usage seul du seuil
de divergence est tres critiqué du fait de sa variabilité entre les groupes (Puillandre et al., 2012; Zhang
et al., 2012). Chez les Lycaenidae (Lepidoptera) dont la biologie différentie pourtant bien les especes
proches, Wiemers & Fiedler (2007) observent un chevauchement de 18% entre les divergences intra-
et interspécifiques portées par le géne CO1. Cependant, Collins & Cruickshank (2012) rapportent que
les méthodes qui reposent directement sur la matrice de distance génétique et non sur des modéles
évolutifs entraineraient moins d’erreurs d’interprétation. Ces éléments montrent donc encore les
difficultés analytiques pour I’assignation d’une séquence a une identification. Enfin, la méthode
CAOS, de moins en moins utilisée, analyse les séquences nucléotidiques en les considérant comme
des chaines de caractéeres moléculaires (Sarkar et al., 2002). D’aprés DeSalle et al. (2005) cette
méthode est plus robuste que I’inférence d’arbres phylogénétiques quand ceux-Ci se basent sur un
unique marqueur induisant une phylogénie erronée. Globalement, la précision de ces méthodes dépend
de la variabilité au sein du groupe (Austerlitz et al., 2009) et de 1’age des espéces, les especes établies
récemment étant plus difficile a délimiter (Dupuis et al., 2012; Kekkonen et al., 2015).

Bien que complexes a traiter et source d’erreurs, les approches moléculaires doivent étre
percues comme complémentaires de la taxonomie traditionnelle (DeSalle et al., 2005). L’intégration
de donnée multi-locus (Fujita et al., 2012) et le recours a plusieurs modéles de calcul, croisés aux
données écologiques et morphologiques fourniraient des résultats plus robustes. C’est ce sur quoi
repose la taxonomie intégrative (Schlick-Steiner et al., 2010) qui réconcilie les partisans des
différentes approches en intégrant des caracteres de différentes natures constituant un faisceau de
preuves solides lorsqu’elles convergent vers une méme conclusion.

4. OBJECTIFS DE L’ETUDE

Pour répondre a I’apparition de résistance aux pesticides chez certaines espéces de charangons
du colza, et face aux problémes environnementaux posés par [’utilisation de ces produits, le
développement de techniques de lutte alternatives dont fait partie la lutte biologique est indispensable.
Les complexes d’espéces nuisibles et auxiliaires sont cependant difficiles a identifier, ce qui constitue
un verrou a 1’étude de leurs interactions. L’objectif était alors de clarifier les ambiguités pouvant
exister pour certains complexes d’espéces afin de fournir des outils de reconnaissance fiables et
utilisables en routine a destination de Terres Inovia a la fois morphologiques et moléculaires pour les
espéces de ravageurs et leurs parasitoides.

Des clés polytomiques ont été congues pour répondre aux besoins des praticiens de terrain des
instituts agricoles et la diffusion des outils via les bases du CBGP (Arthemis) et de I'INRA (E-phytia)
doit permettre de les rendre plus facilement accessibles, et participera a 1’actualisation des
connaissances de ces groupes par I’intermédiaire de fiches pédagogiques.
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Figure 7 : Localisation des parcelles de colza échantillonnées par
Terres Inovia entre 2014 et 2016.

Tableau 3 : Espéces pour lesquelles I’observation de spécimens de référence a été nécessaire.

X . ndition ntr D
Espece Description ,C OIEE .S LB d_e , ate . Observateurs
d’observation conservation d’observation
Ceutorhynchus assimilis
. Z
Ceutorhynchus napi < T
. Lo =z [%2)
Ceutorhynchus obstrictus 2] =
— = < © 5
. - . o — 2
Ceutorhynchus pallidactylus c 32 £ = S S
Ceutorhynchus picitarsis g 5a ; N 8
. Qo (=
Aulacobaris coerulescens £ 5T L re) :
. . . :% E Z — =
Melanobaris laticollis - > S
Aulacobaris chlorizans < g
Aulacobaris cuprirostris
Phradis morionellus
.. [ce] (<) g
Aneuclis incidens Lo =) = S
3 S S £ S g2
Aneuclis melanaria o L Sl= > S
. S SO S 8 o = 2
Tersilochus heterocerus o = s I= | =0
= <8 N @ © Y=
i H o - .
Tersilochus fulvipes < a2 3 pa s o
. . w © 20 o] N
Tersilochus stenocari X - 2 =
Tersilochus obscurator
Tableau 4 : Clés d’identification utilisées dans le cadre du projet COLOETOOL
Nom de la clé Référence

Faune de France des Curculionidae

Hoffmann, 1954

Nouvelle description et biologie de quelques Ichneumonides appartenant aux genres | Aubert &
Aneuclis Forst., Isurgus Forst. et Thersilochus Holm.

1958

jourdheuil,

The genera of Ichneumonidae

Townes, 1971

Illustrated key to West-palearctic genera of Pteromalidae (Hymenoptera:

Chalcodoidea)

Boucek & Rasplus, 1991

Key parasitoids of the pests of oilseed rape in Europe: a guide to their identification | Ferguson et al,

2010

Clés de détermination des superfamilles et principales familles d’hyménoptéres du

monde

publication

G. Delvare, en cours de
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Deuxiéme partie : Matériel et Méthodes

1. ECHANTILLONNAGE

Une campagne d’échantillonnage, dont Terres Inovia a eu la responsabilité, a été effectuée afin
d’actualiser les données relatives a ces complexes d’espéces. Le projet CASDAR COLEOTOOL ayant
été initié en janvier 2014, les collectes ont été réalisées a la fin de I’hiver, au printemps, en été et a
I’automne des années 2014 et 2015, ainsi qu’au printemps 2016. Ces trois périodes d’échantillonnage
tiennent compte de la biologie des ravageurs et de leurs ennemis naturels. Ainsi, la premiére période
de collecte a débuté le 26 janvier 2014 et s’est terminée le 12 décembre 2014. La deuxi¢me période de
collecte a eu lieu du 28 janvier 2015 au 11 décembre 2015, et la derniére du 4 janvier 2016 au 22 avril
2016. Les parcelles prospectées sont représentatives des principales zones de production du colza. Il
s’agit de parcelles situées en périphérie des stations Terres Inovia (TI) de Mons (80), Grignon (78),
Subdray (18), Surgéres (17), Troyes (10), Nancy (54), Etoiles-sur-Rhone (26), Agen (47), et Baziéges
(31) (Figure 7).

Afin de récupérer une plus grande diversité d’espéces de charancons et d’hyménoptéres
parasitoides, les échantillonnages ont été réalisés a la fois au sein de la parcelle de colza mais
également aux abords, sur les brassicacées sauvages. En complément des points de collectes mis en
place par Terra Innovia, le CBGP a effectué des piégeages occasionnels lors de prospections terrain
relatives a des projets annexes, en périphérie de Montpellier (Nimes).

L’échantillonnage a été effectué¢ selon deux méthodes :

(i) L*¢levage des spécimens au laboratoire a partir du prélévement d’organes infectés de la
plante, permet le suivi des émergences et 1’assurance des bonnes relations entre especes d’hotes et de
parasitoides. Les ceufs et les larves de charancons ont été prélevés et mis en élevage. Un passage au
froid fut parfois nécessaire pour simuler la diapause hivernale. Aprés émergence les spécimens
obtenus, charangons ou hyménopteres parasitoides, ont été récupérés en tenant compte de 1’organe
végétal qu’ils avaient infesté.

(i) Le piégeage de masse en parcelle et aux abords, par I’intermédiaire de piéges type assiettes
jaunes, tentes malaises, ou par fauchage, fut mis en place afin de pallier a I’éventuel échec d’¢élevage
des spécimens.

Les spécimens ont été transférés dans 1’alcool a 96% et envoyé au CBGP pour identification.
Un tableur Excel accompagne les tubes d’échantillonnages, il spécifie pour chaque échantillon : le
code de I’échantillon, le lieu de prélévement de 1’échantillon (pays, département, lieu-dit, coordonnées
GPS), la plante hote et 1’organe prélevé ou le piége utilisé, le collecteur et la date de récolte.

2. IDENTIFICATION MORPHOLOGIQUE ET ELABORATION D’UNE COLLECTION DE REFERENCE

L’ouvrage d’Hoffmann sur les Curculionidae, datant de 1954, est la référence pour identifier
les charangons de France. Une mission au Muséum National d’Histoire Naturelle de Paris a été
effectuée afin d’étudier la collection de référence ayant servi a rédiger cet ouvrage. Pour les
hyménopteres, 1’observation des spécimens du muséum de Lausanne a aussi été nécessaire lors du
travail d’identification. Le tableau 3 présente les espéces qui ont fait I’objet de ces vérifications.
L’identification des spécimens s’est ensuite appuyée sur les clés de détermination et ouvrages
présentés par le tableau 4, mais également sur les informations disponibles dans les bases : Fauna
Europea (base de données zoologique européenne), Taxapad (Yu et al., 2012) (base dédiée aux
Ichneumonoidea), Universal Chalcidoidea Database (base de données du Muséum de Londres
spécifique des Chalcidoidea) et Curculio Institute (centralisant les études sur les Curculionidae de
I’Ouest Paléarctique). Enfin, des spécimens des collections du CBGP (collection Gruardet et collection
Phalip) ont été sélectionnés pour s’y référer durant le travail d’identification.
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Figure 8 : Détail des deux PCR réalisées sur le géne CO1. 1) Amplification du fragment ciblé.
2) Ajout des adaptateurs Illumina et indexation de I’échantillon. (Adapté de A. Cruaud)
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Figure 9 : Représentation de la zone de recouvrement permettant d’obtenir une bonne
reconstitution du géne cible par séquencage Illumina. (Adapté de A. Cruaud)
Tableau 5 : Amorces de la PCR 1 et cycle PCR associés. (D’aprés le protocole de P. Cruaud, 2015)
Nom du (e
. Fragment Référence Séquence de 5’ en 3’ Cycle PCR
primer
Lcol11490 (Folmer etal., 1994) | GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG | 95°C 15min; 35* (94°C 40s,
FC o . o . o H
I_C R (Shokralla et al., 2015) GGIGGRTAIACIGTTCAICC 48°C 60s ; 72°C 30s) ; 72°C 5min
Hn_B_F BR (Shokralla et al., 2015) CCIGAYATRGCITTYCCICG 95°C 15 min; 35* (94°C 40s,
Hco2198 (Folmer et al., 1994) | TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA | 46°C 60s ; 72°C 30s) ; 72°C 5Smin

2¢me PCR

1¢ poolage

2¢me poolage

v —> Séquencage [llumina

Figure 10 : Etapes de poolages aprés amplification permettant de

constituer ’échantillon a séquencer. (Adapté de P. Cruaud, 2015)
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Les échantillons d’élevage (603 échantillons sur 771) ont été identifiés en priorité car plus
informatifs pour I’étude. Une partie des échantillons a été traitée avant mon arrivée, entre 2014 et mars
2016, par les entomologistes du CBGP : Gérard Delvare, spécialiste des hyménoptéres parasitoides,
Eric Pierre, Jean Claude Streito et Christian Cocquempot pour I’identification des Curculionidae. J’ai
ensuite pris en charge les échantillons restants (environ 37%), aidée des ouvrages cités et d’une rapide
formation aux hyménoptéres parasitoides par G. Delvare. L’identification a parfois nécessité
I’observation des caractéres males et femelles par dissection.

Une fois les identifications morphologiques effectuées, un tableur Excel comprenant les
informations suivantes a été établi : ordre, famille, genre et espece du(des) specimen(s), identificateur,
date d’identification, nombre de males et de femelles de I’espéce dans le tube.

Des collections de spécimens ont été réalisées, a destination de Terres Inovia et du CBGP.
Pour les espéces les plus abondantes, 4 individus par especes, 2 males et 2 femelles, ont été mis en
collection.

3. IDENTIFICATION MOLECULAIRE ET VALIDATION DES TAXONS

3.1. SEQUENCAGE DU GENE CO1

Pour déterminer au mieux la variabilité intraspécifique tout en prenant en compte les aspects
colts et temps, au moins 10 spécimens pour les espéces abondantes et I’ensemble des individus des
espéces rarement échantillonnées ou douteuses au niveau de leur identification, ont été séquencées.
Les 10 spécimens ont été choisis en tenant compte de 1’éventuelle variabilité génétique liée a la
répartition géographique des especes considérées. Le fragment de I’extrémité 5° du géne COI,
correspondant au barcode universel défini par le Consortium for Barcode of Life (Hebert et al., 2003)
a été utilisé.

Afin de soulager G. Genson, technicienne en biologie moléculaire, dans ses manipulations, je
suis intervenue dans les opérations d’extraction et d’amplification ADN des échantillons de
séquencage. Le protocole suivi a été élaboré par Perrine Cruaud (2015). L’extraction ADN a été
réalisée sur plaque d’extraction QIAGEN de 96 puits, a 1’aide du kit (DNeasy Blood and Tissue Kit).
Sur la plaque ont été laissés 2 puits vides pour les controles négatifs d’extraction puis d’amplification.
Le séquencage a été réalisé par NGS (Next Generation Sequencing) et la technologie Illumina.

L’amplification du géne cible avant séquengage a requis deux PCR (Figure 8). La premiére a
permis I’amplification du géne, a 1’aide d’amorces spécifiques du géne d’intérét. La deuxiéme PCR a
permis I’indexation des échantillons, et ainsi la réassignation des séquences obtenues a leur échantillon
d’origine. Les amorces de la deuxiéme PCR comportent alors (de 5 en 3°) un adaptateur MiSeq
permettant la fixation des amplicons a la plaque de séquencage, un index de 8 nucléotides, et une
partic de I’amorce de séquengage pour hybridation aux amplicons de la premiere PCR. Le géne
d’intérét CO1 s’étend sur 658bp, cependant la technologie de séquengage haut débit ne peut
s’appliquer que sur des amplicons de 350bp maximum. Le gene a donc été amplifié en deux fragments
(fragment BR de 325 bp et fragment FC de 418 bp), grace a 1’élaboration d’amorces spécifiques de
régions internes du gene. Une région de recouvrement de 85bp aide lors du traitement de séquences a
reconstituer le géne dans son ensemble (Figure 9). Les amorces PCR utilisées sont renseignées dans le
tableau 6. Apres chaque PCR, une électrophorése sur gel d’agarose (migration de 20min a 100V sur
gel a 1.5% d’agarose) a permis de vérifier ’amplification du géne cible.

La préparation des échantillons pour le séquencage est divisée en deux étapes (figure 10). Les
NGS permettant le traitement de nombreux échantillons, les génes (certains mitochondriaux, d’autres
nucléaires) de 776 spécimens ont été séquencés dans un méme run (dont environ 300 spécimens
COLEOTOOL). La premiére étape a donc consisté a rassembler tous les échantillons d’un méme géne.
Apres, purification, (kit PCR Clean-up Gel extraction), et quantification des produits PCR par PCR Q
(kit KAPA Library Quantification) les échantillons ont été regroupés une seconde fois.
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Ainsi les différents sous-pools ont été rassemblés en un échantillon unique. Suivant le nombre
d’amplicons estimés par PCR Q, les volumes ont été prélevés en respectant une proportion équivalente
d’amplicons pour chaque géne dans le dernier pool. La Library ainsi constituée a pu étre envoyée a la
plateforme de séquencage.

Dans le cas la technologie [llumina (Illumina, 2016), le séquencage a débuté par 1’hybridation
des amplicons sur la cellule, recouverte d’oligonucléotides complémentaires des adaptateurs. Le
fragment se courbe ensuite de fagon a s’hybrider aux deux extrémités et il est amplifié (« bridge
amplification »). Le brin « forward » et le brin « reverse » se dénaturent et 1’opération est réitérée. Une
multitude de copies est ainsi obtenue pour chaque fragment. Chaque nucléotide étant marqué par
fluorescence, I’excitation laser provoque un signal optique correspondant a la base en cours
d’incorporation a la séquence complémentaire. La longueur d’onde et l’intensité du signal
caractérisent le nucléotide. Le nombre de cycle détermine la longueur de la séquence obtenue. Ces
séquences sont plus ou moins courtes et contiennent des régions similaires qui permettent de
reconstituer le géne dans son intégralité. Le nombre de séquences caractérisant une région donnée du
géne détermine la profondeur de séquencage alors que la proportion du géne couvert par le séquengage
définit la couverture.

3.2. TRAITEMENTS DES DONNEES ET INFERENCE D’ ARBRES PHYLOGENIQUES

Préalablement a I’inférence d’arbres phylogéniques, un contrle qualité des données brutes a
été réalisé grace au pipeline bioinformatique, élaboré par Astrid Cruaud. Les fragments BR et FC ont
été traités séparément et assemblés seulement en fin de traitement. Afin d’éviter la conservation des
chimeres (recombinaisons de fragments non apparentés) dans le jeu de données, les amorces situées de
part et d’autre de la séquence ont été vérifiées, puis retirées pour ne conserver que le géne d’intérét.
Les séquences inférieures a 200 bp ont ensuite été supprimées. Pour chaque spécimen une multitude
de séquences a été obtenue. Les séquences parfaitement identiques ont été regroupées, et comparées
les unes aux autres pour former des groupes (appelés « swarm ») dont les séquences divergent au
maximum d’une paire de bases. Ceux contenant moins de 10 séquences ont été retirés. Enfin, les
seéquences contenant des gaps hon multiples de 3 (non codants) ont été éliminées. La derniére étape de
traitement bioinformatique concerne la reconstitution du géne complet a partir des deux fragments.

Les séquences complétes ont été alignées grace au programme MUSLCE, dans le logiciel
Geneious® et traduit selon le code génétique mitochondrial des invertébrés. L’identification du cadre
de lecture a permis la recherche des codons stops (indicateurs de pseudogénes) non détectés par le
contrdle qualité, et ces séquences ont été supprimées. Une observation méticuleuse des séquences a
permis de déceler les plus aberrantes (variation de nombreux nucléotides). Lesquelles ont été
comparées aux séquences de la base GenBank par BLAST et éliminées si elles ne concernent pas les
groupes étudiés (contaminations par symbiontes ou dues aux manipulations). Quelques séquences
obtenues par séquencage SANGER au debut du projet COLEOTOOL ont été ajoutées au jeu de
données et alignées suivant le méme mode opératoire.

Les phylogénies ont été reconstruites sous CIPRES Science Gateway V. 3.3® (portail
informatique d’inférence phylogénétique) (Miller et al., 2010). Le modéle RAXML-HPC2 on XSEDE
(basé sur le modéle de substitution GTRGAMMA) a été utilisé en raison de ses performances et de la
cohérence des résultats obtenus chez les arthropodes (Astrid Cruaud com. pers.). Le logiciel recherche
I’arbre dont la topologie est la plus vraisemblable étant donné les séquences étudiées et le modele
d’évolution. La robustesse des nceuds de ’arbre a été évaluée par bootstrap. Cette technique consiste a
estimer la proportion d’arbres obtenus présentant une méme topologie alors qu’ils sont issus d’un ré-
échantillonnage a partir du jeu de données initial (Pattengale et al., 2010). 500 itérations ont été
réalisées pour chaque topologie. Les clusters ont été considérés bien soutenus pour une valeur de
bootstrap supérieure a 70%.
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Les groupes externes permettant I’enracinement de 1’arbre ont été choisis en fonction des
résultats de séquengage et seront présentés en troisiéme partie. L’annotation de I’arbre (identifiant de
I’échantillon d’origine, nom de taxon putatif et origine géographique) et I’affichage des bootstrap et de
1’échelle a été réalisé avec le logiciel TreeDyn®.

3.3. VALIDATION DE SEQUENCES ET DELIMITATION D’ESPECES

Selon la topologie de I’arbre inféré, un retour a 1’observation du voucher a été nécessaire pour
certains spécimens dont I’identification morphologique est contradictoire aux données moléculaires.
Quelques séquences des mémes taxons provenant de BOLD ont été ajoutées au jeu de données avant
d’inférer un second arbre selon les mémes parametres. Dans I’hypothése ou elles sont correctement
identifiées sur BOLD, ces séquences viennent soutenir nos identifications et valider nos séquences.
Etant donné la disponibilité des données sur les groupes étudiés, 1’ajout de séquences BOLD n’a été
possible que pour les charangons du colza.

La méthode ABGD (Puillandre et al, 2012) a été utiliste, via le lien
http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/ pour confirmer le nombre d’espéces ou discuter les
éventuelles espéces cryptiques mises en évidence par 1’inférence phylogénique. Elle permet de séparer
les espéces hypothétiques sur base d’un gap au sein des distances entre paires de séquences qui est
défini en fonction du jeu de données étudié.

Enfin, dans le cas d’espéces difficiles a délimiter, une matrice des distances a été construite
avec le modéle de Kimura a deux paramétres, qui assume que les transitions surviennent avec une
fréquence plus élevée que les transversions comme c¢’est le cas pour I’ADN mitochondrial. La matrice
a permis le calcul des valeurs de divergences génétiques inter et intraspécifiques aidant a résoudre
certains cas complexes. Dans ce cas egalement, la comparaison des vouchers aux spécimens de
collection de référence a été nécessaire, notamment chez les Tersilochinae.

4. ANALYSE DES DONNEES FAUNISTIQUES

Les noms des espéces obtenus par identification morphologique ont été comparés aux résultats
des analyses moléculaires afin de conduire a la validation des taxons et des séquences. Un pourcentage
d’erreur a pu étre calculé entre les identifications morphologiques et les identifications moléculaires.
En tenant compte de ce taux d’erreur, une liste des especes présentes dans les parcelles prospectées a
été dressée et analysée. Ceci en vue d’actualiser les connaissances sur ces complexes dans les
agrosystémes cultivés.

5. CREATION DES CLES DIGITALES ET DIFFUSION DES OUTILS

5.1. CHOIX DE CARACTERES PERTINENTS

Le choix des caracteres discriminant les espéces au sein du groupe de charancons ravageurs du
colza et du groupe d’hyménoptéres parasitoides dépend des résultats morphologiques et moléculaires
ayant permis de valider les taxons. Les caracteres retenus seront présentés et discutés dans la troisiéme
partie de ce rapport. Les caractéres communs a ’ordre ne sont pas mentionnés comme caractéres
discriminants de la clé mais sont énoncés en préambule de son lancement. En revanche, certains
caracteres de la famille sont des caractéres conditionnels au déploiement du reste de la clé. (Ex : pour
identifier les charangons du colza, il est nécessaire de commencer par préciser si la téte est prolongée
d’un rostre ou non et si les antennes de 1’insecte observé sont coudées ou linéaires.) Cette mesure évite
qu’une identification aboutisse alors qu’il s’agirait d’un taxon extérieur au groupe étudié mais
présentant les mémes caractéristiqgues pour les caractéres observés. Le choix des caractéres
discriminant les especes repose sur les clés de détermination présentées dans le tableau 4, mais
également sur des observations a la loupe binoculaire permettant de déterminer des caractéres inédits
pour les espéces cryptiques mises en évidence par la topologie de I’arbre phylogénétique ou les
espéces difficiles a distinguer malgré les caractéres existants.
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Figure 11 : Groupement des caractéres permettant leur organisation selon la morphologie de
Pinsecte. (D’aprés la clé des hyménoptéres parasitoides)
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LUCID® est le logiciel retenu pour la création d’une clé digitale polytomique. Celle-ci
présente 1’avantage majeur de laisser le choix a I’utilisateur du caractére qu’il peut ou Ssouhaite
observer et permet d’intégrer des informations biologiques comme 1’espéce hote pour les parasitoides.
A un stade avancé de la détermination, une fonction de LUCID indique le(les) caractére(s) a observer
qui est(sont) le(les) plus directs pour distinguer les 2 ou 3 espéces restantes.

L’implémentation des caractéres dans 1’outil de construction de clé LUCIDbuilder® donne
lieu a une matrice, qui a nécessité le renseignement de 1’intégralité des états de caractéres pour chaque
espéce, nuancée par la possibilité de scorer les états de caractéres. Ex : Un hyménoptére Pteromalidae,
ne possédant pas d’aile antérieure a nervation développée, sera scoré « hon observé » pour 1’état de
caractere « présence de la nervure 2m-cu ». Une fois la liste des caracteres établie pour toutes les
espéces considérées, une observation exhaustive a été effectuée sur chaque individu. Dans
I’éventualité d’un polymorphisme sexuel, male et femelle de chaque espéce ont été évalués. Le
groupement des caractéres a permis 1’élaboration d’une clé adaptée a la morphologie de I’insecte,
respectant du haut vers le bas, la hiérarchie téte-thorax-abdomen (figure 11).

5.2. REALISATION DES CLICHES ET INTEGRATION DES ILLUSTRATIONS

Les clichés ont été réalisés a partir des spécimens collectés pendant le projet COLEOTOOL,
des spécimens provenant des collections du CBGP, des collections personnelles de J. Haran et de G.
Delvare et des collections du muséum de Lausanne. Le plateau technique d’imagerie du CBGP
dispose du systéme Entovision® pour I’acquisition et le traitement d’images numériques. Les
photographies multiplans ont été réalisées a partir d’un microscope Leica Z16 APO A (grossissement
optique x0.5 a x2) surmonté d’une caméra JVC tri CCD (grossissement numérique x0.5 a x50), reliés
a un ordinateur. Les logiciels Cartograph® (assemblage de piles multifocales) et Archimed® (post-
traitement et annotations) de chez Microvision Instruments ont été employés de maniére
complémentaire, afin d’obtenir les clichés définitifs et de figurer les traits d’échelle. Un post-
traitement sous Photoshop® et PowerPoint® a permis la correction des contrastes, 1’ajout de 1égendes
et d’indications fléchées pour la mise en évidence des organes a observer.

Les illustrations ainsi obtenues ont été intégrées a la clé, pour une rapide visualisation du
caractere a évaluer (figure 12). Si un caractere présente un degré de variabilité chez une méme espece
(polymorphisme sexuel) I’illustration associée met en évidence les différents cas possibles de ce
polymorphisme sur une méme image (exemple figure 13).

5.3. DIFFUSION DE L’OUTIL

L’extraction de la clé via LUCIDbuilder® donne accés a un dossier comprenant : les éléments
constitutifs de la clé, le module LUCIDplayer® pour son utilisation, et une page html dédiée a son
ouverture. En raison d’une mise a jour de JAVA, une modification du fichier Applet de
LUCIDplayer®, a été nécessaire afin que la nouvelle version de JAVA soit correctement utilisée par le
module de LUCIDplayer®.

Un serveur web a été ouvert sur le site du CBGP pour I’hébergement de la clé en ligne. Le site
est actuellement en cours de configuration et permettra un acces gratuit a la clé. Cependant son
lancement nécessite la configuration de Java® par 1’ajout d’une exception aux pages sécurisées. La
procédure pour permettre a la clé de s’exécuter est accessible via le lien ci-dessous :

http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/wikis/parcinfo/doku.php?id=faites le vous-
meme:application:application_metier:lucid

Une fois en ligne, une session de tests a été organisée afin que des utilisateurs, formés ou non
a I’entomologie puissent donner leurs critiques pour améliorer la compréhension et les performances
de I’outil avant sa transmission finale & Terres Inovia.
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Tableau 6 : Champs renseignés dans les fiches syntheses des charancons et hyménopteres parasitoides

consultables sur Arthemis.

Champs de la fiche par thématique

Charangons

Parasitoides

Taxonomie

Nom de I’espéce et descripteur
Rang taxonomique
Classification taxonomique
Validité du taxon

Synonymes de ’espece

Nom vernaculaire frangais

Nom vernaculaire anglais

Stade permettant I’identification

X X X X X

Morphologie

Morphologie de I’ceuf

Morphologie des stades immatures
Morphologie de 1’adulte (intégrant les
caractéres discriminants male et femelle)

Biologie

Nombre de générations annuel

Cycle biologique (parfois illustré)

Régime alimentaire

Stade actif

Substrat nutritif (organe de la plante)

Plante héte

Plante hote d’intérét commercial

Type de nuisible

Especes associées (hdtes ou ennemis naturels)

X X X X[ X X X|X

X

Distribution

Région biogéographique de distribution
Distribution d’origine
Distribution mondiale (liste des pays recensés)

X X X|X

Impact
économique

Symptdmes et dégats

lustrations

Photos habitus male et femelle
Photos de symptdmes et dégats

X

Bibliographie

Références

Liens externes

Liens vers des sources externes
Spécimens disponibles en collection
(dont spécimens séquencés)

Informations

Auteur
Date de création
Date de derniére mise & jour

XX X[ X XXX X| X [XXXIXXXXXXXXX| X XXXXXXXXXX

X X X| X XX
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6. CONCEPTION DE FICHES PEDAGOGIQUES
Lors du comité de pilotage du 11 mai 2016, réunissant les acteurs du projet, la liste des
espéces et des champs a aborder dans les fiches a été définie. Synthétiques et complétes, elles
développent pour chaque espéce de charangons et parasitoides les points présentés par le tableau 6.
Les descriptions morphologiques (diagnoses) proviennent d’une extraction de la matrice des
caracteres, fournies par le logiciel LUCIDbuilder®. Elles ont été traduites en anglais, vérifiées et
complétées par observation des spécimens avant leur intégration dans les fiches. Les illustrations
concernant les habitus des spécimens ont été réalisées a partir du matériel disponible au CBGP (voir
partie 5.2.). Elles rendent immédiatement visibles les caractéres majeurs discernant les genres, voire
les especes. Trois sorties sur le terrain, dans I’Hérault et le Tarn, ont été réalisées les 12 avril, 28 avril
et 10 mai 2016 afin d’observer et photographier les dégats provoqués par les larves de charangons a
cette période. Terres Inovia a également contribué a 1’apport d’illustration des symptomes.
Ces fiches ont été mises en ligne via deux plateformes :
- Arthemis, qui regroupe I’ensemble des espéces de charangons et hyménoptéres parasitoides et
ou les fiches sont rédigées en anglais.
- E-phytia, qui présente les ravageurs uniqguement par des fiches en francais.

Sur ces fiches devraient figurer également les liens vers les clés d’identification digitales. De plus,
Arthemis contient les barcodes de références interrogeables par Blast.

Troisieme partie : Résultats et discussion
1. IDENTIFICATION DES CHARANCONS DU COLZA ET DE LEURS HYMENOPTERES PARASITOIDES
1.1. IDENTIFICATION MORPHOLOGIQUE

1.1.1.1dentification morphologique des charangons du colza

Sur 771 échantillons regus au CBGP, 603 sont des échantillons d’élevage, dont 518 ont été
soumis a identification. Sur les trois années de campagne, 5 des 7 espéces de charangons nuisibles au
colza ont été collectés et identifiés sur des critéres morphologiques : Aulacobaris coerulescens (31
individus), Ceutorhynchus napi (216 individus), C. obstrictus (642 individus), C. pallidactylus (602
individus) et C. picitarsis (603 individus) ; soit un total de 2094 charangons. Aucun Melanobaris
laticollis, ni de C. assimilis (charancon gallicole) n’ont a priori été récupérés. Le tri de quelques
échantillons de piégeage a permis de récupérer des exemplaires complémentaires de A. coerulescens
(262 individus), C. napi (214 individus), C. obstrictus (492 individus), C. pallidactylus (41 individus),
C. picitarsis (25 individus) et C. typhae (5 individus) mais aucune des espéces manquantes n’a été
trouvées. C. typhae a été choisi pour séquencage en plus des 5 espéces nuisibles obtenues d’élevage
pour que la base de données de référence recouvre un maximum de charancons inféodés au colza
susceptibles de se retrouver dans les pieges.

1.1.2.1dentification morphologique des hyménopteres parasitoides

De méme, environ 800 parasitoides, ont été déterminées morphologiquement (parfois
seulement jusqu’au genre). Parmi eux des parasitoides de charancons : Anaphes sp. (1 individu),
Tersilochus sp. (68 individus), T. obscurator (300 individus), Diospilus sp. (2 individus), Diospilus
capito (8 individus), D. oleraceus (2 individus), Necremnus hippia (3 individus), Mesopolobus morys
(27 individus), Stenomalina gracilis (11 individus), Trichomalus sp. (1 individu) et T. perfectus (17
individus) ; et d’autres parasitoides a priori non émergeants de charangons : Phradis sp. (2 individu),
T. caudata (355 individus), Ompahle clypealis (2 individus) et Aprostocetus sp. (4 individus). Aucun
spécimen de Trichomalus lucidus, Microctonus melanopus, Eupelmus vesicularis ou Eurytoma
curculionum n’ont a priori été rencontrés, mais d’autres exemplaires du genre Anaphes (3 individus)
ont été récupérés des échantillons de piégeage. Toutes les espéces obtenues ont été séquencées.
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Figure 14 : Phylogramme des relations entre huit espéces de Ceutorhynchus obtenu par Maximum de Vraisemblance a
partir des génes mitochondriaux (CO1). Les supports des nceuds sont indiqués par les valeurs de bootstrap > 70%.
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1.2. IDENTIFICATION MOLECULAIRE

1.2.1.1dentification moléculaire des charancons du colza

1.2.1.1.  Contrdle qualité des séquences

Le gene CO1 de 131 charancons du projet COLEOTOOL a été séquenceé, mais 98 séquences
complétes ont pu étre obtenues apres traitement bio-informatique des séquences NGS. 7 séquences
obtenues par séquencage SANGER de spécimens COLEOTOOL ont été ajoutées au jeu de données.
De plus, des séquences de spécimens extérieurs au projet ont été utilisées pour compléter le jeu de
données : des Ceutorhynchus spp. d’origines géographiques variées, un C. assimilis provenant de
Créte et un C. roberti provenant des Pyrénees. Ce dernier appartient a un groupe également inféodé
aux Brassicacées mais vit sur 1’alliaire officinale (Gerber et al., 2012) ce qui en fait un bon groupe
externe. Seules 3 séquences d’A. coerulescens ont été obtenues. Les résultats de PCR négatifs
suggerent que les amorces utilisées n’ont pas pu s’hybrider aux extrémités du géne cible. Il est
probable que des mutations de la zone d’amorgage aient empéché 1’amplification. Nos analyses se
concentrent alors uniquement sur les Ceutorhynchus, bien qu’il soit possible de travailler seulement
sur un des fragments BR ou FC des A. coerulescens, les séquences complétes n’ayant pu étre
obtenues.

L’alignement des séquences de Ceutorhynchus sous Geneious® a mis en évidence quelques
séquences trés divergentes du reste du jeu de données. Elles ont donc été comparées par BLAST aux
séquences de GenBank. Il s’agit de diverses contaminations certainement dues aux manipulations
pendant la préparation des échantillons car elles correspondent a des séquences de Coccinellidae,
Chrysomelidae (Coleoptera), Sciaridae (Diptera) ou nématodes. 7 séquences ont ainsi été retirées du
jeu de données. Aucun codon stop n’a été rencontré dans les séquences restantes. Elles ont donc été
utilisées pour inférer des arbres phylogénétiques par maximum de vraisemblance.

1.2.1.2.  Inférence d’arbres phylogénétiques et analyse des séquences

Un premier arbre (figure 14) a été obtenu. Les clades formés sont bien différenciés et tous
soutenus & plus de 70%, cette topologie a donc été répétée de facon trés majoritaire et donne confiance
en la structuration des groupes. Le premier correspond aux individus de C. obstrictus, les 5 spécimens
non identifiés a 1’espece présents dans ce groupe peuvent étre considérés comme des C. obstrictus
également. Le second groupe présente une anomalie pour la séquence JSTR02654 0101 S615,
identifiee comme C. napi, qui se groupe avec des séquences appartenant a C. typhae. Un retour a
I’observation du voucher, confirme que C. napi a bien été séquencé, mais la consultation du plan de
plaque d’extraction nous informe que ces deux puits sont situés I'un a c6té de I’autre, il s’agirait donc
d’une contamination. La séquence ne peut étre utilisée comme référence et sera retirée. Le cluster
suivant rassemble des séquences de C. picitarsis. Un retour a 1’observation du spécimen
CCOC11947_0103_S735 indique une erreur d’identification et qu’il s’agit bien d’un C. picitarsis. La
séquence est conservée, 1’identification du voucher est corrigée. La méme erreur apparait dans le
groupe de C. pallidactylus et a été corrigée par retour a la morphologie (JSTR002662_0101_S711).
Enfin, les séquences obtenues pour C. napi forment un groupe homogeéne.

Aprés correction des identifications, un second arbre est inféré en ajoutant au jeu de données
au moins 2 séquences provenant de BOLD pour chacune des espéces, ainsi que 4 séquences de C.
gallorhenanus, particuliérement proche morphologiquement de C. obstrictus (Laffin et al., 2005). Les
séquences utilisées et leur référence sont présentées en annexe.

La figure 15 présente la topologie obtenue. Les séquences provenant de BOLD se groupent au
sein des especes qui leur correspondent ce qui d’une part soutient nos identifications et d’autres part
rassure sur la qualit¢é des données renseignées dans la base pour ce groupe d’especes.
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7P101 _S659 JSTR02651_0101_S659 Ceutorhynchus obstrictus Yvelines (fr)
0102_S679 JSTR02655_0102_S679 Ceutorhynchus obstrictus ?
0102_S655 JSTR02649_0102_S655 Ceutorhynchus obstrictus 2.
0202_S637 JSTR02639_0202_S637 Ceutorhynchus obstrictus Haute-Garonne (fr)
L 0203_S638 JSTR02639_0203_S638 Ceutorhynchus obstrictus Haute-Garonne (fr)
0103_S649 JSTR02643_0103_S649 Ceutorhynchus obstrictus Aube (fr)
0101_S678 JSTR02655_0101_S678 Ceutorhynchus obstrictus ?
0201_S636 JSTR02639_0201_S636 Ceutorhynchus obstrictus Haute-Garonne (fr)
0102_S673 JSTR02653_0102_S673 Ceutorhynchus obstrictus Cher (fr)
0103_S641 JSTR02640_0103_S641 Ceutorhynchus obstrictus Haute-Garonne (fr)
0101_S654 JSTR02649_0101_S654 Ceutorhynchus obstrictus ?
_0101_S13 EPIE00584_0101_S13 Ceutorhynchus obstrictus Haute-Garonne (fr)
0102_S658 JSTR02650_0102_S658 Ceutorhynchus obstrictus Yvelines (fr)
0102_S648 JSTR02643_0102_S648 Ceutorhynchus obstrictus Aube (fr)
0101_S670 JSTR02653_0101_S670 Ceutorhynchus obstrictus Cher (fr)
_0102_S14 EPIE00584_0102_S14 Ceutorhynchus obstrictus Haute-Garonne (fr)
0101_S639 JSTR02640_0101_S639 Ceutorhynchus obstrictus Haute-Garonne (fr)
{_01 05_S26 EPIE00588_0105_S26 Ceutorhynchus obstrictus Lot-et-Garonne (fr)
0_0201_85 EPIE00580_0201_S5 Ceutorhynchus obstrictus Yvelines (fr)
0102_S640 JSTR02640_0102_S640 Ceutorhynchus obstrictus Haute-Garonne (fr)
EPIEQ0578_0204 Ceutorhynchus obstrictus Aube (fr)
JSTR01762_0103_S546 Ceutorhynchus obstrictus 2
EPIE00578_0205 Ceutorhynchus obstrictus Aube (fr)
EPIE00588_0104_S25 Ceutorhynchus obstrictus Lot-et-Garonne (fr)
JSTR01798_0102_S550 Ceutorhynchus obstrictus ?
JSTR02640_0104_S642 Ceutorhynchus obstrictus Haute-Garonne (fr)
JSTR02651_0102_S660 Ceutorhynchus obstrictus Lot-et-Garonne (fr)
JSTR01798_0101_S549 Ceutorhynchus obstrictus ?
BOLD Ceutorhynchus obstrictus Finland, Savonia australis
JSTR01762_0102_S545 Ceutorhynchus obstrictus ?
Ceutorhynchus obstrictus Finland, Savonia australis
EPIE00583_0101_S12 Ceutorhynchus obstrictus Yvelines (fr)
JSTRO1762_0105_S548 Ceutorhynchus obstrictus 2
EPIE00588_0101_S22 Ceutorhynchus obstrictus Lot-et-Garonne (fr)

BOLD

Ceutorhnychus gallorhenanus

Finland, Nylandia

BOLD Ceutorhnychus gallorhenanus Finland, Savonia australis
BOLD Ceutorhnychus gallorhenanus Finland, Regio aboensis
BOLD Ceutorhnychus gallorhenanus Finland, Regio aboensis
JSTR02653_0401_S674 Ceutorhynchus typhae Cher (fr)
Ceutorhynchus typhae Finland, Aland Islands
JSTR02647_0301_S651 Ceutorhynchus typhae Yvelines (fr)
EPIE00590_0201_S37 Ceutorhynchus typhae Cher (fr)
JSTR02648_0301_S653 Ceutorhynchus typhae Yvelines (fr)
BOLD Ceutorhynchus typhae Finland, Finland Proper
BOLD Ceutorhynchus typhae Finland, Aland Islands
EPIE00588_0201_S27 Ceutorhynchus typhae Lot-et-Garonne (fr)
JSTR02656_0103_S704 Ceutorhynchus picitarsis Yvelines (fr)
EPIE00579_0102_S1 Ceutorhynchus picitarsis Yvelines (fr)
JSTR02661_0101_S710 Ceutorhynchus picitarsis Aube (fr)
JSTR02656_0102_S703 Ceutorhynchus picitarsis Yvelines (fr)
JSTR02666_0101_S715 Ceutorhynchus picitarsis Aube (fr)
BOLD Ceutorhynchus picitarsis Germany, Rhineland-Palatinate
JSTR02659_0101_S708 Ceutorhynchus picitarsis Meurthe-et-Moselle (fr)
JSTR02657_0101_S706 Ceutorhynchus picitarsis Meurthe-et-Moselle (fr)
CCOC11947_0103_S735 Ceutorhynchus picitarsis Indre-et-Loire (fr)
91 JSTR02658_0101_S707 Ceutorhynchus picitarsis Meurthe-et-Moselle (fr)
| JSTR02664_0101_S713 Ceutorhynchus picitarsis Cher (fr)
JSTR02665_0101_S714 Ceutorhynchus picitarsis Gers (fr)
JSTR02660_0101_S709 Ceutorhynchus picitarsis Gers (fr)
100 BOLD Ceutorhynchus picitarsis Germany, Rhineland-Palatinate
JSTR02656_0101_S702 Ceutorhynchus picitarsis Yvelines (fr)
JSTR02671_0101_S720 Ceutorhynchus picitarsis Cote-d'Or (fr)
0101_S717 JSTR02668_0101_S717 Ceutorhynchus picitarsis Meurthe-et-Moselle (fr)
101_S712 JSTR02663_0101_S712 Ceutorhynchus picitarsis Cher (fr)
72711 EPIE00579_0101 Ceutorhynchus picitarsis Yvelines (fr)
0101_S718 JSTR02669_0101_S718 Ceutorhynchus picitarsis Cote-d'Or (fr)
0101_S716 JSTR02667_0101_S716 Ceutorhynchus picitarsis Gers (fr)
JSTR02652_0201_S664 Ceutorhynchus pallidactylus Cher (fr)
EPIE00591_0203_S50 Ceutorhynchus pallidactylus Lot-et-Garonne (fr)
EPIE00590_0105_S36 Ceutorhynchus pallidactylus Cher (fr)

EPIE00591_0202_S49
JSTR02639_0102_S634
JSTR02639_0101_S633

Ceutorhynchus pallidactylus
Ceutorhynchus pallidactylus
Ceutorhynchus pallidactylus

Lot-et-Garonne (fr)
Haute-Garonne (fr)
Haute-Garonne (fr)

EPIE00582_0101_S7 Ceutorhynchus pallidactylus Aube (fr)
JSTR02662_0101_S711 Ceutorhynchus pallidactylus Cdte-d'Or (fr)
JSTR02652_0203_S666 Ceutorhynchus pallidactylus Cher (fr)
EPIE00590_0101_832 Ceutorhynchus pallidactylus Cher (fr)
EPIE00582_0102_S8 Ceutorhynchus pallidactylus Aube (fr)
EPIE00590_0104_S35 Ceutorhynchus pallidactylus Cher (fr)
JSTR02642_0103_S646 Ceutorhynchus pallidactylus Cote-d'Or (fr)
EPIE00591_0204_S51 Ceutorhynchus pallidactylus Lot-et-Garonne (fr)
EPIE00586_0101_S16 Ceutorhynchus pallidactylus Aube (fr)
JSTR02639_0103_S635 Ceutorhynchus pallidactylus Haute-Garonne (fr)
EPIE00582_0103_S9 Ceutorhynchus pallidactylus Aube (fr)

BOLD
BOLD

Ceutorhynchus pallidactylus
Ceutorhynchus pallidactylus

Germany, North Rhine-Westphalia
Sweden

EPIE00590_0102_S769 Ceutorhynchus pallidactylus Cher (fr)
EPIE00575_0103 Ceutorhynchus pallidactylus Meurthe_et_Moselle (fr)
100 EPIE00578_0101 Ceutorhynchus pallidactylus Aube (fr)

100 ,GBCOG703
__100—_:' FBCOF142
0801_S492

0.09

CCOC11947_0102_S734
EPIE00575_0101

Ceutorhynchus pallidactylus
Ceutorhynchus pallidactylus

Indre-et-Loire (fr)
Meurthe_et_Moselle (fr)

EPIE00579_0201_S2 Ceutorhynchus pallidactylus Aube (fr)
JSTR02642_0102_S645 Ceutorhynchus pallidactylus Cdte-d'Or (fr)
EPIE00577_0102 Ceutorhynchus pallidactylus Céte_d'Or (fr)
EPIE00590_0103_S34 Ceutorhynchus pallidactylus Cher (fr)
EPIE00579_0202_S3 Ceutorhynchus pallidactylus Aube (fr)
JSTR02642_0101_S644 Ceutorhynchus pallidactylus Cote-d'Or (fr)
JSTR02656_0201_S705 Ceutorhynchus pallidactylus Yvelines (fr)
EPIE00590_0305_S42 Ceutorhynchus napi Cher (fr)
JSTR02648_0201_S652 Ceutorhynchus napi Yvelines (fr)
EPIE00590_0303_S40 Ceutorhynchus napi Cher (fr)
EPIE00589_0102_S28 Ceutorhynchus napi Somme (ir)
JSTR02652_0102_S662 Ceutorhynchus napi Cher (fr)
EPIE00592_0103_S55 Ceutorhynchus napi Charente (fr)
BOLD Ceutorhynchus napi Germany, North Rhine-Westphalia
JSTR02654_0103_S677 Ceutorhynchus napi Somme (fr)
EPIE00592_0105_S57 Ceutorhynchus napi Charente (fr)
EPIE00587_0105_S21 Ceutorhynchus napi Haute-Garonne (fr)
JSTR02652_0101_S661 Ceutorhynchus napi Cher (fr)
EPIE00592_0102_S54 Ceutorhynchus napi Charente (fr)
JSTR02652_0103_S663 Ceutorhynchus napi Cher (fr)
EPIE00589_0105_S31 Ceutorhynchus napi Somme (fr)
JSTR02647_0201_S650 Ceutorhynchus napi Yvelines (fr)

EPIE00591_0102_S44
BOLD

EPIE00590_0301_S38
EPIE00587_0104_S20
EPIE00587_0101_S17

BOLD
BOLD
JSTR00348_0801_S492

Ceutorhynchus napi
Ceutorhynchus napi
Ceutorhynchus napi
Ceutorhynchus napi
Ceutorhynchus napi

Ceutorhynchus assimilis
Ceutorhynchus assimilis
Ceutorhynchus assimilis

Lot-et-Garonne (fr)

Germany, Baden-Wuerttemberg
Cher (fr)

Haute-Garonne (fr)
Haute-Garonne (fr)

_0101_853 EPIE00592_0101_S53 Ceutorhynchus napi Charente (fr)
_0104_S56 EPIE00592_0104_S56 Ceutorhynchus napi Charente (fr)
0102_S676 JSTR02654_0102_S676 Ceutorhynchus napi Somme (fr)

Germany, Rhineland-Palatinate
Germany, Rhineland-Palatinate
Kriti (el)

0101_S534 JSTR01313_0101_8534 Ceutorhynchus roberti Pyrénées-Atlantiques (fr)
_’- COLFD778 BOLD Ceutorhynchus roberti Finland, Nylandia
FBCOA411 BOLD Ceutorhynchus roberti Germany, North Rhine-Westphalia

Figure 15 : Phylogramme des relations entre neuf espéces de Ceutorhynchus (sequences BOLD incluses) obtenu par Maximum
de Vraisemblance a partir des génes mitochondriaux (CO1). Les supports des nceuds sont indiqués par les valeurs de

bootstrap > 70%. En orange : les séquences supposées étre des pseudogenes.
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Collins et Cruickshank (2012) ont montré que 53% des clusters identifiés sur BOLD par des projets
externes posséde plus d’un nom d’espece associée, rendant 1’identification a 1’espéce trés ambigué,
parfois fausse. En revanche ce groupe, dont I’impact économique est important, présente des
sequences validées par plusieurs organismes de recherche. Les séquences de C. gallorhenanus forment
un nouveau cluster, bien soutenu, qui met en évidence le caractére monophylétique de C. obstrictus et
C. gallorhenanus, déja observé par Laffin et al. (2005). Ces séquences permettent aussi de confirmer
I’identification correcte des spécimens C. obstrictus et de valider les séquences comme barcodes de
référence de cette espéce, tout comme les 4 autres espéces : C. typhae, C. picitarsis, C. pallidactylus et
C. napi.

Une variabilité se dessine cependant parmi les séquences de C. obstrictus et C. pallidactylus
qui ne semble pas liée a ’origine géographique des spécimens mais peut marquer une variabilité
intraspécifique de 1’espeéce a proprement parler. Une autre hypothése expliquant 1’origine de cette
variabilité intraspécifique concerne les éventuelles erreurs dues & la méthode de séquencage NGS
(Dohm et al., 2008; Feng et al., 2016) (génération de multiples fragments contenant des erreurs,
manque de certitudes sur les bases situées aux extrémités de la séquences car profondeur de
séquencage plus faible) qui ne peuvent étre déterminées avec précision. Contrairement au séquencage
SANGER, aucun retour sur le chromatogramme n’est possible. Enfin, le détachement marqué de
certaines séquences (S22, S548, S22, S50, S36, S49, S644 et S705) peut aussi étre interprété comme
un phénomeéne pseudogénisation. Les pseudogénes ou NUMTSs (huclear mitochondrial DNA), sont des
copies d’ADN mitochondrial incorporées au génome nucléaire. Une fois dans le noyau, ils perdent
leur fonctionnalité et accumulent des mutations, avec un taux cependant moins élevé que celui du
génome mitochondrial (Leite, 2012). De plus, la teneur en bases nucléotidiques G et C du génome
nucléaire étant supérieure a celle du génome mitochondrial (Mooers & Holmes, 2000; Zheng et al.,
2007), on peut supposer que les pseudogénes mitochondriaux présenteraient une teneur en GC plus
¢élevée du fait de leur intégration au noyau. C’est ce qui a ét€ mis en évidence pour la séquence
(EPIE591 0202 S49) dont la teneur est anormalement élevée comparativement au reste du groupe
(GC-contentsag = 33,4% et GC-contentyeyen = 31,5 + 0,55%). Cette séquence probablement issue d’un
pseudogéne, reste cependant utilisable dans la base de données de référence car elle permet tout de
méme une identification non ambigtie du taxon.

Les séquences des especes citées constituent donc de bonnes références. Concernant C.
assimilis, la seule séquence récupérée et constitutive du jeu de données initial montre une certaine
distance par rapport aux séquences issues de BOLD pour cette espéce. La longueur de branche (qui
caractérise le nombre de changements évolutifs) entre C. assimilis S492 et les deux séquences BOLD,
est comparable a la longueur de branche qui sépare C. obstrictus de C. gallorhenanus (especes que la
méthode ABGD place dans un méme groupe, mais qui présentent des caractéres morphologiques
subtiles au niveau des squamules de la suture élytrale permettant leur différentiation (com. pers. J.
Haran)). Différentes hypothéses expliquent cette variation entre les séquences de C. assimilis. 1l peut
d’abord s’agir d’une erreur d’identification. Le spécimen de Créte a été identifié par J. Haran,
specialiste des Curculionidae. Les spécimens de BOLD ont été séquencés dans le cadre d’un projet de
Barcoding visant les coléoptéres Européens (Hendrich et al., 2015), mais on ne connait ni
I’identificateur, ni avec quelle certitude a été effectuée I’identification des Ceutorhynchus
(Curculionidae). De plus, aucune vérification des vouchers de BOLD n’est possible, ce qui souligne
une des limites des bases de données mondiales. Il pourrait s’agir d’une variabilité intraspécifique due
a I’origine géographique des spécimens, 1’un provenant de Créte, les deux autres d’Allemagne. Mais
en raison du faible nombre de spécimens disponibles aucune confirmation ne peut étre donnée
(Bergsten et al., 2012). La derniére hypothese sur la variabilité de ces séquences met en jeu les
amorces utilisées pour le séquencage.
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GDEL10118_S408 GDEL10118 Anaphes sp. 1 malaise trap Yvelines (fr)
GDEL10119_S409 GDEL10118 Anaphes sp. 1 malaise trap Yvelines (fr)
GDEL10117_S407 GDEL10117 Anaphes sp. 1 malaise trap Yvelines (fr)
GDEL10133_8423 GDEL10133 Anaphes sp. 2 Ceuthorynchus obstrictus Gers (fr)
GDEL10156_S446 GDEL10156 Omphale clypealis Dausineura brassicae Cher (fr)

! GDEL10154 Aprostocetus sp. Dausineura brassicae Cher (fr)
GDEL10143_S433 GDEL10143 Aprostocetus sp. Dausineura brassicae Gers ()
GDEL10144_S434 GDEL10144 Aprostocetus sp. Dausineura brassicae Gers (fr)

GDEL10155_8445 GDEL10158 »Omphals clypealis Dausineura brassicae Cher (fr)
'GDEL10153_S443 GDEL10153 Aprostocetus sp. Dausineura brassicae Cher (fr)
Chalcidoidea GDEL10121_S411 GDEL10121 Necremnus hippia Ceuthorynchus picitarsis Cher (fr)
DEL10120_8410 GDEL10120 Necremnus hippia Ceuthorynchus picitarsis Cher (fr)
GDEL10122_S412 GDEL10122 Necremnus hippia Ceuthorynchus picitarsis Cher (fr)
GDEL10105_S395 GDEL10105 Trichomalus sp. Ceuthorynchus obstrictus Haute-Garonne (fr)
GDEL10112_S402 GDEL10112 Trichomalus sp. malaise trap Yveiines (fr)
~ GDEL10158_S448 GDEL10158 Trichomalus perfectus Ceuthorynchus paliidactylus Cote-d'Or ()
GDEL10162_S452 GDEL10162 Trichomalus sp. Ceuthorynchus pallidactylus Cbte-dOr (fr)
GDEL10157_S447 GDEL10157 Trichomalus perfectus Ceuthorynchus pallidactylus Cbte-dOr (fr)
GDEL10108_S398 GDEL10108 Trichomalus perfectus malaise trap Aube (fr)
GDEL10165_S455 GDEL10165 Trichomalus perfectus Ceuthorynchus paliidactylus Cote-d'Or (fr)
L GDEL10150_S440 GDEL10159 Trichomalus perfectus Ceuthorynchus pallidacylus Cbte-d'Or (fr)
GDEL10109_S399 GDEL10109 Trichomalus perfectus malaise trap Aube (fr)
GDEL10161_8451 GDEL10161 Trichomalus perfectus Ceuthorynchus paliidactylus Cote-d'Or (fr)
GDEL10164_S454 GDEL10164 Trichomalus perfectus Ceuthorynchus pallidactylus Céte-dOr (fr)
GDEL10163_S453 GDEL10163 Trichomalus sp. Ceuthorynchus pallidactylus Céte-d'Or (Ir)
GDEL10160_S450 GDEL10160 Trichomalus sp. Ceuthorynchus pallidactylus Cote-dOr (fr)
oo |GDEL10151_S441 GDEL10151 Mesopolobus morys Ceuthorynchus obstrictus Cher (fr)
- GDEL10146_S436 GDEL10146 Mesopolobus morys Ceuthorynchus obstrictus Haute-Garonne (fr)
GDEL10147_S437 GDEL10147 Mesopolobus morys Ceuthorynchus obstrictus Cher (fr)
(GDEL10149_S439 GDEL10148 Mesopolobus morys Ceuthorynchus obstrictus Cher (fr)
(GDEL10150_S440 GDEL10150 Mesopolobus morys Ceuthorynchus obstrictus Cher (fr)
(GDEL10106_S396 GDEL10106 Mesopolobus morys Ceuthorynchus obstrictus Haute-Garonne (fr)
(GDEL10140_S430 GDEL10140 Mesopolobus morys Ceuthorynchus obstrictus Haute-Garonne (fr)
(GDEL10139_8429 GDEL10139 Mesopolobus morys Ceuthorynchus obstrictus Haute-Garonne (fr)
(GDEL10138_S428 GDEL10138 Mesopolobus morys Ceuthorynchus obstrictus Haute-Garonne (fr)
(GDEL10103_S393 GDEL10103 Mesopolobus morys Ceuthorynchus obstrictus Haute-Garonne (fr)
(GDEL10101_8391 GDEL10101 Mesopolobus morys Ceuthorynchus obstrictus Haute-Garonne (fr)
GDEL10141_S431 GDEL10141 Mesopolobus morys Ceuthorynchus obstrictus Haute-Garonne (fr)
|— GDEL10104_S394 GDEL10104 Mesopolobus morys Ceuthorynchus obstrictus Cher (fr)
'GDEL10148_S438 GDEL10148 Mesopolobus morys Ceuthorynchus obstrictus Cher (fr)
YGDEL10173_S463 GDEL10173 Triaspis sp. Bruchus rufimanus Val-dOise (fr)
100 GDEL10172_S462 GDEL10172 Triaspis sp. Bruchus rufimanus Yvelines (fr)
JGDEL10169_S459 GDEL10169 Triaspis sp. Bruchus rufimanus Val-dOise (fr)
GDEL10171_S461 GDEL10171 Triaspis sp. Bruchus rufimanus Val-d'Oise (fr)
'GDEL10170_S460 GDEL10170 Triaspis sp. Bruchus rufimanus Val-dOise (fr)
GDEL10027_8315 GDEL10027 Triaspis caudata Ceuthorynchus picitarsis Haute-Garonne (fr)
(GDEL10021_S309 GDEL10021 Triaspis caudata Ceuthorynchus picitarsis Haute-Garonne (fr)
GDEL10024_S312 GDEL10024 Triaspis caudata Ceuthorynchus picitarsis Haute-Garonne (fr)
(GDEL10020_S308 GDEL10020 Triaspis caudata Ceuthorynchus picitarsis Haute-Garonne (fr)
(GDEL10022_S310 GDEL10022 Triaspis caudata Ceuthorynchus picitarsis Haute-Garonne (fr)
91 (GDEL10023_8311 GDEL10023 Triaspis caudata Ceuthorynchus picitarsis Haute-Garonne (fr)
(GDEL10017_S305 GDEL10017 Triaspis caudata Ceuthorynchus picitarsis Haute-Garonne (fr)
GDEL10016_S304 GDEL10016 Triaspis caudata Ceuthorynchus picitarsis ()
(GDEL10028_S316 GDEL10028 Triaspis caudata Ceuthorynchus picitarsis Haute-Garonne (fr)
(GDEL10025_8313 GDEL10025 Triaspis caudata Ceuthorynchus picitarsis Haute-Garonne (fr)
(GDEL10026_S314 GDEL10026 Triaspis caudata Ceuthorynchus picitarsis Haute-Garonne (fr)
(GDEL10014_8302 GDEL10014 Triaspis caudata Ceuthorynchus picitarsis Haute-Garonne (fr)
GDEL10015_S303 GDEL10015 Triaspis caudata Ceuthorynchus picitarsis ()
DEL10012_S300 GDEL10012 Triaspis caudata Ceuthorynchus picitarsis Haute-Garonne (fr)
100 GDEL10018_S306 GDEL10018 Triaspis caudata Ceuthorynchus picitarsis Haute-Garonne (fr)
GDEL10011_S299 GDEL10011 Triaspis caudata Ceuthorynchus picitarsis Haute-Garonne (fr)
Biiiinides GDEL10013_S301 GDEL10013 Triaspis caudata Ceuthorynchus picitarsis Haute-Garonne (fr)
100 GDEL10030_S318 GDEL10030 Triaspis caudata Ceuthorynchus picitarsis Meurthe-et-Moselle (fr)
100 GDEL10029_S317 GDEL10029 Triaspis caudata Ceuthorynchus picitarsis Meurthe-et-Moselle (ir)
GDEL10031_8319 GDEL10031 Diospilus capito Ceuthorynchus picitarsis Cher (fr)
DEL10114_S404 GDEL10114 Diospilus capito malaise trap Yvelines (fr)
DEL10033_S321 GDEL10033 Diospilus capito Ceuthorynchus paliidactylus Haute-Garonne (fr)
(GDEL10116_S406 GDEL10116 Diospilus capito malaise trap Yvelines (fr)
GDEL10115_S405 GDEL10115 Diospilus capito malaise trap Yvelines (fr)
GDEL10032_S320 GDEL10032 Diospilus capito Ceuthorynchus paliidactylus Haute-Garonne (fr)
(GDEL10113_8403 GDEL10113 Diospilus capito malaise trap Yvelines (fr)
GDEL10167_S457 GDEL10167 Diospilus capito Ceuthorynchus paliidactylus Cote-d'Or (fr)
JSTRO2641_0101_S643 JSTRO2641_0101 P> Mesopolobus morys Ceuthorynchus paliidactylus Céte-d'Or (fr)
GDEL10166_S456 GDEL10166 Diospilus oleraceus Ceuthorynchus pallidactylus Cote-dOr (fr)
GDEL10083_S371 GDEL10083 C arsis. Cher (fr)
GDEL10087_S375 GDEL10087 C yi picitarsis Aube (fr)
L GDEL10036_S324 GDEL10036 C picitarsis Cher (fr)
GDEL10177_S467 GDEL10177 C picitarsis Aube (fr)
|GDEL10050_S338 GDEL10050 C picitarsis Cher (fr)
(GDEL10086_S374 GDEL10086 Cet Y picitarsis Aube (fr)
GDEL10174_S464 GDEL10174 C picitarsis Aube (fr)
GDEL10037_S325 GDEL10037 C Yy picitarsis Aube (fr)
DEL10175_S465 GDEL10175 Ceuthory! picitarsis Aube (fr)
GDEL10063 C picitarsis Cher (fr)
GDEL10062 C picitarsis Cher (fr)
GDEL10035 C picitarsis Cher ()
GDEL10043 C picitarsis Cher (fr)
GDEL10064 c picitarsis Cher (fr)
GDEL10068 Ce picitarsis Cher (fr)
GDEL10047 C y picitarsis Cher (fr)
GDEL10044 c picitarsis Cher (fr)
GDEL10080 Ce picitarsis Cher (fr)
GDEL10057 Ce y picitarsis Cher (fr)
GDEL10077 c picitarsis Haute-Garonne (fr)
GDEL10082 C picitarsis Meurthe-et-Moselle (fr)
GDEL10094 C y picitarsis Cote-d'Or (fr)
GDEL10098 C picitarsis Cote-d'Or (fr)
GDEL10045 C picitarsis Cher (fr)
GDEL10051 C picitarsis Aube (1)
GDEL10091 C picitarsis Cbte-d'Or (fr)
GDEL10068 Ce y picitarsis Cher (fr)
GDEL10075 c picitarsis Haute-Garonne (fr)
GDEL10081 [ y picitarsis Cher (fr)
GDEL10060 Ceuthory picitarsis Cher (fr)
GDEL10055 c picitarsis Aube (fr)
GDEL10049 C yi picitarsis Cher (fr)
GDEL10078 Ceuthory picitarsis Haute-Garonne (fr)
GDEL10058 Ce picitarsis Cher (fr)
GDEL10041 il C yi picitarsis Cher (fr)
Ichneumonoidea GDEL10085 Tersilochus sp. Ceuthorynchus picitarsis Aube (fr)
GDEL10178 Ce picitarsis Aube (fr)
GDEL10126 Ce y l Haute-Garonne (fr)
GDEL10128 Ci i Cdte-dOr (fr)
GDEL10067 C y picitarsis Cher (fr)
GDEL10129 Ce y i Cote-d'Or (fr)
GDEL10053 Ce picitarsis Aube (fr)
GDEL10046 C picitarsis Cher (fr)
GDEL10048 c picitarsis Cher (fr)
GDEL10088 C picitarsis Cher (fr)
GDEL10123 c Haute-Garonne (fr)
GDEL10125 c i Haute-Garonne (fr)
GDEL10095 Ce picitarsis Céte-dOr (fr)
GDEL10124 C y! l Haute-Garonne (fr)
GDEL10099 Ci picitarsis Cote-d'Or (fr)
GDEL10176 C picitarsis Aube (1)
GDEL10181 C picitarsis Aube (fr)
GDEL10096 C picitarsis Cote-dOr (fr)
GDEL10179 C picitarsis Aube (1)
GDEL10056 Cel y picitarsis Cher (fr)
GDEL10042 C picitarsis Cher (fr)
GDEL10100 Ci y picitarsis Cote-d'Or (fr)
GDEL10092 Cel y picitarsis Cote-d'Or (fr)
GDEL10070 Ce picitarsis Cher (fr)
GDEL10065 Ceuthory picitarsis Cher (fr)
GDEL10052 Ce picitarsis Aube (fr)
(GDEL10038_S326 GDEL10038 C picitarsis Aube (fr)
GDEL10084_S372 GDEL10084 Ce y picitarsis Cher (fr)
GDEL10127_S417 GDEL10127 [ l Cote-dOr (fr)
GDEL10130_S420 GDEL10130 C napi Pas-de-Calais (fr)
GDEL10054_S342 GDEL10054 C picitarsis Aube (fr)
GDEL10071_S359 GDEL10071 Ce picitarsis Haute-Garonne (fr)
'GDEL10076_S772 GDEL10076 Cet y picitarsis Haute-Garonne (fr)
EPIE00577_0201_S65 EPIE00577 Tersilochus sp. yellow water trap Cote-dOr (fr)
GDEL10182_S472 GDEL10182 C napi Cher (fr)
GDEL10185_S475 GDEL10185 Ceuthory napi Haute-garonne (fr)
100 DEL10183_S473 GDEL10183 c napi Haute-garonne (fr)
DEL10184_8474 GDEL10184 C napi Haute-garonne (fr)
GDEL10131_8773 GDEL10131 Tersilochus sp. Ceuthorynchus napi Pas-de-Calais (fr)
(GDEL10073_S361 GDEL10073 Tersilochus sp. Ceuthorynchus picitarsis Haute-Garonne (fr)
‘GDEL10039_S327 GDEL10038 il Ci y picitarsis Cher (fr)
78| - GDEL10089_S377 GDEL 10088 Tersilochus sp. Ceuthorynchus picitarsis Cote-d'Or (fr)
(GDEL10074_S362 GDEL10074 Tersilochus sp. Ceuthorynchus picitarsis Cher (fr)
97 |GDEL10040_S328 GDEL10040 v picitarsis Cher (fr)
100 'GDEL10072_S360 GDEL10072 Tersilochus sp. Ceuthorynchus picitarsis Haute-Garonne (fr)
GDEL10079_S367 GDEL10079 Tersilochus sp. Ceuthorynchus picitarsis Cher (fr)
01 100 GDEL10034_8322 GDEL10034 Tersilochus Ceuthorynchus paliidactylus Haute-Garonne (fr)
Ichneumonidae — GoEL10168 8458 GDEL10168 Phradis sp. g Ceu(hoZnnnus xumgﬁus Cote-d'Or (fr) J
100 GDEL10110_8400 GDEL10110 Tersilochus sp. malaise trap Somme (fr)
GDEL10111_8401 GDEL10111 Tersilochus sp. malaise trap Somme (fr)
_0201_S514 JSTR00772_0201 Dryinidae

Figure 16 : Phylogramme des relations entre hyménoptéres parasitoides obtenu par Maximum de Vraisemblance a
partir des génes mitochondriaux (CO1). Les supports des nceuds sont indiqués par les valeurs de bootstrap > 70%.
En vert : variabilité génétique possiblement liée a ’origine géographique.



Hendrich et al. (2015) ont employé des amorces universelles (Folmer et al., 1994) modifiées qui
peuvent avoir amplifié des pseudogénes, porteurs de mutations, pour lesquels ils auraient une
meilleure affinité comparativement aux génes mitochondriaux. La premiére démarche a adopter reste
le retour a 1’observation du voucher, qui est impossible dans ce cas.

Dans I’ensemble, le géne COl est fiable pour la délimitation d’espéces du genre
Ceutorhynchus inféodés au colza, car ces especes ne semblent pas échanger leurs mitochondries. De
plus, la méthode ABGD soutient I’existence de ces différentes espéces (hors-mis le groupe commun
formé de C. obstrictus et C. gallorhenanus pourtant morphologiquement discernables).

1.2.2.1dentification moléculaire des hyménoptéres parasitoides

1.2.2.1.  Contrdle qualité des séquences

176 hyménoptéres parasitoides obtenus dans le cadre du projet COLETOOL ont été séquencés
et 158 séquences complétes du géne CO1 ont été obtenues. Une séquence d’hyménoptére Dryinidae a
été utilisée comme outgroup. Il s’agit aussi d’un parasitoide mais il s’attaque & des groupes trés
différents des charancons du colza (cicadelles).

Suite a I’alignement sous Geneious®, une séquence a di étre retirée (blast pour une amibe)
mais aucune n’a présenté de codons stop. Elles ont donc toutes été conservées pour les inférences
phylogénétiques.

1.2.2.2. Inférence d’arbres phylogénétiques et analyse des séquences

L’arbre obtenu (figure 16) présente a la fois des espéces bien délimitées dont les séquences
peuvent étre validées rapidement et d’autres pour lesquelles la délimitation est trés ambigiie et
nécessite des démarches complémentaires.

Le regroupement des sequences de spécimens du genre Anaphes non identifiés a ’espéce
concordent avec les identifications morphologiques effectuées antérieurement, a savoir la présence de
2 especes différentes du mémes genre (identifiées Anaphes sp. 1 et Anaphes sp. 2). La séquence
GDEL10156_S546 d’Omphale clypealis semble correctement placée alors que la deuxieme,
GDEL10155_S545 figure dans un cluster qui lui est étranger. La vérification du plan de plaque
conduit a déterminer qu’il s’agit d’une contamination étant donnée la proximité des puits d’extraction.
Affranchies de cette erreur, les séquences d’Asprostecetus sp. constituent un groupe homogene. De
méme, les clusters de séquences appartenant a Necremnus hippia, Trichomalus perfectus (validation
de S452 sous ce nom d’espece), Mesopolobus morys, Diospilus capito (apres retrait de la séquence
contaminée JSTR02641_0101_S643) et Diospilus oleraceus constituent des groupes d’espéces bien
délimités. Triaspis caudata, semble présenter une variabilité d’origine géographique, les spécimens de
Meurthe-et-Moselle se trouvant groupés séparément. Un jeu de séquences plus fourni serait nécessaire
pour confirmer cette hypothése (Bergsten et al., 2012).

Les groupes ambigus concernent les 4 séquences de Trichomalus sp. qui forment deux couples
distincts probablement non liés a leur origine géographique. Un retour au voucher serait alors
nécessaire. De méme pour les Tersilochinae (espéces du genre Tersilochus et Phradis) 5 cluster
semblent se dresser méme si la délimitation n’est pas franche. Le groupe de loin le plus important se
constituerait de T. obscurator alors que le suivant, ayant pour héte a priori C. napi pourrait étre une
autre espece. Cependant, cette donnée biologique ne peut pas constituer une preuve infaillible car
I’hote du parasitoide a seulement été déduit de I’organe végétal duquel il provient mais n’a pas été
identifié directement. Un taux d’erreur (9.5%) a d’ailleurs été calculé entre ’espéce de charangon
visée durant la collecte d’échantillons et ’espéce réellement émergente identifiée. La délimitation
d’éventuelles espéces nécessite d’autres approches et le retour au voucher.

Sans procéder a une analyse phylogénique poussée, qui nécessiterait 1’usage de plusieurs
marqueurs moléculaire, la topologie de I’arbre dans son ensemble semble cohérente et les clades sont
bien soutenus.
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Figure 17 : Recadrage du phylogramme des hyménoptéres parasitoides autour des 5 groupes de Tersilochinae.
(géne CO1, inférence par maximum de vraisemblance et bootstrap > 70%)

Tableau 7 : Distances intraspécifiques (diagonale) et interspécifique (sous la diagonale) minimum et maximum,
extraites de la matrice des distances (modele Kimura2-p) calculées pour les Tersilochinae a partir du gene CO1

Nb.
d'ind.

Groupes
d’espéces

Groupe 1

Groupe 2

Groupe 3

Groupe 4

Groupe 5

hotes supposés

ABGD

2

67

Groupe 1
Groupe 2
Groupe 3
Groupe 4

Groupe 5

0,071
0,126-
0,128
0,131-
0,141
0,135-
0,146
0,128-
0,152

0,005

0,108-
0,113

0,095

0,102-
0,117

0,000-
0,006
0,040-
0,045
0,054-
0,073

0,000

0,027-
0,042

0,000-
0,022

piége malaise

Grp. 1

C. pallidactylus

Grp. 2

C. picitarsis

C. napi

C. pallidactylus +
C. picitarsis

Grp. 3
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La superfamille des Chalcidoidea, en haut de I’arbre, se sépare bien des Ichneumonoidea, eux-mémes
divisés en deux familles qui correspondent aux Ichneumonidae et Braconidae. Au sein des
Chalcidoidea la phylogénie des especes n’est cependant pas respectée. Les Eulophidae constituent ici
un groupe polyphylétiques dont certaines espéces forment un clade commun avec des Pteromalidae et
d’autres avec des Mymaridae, alors que c’est un groupe monophylétique bien supporté (Munro et al.,
2011). Les résultats obtenus a partir du géne CO1 montrent ici les limites associées au génome
mitochondrial.

1.2.23.  Délimitation d’espéces chez les Tersilochinae

L’arbre inféré par maximum de vraisemblance semble indiquer la présence de 5 groupes
différents chez les Tersilochinae (figure 17). A contrario, la méthode ABGD n’en souligne que 3,
regroupant en une méme espéce le couple S401/S400, puis une seconde correspondant au couple
S458/S322, alors que la troisieme espéce se constituerait de tous les Tersilochus sp. et T. obscurator
restants (y compris les 5 spécimens semblant liés a I’hote C. napi). La construction d’une matrice des
distances (modele Kimura a 2 paramétres) a permis d’étudier précisément les distances inter- et
intraspéecifiques qui séparent ces especes putatives (tableau 7). Il s’agirait bien de 5 espéces différentes
en raison du non chevauchement des variabilités intraspécifiques et interspécifiques, bien que 3
d’entre elles soient extrémement proches puisque le groupe 4 et le groupe 5 divergent seulement de 2,7
a 4,2%, et les groupes 3 et 4 de 4,0 a 4,5%. Le groupe 1 au contraire présente une variabilité
intraspécifique élevée.

Un retour aux vouchers a aussi été effectué afin de déterminer d’éventuelles différences
morphologiques allant dans le sens de ces résultats. Aubert & Jourdheuil (1958) ont, en particulier,
mis en avant des variations au niveau de I’ornementation des propodeum de 4 especes de Tersilochus.
Les spécimens de la collection Aubert, prétée par le muséum de Lausanne, ont donc été comparés aux
spécimens séquencés. Les 5 groupes d’espéces ont ainsi pu étre déterminés : le groupe 1 correspond a
Phradis morionellus, le groupe 2 a Aneuclis melanaria, le groupe 3 a Tersilochus stenocari, le groupe
4 3 T. fulvipes et le groupe 5 & T. obscurator. C’est notamment 1’apex de 1’ovipositeur, le propodeum
et le nombre d’articles antennaires qui ont permis de les identifier. Les deux spécimens de P.
morionellus montrent une certaine variabilité des caractéres morphologiques expliquant la divergence
observée précédemment. L’utilisation d’autres marqueurs moléculaires, du type nucléaire, aurait pu
permettre d’apporter des preuves supplémentaires a 1’existence de ces 5 espéces.

1.2.2.4. Délimitation d’espéces du genre Trichomalus
A ce stade du projet les spécimens n’ont pas encore été ré-observés et aucune information
supplémentaire ne peut étre fournie. Cependant, la démarche qui va étre suivie pour tenter de séparer
ces espéces est comparable a celle adoptée pour les Tersilochus et va nécessiter le retour aux vouchers
pour appuyer ou réfuter I’hypothése de différentes espéces par I’observation de caractéres
morphologiques discriminants et autres indices biologiques.

1.3. VALIDATION DES SEQUENCES

Chez les Ceutorhynchus du colza, les identifications morphologiques effectuées par des
taxonomistes connaisseurs des groupes concordent a 98% avec les groupes formés sur la base du géne
COL. Ce gene est fiable pour délimiter les espéces de ce groupe. Pour les parasitoides des charangons
du colza, le séquencage du gene CO1 a permis la validation des identifications pour une majorité
d’espéces mais a surtout mis en évidence ’existence de complexes d’espéces tres proches (chez les
Tersilochinae et les Trichomalus sp.). Si I’observation du voucher et I’emploi d’autres méthodes de
délimitations d’espéces ne suffisent pas a déterminer les especes du genre Trichomalus, le séquencage
d’un autre gene (nucléaire) peut permettre d’étayer I’hypothése de ces différentes especes. A ce jour,
la base du projet COLEOTOOL compte 108 séquences de charangons valides et 147 séquences
d’hyménoptéres parasitoides (tableau 8).
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Tableau 8 : Séquences validées composant la base de données de référence du projet COLEOTOOL

Especes

Nombre de séquences

Séquences nouvelles pour

validées I’espéce

Ceutorhynchus obstrictus 32 Non
Ceutorhynchus typhae 5 Non
Ceutorhynchus picitarsis 19 Non
Ceutorhynchus pallidactylus 29 Non
Ceutorhynchus napi 21 Non
Ceutorhynchus assimilis 1 Non
Ceutorhynchus roberti 1 Non
Sous total charangons 108 0
Anaphes sp. 1 3 Non
Anaphes sp. 2 1 Non
Necremnus hippia 3 Oui
Trichomalus perfectus 9 Oui
Mesopolobus morys 15 Oui
Triaspis caudata 19 Oui
Diospilus capito 8 Oui
Diospilus oleraceus 1 Oui
Tersilochus obscurator 67 Oui
Tersilochus fulvipes 5 Oui
Tersilochus stenocari 7 Oui
Aneuclis melanaria 2 Oui
Phradis morionellus 2 Oui
Sous total parasitoides 147 11
Total 255 11 espéces
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11 espéces ne présentaient jusqu’a présent aucune séquence dans les bases de données mondiales.
L’outil d’identification proposé est fiable et robuste par les différentes approches qui ont permis la
validation des espéces et par 1’abondance de séquences qui recouvre les especes les plus communes,
rendant ainsi compte de la variabilité intraspécifique.

1.4. ANALYSE FAUNISTIQUE

Par confrontation des résultats morphologiques aux résultats moléculaires un taux d’erreur de
2% a été calculé chez les charangons du colza. Ce pourcentage est négligeable et nous permet
d’analyser les résultats faunistiques relatif a ce groupe. Dans les échantillons issus d’élevage, C.
obstrictus, C. pallidactylus et C. picitarsis sont les plus abondants (30,6% ; 28,7% ; 28,7% des
charangons récupérés, respectivement). Il s’agit de deux des trois espéces faisant 1’objet de lutte sur
colza dont I’une (C. picitarsis) est connue pour sa résistance aux pyréthrinoides. La troisiéme espéce,
C. napi, représente 10% des charancons présents sur le colza. 70% des charancons collectés menacent
réellement le rendement de la culture, ce qui montre la nécessité de développer des méthodes de lutte
mais informe également que le comptage de larves sans les identifier conduit, dans 3 cas sur 10, a des
interventions chimiques non justifiées. A. coerulescens est peu représenté dans les échantillons
d’¢levage (1%) mais il a été retrouve dans les pieges (piéges malaises, piéges jaunes, fauchage) dans et
en bordure de parcelles, a hauteur de 25%. De méme, C. napi et C. obstrictus ont été capturés
massivement (20% et 47.5% respectivement) ce qui semble révéler un environnement paysager
favorable a leur présence. Connaissant le large panel de Brassicaceae hétes de ces especes, leur gestion
devra tenir compte des éventuelles plantes relais situées aux abords des parcelles. Durant ces trois
années de collecte aucun spécimen de Aulacobaris laticollis et Ceutorhynchus assimilis n’a été
rencontré. Les larves se développent pourtant dans les plantes entre mai et juin et entre décembre et
avril, respectivement (Pilorgé et al., 1997), période qu’ont couvertes les campagnes
d’échantillonnages; ce qui suppose un probleme vis-a-vis des techniques d’échantillonnage pour ces
especes ou qu’elles n’étaient pas présentes dans les parcelles prospectées.

En raison des incohérences entre identifications morphologiques et moléculaires, qui ont
finalement permis de déterminer la présence d’espéces supplémentaires, I’analyse faunistiques des
hyménoptéres parasitoides est uniquement qualitative. De plus les relations hotes/parasitoides
supposées doivent étre considérées avec un taux d’erreur de 9.5% sur le charangon ciblé (étant donné
les incohérences entre 1’espece visée par Terres Inovia lors de la collecte et le taxon émergeant
réellement identifié par le CBGP). Cing espéces de Tersilochinae ont été capturées: Aneuclis
melanaria, Phradis morionellus, Tersilochus obscurator, T. stenocari et T. fulvipes. A. melanaria a
émergé a priori de C. pallidactylus, mais Aubert et Jourdheuil (1958) la décrivent comme une espéce
polyvoltines qui se développe alternativement sur C. assimilis et C. obstrictus. Phradis morionellus,
est parasitoide de Méligéthes mais sa présence est justifiable car il a été capturé au piege Malaise. Les
trois espéces de Tersilochus rencontrées, sont chacune spécifique d’un héte (C. pallidactylus, C.
picitarsis et C. napi). T. fulvipes, le plus grand des Tersilochus du colza, avait déja été observé dans le
bassin parisien comme parasitoide de C. napi en 1956 avec un taux de parasitisme élevé (entre 73 et
95%) (Aubert & Jourdheuil, 1958). Occasionnellement, T. fulvipes parasiterait C. pallidactylus mais
les spécimens émergeants seraient alors de taille plus réduite, s’adaptant a la morphologie de leur hote
(Jourdheuil, 1960). Diospilus capito et D. oleraceus parasitoides polyvoltins s’attaquant a tous les
Ceutorhychus du colza (Williams, 2010), ont été collectés provenant a priori d’hdtes variés.
Necremnus hippia a été obtenu a priori de C. picitarsis, donnée biologique jusqu’ici non démontrée, en
revanche elle est connue comme parasitoide de C. typhae (Gebiola et al., 2015). Deux espéces du
genre Anaphes ont été capturées au pieége Malaise. L’une d’entre elle pourrait &tre Anaphes declinatus
que Jourdheuil (1960) avait décrit comme parasitoide oophage de C. obstrictus.
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Mais aucune vérification des types n’ayant été faite les informations sur cette espéce sont encore
invalides. Mesopolobus morys a priori obtenu de C. obstrictus est en accord avec la bibliographie.
Trichomalus perfectus, pourtant trés étudié¢ car faisant 1’objet d’introduction en lutte biologique
classique contre C. obstrictus (Ferguson et al., 2000), semble étonnamment avoir émergé de C.
pallidactylus. Enfin, Triaspis caudata obtenu de C. picitarsis serait une nouvelle espéce appartenant
au cortége parasitaire des Charangons du colza, car elle n’a jamais été citée auparavant (ni sous un
nom synonyme). A contrario, Microctonus melanopus, seul parasitoide de charangons adultes,
Eupelmus messene, E. vesicularis et Eurytoma curculionum n’ont pas été rencontrés durant les trois
annees de campagne. Omphyale clypealis et Aprostocetus sp. ont été obtenus de cécidomyies et ne
font donc pas parti du cortége associé aux charangons. Ainsi, 10 des 16 espéces parasitoides du colza
déja observées lors des précédentes campagnes ont été identifiées et 1 espece supplémentaire a été
obtenue.

Une analyse plus poussée de ces données permettrait d’évaluer les variations d’abondance et
de richesse spécifique entre les différentes zones géographiques prospectées. De plus, sur la base de
nouvelles collectes, I’outil moléculaire établi devrait permettre de répondre aux questionnements
latents concernant les relations hodtes/parasitoides, et de calculer avec rigueur les taux de parasitisme
associés, tout en tenant compte des variables paysagéres et des pratiques culturales.

2. DEVELOPPEMENT DES OUTILS D’IDENTIFICATION
2.1. CLES D’IDENTIFICATION DIGITALES

2.1.1.CIé d’identification des charancons du colza

Les résultats d’identifications ont conduit & introduire huit espéces dans la clé digitale :
Ceutorhynchus napi, C. pallidactylus, C. assimilis, C. typhae, C. obstrictus (Ceutorhynchinae),
Aulacobaris coerulescens et Melanobaris laticollis (Baridinae). C. typhae a été ajoutée aux 7 espéces
écrites comme nuisibles sur colza car elle s’est trouvée collectée dans les pieges. Bien que sa
nuisibilité soit nulle, il est important qu’elle soit identifiée correctement.

19 caracteres morphologiques ont été utilisés pour séparer ces 8 espéces au stade imaginal
(Annexe 3). lls sont en partie présentés et discutés ci-dessous, des plus généraux aux plus spécifiques.
e Caracteres qualitatifs spécifiques aux Curculionidae : «téte prolongée par un rostre » et

« antennes coudées entre scape et funicule ». Ces caractéres conditionnent 1’accés aux critéres
suivants afin d’éviter de débuter une identification sur des coléoptéres ravageurs du colza
extérieurs aux charangons (méligéthes et altises).

e Caractere quantitatif spécifique aux Curculionidae : « Nombre d’articles au funicule antennaire ».
Ce caractére continu permet de distinguer C. typhae (6 articles) des autres espéces (7 articles)
(Hoffmann, 1954), et en particulier de C. obstrictus avec lequel il partage tous les autres
caracteres.

e Caracteres qualitatifs distinctifs entre Baridinae et Ceutorhynchinae : « Ratio longueur sur largeur
du corps supérieure ou inférieure a 2», « Revétement du corps glabre ou pubescent », « Présence
ou absence de paquets de squamules dans [’angle thoraco-élytral » et « Présence ou absence
d’une épine apicale sur le tibia antérieur ». Le renseignement d’un seul de ces caracteres, suffit a
déterminer s’il s’agit d’un Baridinae ou d’un Ceutorhynchinae, mais les autres caractéres restent

affichés. Si deux d’entre eux sont renseignés de fagons incohérentes, 1’identification ne peut
aboutir.

e Caracteres qualitatifs partagés par certains Baridinae et Ceutorhynchinae: « Corps a reflet
métalliques/brillants ou mats », « Longueur du corps supérieur ou inférieure a 3,5mm », « Ongles
dentés ou simples » et « Tarses roux ou noirs». La longueur du corps des spécimens a été
transformée en un caractére discret par manque de temps mais une mesure exacte de plusieurs
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spécimens serait nécessaire pour établir un caractére continu fiable et précis (Tixier, 2012). Pour
tenir compte de la variabilité pour ce caractere chez C. napi, une nuance a été apportée en notant le
caractére « Longueur inférieure a 3,5mm » comme rarement observée. La couleur des tarses est un
caractére aisément observable et discerne la moitié des espéces mais il a le désavantage de varier
chez des spécimens immatures.

e Caracteres qualitatifs spécifiques aux Ceutorhynchus: « Revétement des élytres appliqué ou
dressé », « Revétement constitué uniquement de soies ou squamules ou d un mélange des deux »,
« Squamules ordonnées en rangées de deux ou non », « Squamules ordonnées en rangées de trois
ou non » et « Tache scutellaire bien marquée ou non». Le revétement élytral rassemble les
caracteres les plus pertinents pour distinguer ces Ceutorhynchus.

Quelques tests effectués aussi bien par des entomologistes que des non entomologistes ont
permis de souligner que : (i) I’outil est efficace et le vocabulaire compréhensible par tous grace aux
illustrations, (ii) faire figurer le nom de 1’espece photographiée serait un plus pour I’identification, (iii)
les spécimens tests ont pu étre identifiés correctement.

Les pistes d’amélioration concernent la mesure des tailles de plusieurs spécimens de chaque
espece afin de mieux appréhender la variabilité intra et interspécifique pour ce caractére et ’ajout de
C. gallorhenanus, especes proche de C. obstrictus, dans 1’éventualité ou il se trouverait piégé sur
colza. Cependant, la clé est utilisable dans 1’état et permettrait & des praticiens terrain, qui disposent
d’une loupe binoculaire, d’identifier facilement les charangons capturés en parcelle de colza.

Une clé d’identification digitale des larves a été envisagée en raison des différences
morphologiques existantes au niveau de leur capsule céphalique. La clé dichotomique des larves
présentées par Alford (2003) se base sur I’écologie de la larve (partie de la plante dont elle se nourrit
durant une période donnée) et la taille du corps, alors que certaines larves sont connues pour partager
une méme niche écologique (Dechert and Ulber, 2004) et leur taille varie selon le stade larvaire. En
revanche, plusieurs auteurs ont mis en évidence des différences de forme de 1’air frontale entre les
Baridinae et les Ceutorhynchinae (Leurin, 1995 ; Joudheuil, 1963) et le nombre et la position des
soies sur la capsule céphalique chez les Ceutorhynchus sont des caractéres pertinents pour leur
différentiations (Doss, 1952 ; Juran et al., 2011). Aucune clé n’a finalement été développée par
manque de spécimens de C. assimilis et M. laticollis et a cause de 1’hétérogénéité des stades larvaires
des spécimens envoyés par Terre Inovia, qui ne permet pas toujours 1’observation deS Soies.
Cependant, I’outil moléculaire est en mesure d’identifier les larves des espéces collectées au cours du
projet.

2.1.2.CIé d’identification des parasitoides de charancons

A ce jour, 18 espéces d’hyménoptéres parasitoides ont été introduites dans la clé digitale :
Aneuclis sp., Phradis sp., Tersilochus obscurator, T. microgaster, T. heterocerus, T. fulvipes, Triaspis
caudata, Diospilus capito, D. oleraceus, Microctonus melanopus, Mesopolobus morys, Trichomalus
perfectus, Stenomalina gracilis, Necremnus hippia, Anaphes sp., Eupelmus vesicularis, E. messene,
Eurytoma curculionum. Du fait de I’obtention tardive des résultats moléculaires, toutes les espéces
identifiées ne figurent pas dans la clé (T. stenocari). De méme, Aneuclis sp. et Phradis sp. n’avaient
pas encore été déterminés a 1’espéce au moment sa conception. T. microgaster, et T. heterocerus sont
des Tersilochus qu’il est important de bien différentier des autres espéces du méme genre car ils sont

parasitoides d’altise et méligéthe, respectivement, et pourraient se trouver piégés également. M.
melanopus, E. vesicularis, E. messene et E. curculionum figurent, d’aprés la bibliographie, dans le
cortége parasitaires des charangons du colza et sont donc intégrés également.

38 caracteres, dont 36 morphologiques et 2 biologiques ont été utilisés pour séparer ces 18
espéces au stade imaginal. Une partie des caractéres est présentée ci-aprés mais les matrices sont
consultables en annexe.
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e Caracteres qualitatifs discriminant les Ichneumonoidea des Chalcidoidea : « Corps a reflets
métaliques ou non », « Scape court et globuleux ou allongé », « Nombre d’articles antennaires
supérieur ou inférieur a 16 », « Antennes coudées ou non entre scape et pédicelle », « Prepectus
présent ou absent sur le mésosoma », « Aile antérieure présentant plus ou moins de 4 cellules
fermées », « Cellule costale de [’aire antérieure présente OU absente », « 1 ou 2 éperons apicaux
sur le mésotibia », « ovipositeur dépassant nettement ou a peine du gaster ». Les caractéres alaires
et antennaires sont trés différentiés entre ces deux superfamilles. Le renseignement de ces
caractéres donne progressivement acces a ceux distinguant les genres et espéces.

e Caracteres qualitatifs discriminant les Ichneumonidae des Braconidae : « Nervure 2m-cu de [’aile
antérieure présente ou absente », « Cellule submarginale 1 et discoidale 1 fusionnées ou
séparées ». Ce dernier présente une exception chez M. melanopus pour qui les cellules sont
fusionnées.

e Caractere quantitatif spécifiques aux Chalcidoidea : « Nombre d’articles au funicule ». La formule
antennaire (nb anelli/nb art. funicule/nb art. clava) se détermine relativement facilement et est
efficace pour discerner les espéces par sa variabilité.

e Caractere discriminant Diospilus capito de D. oleraceus : « Propodéum fortement ou faiblement
aréolé voir lisse ». Le caractére proposé par Ferguson et al. (2010) (ornementation du premier
tergite abdominal) n’a pas fonctionné sur nos spécimens, il s’agit donc d’un caractére nouveau
défini suite a la comparaison des spécimens.

e Caracteres spécifiques a Anaphes sp.: «Taille inférieure & 1mm », « Insertions antennaires
largement séparées », « Front et vertex pourvus de sutures formant un H». Cet ensemble
détermine Anaphes sp. comme une espéce a part facilement identifiable.

e Les caracteres biologiques « Hbtes du parasitoides » et « Stade parasité » sont pertinents chez les
especes trés proches du genre Tersilochus. La distinction entre T. microgaster et T. obscurator se
fait uniquement a partir de son hote, puisque les caractéres proposés par Barari et al. (2005)
(longueur du fourreau de |’ovipositeur comparativement au premier tergite abdominal et
proportion de recouvrement du sternaulus, zone a granulation plus grossiére traversant le
mésopleure) n’ont pas permis de les distinguer correctement.

L’amélioration de cette clé nécessiterait la révision et 1’ajout de quelques caracteres afin
d’intégrer les espéces nouvellement découvertes. En particulier chez les Tersilochinae c’est
I’ornementation de I’apex de 1’ovipositeur et sa longueur qui ont permis de séparer A. melanaria, P.
morionellus, et les 3 espéces de Tersilochus. Sur I’apex de 1’ovipositeur sont visibles, de facon
variable, une dépression ou encoche plus ou moins marquée du c6té ventral et des petites dents fines
du coté ventral. Le nombre d’articles antennaires varie également entre les 3 Tersilochus. Enfin, le
sternaulus, est plus ou moins marqué, voire absent, selon les espéeces. Les précisions morphologiques
effectuées suite aux identifications morphologiques et moléculaires seront donc intégrées a cette clé
polytomique.

2.2. FICHE PEDAGOGIQUES

Sur Athémis, 7 fiches pédagogiques en anglais sont en cours de diffusion pour les charangons,
correspondant aux 7 espéces nuisibles ; et 19 fiches pour les parasitoides, correspondant aux 18
espéces de la clé d’identification (dont Aneuclis melanaria et Phradis morionellus sont présentées a
I’espéce) auxquelles s’ajoute T. stenocari. La consultation s’effectue via le lien
http://arthemisdb.supagro.inra.fr/ (cliquer sur I’onglet Search, puis entrer le nom du taxon, ex.
« Ceutorhynchus picitarsis »). Le lien vers les clés d’identification figurera bientdt sur ces fiches
également.

Sur E-phytia, les informations relatives & 6 especes de charangons sont en cours de mise a jour
(les Ceutorhynchus et A. coerulescens) et accessibles via le lien http://ephytia.inra.fr/fr/Home/index.
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3. PERSPECTIVES

Le projet CASDAR COLEOTOOL devrait bénéficier d’une prolongation sur 6 mois a partir
de décembre 2016. Ce délai supplémentaire va permettre a 1’équipe du CBGP de poursuivre
I’enrichissement de la base de données moléculaires. Le tri des échantillons de piégeage restants sera
nécessaire pour éventuellement récupérer les spécimens non obtenus d’élevage a ce jour (C. assimilis,
M. laticollis, M. melanopus, E. messene, E. vesicularis et E. curculionum). Les quelques séquences de
A. coerulescens obtenues pourrons étre intégrées aux prochaines analyses.

Par un retour aux vouchers, les spécimens de Trichomalus spp. qui semblent appartenir a des
especes distinctes, vont étre ré-observés et compares les uns aux autres pour identifier les caracteres
morphologiques les différenciant. Le séquencage de marqueurs moléculaires autres que le géne
mitochondrial pourrait étre envisage si la distinction est implicite et les espéces cryptiques.

La clé polytomique digitale des parasitoides sera mise a jour afin d’y introduire les caractéres
morphologiques nouvellement observés chez les Tersilochinae et les espéces de Trichomalus spp.
suivant les conclusions établies. Les clichés réalisés sur les charancons du colza, et les fiches
descriptives associées (morphologie, biologie, dégats, ...) pourraient étre réutilisées et permettre le
développement d’une application smartphone de reconnaissance des ravageurs du colza, en
collaboration avec ’'UMR de L’INRA de Bordeaux développeur de ces applications. Les clés
digitales, les fiches pédagogiques et cette application seront destinées aux praticiens terrains pour le
suivi et la détermination de ces ravageurs au champ.

Terres Inovia bénéficiera bient6t d’outils moléculaires adaptés a la génération de données
massives, pour des études a grandes échelles. Le test du protocole de séquencage NGS, assisté du
programme bioinformatique et de la base de séquences de référence, constitue la derniére action du
projet CASDAR. Ainsi Terres Inovia pourra étudier les relations trophiques hotes/parasitoides et
calculer les taux de parasitismes associés. A terme les outils permettront de comparer différents
contextes paysagers et pratiques culturales afin de déterminer les conditions favorables a la régulation
naturelle des charangons du colza par leurs hyménoptéres parasitoides antagonistes.

Conclusion

Les identifications morphologiques des charancons du colza effectués par plusieurs
taxonomistes concordent avec les résultats moléculaires obtenus suite au séquencage du géne CO1. Ce
marqueur fournit des résultats cohérents pour ce groupe d’insectes. Chez les hyménopteres
parasitoides, il a pu mettre en évidence des groupements initialement non identifiés
morphologiquement. Malgré la controverse autour de 1’utilisation de ce géne chez certaines familles, il
s’est révélé fiable pour les deux groupes d’insectes car les différentiations suggérées ont été soutenues
par I’observation de caractéres discriminants. La base de séquences ainsi créée est robuste car elle
repose sur le séquengage de plusieurs spécimens d’origine géographique variées et couvre une part de
la variabilité caractérisant ces especes en France. Par comparaison aux bases de données déja
existantes, elle contient des séquences supplémentaires de charangons du colza pour plusieurs localités
francaises et des séquences de dix espéces d’hyménoptéres parasitoides de charangons qui étaient
jusqu’alors non séquencés ou non valides. Elle permet aussi, contrairement aux bases mondiales,
d’accéder aux vouchers séquencés pour les ré-observer. Les clés digitales polytomiques sont
utilisables par un plus large public. Elles permettent I’identification des espéces sur la base de
caractéres validés, parfois inédits qui sont le consensus des données morphologiques, biologiques et
moléculaires. La mise en place d’outil de diagnostic nécessite an amont un lourd travail de validation,
mais il ouvre a Terres Inovia de nouvelles perspectives avec le traitement d’échantillons issus d’un
large réseau de parcelles pour étudier les variables favorables a la lutte biologique par conservation
contre les charancons du colza en France.
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ANNEXE 1 : STADES VEGETATIFS REPERES CHEZ LE COLZA D’HIVER (Pilorgé et al., 1997) :

o Aest le stade cotylédonaire, seuls les deux cotylédons sont visibles

e B correspond a la formation de la rosette durant I’hiver, il n’y a pas de tiges ni d’entre-
nceud entre les pétioles des feuilles. Les stades intermédiaires B1, B2 [...] B10 font
référence au nombre de feuilles vraies déployées dans la rosette.

e Au printemps, le stade C marque la montaison, ¢’est-a-dire la reprise de la végétation et
’apparition de la tige.

e D caractérise le stade de boutons accolés. Ils sont d’abord recouverts par les feuilles puis
I’inflorescence se dégage. La plante mesure alors plus de 20 cm entre la base de la rosette
et les boutons floraux.

o E fait référence au stade de boutons séparés durant lequel les pédoncules floraux
s’allongent.

e F marque la floraison avec I’ouverture progressive de ’intégralité des fleurs, jaunes, de la
hampe florale.

e G correspond a la période de formation des siliques, de la chute des premiers pétales, en
passant par la croissance des siliques et leur passage du vert au brun, jusqu’a la coloration
des graines qui deviendront noirs a maturité (Alford, 2003).

Selon le systéme BBHC, visant a uniformiser la description des stades de développement, un
stade est atteint lorsque 50% des plantes sont a ce stade (Lancashire et al., 1991).
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ANNEXE 2 : SEQUENCES DE CEUTORHYNCHUS EXTRAITES DE BOLD

(EXTREMITE 5’ DU GENE CO1, 658BP)

Especes

Identifiant séquence

Origine
géographique

Référence

FBCOAO037_10

Germany, North Rhine

. Westphalia
Ceutorhynchus napi Germanv. Baden
GBCOU3562_13 Y (Hendrich et al., 2015)
Wuerttemberg
COLFD448_12 Finland, Savonia (Pentinsaari et al., 2014)
q australis
Ceutorhynchus obstrictus Finland. Savonia
COLFD449 12 australis (Pentinsaari et al., 2014)
COLFE1504 13 Sweden (Pentinsaari et al., 2014)
Ceutorhynchus pallidactylus FBCOA194_10 Germany, Rhlneland (Hendrich et al., 2015)
Palatinate
FBCOB774 10 Germany, Rhmeland
L - Palatinate
Ceutorhynchus picitarsis Germany. Rhineland
FBCOF143_12 Yo (Hendrich et al., 2015)
Palatinate

Ceutorhynchus typhae

COLFB210_12
COLFB209 12

Finland, Aland Islands
Finland, Aland Islands

(Pentinsaari et al., 2014)
(Pentinsaari et al., 2014)

GBCOG703-13

Germany, Rhineland

(Hendrich et al., 2015)

L Palatinate
Ceutorhynchus assimilis Germany. Rhineland
FBCOF142 12 Y. ! (Hendrich et al., 2015)
Palatinate
Ceutorhynchus roberti FBCOAA411_10 Germany, North Rhine
Westphalia

Ceutorhynchus gallorhenanus

COLFF1032-13
LEFIJ1860-13

LEF1J1861-13

LEFIJ1862-13

Finland, Nylandia
Finland, Savonia
australis
Finland, Regio
aboensis
Finland, Regio
aboensis

(Pentinsaari et al., 2014)
(Pentinsaari et al., 2014)

(Pentinsaari et al., 2014)

(Pentinsaari et al., 2014)
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ANNEXE 3: MATRICES DES CARACTERES RENSEIGNEES CHEZ LES CHARANCONS DU COLZA DANS
LUCIDBUILDER®. a. Aulacobaris coerulescens b. Melanobaris laticollis c. Ceutorhynchus picitarsis d. C. napi
e. C. pallidactylus f. C. assimilis g. C. typhae h. C. obstrictus. En vert : caractére rarement observé.

v Téte

Téte prolongée par un rostre
Téte non prolongée par un rostre

v Antennes

v

v

v

Antennes coudées entre scape et funicule
Antennes non coudées entre scape et funicule
Mombre d'articles au funicule antennaire
Corps
¥ Ratio longueurdargeur (Long. : de la base du rostre & 'apex des élytres. Larg. : |a plus large section)
Ratio long/larg inférieur 2 2 (Frome trapue et ovale)
Ratio long/larg supérieur &4 2 (Forme oblong)
v Revétement
Corps glabre
Corps pubescent
w Reflet
Corps a reflets métalliqgues ou brillants
Corps a reflets mats
w Couleur
Corps vert/hleu métallique
Corps noir, gris ou brun
Paquets de sguamules dans I'angle thoraco-élytral
Frésence de paguets de squamules dans l'angle thoraco-glytral
Absence de paquets de squamules dans I'angle thoraco-€lytral
Longueur (de 'extremité de 'abdomen jusqu’au bout du rostre)
Longueur généralement inférieure & 3.5 mm
Longueur généralement supérieure 4 3.5 mm
Pronotum
Pronotom glabre & gros points serrés avec une ligne médiane lisse trés nette
Pronotum glabre & fins points espacés sur le disgue (centre) et plus serrés sur les bords latéraux
Pronotum orné de squamules (poils épaix) a I'avant et & l'arriére du sillon médian
Elytres
w Aspect du revétement
Revétement des élytres appliqué contre le tégument
Revétement des élytres dressé, visible de profil
¥ Revétement constitué d'un mélange de soies (poils fins) et de sguamules (poils épaix en forme d'écaille
Oui, mélange de soies et de squamules
Mon, uniguement des soies OU des squamules
¥ Sguamules (poils épaix en forme d'écaille) blanches ordonnées, 2 rangées par interstries
Oui, squamules en rangées de 2 par interstries
Mon, squamules différemment ordonnées
w Sguamules (poils épaix en forme d'écaille) blanches ordonnées, au moins 3 rangées par interstries
Oui, sguamules en rangées de 3 au minimum par interstries
Mon, Squamules différemment ordonnées
¥ Tache scutellaire bien tranchée (amas de squamules au niveau du scutellum)
Tache scutellaire bien tranchée
Tache scutellaire absente ou non visible
Pattes
v Ongles
Ongles dentés
Ongles simples
w Couleur tarses (pour un specimen mature)
Tarses noirs
Tarses roux
w Surle tibia antérieur, épine apicale dirigée vers lintérieur
Frésence d'une épine apicale dirigée vers l'intérieur sur le tibia antérieur
Absence d'une &pine apicale dirigée vers lintérieur sur le tibia antérieur
w Surle fémur postérieur, fine épine noire sur la face inférieure
Présence d'une épine noire sur le fémur postérieur, parfois cachée sous un amas de sguamules
Absence ou invisibilité de I'épine du fémur postérieur

4

4

alb
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<<
<<
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ANNEXE 4 : MATRICES DES CARACTERES RENSEIGNEES CHEZ LES HYMENOPTERES PARASITOIDES DES
CHARANCONS DU COLZA DANS LUCIDBUILDER®. a. Aneuclis sp. b. Phradis sp. c. Tersilochus
obscurator d. T. microgaster e. T. heterocerus f. T. fulvipes g. Triaspsis caudata h. Diospilus capito i.
D. oleraceus j. Microctonus melanopus k. Mesopolobus morys male I. Mesopolobus morys femelle m.
Trichomalus perfectus n. Stenomalina gracilis 0. Necrmenus hippia p. Anaphes sp. g. Euplemus

vesicularis r. Eupelmus messene s. Eurytoma curculionum.

¥ Corps & reflets métalliques
Dui
MNon
¥ Taille du corps (du sommet de la téte a l'extremité de 'abdomen)
Supérieure a 1 mm
Inférieure & 1 mm
v Antennes
w» Forme du scape
Court et globuleux
Allongé
v Nombre darticles antennaires
Inférieur 3 16
Supérieur 3 16
Mombre d'articles au funicule (chez la femelle)
v Nombre danelli
Dou1
2
3
» Antennes coudées entre scape et pédicelle
Qui
MNon
¥ Insertions antennaires
Largement séparés (proches des yeux)
Etroitement séparés
¥ Taille relative du 2éme article du flagelle antennaire
Plus mince et plus court que le 3&me
Aussi large et plus long gue le 3&me
¥ Forme du flagelle antennaire
Flagelle court et épaissi vers l'apex, avec les flagelloméres transverses (plus larges que longs)
Flagelle allongé etfiliforme, avec les flagelloméres au moins aussi longs que larges
v Téte
w Front et vertex
Pourvus de sutures (formant un H)

Dépourvus de sutures
v Mésosoma

¥ Prepectus (séparant le pronotum de la tegula)
Présent
Absent

¥ Stigmate mésothoracigue
Visible a l'angle du prepectus
Mon visible

¥ Propodeum

w Nombre de carénes médiane en avant de l'aréole
1
2

w» Ornementation du propodéum
Faiblement aréolé, lisse par endroits
Fortement aréolé, granuleux

v Aile antérieure

w Développement de laile
MNormalement développée, membraneuse et dépassant 'apex du métasoma
Réduite a écaille

v Nombre de cellules fermées
Moins de 4
4 ou plus

w Cellule costale
Présente mais ouverte sur I'extérieur
Absente

alblcldle[flg|hifi kI

v

v

Yv

3 5/85/65/6 5
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ANNEXE 4 : SUITE a. Aneuclis sp. b. Phradis sp. c. Tersilochus obscurator d. T. microgaster e. T.
heterocerus f. T. fulvipes g. Triaspsis caudata h. Diospilus capito i. D. oleraceus j. Microctonus
melanopus k. Mesopolobus morys male I. Mesopolobus morys femelle m. Trichomalus perfectus n.
Stenomalina gracilis 0. Necrmenus hippia p. Anaphes sp. q. Euplemus vesicularis r. Eupelmus
messene s. Eurytoma curculionum.

alb[c|d]|e[flg|nh|ifi k| m[no|p|q]r|s]|
¥ Ptérostigma
Présent YiviYIVIYIVIVIVIVV
Absent Vv ivivvY v
w Mervure 2m-cu
Présente (parfois partiellement pigmentée) vivivivivY
Absente viv|v¥| ¥
¥ 2éme cellule submarginale
Présente v v
Absente YivViVVivivY v
w Cellule subdiscoidale
Ouverte v v
Fermée (un pli de 'aile peut donner l'impression d'une légére ouverture) v vV
w Cellule submarginale 1 etdiscoidale 1
Fusionnées vivivi¥ivi¥ v
Séparées v v|v
w Position relative de 2m-cu par rapport & 1r-m (la division des nervures Rs et M)
Basale v
Opposée ou apicale v v v (Vv
v Base de laile
Pourvue d'une ligne de soies oblique dirigée vers l'apex v
Dépourvue d'une telle ligne de soie vivvv Y v
¥ Nervure marginale
Normale viv|vv v
Epaissie (chez le male) v
Aile postérieure
v Forme générale
Mormalement élargie YViVIVIVIVIVIVIVIVIVIVIVIVIV v
Etroite et frangée v

Pattes

Nombre d'articles aux tarses 5 5555555555555 4455£5

w MNombre d'éperons apicaux des mésao tibias
1 v V|V Vv Y YivY
2 ViV IVVV VYV

w Forme de I'éperon apical des méso tibias
Long et fort v v
Fin viviVIiViVY v

w Pilosité de la hanche postérieure
AU moins avec quelgues soies vy vy v
Densément ciliée v v v

Métasoma

w Premier article du métasoma
Aminci en pétiole viviviviviv v v
MNan particuligrement aminci v v|v YV VYV
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ANNEXE 4 : SUITE a. Aneuclis sp. b. Phradis sp. c. Tersilochus obscurator d. T. microgaster e. T.
heterocerus f. T. fulvipes g. Triaspsis caudata h. Diospilus capito i. D. oleraceus j. Microctonus
melanopus k. Mesopolobus morys male |. Mesopolobus morys femelle m. Trichomalus perfectus n.
Stenomalina gracilis 0. Necrmenus hippia p. Anaphes sp. g. Euplemus vesicularis r. Eupelmus
messene s. Eurytoma curculionum.

a|blc|d[e[flg[hlili kI m[njo[p[q|r|s
w Fusion des segments du métasoma
Tous les segments fusionnés, formant une sorte de carapace, mais présentant 2 sillons transverses v
Autre conformation, au moins certains segments séparés YivivViVivV Y (VIVIVIVIVIVIVIVIVIVIVV
w Pilosité a la base du gaster
Peu ou pas ciliée viv| |(VV VIV Vv
Trés densément ciliée v
w Owipositeur
¥ Longueur
Dépassant nettement du gaster YIiviv v VvV ivivv
Dépassant & peine du gaster YivIVIVIVIVIVIVY
v Ornementation de l'apex de l'ovipositeur {Ichneumaonidae, Tersilochinae)
type 1 v v
type 2 v
type 3 v
type 4 v v
w Hate
Aulacobaris coerulescens (Baris des cruciféres)
Ceutorhynchus assimilis (Charangon gallicole) v v|v¥|v v v
Ceutorhynchus napi (Charangon de a tige du colza) v |v v
Ceutorhynchus obstrictus (Charangon des siliques) v YiViVIVIVIVIVIVIVIV| |v
Ceutorhynchus pallidactylus (Charangon de |a tige du chou) v Y| |(V|V|¥
Ceutorhynchus picitarsis (Charangon du bourgean terminal) LA A AR
Melanobaris |aticollis (Baris des cruciféres) v
Meligethes spp. (Méligéthe du calza) Vv v Vv
Psylliodes spp. (Altise des crucifares) v v viv|v
w Stade parasité
Oeut v
Larve et nymphe YIiY VIV IVIVIVIV| [¥YIVI¥IVY| (V¥
Adulte v
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Le colza oléagineux est la grande culture qui consomme le plus d’insecticides en France. Sept
espéces de charangons, présentant une nuisibilité variable, et seize espéces de parasitoides constituent
le cortége associé a cette culture. La lutte biologique par conservation est I’approche durable soutenue
par le projet COLEOTOOL, comme alternative a la lutte chimique devenue inefficace sur certains
ravageurs. La difficulté a identifier les charancons et leurs parasitoides et le manque de données
récentes sur ces relations de parasitismes constitue la problématique a laquelle répondent le CBGP et
Terres Inovia par 1’¢laboration d’outils de diagnostic morphologiques et moléculaires. Les spécimens
collectés en France ont été identifiés morphologiquement et le gene de la cytochrome ¢ oxydase 1
(CO1) du génome mitochondrial a été séquencé pour quelques individus des différentes espéces
obtenues. L’inférence d’arbres phylogéniques par maximum de vraisemblance a permis d’étudier la
congruence des résultats morphologiques et moléculaires. Une base de séquences de référence a ainsi
été créée, contenant 108 séquences de charangons et 145 d’hyménoptéres parasitoides de ces
charancons. 10 de ces especes ne présentaient jusqu’a présent aucune séquence dans les bases de
données mondiales. Des systémes d’identification interactifs ont aussi été congus via le logiciel
LUCID®. Grace a ces outils Terres Inovia est en mesure d’analyser les échantillons issus d’un large
réseau de parcelles pour étudier les variables favorables a la lutte biologique par conservation contre
les charancons du colza en France.

Mots-clés : Colza, charangons, hyménoptéres parasitoides, identification moléculaire, clé digitale

Oilseed rape in France is the arable crop the most treated against pests. Seven species of
weevils (Ceutorhynchus sp., Aulacobaris sp. and Melanobaris sp.) are known to attack oilseed rape
all along its biological cycle, but the expression of their pest potential differs among species. Sixteen
parasitoids contribute to the natural regulation of these pests. Conservation biological control is the
sustainable approach supported by the COLEOTOOL project, as an alternative to the use of
insecticides. Indeed, the rape winter stem weevil (C. picitarsis) already started to develop resistance
to pyrethroids in France. The lack of recent data about host/parasitoids interactions and the difficulty
to identify weevils and their parasitoids constitute the issue that the CBGP and the agronomical
institute Terres Inovia, must solve by the development of molecular and morphological identification
tools. Terres Inovia directed the sampling campaign over nine collection sites in France. The
specimens have been identified by taxonomists at the CBGP, and the cytochrome ¢ oxidase subunit 1
(CQl) of the mitochondrial gene has been sequenced for some of the specimens of the species
identified. Phylogenetic inference, using maximum likelihood, has been employed to delineate
species and study the congruence of morphological and molecular data. Further observations of
vouchers permitted to correct identification errors, even describe new species characters for close
species. The sequences of 108 weevils have been validated. They mostly belong to the four species
the most represented in samplings (C. napi, C. obstrictus, C. pallidactylus et C. picitarsis). 145
sequences of parasitoids hymenoptera have been validated, belonging to 12 different species. Among
them, ten did not present any sequence accessible on global database. A reference collection of
specimen accompanies the sequence database. Tow digital polytomous keys has been created using
LUCID software, dedicated to weevils and their parasitoids. They integrate a larger spectrum of
species and characters newly reviewed. Thanks to these tools Terres Inovia will be able to analyse
samples coming from a large network of plots in France, aiming at studying the favourable factors to
conservation biological control of rape weevils.

Keywords: oilseed rape, weevils, parasitoids, molecular identification, digital key

76




