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Résumé

La lutte biologique a I’aide de champignons entomopathogenes est une des alternatives aux
insecticides de synthese. La these étudie la spécificité, la persistance et la dispersion de

souches du genre Beauveria ainsi que le potentiel d’une stratégie d’utilisation innovante.

A I’aide de tests de pathogénicité, un premier volet décrit le spectre d’hétes physiologique de
trois souches commerciales de B. bassiana et B. hoplocheli. Ces travaux révelent des
différences significatives entre souches. Néanmoins, elles posseédent toutes un large spectre
d’hétes, qui permet notamment d’envisager une extension d’usage pour lutter contre les

mouches des fruits.

Le second volet explore le potentiel d’une stratégie de lutte biologique ciblant spécifiquement
les femelles de la mouche du melon, basée sur I’auto-dissémination de champignons
entomopathogénes en utilisant les males comme vecteurs de spores. A I’aide d’un dispositif
expérimental original, nous démontrons que la transmission de spores des males aux femelles

lors de I’accouplement augmente significativement la mortalité des femelles.

A la Réunion, depuis 30 ans, un programme de lutte contre un ver blanc de la canne a sucre
est basé sur I’utilisation de B. hoplocheli. Le troisieme volet étudie, a I’aide de marqueurs
microsatellites, la diversité génétique de B. hoplocheli dans un réseau de parcelles de canne a
sucre sur trois ans. La diversité genétique se reléve tres faible et nous identifions des
génotypes de souches introduites dans les années 1980. Ces résultats suggerent que les
souches introduites au début de la lutte se sont maintenues et répandues dans I’agro-systéme

réunionnais.

Mots clés : lutte biologique, champignon entomopathogéne, Beauveria, auto-dissémination,
spécificité, persistance, Hoplochelus marginalis, Tephritidae.



Biological control based on entomopathogenic fungi of the genus Beauveria

in tropical area

Abstract

Biological control using entomopathogenic fungi is one of the alternatives to chemical
insecticides. The thesis studies the specificity, persistence and dispersion of Beauveria strains

and the potential of an innovative use strategy.

Using pathogenicity tests, a first chapter describes the host range of three commercial strains
of B. bassiana and B. hoplocheli. These studies reveal significant differences between strains.
Nevertheless, they all have a broad host range, which allows considering extending their use

against fruit flies.

The second chapter explores the potential of a biocontrol strategy specifically targeting
females of the melon fruit fly, based on the auto-dissemination of entomopathogenic fungi
using males as spore vectors. Using an original experimental design, we demonstrate that
spore transmission from male to female during mating significantly increases female

mortality.

In Reunion, for 30 years, a biocontrol program for a sugarcane white grub has been based on
the use of B. hoplocheli. The third chapter investigates the genetic diversity of B. hoplocheli
strains using microsatellite markers in a three years survey in sugarcane fields. We reveal a
very low genetic diversity and identify genotypes of strains introduced in the 1980s. These
results suggest that the strains introduced at the beginning of the biological control persisted

and spread in the Reunion agro-ecosystem.

Keywords: biological control, entomopathogenic fungi, Beauveria, auto-dissemination,

specificity, persistence, Hoplochelus marginalis, Tephritidae.
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Synthése bibliographique

I. Les champignons entomopathogénes, agents de lutte biologique

Il existe différentes définitions de la lutte biologique et du biocontréle. Pour le Ministére de
I’Agriculture, le biocontréle consiste en un ensemble de méthodes de protection des végétaux
par I’utilisation de mécanismes naturels, qui sont: les substances naturelles biocides, les
médiateurs chimiques, les macro-organismes auxiliaires et les micro-organismes (Herth,
2011). Certains auteurs restreignent les termes anglais “biological control” ou “biocontrol” a
I’utilisation d’organismes vivants pour réduire la densité ou I’impact d’un bioagresseur sur
une culture (Eilenberg et al., 2001). Nous utiliserons pour cette definition en francais le terme

de lutte biologique.

1. Utilisation des champignons entomopathogénes en lutte biologique

Les champignons entomopathogenes sont utilisés dans les différentes stratégies de lutte
biologique : la lutte biologique classique, la lutte biologique par inondation, par inoculation

ou par conservation (Eilenberg et al., 2001) (Figure 1).

La lutte biologique classique repose sur I’introduction d’un organisme exotique en vue de son
établissement et du contrdle sur le long terme d’un ravageur (Eilenberg et al., 2001). Ces
stratégies ont surtout été utilisées pour contrdler un ravageur exotique et invasif grace a
I’introduction d’un ennemi naturel de ce ravageur provenant de sa région d’origine (Hajek &
Delalibera, 2010). Un tiers des programmes de lutte biologique classique basés sur des
champignons entomopathogenes antérieurs a 2000 ont résulté en un établissement pérenne
(Hajek & Delalibera, 2010). Plus de 20 espéces de champignons ont été introduites, I’ordre le
plus représenté étant les Hypocreales (Ascomycota) avec au moins 11 espéces et 33
introductions (Hajek et al., 2016). Les champignons de la division des Entomophthoromycota
(ordres Entomophthorales et Neozygitales) sont aussi largement utilisés, avec sept espéces et
18 introductions (Hajek et al., 2016). Les champignons appartenant a ces deux ordres sont de

bons candidats pour ce type d’approches grace a leur spectre d’hétes restreint, leur capacité a



causer des épizooties et leurs spores qui survivent longtemps (Pell et al., 2001). Un exemple
de lutte biologique classique réussi est I’introduction d’Entomophaga maimaiga
(Entomophthorales : Entomophthoraceae) aux Etats-Unis dans les années 1900 pour contrdler
Lymantria dispar (Lepidoptera: Lymantridae), lépidoptére ravageur de nombreuses especes
d’arbres. Ce champignon a causé d’importantes épizooties et s’est bien implanté dans la
région infestée par L. dispar au Nord-Est des Etats-Unis (Hajek et al., 1996). La connaissance
du cycle de vie du champignon et des effets de I’environnement sur sa persistance, sa
reproduction et sa germination sont importantes avant de démarrer un programme de lutte

biologique classique (Hajek & Delalibera, 2010).

La lutte biologique par inoculation est basée sur le lacher d’un agent de lutte biologique dans
le but qu’il se multiplie et contrdle le ravageur pour une longue période, mais pas de fagon
permanente (Eilenberg et al., 2001). La lutte biologique par inondation implique I’application
d’un organisme en quantité suffisante pour permettre le contréle immédiat du ravageur, sans
attente d’infection secondaire (Eilenberg et al., 2001). Dans ce cas, le champignon
entomopathogéne est utilisé de maniére curative comme un insecticide chimique, et le terme
de myco-insecticide est parfois employé. Ces deux approches sont parfois regroupées sous le
terme d’augmentation (Shah & Pell, 2003). Environ 170 produits myco-insecticides ont été
développés, basés sur au moins 12 especes de champignons entomopathogenes (Faria &
Wraight, 2007). Les champignons anamorphes, a reproduction asexuée, de I’ordre des
Hypocreales sont les plus largement utilisés pour ces stratégies, ils sont faciles a produire en
masse car ce sont des pathogénes facultatifs qui peuvent étre cultivés sur milieu artificiel.
Parmi eux, les espéces Metarhizium anisopliae s. |. (Metschnikoff) Sorokin et Beauveria
bassiana (Balsamo) Vuillemin occupent la premiére place, en entrant a elles deux dans la
composition d’environ deux tiers des produits (Faria & Woraight, 2007). Les
entomopathogeénes de I’ordre des Entomophthorales sont plus difficiles a cultiver car ce sont
des pathogenes obligatoires, ils sont donc essentiellement utilisés dans des programmes de
lutte biologique classique ou par conservation (Shah & Pell, 2003). Un exemple de lutte
inondative est I’utilisation de Metarhizium acridum pour lutter contre les criquets en Afrique,
dans le produit Green Muscle (Lomer et al., 2001). Beauveria brongniartii (Saccardo) Petch
est utilisé dans le cadre d’une lutte par inoculation pour contréler le hanneton Melolontha
melolontha L. (Coleoptera: Scarabaeidae) en Europe (Enkerli et al., 2004; Keller, 2000). La
lutte contre H. marginalis a La Réunion avec B. hoplocheli Robene-Soustrade & Nibouche est

mise en ceuvre comme une lutte biologique par inoculation. Le traitement est appliqué au
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moment de la plantation de la canne a sucre, en vue d’un contréle du ravageur sur plusieurs

annees, puis il est appliqué de nouveau a chaque replantation, tous les sept ans en moyenne.

La lutte biologique par conservation n’introduit pas de nouvel organisme mais implique des
modifications des pratiques agronomiques et de I’environnement pour protéger et augmenter
la prévalence d’un ennemi naturel afin de réduire I’'impact du ravageur (Eilenberg et al.,
2001). Cette stratégie nécessite une connaissance approfondie de I’écologie de I’espece
concernée, aussi bien a I’échelle de I’individu qu’a celle de la communauté. Les pratiques
agronomiques pouvant favoriser le développement de champignons entomopathogenes
comprennent I’irrigation pour augmenter I’humidité, la réduction de [I’application de
pesticides, la modification des pratiques de labour ou encore I’aménagement d’habitats semi-
naturels pour abriter des hotes alternatifs (Pell et al., 2010). Par exemple, il a été montré que
le puceron Microlophium carnosum Buckton (Homoptera: Aphididae), qui n’est pas un
ravageur des cultures, peut servir de réservoir de I’entomopathogéne Pandora neoaphidis
Humber (Entomophthorales : Entomophthoraceae) en vue de contaminer des pucerons
ravageurs tels que Acyrthosiphon pisum (Harris) (Ekesi et al., 2005). Le fait de planter des
haies constituées de plusieurs especes en bordure de champs favorise la biodiversité et
pourrait abriter P. neoaphidis si elles contiennent des plantes hdtes de pucerons sensibles a ce

champignon (Pell et al., 2010).
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Figure 1 : Les quatre types de lutte biologique (Roderick & Navajas, 2003)

2. Utilisation commerciale des champignons du genre Beauveria

Les Beauveria spp. font partie des champignons les plus exploités en lutte biologique, avec le
genre Metarhizium. Cela s’explique par leur répartition cosmopolite, leur large spectre d’héte
L’espéce B. bassiana représente a elle seule 33,9 % des 171 myco-insecticides recenses en
2007, quand B. brongniartii est présente dans 4,1 % des produits (Faria & Wraight, 2007).
Beauveria bassiana est utilisé dans le monde pour lutter contre des ravageurs appartenant a

neuf ordres et au moins 38 familles d’insectes ainsi que trois familles d’acariens (Faria &
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Wraight, 2007). En Europe, aux Etats-Unis, au Mexique et au Japon, la souche GHA est
largement utilisée contre des hémipteres comme les aleurodes, les pucerons, les psylles, les
cicadelles et les cochenilles ; des coléopteres dans les familles Curculionidae, Scarabaeidae et
Chrysomelidae ; les thrips ; des orthoptéres comme les criquets (Faria & Wraight, 2007,
Mascarin & Jaronski, 2016). Au Brésil, une autre souche est utilisée contre les ravageurs du
café et des eucalyptus, comme I’aleurode Bemisia tabaci Gennadius ou le scolyte du caféier
Hypothenemus hampei Ferrari (Coleoptera: Curculionidae). Deux autres souches de
B. bassiana ont récemment été homologuées en Europe par I’entreprise Arysta Lifescience.
La souche 1-2960 est utilisee pour lutter contre la pyrale du mais Ostrinia nubilalis (Htbner)
(Lepidoptera: Pyralidae) et contre les ravageurs des palmiers, notamment le papillon
Paysandisia archon Burmeister (Lepidoptera: Castniidae) (Besse et al., 2008). La souche I-
2961 a été homologuée pour un usage contre le charancon du bananier Cosmopolites sordidus
Germar (Coleoptera : Curculionidae) et contre le charancon rouge du palmier Rhynchophorus
ferrugineus Olivier (Coleoptera : Dryophthoridae) (Besse et al., 2013).

Beauveria brongniartii est principalement utilisée pour lutter contre des coléopteres de la
famille des Scarabaeidae en Europe (Faria & Wraight, 2007). Cette espéce est par exemple
commercialisée en Suisse pour un usage contre le hanneton M. melolontha (Enkerli et al.,
2004).

L’espéce B. hoplocheli est utilisée uniqguement a La Réunion dans le produit Betel contre H.

marginalis en culture de canne a sucre (Robéne-Soustrade et al., 2015).

3. Production et formulation

La production et la formulation sont critiques dans le développement d’un agent de lutte
biologique fongique, en particulier si celui-ci est utilisé en contrdle par inondation, ou
inoculation. Le champignon doit dans ce cas étre produit en masse, de facon rentable et avoir
une bonne conservation. La méthode la plus utilisée pour les myco-insecticides a base de
Beauveria et Metarhizium est la production de conidies (Spores asexuées) aériennes sur un
substrat solide (Bartlett & Jaronski 1988; Faria & Wraight 2007). 1l est également possible de
produire des conidies de B. bassiana sous des conditions particuliéres de fermentation liquide
(Thomas et al., 1987). Ces conidies « immergées » sont morphologiquement différentes des
conidies aériennes, au niveau de leur paroi, et elles peuvent étre produites plus rapidement. En
conditions liquides, certains Hypocreales produisent des blastospores. Ces structures qui

ressemblent a des levures sont produites lors de I’infection d’un insecte et colonisent
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I’hémoceele (Inglis et al., 2001). Des formulations commerciales a base de blastospores sont
disponibles, par exemple pour le champignon Cordyceps fumosorosea (= Isaria fumosorosea)
contre les aleurodes (Faria & Wraight, 2007). Ces blastospores germent trés rapidement, ce
qui est un avantage pour I’utilisation comme insecticides de contact (Jackson et al., 2003).
Concernant les formulations, pres de 26% des produits disponibles sont des substrats
colonisés par le champignon, 20% sont des poudres mouillables et 15% des suspensions dans
une huile (Faria & Wraight, 2007). Les formulations de myco-insecticides ont pour role
d’améliorer la stabilité et I’efficacité de I’agent entomopathogene. Par exemple, les
suspensions dans I’huile peuvent allonger la durée de vie du produit, protéger le champignon
des rayons UV (Behle et al., 2009), des hautes températures (de Oliveira et al., 2018) ou
encore des fongicides (Lopes et al., 2011b). Certains adjuvants peuvent aussi améliorer
I’adhérence des conidies sur I’insecte (Barton et al., 2006).

Le choix d’une formulation doit prendre en compte I’environnement et I’écologie de I’insecte
cible (Jackson et al., 2010). Pour lutter contre les insectes du sol, une formulation sur granulés
pourra étre développée pour favoriser la persistance du champignon et son relargage
progressif. Une formulation liquide pulvérisable sera plutét utilisée en cas de traitement par
contact direct sur des insectes aériens, dans les serres par exemple. Dans ce cas, il faudra
produire un grand nombre de conidies ou blastospores, et la formulation pourra inclure une

photoprotection.

4. Meéthodes d’application

Les Hypocreales entomopathogenes sont traditionnellement utilisés dans des stratégies de
contrdle par inondation, comme des insecticides chimiques. Les traitements nécessitent donc
des grandes quantités de propagules, en général des conidies aériennes, qui sont appliquées
directement sur I’insecte cible et son environnement (Mascarin & Jaronski, 2016). Des
applications par pulvérisation sont utilisées contre les insectes aériens et les granulés sont
privilégiés pour les insectes qui vivent dans le sol. Les résultats obtenus avec de telles
approches peuvent étre décevants comparés aux insecticides chimiques. De plus, certains
ravageurs occupent des habitats difficilement accessibles par pulvérisation, comme I’intérieur
des tiges, des fruits ou des bourgeons, la face inférieure des feuilles ou des habitats
souterrains. De nouvelles techniques d’application sont développées pour pallier ces
difficultés, augmenter la précision et la specificité du traitement et réduire les doses

d’inoculum, ce qui permet de diminuer les colts et les risques d’effets indésirables sur des
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especes non-cibles. Par exemple Hajek et al. (2006) ont développé une stratégie qui consiste a
placer sur le chemin des coléopteres Anoplophora glabripennis (Coleoptera: Cerambycidae),
ravageurs des feuillus, des bandes imprégnées de conidies d’entomopathogénes autour des
troncs d’arbres, afin que les insectes se contaminent d’eux-mémes avant de se reproduire. Une
autre approche originale appelée I’entomovection consiste a utiliser des insectes pollinisateurs
pour apporter I’agent pathogene directement sur les plantes hétes de I’insecte (Mommaerts &
Smagghe, 2011). Cette méthode implique de concevoir des systemes de distribution placés a
la sortie des ruches, qui déposent sur I’insecte vecteur une formulation adaptée du
champignon. Des essais menés avec des abeilles (Apis mellifera L.) et des bourdons (Bombus
spp.) (Hymenoptera : Apidae) comme vecteurs ont montré que les champignons B. bassiana
et M. anisopliae s. . n’avaient pas d’effet négatif sur leur longévité (Kapongo et al., 2008;
Shipp et al., 2012), méme si des risques existent (Hokkanen et al., 2003). Cette technique a
été testée contre des ravageurs du colza (Al-mazra‘awi et al., 2006a; Butt et al., 1998) et dans
les serres contre des thrips, aleurodes et pucerons (Al-mazra'awi et al., 2006b; Kapongo et al.,
2008).

Une autre stratégie largement étudiée consiste & manipuler le comportement de I’insecte cible
pour I’attirer vers un dispositif d’auto-inoculation contenant le champignon entomopathogéne,
depuis lequel I’insecte pourra aller disséminer le pathogéne parmi la population. On appelle
cette stratégie I’auto-dissémination (Vega et al., 2007). Elle a plusieurs avantages : la quantite
d’inoculum requise est réduite, ce qui réduit les colts et I'impact environnemental ;
I’utilisation d’attractifs spécifiques a I’insecte cible, comme des phéromones sexuelles,
permet de réduire les risques d’effets sur les insectes non-cibles ; le champignon est protégé
des aléas climatiques, et notamment des rayons UV, dans le dispositif d’auto-inoculation.
Cette stratégie d’auto-dissémination a été développée et testée pour un certain nombre
d’insectes ravageurs ou vecteurs de maladie, en utilisant principalement des spores de B.
bassiana ou de M. anisopliae s. I. On peut citer par exemple chez les dipteres, la mouche
domestique Musca domestica L. (Renn et al., 1999), plusieurs especes de mouches des fruits
de la famille des Tephritidae (Navarro-Llopis et al., 2015; Thaochan & Ngampongsai, 2015),
les mouches tsé-tsé Glossina spp. (Maniania, 2002) ; chez les coléoptéres H. hampei (Mota et
al., 2017), le scarabee japonais Popillia japonica Newman (Klein & Lacey, 1999) et le
charancon du bananier C. sordidus (Lopes et al., 2014b) ; chez les hémiptéres le psylle
Diaphorina citri Kuwayama (Avery et al., 2009) ; chez les Iépidopteres la teigne des fruits
secs Plodia interpunctella (Hubner) (Baxter et al., 2008) et la teigne des cruciferes Plutella

xylostella L. avec Zoophthora radicans (Entomophthorales) (Furlong et al., 1995). Il y a en
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revanche peu de démonstrations de I’efficacité de la méthode en conditions réelles pour le
contréle durable de la cible. Lors du développement d’une stratégie d’auto-dissémination, il
est important de verifier que la transmission horizontale, c’est-a-dire entre individus de
I’espéce cible, est un bon moyen de disséminer le champignon (Baker et al., 2017; Kreutz et
al., 2004; Lopes et al., 2011a; Quesada-Moraga et al., 2008).

II. Les Beauveria dans la taxonomie, phylogénie et évolution des

champignons entomopathogenes

1. Evolution et classification des champignons entomopathogénes

Les champignons entomopathogénes sont des microorganismes capables d’utiliser des
arthropodes vivants comme principale source de nutriments. La pathogénicité envers les
insectes est un exemple d’évolution convergente, elle est apparue indépendamment a
plusieurs reprises dans plusieurs lignées évolutives de champignons (Humber, 2008). La plus
ancienne preuve d’infection d’un insecte par un champignon provient d’un fossile préservée
dans I’ambre, daté du Crétace inférieur (100-140 millions d’années) (Sung et al., 2008). Il
s’agit d’une cochenille parasitée par un champignon de type Ophiocordyceps. Plus de mille
especes actuelles de champignons sont connues comme pathogenes pour les insectes (étant
capables d’infecter et de tuer des insectes), réparties dans une centaine de genres (Roberts &
Humber, 1981). On retrouve des champignons entomopathogénes dans cing embranchements
du régne des Mycota : Blastocladiomycota, Microsporidia, Basidiomycota, Ascomycota, et
Entomophthoromycota. Les entomopathogenes sont les plus représentés dans trois groupes
majeurs : le sous-embranchement des Entomophthoromycotina et deux ordres d’Ascomycota,

les Hypocreales et les Onygenales (genre Ascosphaera) (Boomsma et al., 2014).

La classification des champignons a longtemps été basée sur des critéres morphologiques.
Depuis le developpement des outils moléculaires, cette classification a beaucoup évolué. Par
exemple, on classait auparavant avant les formes asexuées, anamorphes, dans un groupe
séparé, les Deutéromycétes. Ces formes ont depuis pu étre associées a des especes sexuées,
notamment au sein des Ascomycetes, tout en conservant les deux noms. A la suite de la
décision prise au XVIlle Congrés international de botanique de Melbourne en 2011, le
systeme de double nomenclature a été abandonné, au profit de la régle "One fungus = One
name" (un champignon = un nom) (Hawksworth, 2011).
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Les methodes moléculaires permettent d’étudier les relations phylogénétiques et de définir les
especes de champignons non distinguables morphologiquement. Ces méthodes reposent sur la
comparaison de séquences d’ADN. La séquence de I’espaceur interne transcrit (ITS), une
région de I’ADN ribosomique nucléaire, est I’une des séquences les plus utilisées pour
I’identification et la taxonomie moléculaire des champignons. Elle est employée comme code-
barre universel (Schoch et al., 2012). La région ITS posséde de nombreux avantages, parmi
lesquels on peut citer sa grande variabilité au niveau interspécifique et faible variabilité au
niveau intraspécifique, la facilité a I’amplifier chez tous les champignons avec des amorces
universelles ainsi que les importantes bases de données disponibles (Kdljalg et al., 2013;
Nilsson et al., 2012; Schoch et al., 2012). En revanche, I’utilisation de la région ITS comme
seul marqueur n’est pas toujours suffisante pour établir les relations phylogénétiques et pour
séparer des espéces trés proches (Dupuis et al., 2012; Rehner & Buckley, 2005). Les études
phylogénétiques les plus récentes se basent sur la combinaison de séquences de plusieurs
zones du génome, comme celles de I’ITS, de la région intergénique Bloc, ainsi que des genes
codant pour la petite et la grande sous-unité de I’ARNT, le facteur d’élongation 1-alpha (EF1-
a) et les sous-unités RPB1 et RPB2 de I’ARN polymérase Il (Hibbett et al., 2007; Rehner et
al., 2011; Sung et al., 2007).

2. Entomopathogénicité dans I’ordre des Hypocreales

L’ordre des Hypocreales est celui qui contient le plus grand nombre et la plus grande diversité
d’especes pathogenes des arthropodes (Humber, 2008). Parmi les huit familles qui le
composent, trois regroupent la grande majorité des especes entomopathogéenes : les familles
des Clavicipitaceae, des Cordycipitaceae et des Ophiocordycipitaceae (Spatafora et al., 2007,
Sung et al., 2007). Ces trois familles ont été décrites par Sung et al. (2007), dont I’étude de
phylogénie moléculaire a aussi montré la polyphylie du genre Cordyceps. La famille des
Clavicipitaceae contient principalement des especes phytopathogenes, mais aussi un genre
entomopathogéne d’importance majeur en lutte biologique, Metarhizium (Kepler et al., 2014;
Spatafora et al., 2007). La famille des Cordycipitaceae regroupe surtout des especes et genres
pathogenes des insectes, dont Cordyceps Fr. (syn. Isaria Pers.), Beauveria et Akanthomyces
Lebert (syn. Lecanicillium W. Gams & Zare) qui sont largement utilisés en lutte biologique
(Kepler et al., 2017). La famille des Ophiocordycipitaceae contient de nombreuses espéces
entomopathogeénes, en particulier dans les genres Ophiocordyceps Petch et Purpureocillium
Luangsa-ard et al. (Quandt et al., 2014). L’espece la plus connue et la plus étudiee de cette

famille est O. sinensis, en raison de son importance économique, médicinale et culturelle en
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Asie (Shrestha et al., 2010). Il apparait que les entomopathogénes ne forment pas un groupe
monophylétique au sein des Hypocreales et que de multiples sauts d’hoétes inter-regnes
(champignons-plantes-animaux) ont eu lieu au cours de I’évolution (Spatafora et al., 2007)
(Figure 2).
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Figure 2 : Arbre phylogénétique des Hypocreales montrant les sauts d’hotes inter-régnes. La couleur
des branches correspond a la reconstruction de I’état ancestral du caractére association d’hote. Noir :
ambigu ; bleu : champignon ; vert : plante ; rouge : animal (Vega et al., 2009 ; d’apres Spatafora et al.,
2007).

3. Legenre Beauveria

Beauveria est I’un des genres les plus connus de champignons entomopathogénes, en raison
de son utilisation de longue date comme agent de lutte biologique ainsi que de son réle dans
le développement de la théorie microbienne. En 1834, Agostino Bassi fut le premier a
démontrer qu’une maladie, la muscardine blanche des vers a soie, était causée par un agent

vivant pathogene (Porter, 1973). Cet agent fut par la suite décrit comme I’espéce type du
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genre Beauveria. L’espece fut nommeée dans un premier temps Botrytis bassiana par
Balsamo-Crivelli en 1835 en I’honneur de Bassi (Rehner & Buckley, 2005). Le genre
Beauveria fut formellement décrit par Vuillemin (Vuillemin, 1912) a la suite des travaux de
Beauverie.

Beauveria fut longtemps considéré comme un genre exclusivement constitué d’especes
anamorphes, sans cycle sexué connu. Ce genre était placé dans la division des
Deuteromycetes, ou champignons imparfaits. Le développement d’outils moléculaires a
permis de relier les especes B. bassiana, B. brongniartii et B. sungii & des formes sexuées, ou
téléomorphes, du genre Cordyceps (Li et al., 2001; Shimazu et al., 1988; Shrestha et al.,
2014). Des analyses phylogénétiques ont confirmé la monophylie du genre Beauveria et sa
classification dans I’ordre des Hypocreales et la famille des Cordycipitaceae (Rehner &
Buckley, 2005; Rehner et al., 2011; Sung et al., 2007). Les formes téléomorphes n’ont été que
tres rarement observées, majoritairement en Asie, et les populations de Beauveria sont
géneralement clonales (Bidochka et al., 2002).

Les anamorphes du genre Beauveria sont caractérises morphologiquement par un mycélium
septé hyalin qui se ramifie en conidiophores hyalins portant des cellules conidiogénes
globuleuses ou en forme de bouteille. Ces cellules conidiogénes se prolongent pour produire
une structure en zig-zag appelée rachis sur laquelle se développent des conidies en succession
sympodiale. La description des espéces de Beauveria a longtemps été basée uniquement sur
des traits morphologiques, en particulier sur la taille et la forme des conidies. Elles sont
hyalines, ont des parois lisses, une taille variable (1,5 a 5,5um) et des formes variables,
globulaire, réniforme ou encore cylindrique (Rehner et al., 2011). Les formes teléomorphes
de Beauveria (=Cordyceps) sont trés différentes morphologiquement des anamorphes. Elles
produisent des structures reproductives particuliéres appelées stromas, de couleur jaune-
orangée, qui contiennent les périthéces dans lesquels les asques sont formés (Sung et al.,
2006). Les asques renferment les spores sexuées, ou ascospores.

En 2005, une analyse phylogénétique a été realisee par Rehner et Buckley sur 86 isolats de
Beauveria spp. présentant une diversité importante en termes d’habitats, d’origines
géographiques et d’hétes, en combinant les séquences d’ITS et d’EF1-a. Cette étude a montré
que certaines espéces de Beauveria définies morphologiquement étaient en réalité constituées
d’especes  cryptiques, ne difféerant pas morphologiquement mais  éloignées
phylogénétiquement (Rehner & Buckley, 2005). Les auteurs ont pu définir cing espéces et
prouver la non-monophylie de I’espéce désignée alors comme B. bassiana (Rehner &

Buckley, 2005). La séquence de la région intergénique Bloc a ensuite été spécifiqguement
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utilisee pour étudier plus finement les relations phylogénétiques dans le genre Beauveria, en
particulier au sein du complexe d’especes B. bassiana s. |. (Rehner et al., 2006). En 2011, une
étude multigénique combinant les séquences de la région intergénique Bloc et des genes EF1-
a, RPB1 et RPB2, a établi 12 especes de Beauveria, en séparant notamment B. bassiana et B.
pseudobassiana (Rehner et al., 2011). Cing autres espéces ont été décrites de 2011 a 2016
(Agrawal et al., 2014; Chen et al., 2013; Imoulan et al., 2016; Robene-Soustrade et al., 2015;
Zhang et al., 2012). 1l a notamment été montré que les souches de Beauveria isolées sur
Hoplochelus marginalis (Fairmaire) (Coleoptera : Melolonthidae) a La Réunion et a
Madagascar n’appartenaient pas a I’espece B. brongniartii comme considéré jusqu’alors, mais
a une nouvelle espéce appelée B. hoplocheli (Robene-Soustrade et al., 2015) (Figure 3). Pour
se conformer a la nouvelle régle "One fungus = One name", le genre Beauveria a été
formellement séparé du genre Cordyceps et les téléomorphes ont pris le nom de Beauveria
(Kepler et al., 2017). Pour certaines espéces, les deux formes sont connues, anamorphe et
téléomorphe. C’est le cas par exemple de B. bassiana et B. brongniartii (Li et al., 2001,
Shimazu et al., 1988). Pour d’autres, seule la forme anamorphe a été observée, comme c’est le
cas pour B. hoplocheli (Robéne-Soustrade et al., 2015). La forme téléomorphe est a ce jour la

seule décrite pour certaines espéces, comme B. blattidicola (Kepler et al., 2017).
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Figure 3 : Arbre phylogénétique de 14 espéces du genre Beauveria, montrant la position des souches

de B. hoplocheli isolées d’Hoplochelus marginalis (Robéne-Soustrade et al., 2015).

Le génome de B. bassiana a été sequencé (Xiao et al., 2012), ainsi que ceux d’autres
Hypocreales entomopathogénes comme Cordyceps militaris (Zheng et al., 2011), M. robertsii
et M. acridum (Gao et al.,, 2011), M. anisopliae (Pattemore et al., 2014) et d’autres
Metarhizium (Hu et al., 2014). L’étude de ces génomes permet de mieux comprendre les
mécanismes et I’évolution de la pathogénicité chez ces champignons. La taille du génome de
B. bassiana est de 33,7 Mb et il contiendrait 10 366 genes. Il a plus de similarité avec le
génome de Cordyceps militaris qu’avec celui de M. robertsii. Les quatre ascomycetes
entomopathogénes dont le génome est séquencé ont une proportion de leur génome dévouée
aux protéines sécrétées de deux a trois fois plus importante que les autres ascomycetes, y

compris les phytopathogénes (Xiao et al., 2012).
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4. Biologie des Beauveria spp.

La Figure 4 résume ce que l’on connait du cycle biologique des champignons
entomopathogénes de I’ordre des Hypocreales, dont les Beauveria spp. (Boomsma et al.,
2014). Les conidies haploides produites sur le corps de I’insecte hote aprés sa mort (1) sont
disseminées passivement dans I’environnement pour infecter de nouveaux hétes (Bonito et
al., 2014). Rarement, des structures de reproduction sexuée, les stromas, sont produites sur un
hote (3). Elles produisent des ascospores aprés méiose, qui vont infecter d’autres hotes (4).
Les conidies de certaines espéces sont capables d’infecter des tissus vegétaux (5) et de
coloniser une plante pour s’établir comme endophyte (6). Les conidies présentes dans le sol
peuvent coloniser les racines des plantes (7) et se maintenir dans la rhizosphére (8). Des
études complémentaires sont necessaires pour confirmer si les propagules fongiques produites
dans la rhizosphére ou dans les tissus végétaux peuvent infecter les insectes phytophages (9)
(10).
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Figure 4 : Cycle biologique général des Hypocreales (Boomsma et al., 2014).
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III.  Cycle infectieux et interactions hote-pathogene des Hypocreales

Dans ce manuscrit, nous utiliserons les définitions les plus communément admises dans le
domaine de la pathologie des invertébrés pour les termes de pathogénicité et de virulence
(Onstad et al., 2006; Shapiro-llan et al., 2005). La pathogénicité d’un organisme est définie
comme sa capacité a causer une pathologie a un héte. La virulence correspond quant a elle a

I’intensité de la pathologie causée, ¢’est une notion quantitative qui peut étre mesurée.

1. Mécanismes de I’infection

Les mecanismes moléculaires en jeu lors de I’infection ont été largement étudiés chez
Beauveria bassiana et Metarhizium spp., qui sont les organismes modeles pour I’étude du
processus d’infection des champignons entomopathogenes (Butt et al., 2016). Les
champignons entomopathogenes se distinguent des autres agents pathogénes des insectes car
ils sont capables d’infecter leur héte en traversant la cuticule, sans avoir besoin d’étre ingéres
(Clarkson & Charnley, 1996). L’infection peut étre initiée a n’importe quel endroit sur la
cuticule de I’hdte, méme si des sites préférentiels d’infection ont été observés pour de
nombreux insectes, la ou la cuticule est moins sclérotisée (appendices buccaux, anus).
L’infection par un champignon entomopathogéne fait intervenir des étapes successives qui
conduisent a la mort de I’insecte : I’adhésion des conidies a la cuticule, la germination, la
différenciation des structures infectieuses, la pénétration, la colonisation de I’hémoceele par

des blastospores et la sporulation sur le cadavre mycosé (Figure 5).
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Figure 5 : Cycle infectieux de Beauveria bassiana chez I’insecte. Les fleches indiquent la direction de

la croissance du champignon (Valero-Jiménez et al., 2016).

a. Adhésion

La cuticule des insectes constitue la premiere et principale barriére a I’infection. Elle est
constituée de plusieurs couches qui ont des compositions différentes. En simplifiant, on peut
distinguer I’épicuticule, composée de cuticuline (lipoprotéines tannées) et recouverte d’une
couche lipidique imperméable riche en hydrocarbures, acides gras et cérides. La procuticule
est principalement constituée de chitine et de protéines sclérotisées (Andersen, 1979).

L’adhésion des conidies de Beauveria bassiana sur la cuticule des insectes est contr6lée par la
transcription de genes spécifiques et par des interactions non-spécifiques, principalement des
forces hydrophobes et électrostatiques (Boucias & Pendland, 1991). Les conidies de
B. bassiana et Metarhizium spp. sont recouvertes d’une couche a batonnets constituée
d’hydrophobines, des protéines qui contribuent a rendre les spores hydrophobes. Ceci facilite
leur adhésion passive par liaisons hydrophobes a la couche lipidique externe de I’épicuticule
(Pedrini et al., 2007). Chez B. bassiana, deux hydrophobines, Hydl et Hyd2, ont été
caractérisées (Zhang et al., 2011). Les deux protéines jouent un role dans I’adhésion des
conidies, mais seule I’absence de Hydl provoque une diminution de la virulence. La forte
adhesion des conidies a la cuticule est également permise par la sécrétion d’un mucilage qui
interagit avec les protéines du tégument de I’insecte (Boucias & Pendland, 1991). L’adhésine

MAD1 facilite I’adhésion de M. anisopliae s.s. a la cuticule des arthropodes, et est liée a sa
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virulence, alors que MAD2 lui permet d’adhérer aux plantes (Gao et al., 2011; Wang & St
Leger, 2007).

Les interactions a la surface de la cuticule peuvent influencer la capacité du pathogéne a
infecter un hote. Par exemple, les conidies de M. anisopliae n’adhérent pas fermement a la
cuticule des larves aquatiques du moustique Aedes aegypti Diptera : Culicidae), les forces
d’adheésion étant beaucoup plus faibles qu’avec la cuticule d’insectes terrestres (Greenfield et
al., 2014). Une hypothese expliquant ce phénomene pourrait étre I’absence d’hydrocarbures a
longues chaines, qui sont une source de nutriments nécessaire a la germination et donc a

I’adhésion ferme des conidies sur la cuticule (Greenfield et al., 2014).

b. Germination et différenciation

La germination des conidies dépend des conditions environnementales, notamment la
température et I’humidité (Butt et al., 1995). Une source de carbone est nécessaire pour la
germination des conidies, ainsi gqu’une source d’azote pour la croissance des structures
infectieuses (Smith & Grula, 1981). Le champignon est capable d’hydrolyser la chitine,
certains acides gras, des hydrocarbures cuticulaires ou encore différents lipides cuticulaires
(Pedrini et al., 2007).

La germination aboutit, chez Metarhizium spp. et chez certaines souches de B. bassiana, a la
formation d’un appressorium, une structure spécifique a I’infection. Cet appressorium évolue

ensuite en hyphe, qui pénétre la cuticule (St. Leger et al., 1989).

c. Pénétration
La pénétration des hyphes fongiques a travers la cuticule est rendue possible par la production
d’une diversité d’enzymes, parmi lesquelles des protéases, des estérases, des chitinases, des
lipases et des N-acétylglucosaminidases (St. Leger, 1993). La quantité et la diversité des
génes codant pour des protéases et des chitinases présents dans le génome des champignons
entomopathogenes soulignent I’importance de ces enzymes dans le processus d’infection
(Ortiz-Urquiza & Keyhani, 2013). Des analyses transcriptomiques ont montré que
Metarhizium spp. exprime un large spectre de protéases au moment de la pénétration (Gao et
al., 2011), tout comme B. bassiana (Xiao et al., 2012). Chez M. anisopliae, les deux
principales protéases sont Prl, une chymoélastase, et Pr2, une trypsine (St. Leger et al.,
1987). Prl est sécrétée en grande quantité pendant la pénétration, par les appressoria en
surface de la cuticule et par les hyphes qui pénetrent la cuticule. Prl est d’abord localisée a

proximité immédiate des structures fongiques, puis la protéase diffuse a travers la cuticule
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pendant I’infection (Goettel et al., 1989). C’est un facteur de virulence important chez
M. anisopliae (St. Leger et al., 1988) et chez B. bassiana (Bidochka & Khachatourians,
1990).

d. Colonisation et dissémination

Une fois que le champignon a atteint I’hémocoele, il se multiplie sous forme de structures
levuriformes, les blastospores. Les champignons du genre Metarhizium produisent une
protéine de type collagéne, Mcll, qui forme une couche protectrice autour des cellules
fongiques pour empécher leur encapsulation ou phagocytose par les cellules immunitaires de
I’h6te (Wang & Leger, 2006). Beauveria et Metarhizium produisent également des
métabolites secondaires toxiques pour I’insecte, tels que la beauvericine (Wang & Xu, 2012),
I’0osporéine (Strasser et al., 2000) et les destruxines (Kershaw et al., 1999), qui affaiblissent
la réponse immunitaire de I’h6te et permettent aux blastospores de proliférer dans
I’hémolymphe. L’infection par le champignon entraine la mort de I’insecte en quelques jours
par une combinaison de déplétion de nutriments et de toxicose. Des hyphes fongiques
colonisent entiérement le corps de I’hote, le déshydratent et le momifient, puis ils émergent de
I’insecte et produisent des conidies a la surface. Les conidies des Hypocreales sont
disséminées passivement, principalement sous I’action du vent et de la pluie. Leur contact
avec de nouveaux hotes potentiels dépend notamment de leur présence dans le sol ou sur la
surface des feuilles, ou les insectes recherchent de la nourriture. Les formes téléomorphes des
Hypocreales produisent sur I’insecte des stromas contenant des asques qui renferment des
spores sexuées. La production de ces spores nécessite, chez les especes hétérothalliques, une
infection par des mycéliums de mating-types (ou polarité) différents (Boomsma et al., 2014).
Les téléomorphes de type Cordyceps produisent des stromas trés remarquables, de couleur
jaune-orangée (Sung et al., 2006).

2. Réponse immunitaire de I’h6te a I’infection

Au cours de leur evolution, les insectes ont développé différents mécanismes de défense pour
éviter I’infection par des micro-organismes pathogeénes. La mouche des fruits Drosophila
melanogaster (Diptera : Drosophilidae) est I’organisme modele pour I’étude de I'immunité
innée des insectes et des interactions héte-pathogéne (Lemaitre & Hoffmann, 2007). Les
défenses immunitaires de D. melanogaster sont basées sur deux mécanismes principaux :

I’immunité cellulaire et I’immunité humorale. L immunité cellulaire est une réponse rapide a
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I’infection, elle repose sur des cellules sanguines, les hémocytes, présentes dans I’hnémocoele
de Iinsecte. Il existe trois types d’hémocytes chez Drosophila : les plasmatocytes jouent le
role de phagocytes, les cellules a cristaux sont impliquées dans les réactions de mélanisation
(dépdt de mélanine sur les cellules pathogénes pour les immobiliser et les tuer) et les
lamellocytes permettent les réactions d’encapsulation des micro-organismes pathogeénes
(Evans & Banerjee, 2003). L’immunité humorale correspond a une réponse plus tardive, au
cours des heures suivant une infection systémique. La réponse aux champignons
entomopathogénes et aux bactéries Gram+ est contrélée par la voie de signalisation Toll, qui
induit la production de peptides antifongiques, tels que la drosomycine chez Drosophila
melanogaster (Lemaitre & Hoffmann, 2007). Les mutants de la voie de signalisation Toll sont
plus sensibles a I’infection par B. bassiana et M. anisopliae (Lemaitre et al., 1997). De plus,
I’infection par un champignon induit la production de drosomycine, mais pas de peptide
antibactérien (Lemaitre et al., 1997), il existe donc des mécanismes de reconnaissance
spécifiques. La protéine GNBP3 de Drosophila est un récepteur de reconnaissance de motifs
moléculaires (PRR) dédié a la reconnaissance des champignons (Gottar et al., 2006). Le
systeme immunitaire inné peut aussi détecter la protéase Prl des champignons
entomopathogénes, qui déclenche la voie de signalisation Toll par I’intermeédiaire de la

protéase Persephone qui est activée par Prl par protéolyse (Gottar et al., 2006).

Les champignons entomopathogénes ont développé des mécanismes puissants d’infection et
de contournement des défenses de leurs hétes au cours de leur évolution (Lu & St. Leger,
2016). L oosporéine, une bibenzoquinone produite notamment par B. bassiana, contribue a la
virulence du champignon en inhibant la réponse immunitaire de 1’hote (Feng et al., 2015). Les
destruxines de Metarhizium interférent avec I’expression des genes codant pour les peptides
antifongiques (Pal et al., 2007). Certaines souches de Beauveria et de Metarhizium ont
développé une résistance a la drosomycine (Lu et al., 2015).

La défense la plus efficace de I’h6te pourrait reposer sur les comportements d’évitement (de
Roode & Leféevre, 2012). Certains insectes peuvent détecter les pathogénes, comme
Anthocoris nemorum (Heteroptera: Anthocoridae) qui évite de se nourrir et de déposer ses
ceufs sur des plantes inoculées avec des conidies de B. bassiana (Meyling & Pell, 2006). Des
comportements de nettoyage (« grooming ») ont été observés chez plusieurs insectes, comme
chez les fourmis qui nettoient d’autres membres de leur colonie (Zhukovskaya et al., 2013).
Bos et al. (2015) ont montré que des fourmis choisissaient de consommer des substances

nocives (dérivé réactif de I’oxygene) seulement lorsqu’elles étaient exposeées a un
21



champignon entomopathogene. Ces substances, nocives pour les fourmis saines, permettaient
une meilleure survie des fourmis exposées au pathogene. Les abeilles sont capables de
détecter et de retirer du nid des larves infectées par le champignon Ascosphaera apis
(Onygenales : Ascosphaeraceae) (Swanson et al., 2009). Les communautés microbiennes
présentes sur la cuticule peuvent également intervenir dans I’immunité de I’insecte. Certaines
bactéries isolées de la cuticule de Delphacoes kuscheli (Hemiptera: Cicadellidae) et Dalbulus

maidis (Hemiptera: Delphacidae) inhibent la germination de B. bassiana (Toledo et al., 2011).

3. Spectre d’hotes

Le spectre d’hotes d’une espece ou d’une souche de champignon entomopathogene est
I’ensemble des espéces d’arthropodes qu’il est capable d’infecter (Brodeur, 2012). On
distingue le spectre d’hotes physiologique, qui correspond aux especes que le champignon est
capable d’infecter en laboratoire sous des conditions optimisées, du spectre d’hotes
écologique qui correspond aux hotes infectés par le pathogéne en conditions naturelles, dans
I’environnement (Hajek & Goettel, 2007).

On considere généralement que le spectre d’hdtes écologique est plus restreint que le spectre
physiologique et que c’est un meilleur indicateur du risque environnemental cause par le
pathogéne (Fargues & Remaudiere, 1977; Goettel et al., 1990; Hajek & Goettel, 2007). Par
exemple, dans le complexe d’espéces Entomophthora muscae (Entomophthorales :
Entomophthoraceae), les études sur le spectre d’héte physiologique montrent que des souches
d’especes de ce complexe sont capables d’infecter plusieurs especes de dipteres (Jensen et al.,
2006). Le spectre d’hdte écologique de chaque souche est en revanche limité a une seule
espece d’hdte, et ce pour quatre especes identifiées du complexe Entomophtora muscae
(Jensen et al., 2006).

L’évaluation de ce spectre écologique est basée sur I’identification de souches isolées
d’insectes contaminés collectés sur le terrain. Il est donc trés difficile d’en avoir une image
exhaustive, et ce spectre ne peut étre étudié qu’une fois la souche introduite dans
I’environnement (Hajek & Goettel, 2007).

Pour étudier le spectre d’hodte physiologique, on teste la pathogénicité et la virulence de
souches de champignons entomopathogénes sur différents hotes en les exposant au
champignon, sous forme de conidies, blastospores ou produit formulé. Plusieurs approches
peuvent étre utilisées et combinées pour estimer la virulence des souches étudiées. Le taux de

mortalité, a un temps et une dose donnés, est souvent employé comme estimateur de la

22



virulence. L’utilisation de plusieurs doses d’inoculum permet de déterminer la dose létale
nécessaire pour tuer 50 % de la population d’insecte (DLso), ou la concentration létale (CLso).
Les tests a une seule dose suivis dans le temps permettent de calculer le temps moyen de
survie ou le temps létal au bout duquel 50 % de la population est tuée (TLso). Le
développement externe du champignon sur le cadavre de I’insecte est un paramétre important
car il témoigne de la capacité du champignon a effectuer un cycle biologique complet sur cet
hote et & se transmettre aux autres insectes de la méme espece (Hajek & St. Leger, 1994).
D’autres parametres non létaux peuvent étre mesurés et comparés, comme la fécondité
(Sookar et al., 2014) ou la competitivité sexuelle (Thaochan & Ngampongsai, 2015). La
virulence d’une souche dépend des conditions environnementales (Svedese et al., 2013), du
type d’inoculum (Bernardo et al., 2018) ou encore du mode d’application (Wraight & Ramos,
2015).

La spécificité d’héte d’une souche, ou d’une espéce, de champignon entomopathogéne peut se
manifester par I’absence de pathogénicité sur une espece d’insecte alors qu’elle est pathogene
pour une autre espece, ou bien par des niveaux différents de virulence sur differents hotes
dans les mémes conditions. Par exemple, la méme souche pourra entrainer des taux de

mortalité plus faibles chez un hote que chez I’autre, ou des TLsg plus longs.

L’étude du spectre d’hotes d’un agent de lutte biologique est indispensable pour déterminer
ses effets indésirables possibles (Van Lenteren et al., 2006; Zimmermann, 2007), mais aussi
son potentiel économique (Glare et al., 2012). Ces deux aspects ne peuvent pas étre dissociés,
car un agent avec un large spectre d’hétes peut étre utile contre de nombreuses especes
nuisibles, mais peut aussi étre potentiellement dangereux pour des especes non cibles
(Brodeur, 2012; Glare et al., 2012). La plupart des champignons entomopathogenes utilisés
comme agents de lutte biologique sont capables d’infecter une large gamme d’hétes, méme si
certains ont des spectres d’hétes restreints (Faria & Wraight, 2007). Parmi ces derniers se
trouvent principalement des champignons appartenant a I’ordre des Entomophthorales, dont
les hotes se limitent généralement a quelques espéces proches taxonomigquement (Jensen et
al., 2006; Pell et al., 2001). L’espece la plus souvent introduite comme agent de lutte
biologique classique est Entomophaga maimaiga Humber (Entomophthoraceae), pathogene
spécifique du bombyx disparate Lymantria dispar (L.), un ravageur des foréts (Hajek &
Delalibera, 2010). Les champignons de I’ordre des Hypocreales qui sont le plus utilisés dans
des stratégies d’inondation ou d’inoculation ont généralement un large spectre d’hote. C’est le
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cas pour les genres Beauveria et Metarhizium, méme si des différences de spectre sont
souvent mentionnées a I’échelle de I’espece ou de la souche.

Dans le genre Beauveria, B. bassiana est considérée comme une espéce généraliste car son
spectre d’hote, physiologique comme écologique, compte plus de 700 espéces d’arthropodes
(Inglis et al., 2001; Li, 1988). Le spectre d’hotes écologique connu des morphes sexues de
Beauveria comprend des espéces des ordres Coleoptera, Lepidoptera, Orthoptera,
Phasmatodea et Blattodea (Kepler et al., 2017). Une liste d’hétes de B. bassiana publiée en
1988 comprenait 707 espéces d’insectes, de 521 genres et 149 familles répartis dans 15
ordres, ainsi que 13 especes d’acariens dans sept genres et six familles (Li, 1988). Ce spectre
d’hétes inclut de nombreux ravageurs des cultures majeurs ainsi que des vecteurs de maladies
humaines et animales comme les moustiques (Valero-Jiménez et al., 2014), les mouches tsé-
tsé (Maniania et al., 2013) et les tiques (Kirkland et al., 2004). Beauveria brongniartii est
souvent considéré comme ayant un spectre d’hotes plus restreint, comprenant principalement
des coléoptéres (Imoulan et al., 2017; Shah & Pell, 2003; Vestergaard et al., 2003). Il a
toutefois été montré que le spectre d’hotes écologique de cette espéce comprend au moins Six
ordres d’insectes (Leatherdale, 1970; Vestergaard et al., 2003). Pour plusieurs autres especes
de Beauveria, comme B. vermiconia de Hoog & Rao ou B. caledonica Bisset & Widden, il
existe trop peu de souches en collection pour conclure sur leur spectre d’hotes (Rehner et al.,
2011). L’espece B. hoplocheli a a ce jour seulement été isolée depuis le terrain du ver blanc
H. marginalis (Robéne-Soustrade et al., 2015). Son spectre d’héte physiologique reste encore
largement inexploré, malgré quelques études préliminaires. Des souches de cette espéce
étaient tres peu virulentes voire non pathogenes contre le hanneton Melolontha melolontha L.
(Coleoptera: Scarabaeidae) (Neuvéglise et al., 1997) et la cécidomyie des fleurs de manguier
Procontarinia mangiferae (Felt) (Diptera: Cecidomyiidae), mais étaient pathogénes pour la
fausse teigne de la cire Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) (Bricca et al., 2014).
Dans le genre Metarhizium, certaines espéces sont généralistes, comme M. anisopliae et
M. robertsii qui sont capables d’infecter des insectes de sept ordres (Hu et al., 2014). D’autres
especes ont un spectre d’hotes plus restreint, comme M. acridum qui est considérée comme
une espéce spécialiste des criquets car son spectre d’hote écologique est restreint a la famille
des Acrididae (Bischoff et al., 2009). Hu et al. (2014) ont montré par une analyse génomique
que la spéciation chez Metarhizium était liée a la spécificité d’hote. Les spécialistes ont
évolué vers les généralistes, via des especes au spectre intermédiaire, en paralléle de
I’évolution de leurs hotes. On ignore si la spéciation chez Beauveria a suivi une trajectoire

évolutive similaire, en lien avec le spectre d’hotes.
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Beauveria bassiana est I’espece du genre Beauveria la plus utilisée en lutte biologique, avec
la plus large gamme de cibles. C’est donc I’espéce dont le spectre d’hotes est le plus étudié.
Un grand nombre d’études ont comparé la virulence de plusieurs souches de B. bassiana sur
une espéce de ravageur donnée (Carneiro et al., 2008; Quesada-Moraga et al., 2006a;
Quesada-Moraga & Vey, 2003; Talaei-Hassanloui et al., 2006; Todorova et al., 1994; Valero-
Jiménez et al., 2014; Zare et al., 2014). La plupart des études decrivent des différences de
virulence et non de pathogénicité entre plusieurs souches de B. bassiana. Par exemple, Zare et
al. (2014) ont testé la virulence de 17 souches de B. bassiana sur Trogoderma granarium
(Coleoptera: Dermestidae) et ont obtenu des mortalités comprises entre 25 et 60%. La
virulence des souches a été corrélée a leur activite protéolytique.

Peu de travaux se sont intéressés au spectre d’hotes physiologique de souches de B. bassiana
en comparant la virulence des mémes souches sur différentes espéces hotes. Par exemple, la
pathogénicité et la virulence de 43 souches de B. bassiana ont été testées sur huit espéces de
Lépidopteres (Wraight et al., 2010). Toutes les espéces ont été sensibles au pathogene, mais
les niveaux de virulence, estimée par la CLso, étaient tres variables. De méme, 29 souches
représentatives de la diversité mondiale de B. bassiana ont été pathogenes pour neuf espéces
d’insectes de cing ordres différents, avec des différences significatives de virulence estimée
par le taux de mortalit¢ (Uma Devi et al., 2008). Pour une méme espéece d’insecte, la
virulence des souches était différente selon I’origine de la population d’insectes, elle peut
donc dépendre de la génétique des populations de I’hote.

Certains travaux reposant sur différents marqueurs moléculaires montrent un lien entre la
génetique des populations de B. bassiana et le spectre d’hotes écologique des souches
(Berretta et al., 1998; Castrillo & Brooks, 1998; Cravanzola et al., 1997; Maurer et al., 1997;
Urtz & Rice, 1997). Ces études reposent sur un faible nombre de souches étudiées et leurs
conclusions sont difficiles a généraliser. Des études plus récentes ne montrent pas de
corrélation entre le génotype et le spectre d’hotes (Bidochka et al., 2002; Coates et al., 2002a;
Rehner & Buckley, 2005; Wang et al., 2003). Il est possible que les souches de B. bassiana
soient davantage adaptées a leur habitat qu’a des hétes en particulier (Bidochka et al., 2002).
Le caractére généraliste des souches de B. bassiana leur confére probablement un avantage

évolutif et participe a leur fitness écologique (Hu et al., 2014).

La spécificité d’héte peut dépendre de mécanismes qui stoppent I’infection a différents stades.
Par exemple, les conidies de M. acridum, spécifique des criquets, sont capables de germer et

de se différencier sur la cuticule d’un de ses hotes, le criquet pelerin Schistocerca gregaria
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(Orthoptera : Acrididae), mais ne germent pas sur le doryphore Leptinotarsa decemlineata
(Coleoptera : Chrysomelidae) non hote. Sur la cuticule de la cigale Magicicada septendecim
(Hemiptera : Cicadidae), les conidies germent mais la différenciation de I’appressorium est
tres réduite (Wang & St. Leger, 2005). Des souches de M. robertsii, généralistes, et de M.
acridum expriment des protéases différentes, qui pourraient avoir un réle dans la spécificité
d’héte (Gao et al., 2011). Les souches de M. robertsii possédent jusqu’a 11 génes Prl (Prl1A-
K), alors que M. acridum n’en possede que sept (Bagga et al., 2004). Chez B. bassiana, des
différences de virulence entre souches ont pu étre liées a la sécrétion d’enzymes qui dégradent
la cuticule ou de protéines toxiques pour I’hote (Ortiz-Urquiza et al., 2010; Zare et al., 2014).
Des mécanismes de résistance spécifiques interviennent aussi du c6té des hotes. Par exemple,
le coléoptére Tribolium castaneum (Coleoptera : Tenebrionidae), tolére de fortes doses de B.
bassiana (Akbar et al., 2004; Padin et al., 2002; Padin et al., 1997; Rice & Cogburn, 1999)
grace a la production de sécretions cuticulaires défensives contenant de la benzoquinone, qui
agissent contre les micro-organismes pathogeénes (Pedrini et al., 2010; Prendeville & Stevens,
2002). Ces sécrétions ont un effet fongistatique sur B. bassiana, et certaines souches ne
causent que 20 a 25 % de mortalité chez T. castaneum. Le champignon produit en réponse
une benzoquinone réductase (BbBqrA) qui détoxifie les benzoquinones (Pedrini et al., 2015).
La surexpression de BbbgrA provoque une augmentation de la virulence du champignon
envers T. castaneum de 40-45%. Pour les auteurs, il s’agit d’un exemple de course aux
armements évolutive entre le pathogene et son héte dans la production / détoxification d’un
composé cuticulaire antimicrobien, course dans laquelle le coléoptére est pour le moment en
téte (Pedrini et al., 2015).

IV. Ecologie des champignons entomopathogénes dans leur

environnement

1. Outils de détection et d’identification des champignons entomopathogenes

Le sol est un habitat propice a la persistance des champignons entomopathogénes de I’ordre
des Hypocreales. Ils y sont protégés du rayonnement UV, les températures sont modérées et
I’humidité est favorable a leur développement (Jaronski, 2007). On retrouve ces champignons
dans les sols de toute la planete, dans des habitats variés, cultivés ou non. Beauveria bassiana
et Metarhizium anisopliae s. |. ont par exemple été isolés dans des régions tropicales et
tempérées, ainsi que dans les régions subarctique et subantarctique (Fernandes et al., 2009;

Meyling et al., 2012; Ormond et al., 2010; Pérez-Gonzalez et al., 2014).
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La mise au point de méthodes pour suivre le devenir d’un agent de lutte biologique dans le sol
est nécessaire pour suivre la rémanence du myco-insecticide dans les cultures mais aussi pour
suivre sa dissémination et son impact sur les autres communautés microbiennes dans
I’environnement.

Les méthodes traditionnelles nécessitent la ré-isolation et la culture du champignon a partir du
sol traité et I’identification des isolats pour distinguer la souche introduite des champignons
indigenes. Les méthodes culture-dépendantes permettant d’isoler et de quantifier I’inoculum
présent dans le sol sont basées sur I’utilisation d’un milieu sélectif, contenant des fongicides
et/ou antibiotiques (Butt & Goettel, 2000). Ces méthodes culture-dépendantes ont des
inconvénients, elles sont longues et limitées aux champignons cultivables. Le piégeage sur
insecte (Zimmermann, 1986) permet de cibler des champignons entomopathogénes. Les
méthodes culture-indépendantes, directement sur I’ADN extrait des échantillons
environnementaux sans isolement préalable, permettent une analyse plus globale des
communautés fongiques du sol (Thomsen & Willerslev, 2015).

L’identification des champignons entomopathogénes a été basée ces dernieres décennies sur
de nombreuses techniques successives de biologie moléculaire. On peut citer I’utilisation des
alloenzymes (St. Leger et al., 1992), I’amplification aléatoire d'’ADN polymorphe (RAPD)
(Bidochka et al., 1994), le polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP)
(Coates et al., 2002b), ou encore le polymorphisme de longueur des fragments amplifiés
(AFLP) (Aquino de Muro et al., 2003). Le développement de la PCR a permis d’utiliser la
comparaison de séquences d’ADN de régions spécifiques pour identifier rapidement les
champignons. Parmi les marqueurs pertinents permettant la détection de champignons
entomopathogénes Hypocreales dans les sols, on trouve des génes codant pour les enzymes de
dégradation des organismes ciblés. Celui qui reste le plus utilisé est le géne Pr1, responsable
de la production d’une protéase (St. Leger et al., 1987). Il a été utilisé pour diagnostiquer la
présence de M. anisopliae, M. flavoviride, B. bassiana (Leger et al., 1996) ou encore
B. hoplocheli (Costet et al., en préparation). Un autre marqueur moléculaire largement utilisé
pour identifier les champignons est I’ITS (Schoch et al., 2012). Les récentes techniques de
séquencage haut débit, comme le pyrosequencage 454 ou le séquencgage par synthese avec la
technologie Illumina, permettent d’obtenir un grand nombre de séquences rapidement et a
moindre colt (Shokralla et al., 2012). Ces techniques permettent d’envisager I’étude des
communautés microbiennes dans leur ensemble par métabarcoding. Pour les études de
génétique des populations, des outils moléculaires basés sur les RFLP (Viaud et al., 2000) ou

RAPD (Cravanzola et al., 1997; Maurer et al., 1997) ont longtemps été employes. L outil le
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plus utilisé actuellement est le microsatellite (Enkerli et al.,, 2001). Les séquences
microsatellites, aussi appelés SSR pour « simple sequence repeat », sont des motifs d’ADN
répétés, composées en général de 1 a 4 nucléotides. Ils sont distribués dans tout le génome. La
longueur des microsatellites est extrémement variable, ils peuvent donc étre utilisés pour
differencier des individus d’une méme espéce et pour évaluer la diversité au sein d’une
population. Dans le cadre du suivi d’un agent de lutte biologique au champ, les microsatellites
permettent de détecter la souche introduite au sein d’une population indigene et dans le méme
temps de caractériser cette population indigéne. Dans le genre Beauveria, des loci spécifique
ont été développés pour les espéces B. bassiana (Rehner & Buckley, 2003) et B. brongniartii
(Enkerli et al., 2001).

2. Ecologie des Hypocreales dans le sol

Les champignons entomopathogénes de I’ordre des Hypocreales sont capables de survivre
dans le sol sous forme de mycélium et de spores, mais ils sont peu compétitifs par rapport aux
champignons saprophytes. Leur survie a long terme dépend en partie de la disponibilité
d’hétes sensibles (Keller & Zimmermann, 1989) . L’infection et la colonisation d’un hote
sensible conduit a de fortes densités localisées de conidies infectieuses et a des opportunités
importantes de nouvelles infections (Enkerli et al., 2001; Keller et al., 2003; Meyling &
Eilenberg, 2007). L’usage d’un insecticide peut contribuer a la baisse de population d’un
champignon entomopathogene, soit en ayant un effet fongicide, soit en réduisant la
disponibilité de ses hétes (Klingen et al., 2002).

La persistance d’un champignon entomopathogene dépend beaucoup de facteurs abiotiques
comme la température, I’humidité ou le rayonnement solaire, mais aussi de facteurs biotiques,
notamment les interactions avec les micro-organismes du sol (Jaronski, 2007). Dans le cas de
B. bassiana, les températures optimales de germination et croissance sont comprises entre
23°C et 28°C avec des variations entre les différentes souches (Fargues et al., 1997;
Hallsworth & Magan, 1999). Des températures plus froides, d’environ -15° C, ont un effet
fongistatique mais ont un impact tres faible sur la viabilité des conidies. Par contre, aprés un
délai de dix jours dans des sols a 55°C, les conidies ne sont plus viables (Fernandes et al.,
2007; Lingg & Donaldson, 1981). Les conidies de B. bassiana germent lorsque I’activité de
I’eau aw est comprise entre 0,90 et 0,998 (Hallsworth & Magan, 1999). Les conidies de
B. bassiana sont rapidement dégradées par le rayonnement solaire, avec des variations de

tolérance aux UV-B en fonction des souches (Fernandes et al., 2007). Les conidies de
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B. bassiana et celles d’autres champignons entomopathogenes appliquees lors d’un traitement
sur les organes aériens d’une plante sont donc rapidement inactivées par le rayonnement
solaire et les hautes températures, alors que le sol offre une meilleure protection (Hajek,
1997).

La survie des champignons entomopathogenes est généralement supérieure dans des sols
stérilisés plutbt que non stérilisés (Lingg & Donaldson, 1981). Certains micro-organismes du
sol peuvent inhiber la croissance et la germination des champignons, voire étre directement
toxiques, en libérant des métabolites dans le sol. Sharma et al. (1999) ont montré que les
champignons telluriques Penicillium sp., Trichoderma viride, Rhizoctonia bataticola et
Aspergillus niger inhibaient la croissance d’isolats de B. bassiana, B. brongniartii, et
M. anisopliae.

La prévalence des champignons entomopathogénes dans les sols cultivés est également
influencée par I’espéce de plante cultivée et par les pratiques agricoles (Klingen et al., 2002).
Plusieurs études ont observé que les densités de B. bassiana et M. anisopliae étaient plus
élevées dans des agrosystemes sans labour (Bing & Lewis, 1993; Hummel et al., 2002; Sosa-
Gomez & Moscardi, 1994), alors que d’autres constatent le contraire (Jabbour & Barbercheck,
2009; Kepler et al., 2015). Klingen and Haukeland (2006) ont réalisé une revue des effets de
pesticides de synthese sur les champignons entomopathogenes et concluent que les herbicides
et les insecticides n’ont pas beaucoup d’incidence sur la croissance des champignons,
contrairement aux fongicides. Certains entomopathogénes, comme M. anisopliae, sont plus
souvent associés a des milieux agricoles qu’a des habitats naturels (Bidochka et al., 2001).
Mais en genéral, la prévalence et la diversité des champignons entomopathogénes sont
supérieures dans les habitats semi-naturels comparés aux habitats cultives (Meyling &
Eilenberg, 2007; Meyling et al., 2009). Les études de Bidochka et al. sur B. bassiana (2002)
et M. anisopliae (2001) ont montré que les souches isolées dans des habitats agricoles étaient
capables de se développer a des températures plus élevées et étaient moins sensibles au
rayonnement UV que des souches provenant d’habitats forestiers. La structure des
populations des champignons entomopathogénes est tres liée a leur habitat (Bidochka et al.,
2001; Bidochka et al., 2002; Meyling & Eilenberg, 2007; Meyling & Hajek, 2010; Meyling et
al., 2009).
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3. Les champignons entomopathogenes comme endophytes

Certaines especes de champignons entomopathogénes sont capables d’avoir une interaction
avec les plantes. On définit un endophyte comme un micro-organisme qui vit a I’intérieur de
tissus végétaux sans causer de symptomes (Hyde & Soytong, 2008). On retrouve des
champignons entomopathogénes de I’ordre des Hypocreales a I’état endophyte, soit
naturellement soit a la suite d’une inoculation (Vega et al., 2008). Par exemple, B. bassiana
est capable de coloniser plusieurs plantes cultivées, comme le mais (Wagner & Lewis, 2000),
le cacao (Posada & Vega, 2005), le caféier (Posada et al., 2007; Vega et al., 2008) le pavot a
opium (Quesada-Moraga et al., 2006a) et la canne a sucre (Donga et al., 2018). Les études
concernant I’introduction de champignons entomopathogenes comme endophytes ont pour
but leur utilisation pour protéger les cultures contre des ravageurs spécifiques. Une forte
diminution des dégats causés par la pyrale Ostrinia nubilalis (Hubner) (Lepidoptera:
Pyralidae) sur du mais (Zea mays) traité avec une formulation de B. bassiana a été liée a un
établissement du champignon comme endophyte dans le mais (Bing & Lewis, 1991; Bing &
Lewis, 1993). Des effets ont également été observés sur les dégats causés par Sesamia
calamistis (Lepidoptera: Noctuidae) sur le mais (Cherry et al., 2004). Les mécanismes
expliquant ces effets sont encore mal connus, il pourrait s’agir de la production de métabolites
secondaires insecticides (Vega et al., 2008). Les champignons entomopathogénes endophytes
peuvent également protéger les plantes contre certaines maladies (Ownley et al., 2008), par
exemple la tomate et le coton contre Rhizoctonia solani, Pythium myriotylum et Xanthomonas
malvacearum ou favoriser la croissance des plantes. Autre exemple, Metarhizium roberstii
sous forme d’endophyte favorise la croissance racinaire de la «switchgrass « (Panicum
virgatum) et du haricot (Phaseolus vulgaris) (Sasan & Bidochka, 2012) et est antagoniste du
champignon phytopathogéne Fusarium solani (Sasan & Bidochka, 2013).

Le fait que beaucoup de champignons entomopathogenes puissent survivre comme
pathogénes, saprophytes ou endophytes montre que ces organismes ont développé des
mécanismes varies au cours de leur évolution, qui leur permettent de s’adapter a différents

environnements et modes de nutrition (Moonjely et al., 2016; St. Leger et al., 2011).

4. Persistance des myco-insecticides et effets sur les communautés fongiques
indigénes

Pour un produit de lutte biologique, si une persistance de longue durée peut étre utile pour

permettre un contréle durable de I’insecte ciblé, elle peut également augmenter le risque
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d’impact sur les organismes non cibles (Laengle & Strasser, 2010). Les champignons
entomopathogénes peuvent persister dans le sol sous forme de mycélium dans des insectes
momifiés, de conidies ou de blastospores aprés application (Keller & Zimmermann, 1989). Le
caractére saprophyte des Hypocreales leur permet de survivre sans la présence d’hotes. Par
exemple, Metarhizium est capable de se maintenir a proximité des racines de plantes, en
utilisant comme ressources des substances sécrétées par les racines (Sasan & Bidochka,
2012).

Il est trés difficile de prévoir la persistance d’un champignon entomopathogéne dans le sol car
elle dépend de nombreux facteurs biotiques (disponibilité de 1’hdte, micro-organismes du sol)
et abiotiques (humidité, température, type de sol), ainsi que de I’espéce et méme de la souche
utilisée (Scheepmaker & Butt, 2010). En analysant des études de persistance basées sur ces
méthodes, Scheepmaker & Butt (2010) ont conclu & une diminution au cours du temps de
I’abondance de trois espéces (B. bassiana, B. brongniartii et M. anisopliae) appliquées en
champs cultivés et prairies dans le monde. Ils ont estimé que la quantité d’inoculum introduit
baisse petit a petit jusqu’a disparaitre ou revenir aux quantités présentes initialement avant
traitement (estimé a 1000 CFU/g de sol) en 0,5-1,5 ans pour B. bassiana, environ quatre ans
pour B. brongniartii et 10 ans pour M. anisopliae. Enkerli et al. (2004) ont montré que la
souche de B. brongniartii utilisée par inoculation pour le contrdle de Melolontha melolontha
en Suisse pouvait persister dans le sol pendant 14 ans apres application. En identifiant les
souches présentes en utilisant des marqueurs microsatellites, ils démontrent également que les
souches de B. brongniartii utilisées en lutte biologique peuvent coexister avec des souches
indigénes de B. brongniartii dans le méme habitat. Ces résultats ont été confirmés par
Mayerhofer et al. (2015) dans la région du Tyrol (Autriche et Italie) ou une souche de
B. brongniartii a été utilisée comme agent de lutte biologique pendant plusieurs années,
d’autres souches de B. brongniartii et de Beauveria spp. (B. bassiana et B. pseudobassiana)
ont été detectées démontrant que des souches indigénes peuvent se maintenir et coexister dans
le méme habitat. La souche commerciale était capable de se maintenir pendant des années,
jusqu’a 15 ans apres traitement, mais sa prévalence baissait fortement au cours du temps. Les
auteurs estiment que le facteur principal expliquant cette baisse était la faible densité, voire
I’absence de I’hote.

L’effet d’une souche introduite dans le cadre d’une stratégie de lutte biologique sur la
communauté fongique indigéne peut étre direct (suppression, antibiose) ou indirect
(compétition pour les ressources) (Hirsch et al., 2013). L’effet d’une souche introduite de

B. brongniartii a été évalué en milieu contrélé en comparant les profils ITS des communautés
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fongiques apres plusieurs applications de cette souche (Schwarzenbach et al., 2009) et seul un
tres faible effet, non durable, a été détecté sur la diversité et la richesse spéecifique ainsi que
sur la structure des communautés fongiques indigénes. Hirsch et al. (2013) ont suivi pendant
sept semaines le devenir et I’impact potentiel d’une souche de B. bassiana introduite sur la
diversite spécifiqgue des communautés fongiques du sol dans un champ cultivé en Inde. Ils ont
utilise pour cela la méthode de métabarcoding de I’ITS1 par pyroséquencage 454 et le
génotypage microsatellite. Aucun effet n’a été détecté. Les résultats indiquent également que
la souche de B. bassiana s’est propagée de la parcelle traitée a la parcelle témoin distante de
15 meétres. Mais les auteurs relevent qu’avec les méthodes de détection culture-indépendantes
utilisees, on ne sait rien de la viabilité et de la virulence des propagules presentes, il est en
effet possible d’amplifier de I’ADN de cellules fongiques mortes ou de conidies sénescentes.
Les auteurs concluent qu’il serait intéressant de combiner ces méthodes moléculaires avec des
méthodes de piégeage, comme le Galleria-bait, afin d’évaluer la pathogénicité de I’agent de

lutte biologique fongique appliqué (Hirsch et al., 2013).

V. Obijectifs de la these

La synthese bibliographique souligne I’'importance d’acquérir des connaissances approfondies
sur I’écologie et le spectre d’h6te d’un champignon entomopathogene lors du choix d’un
agent de lutte biologique. Le développement d’un produit contenant cet agent doit s’inscrire
dans une stratégie globale incluant une réflexion sur une formulation et un mode d’application
adaptés a I’écologie du ravageur ciblé. 1l est également primordial de développer des outils
permettant le suivi de I’agent une fois introduit et I’évaluation de son efficacité et de ses

éventuels effets non-intentionnels.

La société BETEL-Réunion, partenaire du projet de thése, est une filiale du groupe Arysta
LifeScience. Arysta LifeScience produit deux souches de B. bassiana qui ont récemment été
homologuées en Europe. La souche 1-2960 est commercialisée en France dans le produit
Ostrinil®, utilisé pour lutter contre la pyrale du mais Ostrinia nubilalis et contre les ravageurs
des palmiers, notamment le papillon Paysandisia archon Burmeister (Lepidoptera:
Castniidae). La souche 1-2961 a été homologuée pour un usage contre le charancon du
bananier Cosmopolites sordidus Germar (Coleoptera : Curculionidae) et contre le charangon
rouge du palmier Rhynchophorus ferrugineus Olivier (Coleoptera : Dryophthoridae) (Besse et

al., 2013). BETEL-Réunion produit la souche B507 de B. hoplocheli, substance active du
32



Betel, pour lutter contre H. marginalis en champ de canne a sucre. Ce produit n’est pas

homologué et est autorisé par arrété ministériel uniqguement a La Réunion dans le cadre de la

lutte obligatoire décrétée par arrété préfectoral contre les “vers blancs”. Pour I’entreprise, un

des enjeux est d’élargir les usages des souches de B. bassiana homologuées afin d’augmenter

leurs parts de marché et de rentabiliser les colts d’homologation. Il s’agit également de

développer des méthodes d’utilisation innovantes et adaptées aux nouveaux ravageurs Vises.

Un autre enjeu est d’améliorer les connaissances sur la speécificité, la persistance et la

dispersion des souches commerciales dans I’environnement, autant d’éléments nécessaires

pour I’évaluation de I’impact de ces organismes et leur suivi post-homologation.

Les objectifs de la thése sont les suivants:

Etudier le spectre d’hétes physiologique de trois souches commerciales de Beauveria spp.
Cela permettra de développer les connaissances sur la spécificité des souches de B.
bassiana en vue d’élargir leurs usages a d’autres hotes. Le spectre d’hétes de I’espece B.
hoplocheli est aujourd’hui tres mal connu et cette étude apportera des éclairages sur son
potentiel comme agent de lutte biologique et son impact possible sur les especes non

cibles.

Développer une méthode de lutte biologique innovante contre les mouches des fruits
basée sur I’auto-dissémination d’une souche homologuée de B. bassiana. Nous
évaluerons, chez la mouche du melon, la capacité de transmission horizontale des males

aux femelles lors de I’accouplement des spores de B. bassiana.

Evaluer la durabilité de la lutte biologique contre Hoplochelus marginalis a La Réunion
en réalisant un suivi de la souche commerciale et de la diversite génétique de B.
hoplocheli au cours d’un cycle de culture. Pour cela, un réseau de parcelles de canne a
sucre sera mis en place et des techniques seront développées pour détecter et identifier

précisément le champignon.
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Chapitre 1 : Evaluation du spectre d’hoétes physiologique

de trois souches de Beauveria spp.

Contexte

La spécificite d’h6te d’un champignon entomopathogéne est un des critéres fondamentaux a
étudier préalablement au choix d’une souche pour le développement d’un produit de lutte
biologique. Les connaissances sur le spectre d’h6tes permettent de déterminer les usages et
donc le potentiel économique d’un agent de lutte biologique, mais également d’estimer son
impact sur les organismes non-cibles. Cela permet notamment de savoir si I’agent sera
potentiellement dangereux pour les insectes auxiliaires de culture tels que les pollinisateurs ou
les prédateurs des ravageurs. Au sein du genre Beauveria, on connait mal le lien entre spectre
d’hotes et spéciation. L’espece B. bassiana est connue pour avoir un tres large spectre d’hétes
physiologique et écologique (Inglis et al., 2001; Li, 1988). Il a aussi été montré que la
virulence sur un hoéte pouvait varier selon les souches de B. bassiana (Carneiro et al., 2008;
Talaei-Hassanloui et al., 2006; Todorova et al., 1994; Zare et al., 2014). 1l existe en revanche
peu d’études qui ont testé la méme souche de Beauveria sur plusieurs insectes. Le spectre
d’hotes de I’espéce B. hoplocheli est tres peu connu, celle-ci n’ayant été isolée que sur le
coléoptére H. marginalis dans I’environnement (Neuvéglise et al., 1994; Robene-Soustrade et
al., 2015).

Approche

Notre objectif était d’étudier le spectre d’hdtes physiologique de trois souches appartenant a
deux especes du genre Beauveria: les souches 1-2960 et 1-2961 de B. bassiana et la souche
B507 de B. hoplocheli. Pour I’entreprise Arysta Lifescience, I’enjeu est de pouvoir élargir les
usages des souches homologuées en identifiant de nouveaux insectes sensibles. Cela
permettra de rentabiliser le long et colteux processus d’homologation des souches 1-2960 et I-
2961. Pour répondre a cet objectif, nous avons realise des tests de pathogénicité en
laboratoire, en testant une dose des trois souches sur neuf espéces d’insectes ravageurs,
appartenant a trois ordres : Coleoptera, Diptera et Lepidoptera. Nous avons mesuré les taux de
mortalité, les temps moyens de survie et les taux de mycoses pour estimer et comparer la

virulence des souches.
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Résultats et discussion

Notre étude a révélé des différences de spectres d’hotes des trois souches de Beauveria spp.
Les trois souches étaient pathogénes pour toutes les especes de dipteres et de Iépidoptéres
testées. En revanche, pour les coléoptéres, seule la souche de B. hoplocheli était pathogéene
pour le ver blanc H. marginalis et seules les souches de B. bassiana étaient pathogénes des
larves du coléoptére Alphitobius diaperinus. La souche de B. hoplocheli était moins virulente
sur diptéres et lépidoptéres que les deux souches de B. bassiana. Le large spectre d’hétes
physiologique des trois souches ouvre de nouvelles perspectives pour leur utilisation en lutte
biologique. Les deux souches de B. bassiana sont par exemple de bonnes candidates pour
lutter contre les mouches des fruits. La souche B507 de B. hoplocheli reste la seule disponible
sur le marché pour contréler le ver blanc H. marginalis. Des études sur I’écologie de ces
souches en milieu naturel et sur leur spectre d’hotes ecologique sont nécessaires pour évaluer

le risque sur les espéces non-cibles.

Article 1 : publié le 05/07/2018 dans la revue PL0S One
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Abstract

Knowledge of the host range of a biocontrol agent (BCA) is fundamental. Host range deter-
mines the BCA’s economic potential, as well as the possible risk for non-target organisms.
Entomopathogenic fungal strains belonging to the genus Beauveria are widely used as
BCA, but our knowledge of their physiological host range is only partial. The aim of this
study was to improve our understanding of the physiological host range of three Beauveria
strains belonging to two species, B. hoplocheliand B. bassiana. We performed laboratory
mortality bicassays 10 assess their pathogenicity and virulence against nine insect pests,
belonging to three orders: Lepidoptera, Coleoptera and Diptera. Mortality rate, mean sur-
vival time and mycosis rate were used to estimate virulence. Pathogenicity was assessed
as the capacity to cause a disease and induce mortality. Virulence was assessed as the
severity of the disease based on mortality rate, mean survival time and mycosis rate, The
results of this study revealed significant differences in the physiological host range of the
three Beauveria strains tested. The three strains were pathogenic to all Diptera and Lepi-
doptera species tested. In the case of the Coleoptera, only the B. hoplocheli strain was
pathogenic to the white grub Hoplochelus marginalis and only the B. bassiana strains were
pathogenic to Alphitobius diaperinus. The B. hoplocheli strain was less virulent on Lepidop-
tera and Diptera than the two B. bassiana strains. The latter both exhibited very similar
virulence patterns. The fact that B. hoplocheliand B. bassiana strains have different host
ranges means that they can be used as BCA to target different pests. Impacts on non-target
insects across multiple orders cannct be ruled out in the absence of ecological host range
studies.

Introduction

Host specificity or host range of an entomopathogenic fungus can be defined as the number
and taxonomic diversity of the hosts it can infect [1]. Knowledge of the host range of a
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Abstract

Knowledge of the host range of a biocontrol agent (BCA) is fundamental. Host range
determines the BCA’s economic potential, as well as the possible risk for non-target
organisms. Entomopathogenic fungal strains belonging to the genus Beauveria are widely
used as BCA, but our knowledge of their physiological host range is only partial. The aim of
this study was to improve our understanding of the physiological host range of three
Beauveria strains belonging to two species, B. hoplocheli and B. bassiana. We performed
laboratory mortality bioassays to assess their pathogenicity and virulence against nine insect
pests, belonging to three orders: Lepidoptera, Coleoptera and Diptera. Mortality rate, mean
survival time and mycosis rate were used to estimate virulence. Pathogenicity was assessed as
the capacity to cause a disease and induce mortality. Virulence was assessed as the severity of

the disease based on mortality rate, mean survival time and mycosis rate. The results of this
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study revealed significant differences in the physiological host range of the three Beauveria
strains tested. The three strains were pathogenic to all Diptera and Lepidoptera species tested.
In the case of the Coleoptera, only the B. hoplocheli strain was pathogenic to the white grub
Hoplochelus marginalis and only the B.bassiana strains were pathogenic to
Alphitobius diaperinus. The B. hoplocheli strain was less virulent on Lepidoptera and Diptera
than the two B. bassiana strains. The latter both exhibited very similar virulence patterns. The
fact that B. hoplocheli and B. bassiana strains have different host ranges means that they can
be used as BCA to target different pests. Impacts on non-target insects across multiple orders

cannot be ruled out in the absence of ecological host range studies.

Keywords: Beauveria bassiana, Beauveria hoplocheli, pathogenicity, virulence, host range.

Introduction

Host specificity or host range of an entomopathogenic fungus can be defined as the number
and taxonomic diversity of the hosts it can infect [1]. Knowledge of the host range of a
biocontrol agent (BCA) is fundamental because host range determines the BCA’s possible
risk for the environment [2] and economic potential [3]. These two aspects are somewhat
correlated, given that a BCA with a broad host range may be lethal for a wide range of target
pests and also potentially for a broad range of non-target species [1, 3]. The ecological host
range refers to the range of species that an entomopathogenic fungus infects in field
conditions. The physiological host range is the range that the pathogen is able to infect under
optimized conditions, determined by laboratory tests [4]. The ecological host range is usually
considered to be narrower than the physiological host range and a better estimator of the risk
for the environment [4-6]. However, assessing the ecological host range of a BCA is a

complex task and can only be achieved once the BCA has been introduced in the environment
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[4]. Thus, the question of host range is not usually explored fully, which means there are gaps
in our knowledge. Generally, the characterization of a BCA’s host range is drawn from our
knowledge of the hosts on which the strain was collected in natural conditions and a few
laboratory pathogenicity tests [7]. In invertebrate pathology, pathogenicity is defined as the
capacity to cause a disease to a given host and virulence is defined as the severity of the
disease [8, 9]. Different approaches can be used and combined to estimate the virulence of a
pathogen. Dose-mortality experiments determine the median lethal dose or concentration,
which causes the death of 50 % of the test insects; while single dose time-mortality
experiments are used to determine the mean survival time or the median lethal time at which
50 % of the test insects have died; and fungal growth on the host cadaver can be checked to
ascertain completion of the fungal biological cycle [10]. Reduction of other fitness parameters
can also be measured, such as fecundity or offspring survival [4].

Entomopathogenic fungi used as commercial BCA have diverse host ranges. Most are capable
of infecting a wide range of hosts, although a few have a narrow host range [11]. Fungi
belonging to the Entomophthorales order (Entomophthoromycota phylum) tend to have a
narrow ecological and physiological host range limited to a small number of taxonomically
related species [12, 13]. They include many obligate biotrophic insect pathogens, like all the
species belonging to the Entomophthoraceae family [14]. They are difficult to mass-produce
and are used primarily for classical biological control with a view to the permanent
establishment of the exotic BCA [15]. In contrast, fungi used in inundative or inoculative
strategies, involving the regular release of the BCA, have to be mass-produced. The fungi
used in these strategies belong mainly to the Hypocreales order (Ascomycota phylum). They
are hemibiotrophic and generally have a broad host range [11]. However, among Hypocreales,

differences in host range are often mentioned at the species or strain level.
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In the genus Beauveria, B. bassiana (Balsamo) Vuillemin is recognized as a generalist species
with a broad ecological host range of more than 700 arthropod species, which covers most
orders of the class Insecta [6, 16]. B. brongniartii (Saccardo) Petch is often claimed to have a
more restricted host range, infecting mostly Coleoptera [17-19]. However, this fungus species
has been reported to infect insects from at least seven orders in the field [18, 20]. For several
other species, such as B. vermiconia de Hoog & Rao or B. caledonica Bisset & Widden, the
number of strains available in collections is too small to draw conclusions about their host
range [21]. To date, the species B. hoplocheli Robéne-Soustrade & Nibouche (formerly
described as B. brongniartii or B. tenella) has only been isolated in natural conditions from
the white grub Hoplochelus marginalis (Fairmaire) (Coleoptera: Scarabaeidae) [22]. It is used
as a BCA against this pest in Reéunion Island [23]. Despite a few preliminary studies, the
physiological host range of B. hoplocheli has not been investigated extensively. In laboratory
bioassays, B. hoplocheli exhibited little or no virulence to Melolontha melolontha L.
(Coleoptera: Scarabaeidae) [24] and to the mango blossom gall midge Procontarinia
mangiferae (Felt) (Diptera: Cecidomyiidae), but was pathogenic to the greater wax moth
Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) [25].

Many studies have compared the virulence of several strains of Beauveria spp. on a given
insect host, especially strains of B. bassiana [26-32]. Few works have studied the
physiological host range of Beauveria spp. strains by comparing their pathogenicity and
virulence on several insect species. For example, 43 B. bassiana strains collected worldwide
exhibited a strong variation in virulence against eight lepidopteran species [33]. Twenty-nine
genetically diverse B. bassiana strains were pathogenic to nine insect species from five
orders, with significantly different levels of virulence [34].

Few studies demonstrate that Beauveria strains or species may differ in their physiological

host range, despite the importance of these differences regarding their use as BCA. Therefore,
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the aim of this study was to characterize the physiological host range of three Beauveria
strains belonging to two species, B. hoplocheli and B. bassiana. We tested their pathogenicity
and their virulence against nine insect pests, belonging to three orders: Lepidoptera,
Coleoptera and Diptera. Mortality rate, mean survival time and mycosis rate were used as

estimators of the virulence in single dose mortality bioassays.

Materials and Methods

Beauveria strains and spore suspensions

Two strains of B. bassiana (1-2960, 1-2961) and one strain of B. hoplocheli (B507), were
obtained from Arysta LifeScience. The strains were stored at -80°C using Microbank
cryovials (Pro-Lab Diagnostics, Richmond Hill, Canada). Cultures were grown from the
cryovial stored strains to prepare spore suspensions for the tests. All cultures were grown at
25°C on potato dextrose agar (PDA) medium until sporulation was observed (three to four
weeks). Spore suspensions were prepared by scraping the surface of sporulated cultures and
suspending conidia in a sterile solution of 0.05% TWEEN® 80 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA). Conidia suspensions were adjusted to 10° or 108 conidia mL™ using a Malassez
hemocytometer. To determine conidia viability and the number of conidia per milliter, 100 pL
of the conidia suspension was plated onto PDA, incubated at 25°C and the colony forming

units were counted after five days.

Insects

The pathogenicity of the three Beauveria spp. strains was evaluated on nine insect species
belonging to three orders: Diptera, Coleoptera and Lepidoptera (Table 1). We performed
pathogenicity tests on five fruit flies found in Réunion: the peach fruit fly, Bactrocera zonata
(Saunders), the Mediterranean fruit fly, Ceratitis capitata (Wiedemann), the Mascarene fruit

fly, C. catoiri (Guérin-Méneville) endemic in Réunion, the Indian Ocean cucumber fly, Dacus
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demmerezi (Bezzi) and the melon fly, Zeugodacus cucurbitae (Coquillett). Tests were also
carried out on the oriental fruit fly, Bactrocera dorsalis (Hendel), an invasive species not
recorded in Réunion at the time of the study, but present in most islands in the western region
of the Indian Ocean, including Comoros [35]. Fruit fly strains of B. zonata, C. capitata and C.
catoirii were reared on artificial diets [36] in our laboratory for 138, 17 and 157 generations,
respectively. D. demmerezi and Z. cucurbitae were reared on zucchini for 22 and 64
generations, respectively. Sugarcane white grub H. marginalis larvae were collected in the
field with permission of the owner from plots of sugarcane (Saint-Benoit, Réunion;
20°59'41.05" S, 55°41'16.63" E) and thyme (Petite-1le, Réunion; 21°20'3.57" S, 55°33'22.13"
E). H. marginalis larvae were kept in the laboratory in clean soil, fed with pieces of carrot and
quarantined for 20 days to ensure that they were free from entomopathogenic fungal
infections. The lesser mealworm, Alphitobius diaperinus (Panzer) (Coleoptera:
Tenebrionidae) strain was collected from a poultry farm with permission of the owner (Saint-
André, Réunion; 20°56'52.0" S, 55°39'41.2" E). A. diaperinus larvae were maintained on
wood shavings and fed with poultry feed pellets until treatments. Larvae of G. mellonella

came from a strain reared in our laboratory on an artificial diet adapted from Meyling [37].

Table 1. Insects used in bioassays.

No. insects Conidia
Species Common name Order Family Stage per suspension

treatment (conidia.mL)
Bactrocera dorsalis Oriental fruit fly Diptera Tephritidae Adult 90 108
Bactrocera zonata Peach fruit fly Diptera Tephritidae Adult 90 108
Ceratitis capitata Mediterranean fruit fly Diptera Tephritidae Adult 90 108
Ceratitis catoirii Mascarene fruit fly Diptera Tephritidae Adult 90 108
Dacus demmerezi Indian Ocean cucurbit fly Diptera Tephritidae Adult 90 108
Zeugodacus cucurbitae Melon fly Diptera Tephritidae Adult 150 108
Alphitobius diaperinus Lesser mealworm Coleoptera  Tenebrionidae Larva 90 108
Hoplochelus marginalis Sugarcane white grub Coleoptera Scarabaeidae Larva (3rd instar) 90 108
Galleria mellonella Greater wax moth Lepidoptera  Pyralidae Larva 390 10% and 108
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Bioassays

Bioassays were conducted on two insect species at a time, using G. mellonella for all
bioassays. Each bioassay compared four modalities: the three Beauveria strains B507, 1-2960
and 1-2961, and an untreated control. Each modality was carried out on 30 insects. For fruit
flies, 12 to 14-day-old adults were used, with 15 males and 15 females. Strain B507 was not
tested on C. catoirii. Each bioassay was repeated three times. The experiments were
conducted from May 2015 to August 2016 in the CIRAD laboratory (Réunion). Since B.
dorsalis was not recorded in Réunion at the time of the study, bioassays for this species were
conducted in the INRAPE laboratory (Comoros).

Insect contamination was realized by dipping the insects in the conidia suspension for 10
seconds. Adult fruit flies were anaesthetized with CO- prior to treatment and dipped in a
suspension at 10® conidia mL™. This concentration is in the range of the LCso (lethal
concentration required to kill 50 % of the target insects) of several B. bassiana strains tested
on fruit flies [38-40]. Preliminary bioassays showed that using 10° conidia mL, the mortality
was similar to control for A. diaperinus and H. marginalis larvae for all strains tested.
Therefore, the insects were treated with suspensions at 108 conidia mL™. Untreated control
fruit flies were anaesthetized with CO> and then dipped in a 0.05% TWEEN® 80 solution like
all other control insects.

After treatment, all insects were kept separately in 125 mL plastic containers (flies and white
grubs), and 30 mL plastic containers (G. mellonella and A. diaperinus larvae). Adult flies
were fed three times a week with a liquid diet containing a 10:1 mix of sucrose and yeast
enzymatic hydrolysate (MP Biomedicals, Solon, OH, USA). After dipping, G. mellonella
larvae were fed with a 400 mg piece of beeswax and A. diaperinus larvae were fed with a few
poultry feed pellets. H. marginalis larvae were kept in sterilized peat and fed once a week

with slices of organically grown carrots.
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Insect mortality was recorded daily for 30 days for the fruit flies and every other day for the
other species. Insects were considered dead if they were unable to produce coordinated
movements or showed no response when touched. Cadavers were surface-sterilized in 70%
ethanol for five seconds, rinsed in sterile distilled water for five seconds and placed on a
sterilized filter paper, moistened with 200 pL sterile distilled water, in a 55 mm vented Petri
dish to stimulate external fungal growth. Development of mycosis was checked 10 days after

death.

Data analysis

The aim of the first analysis was to compare the effect of the treatments on two variables used
to estimate virulence: mortality rate and mycosis rate. The mycosis rate was calculated as the
percentage of cadavers showing external fungal growth out of the total number of tested
insects. The experimental design allowed us to compare four treatments on two insect species
in each bioassay. The presence of G. mellonella in each bioassay allowed an estimation of the
bioassay effect as a fixed replication effect and the design was thus analysed as a classical
factorial design. As two spore suspensions were used at 10° or 108 conidia.mL?, we conducted
separate analyses on the bioassays using each of the two doses. The analysis of the mycosis
rate for bioassays using a 108 conidia.mL™ could not be performed due to missing data for G.
mellonella. We conducted the analysis with a generalized linear model using a binomial
distribution and a logit link with SAS GLIMMIX procedure [41]. The model included insect
species, treatments, insect species x treatment interaction, bioassays and bioassays X
treatments interaction as fixed factors. To solve some convergence issues, maximum
likelihood with Laplace approximation was preferred to the default pseudo-likelihood
technique. The insects used in the experiments had a different life span and different

developmental stages (adult or larva). Therefore, the mean survival time for control insects
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varied depending on the insect species. In order to take this factor into account and to ensure
that mortality rates were not too high in controls, we analysed the mortality rates when the
mortality rate for the control reached 0.2. The insect species X treatments interaction was
significant (P < 0.05) for both suspensions at 10° and 108 conidia.mL™. Consequently, we
carried out between treatment comparisons with each insect species separately. To do so, we
used a generalized linear model with a binomial distribution with the SAS GENMOD
procedure, using treatment and bioassays as fixed effects. Pairwise between treatment
differences were tested using a likelihood ratio test.

The second analysis focused on survival curves. We used the Kaplan-Meier estimator, a non-
parametric statistic, to compare the effects of the three Beauveria strains on insect survival
within an insect species. Survival curves were modelled using the SAS LIFETEST procedure
and a log-rank test was performed to detect significant differences between treatments. Since
multiple pairwise comparisons of strains increase the overall type 1 error, Sidak's correction
was applied to adjust the significance thresholds in order to yield an experiment-wise P-value
of 0.05. The strains’ virulence was estimated by the mean survival time computed using the

SAS LIFETEST procedure.

Results

Analysis of mortality rate and Kaplan-Meier survival curves

The analysis of mortality rates revealed that the effects of treatment (F = 36.76; DF = 3, 81,
P <0.0001), insect species (F = 8.62; DF =5, 81; P <0.0001), as well as the interaction insect
species x treatment (F = 3.55; DF =17, 81; P <0.0001) were highly significant for the six
fruit fly species and G. mellonella treated with 108 conidia.mL™. The analysis of mortality
rates also revealed that the effects of the treatment (F = 53.28; DF = 3, 25; P <0.0001), the
species (F =45.69; DF =2, 25; P <0.0001) and the insect species x treatment interaction

(F =29.00; DF =6, 25; P < 0.0001) were highly significant for the species H. marginalis, A.
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diaperinus and G. mellonella treated with 108 conidia.mL™. The highly significant interaction
between insect species and treatment shows that the differences between treatments depend
on the insect species. Consequently, to compare the treatments, the insect mortality rate and
survival were analysed independently for each species. The three Beauveria strains used at
10° conidia.mL™ were pathogenic to all the fruit fly species tested and to G. mellonella larvae
as shown by the mortality rate and Kaplan-Meier survival curves, which differed significantly
from the controls, irrespective of the Beauveria strain used (Figs 1 and 2). The mortality rate
and the Kaplan-Meier survival analysis revealed differences in virulence between the
Beauveria strains. B. bassiana strains 1-2960 and 1-2961 were significantly more virulent than
the B. hoplocheli strain B507 for all fruit flies tested using the Kaplan-Meier survival analysis
(except for B. zonata) and mortality rates (Figs 1 and 2). This result is also illustrated by the
mean survival times estimated from the Kaplan-Meier survival analysis (S1 Table). Strains I-
2960 and 1-2961 exhibited a very similar virulence pattern for the different fruit flies (Figs 1,
2 and S1 Table). The mortality rate and the Kaplan-Meier survival analysis of G. mellonella
treated with 10° conidia.mL™ showed that B507 was significantly less virulent than B.
bassiana strains (Figs 1 and 2). The Kaplan-Meier survival analysis showed that 1-2961 was

significantly less virulent than 1-2960 at 10° conidia.mL™? (Fig 1).
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Fig 1. Kaplan-Meier survival curves for six fruit fly species and Galleria mellonella treated with
Beauveria hoplocheli strain B507, B. bassiana strains 1-2960 and 1-2961 using 10° conidia.mL™*
suspensions. Different letters indicate significant differences between treatments within an insect

species (log-rank test, P < 0.05 after Sidak’s correction). Crosses indicate censored data.
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Fig 2. Mortality rate of six fruit fly species and Galleria mellonella treated with Beauveria
hoplocheli strain B507, B. bassiana strains 1-2960 and 1-2961 using 10° conidia.mL* suspensions.
Data presented are means £ SEM, with three replicates of 30 insects for each treatment and each
species. Mortality rates were calculated at the time when the mortality rate of the control reached 0.2.
For each insect species, a generalized linear model was fitted and pairwise between treatment
differences were tested using a likelihood ratio test. Different letters indicate significant differences

between treatments (P < 0.05).

The three strains demonstrated a similar high level of virulence on G. mellonella at 108
conidia.mL™? (Figs 3, 4 and S1 Table). B. hoplocheli strain B507 was the only strain
pathogenic to the white grub H. marginalis at the tested dose of 108 conidia.mL?. The
mortality rate and the Kaplan-Meier survival curves of H. marginalis larvae treated with the
two B. bassiana strains were not significantly different from the control (Figs 3 and 4). The

two B. bassiana strains were pathogenic to A. diaperinus larvae, resulting in mortality rates
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and Kaplan-Meier survival curves that were significantly different from the control (Figs 3
and 4). When A. diaperinus larvae were treated with strain B507, the mortality rate and the

Kaplan-Meier survival curve were not significantly different from the control (Figs 3 and 4).
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Fig 3. Kaplan-Meier survival curves for Alphitobius diaperinus, Hoplochelus marginalis and
Galleria mellonella treated with Beauveria hoplocheli strain B507 and B. bassiana strains 1-2960
and 1-2961 using 102 conidia.mL™ suspensions. Different letters indicate significant differences
between treatments within an insect species (log-rank test, P < 0.05 after Sidak’s correction). Crosses

indicate censored data.
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Fig 4. Mortality rate of Alphitobius diaperinus, Hoplochelus marginalis and Galleria mellonella
treated with Beauveria hoplocheli strain B507, B. bassiana strains 1-2960 and 1-2961 using
108 conidia.mL™* suspensions. Data presented are means + SEM, with three replicates of 30 insects
for each treatment and each species. Mortality rates were calculated at the time when the mortality rate
of the control reached 0.2. For each insect species, a generalized linear model was fitted and pairwise
between treatment differences were tested using a likelihood ratio test. Different letters indicate

significant differences between treatments (P < 0.05).

Analysis of mycosis rate

The analysis of the mycosis rate revealed that the treatments (F =31.60; DF =2, 55;
P < 0.0001), and the insect species x treatment interaction (F = 2.08; DF = 11, 55; P = 0.038)

had a significant effect for the six fruit fly species and G. mellonella treated with 10°
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conidia.mL™, while the insect species’ effect was not significant (F = 0.66; DF =5, 55;
P =0.66). No mycosis was recorded on the control insects. The mycosis rate induced by the
B. hoplocheli strain B507 was significantly lower than the rates induced by the two B.
bassiana strains for four out of five of the fruit flies tested and for G. mellonella (Fig 5). The
B. bassiana strain 1-2961 induced significantly higher mycosis rates than strain 1-2960 for all
fruit flies tested (except B. dorsalis) and G. mellonella, although the mortality rates caused by
both strains were similar (Figs 1, 2 and 5). In the case of H. marginalis, the B. hoplocheli
strain caused a mycosis rate of 0.27 £ 0.05 for a mortality rate of 0.86 £ 0.04. None of the
white grubs that died after treatment with strain 1-2960 developed external fungal growth. For
strain 1-2961, the mycosis rate was 0.04 £ 0.02, which was significantly different from the
control (Chi? = 5.66; DF = 1; P = 0.0174). No mycosis was recorded on A. diaperinus larvae,

irrespective of the Beauveria strain considered.
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Fig 5. Mycosis rate of six fruit fly species and Galleria mellonella treated with Beauveria
hoplocheli strain B507 and B. bassiana strains 1-2760 and 1-2761 using 10° conidia.mL™
suspensions. Data presented are means = SEM, with three replicates of 30 insects for each treatment
and each species. Mycosis rates were calculated using the percentage of cadavers showing external
fungal growth out of the total number of tested insects. For each insect species, a generalized linear
model was fitted and pairwise between treatment differences were tested using a likelihood ratio test.

Different letters indicate significant differences between treatments (P < 0.05).

Discussion

We demonstrated that there are significant differences in the physiological host range of the
three Beauveria strains tested. The B. bassiana strains and the B. hoplocheli strain express
different pathogenicity patterns across several insects belonging to the Coleoptera order.

B. bassiana strains killed A. diaperinus, but were not pathogenic to H. marginalis, although
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they are both beetle larval stages. These findings confirmed the results of previous studies,
which showed that the strain 1-2960 was not pathogenic to H. marginalis [24, 42]. Few
studies have reported an absence of pathogenicity for B. bassiana strains. It is interesting to
note that the work by Maurer et al. [43] shows that several B. bassiana strains that were
isolated from insects other than Ostrinia nubilalis, were not pathogenic to this species. Strain
1-2961 did not cause a significant increase in H. marginalis mortality rate, although it
produced mycosis on a few individuals. It is possible that the fungus was able to complete its
biological cycle after overcoming the insect’s defences. The B. hoplocheli strain B507 was
pathogenic to H. marginalis, but was not pathogenic to A. diaperinus. Neuvéglise et al. [24]
also found that several B. hoplocheli strains were not pathogenic to M. melolontha, a beetle
belonging to the Melolonthinae subfamily, the same subfamily as H. marginalis. These results
confirm that, to date, B. hoplocheli is the only available BCA for controlling H. marginalis in

sugarcane fields.

The B. hoplocheli strain, B507, was pathogenic to the tested fruit flies and to the greater wax
moth, but was less virulent than the two B. bassiana strains. Such differences in virulence
have been observed at the inter- and the intra-species level for Beauveria. At the inter-species
level, Goble et al. [44] showed that B. brongniartii isolates were less effective against the
Asian long-horned beetle than other Hypocreales fungal species, including Beauveria
asiatica. Differences in virulence have also been reported at the intra-species level [33, 34,
45]. Differences in virulence observed among the Beauveria strains could be linked to
conidial attachment on the cuticle, germination, as well as strategies to evade the host’s
immune system [46]. In addition, virulence is affected by factors including cuticle-degrading
enzymes or toxic proteins, which are produced by the fungus [31, 47]. The main difference

between the two B. bassiana strains was their potential to cause mycosis. Strain 1-2961
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sporulated significantly more on fruit fly cadavers than 1-2960. The two B. bassiana strains
were pathogenic to A. diaperinus larvae, but no mycosis was observed. Fungal development
on host cadavers is a crucial parameter for BCA selection because the effectiveness of insect
population control depends on the fungus’ capacity to complete its biological cycle and
transmission to other insects [48]. Many factors might affect the sporulation on cadavers,

including temperature, humidity, conidia number and insect age [49, 50].

Using laboratory bioassays to characterize their physiological host range, we demonstrated
that B. hoplocheli strain B507 and the two B. bassiana strains 1-2961 and 1-2960 can infect a
wide range of insects belonging to three different orders. Strain 1-2961 and, to a lesser extent,
strain 1-2960, were also known pathogens of the Coleoptera Rhynchophorus ferrugineus [51,
52]. Strain 1-2960 showed pathogenicity toward the lepidopteran pests Ostrinia nubilalis,
Paysandisia archon and Thaumetopoea pityocampa [53, 54]. This broad host range means
that both B. bassiana strains have great potential to control diverse pests. As yet, the
B. hoplocheli strain B507 has only been used to control the white grub H. marginalis, but we
have shown that this species is not specific to Coleoptera and can infect Diptera and
Lepidoptera. Hu et al. [55] suggested that speciation in the Metarhizium genus was closely
related to host specificity, with an evolutionary route going from specialists to generalists, via
intermediate host range species. Further pathogenicity and genomic studies are required to
determine whether such a speciation pattern exists in Beauveria. However, as in the
Metarhizium genus, it seems that most Beauveria species have a broad host range, which is

probably linked to ecological fitness [55].

When these entomopathogenic fungal strains are used as BCA, their broad host range could

be a concern in terms of their impact on non-target species. The ecological host range should
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be considered, as it is not unusual that hosts infected in the laboratory have never been found
infected in the field [4]. Hypocreales fungi, such as Beauveria spp., are facultative insect
pathogens capable of saprophytic and endophytic life stages. Therefore, soil characteristics,
abiotic factors, plant species, as well as agricultural practices can have a great impact on their
persistence and activity [56-58]. There is some evidence that B. bassiana strains may be
adapted to a habitat type rather than to a particular host [59]. When choosing a suitable BCA,
it is important to study the physiological host range, combined with an assessment of the
impact that environmental conditions have on the fungal strain’s development. An evaluation
of the persistence and distribution of the introduced biocontrol agent B. hoplocheli throughout
Réunion is currently underway. This research will help shed light on the factors influencing

its effectiveness and impact.
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Supporting information

S1 Table. Mean survival time in days of insects treated with Beauveria hoplocheli strain B507

and Beauveria bassiana strains 1-2960 and 1-2961 at 106 conidia.mL™ or 10® conidia.mL™.

Kaplan-Meier analysis was used to estimate the mean survival time for each Beauveria strain in each

bioassay (three replicates of 30 insects).

Insect Mean survival time (means + standard error)
Control B507 1-2960 1-2961

10° conidia.mL™*

Bactrocera dorsalis 21.0+1.0 9.1+05 4.7+0.2 52+0.1
Bactrocera zonata 179+11 8.1+0.6 5.3+0.2 52+0.2
Ceratitis capitata 18.2+0.8 11.4+0.7 85+0.5 76+04
Ceratitis catoirii 16.6 £ 0.9 NA 10.1+0.8 9.8+0.7
Dacus demmerezi 19.0+1.1 126 +£0.9 9.6+1.0 7.3+£0.5
Zeugodacus cucurbitae 26.5+0.6 22.2+0.7 99+04 8.9+04
Galleria mellonella 254 +0.5 12.8+0.6 6.5+ 0.3 8.7+£0.3
108 conidia.mL™!

Alphitobius diaperinus 26.7+0.7 24509 22.3%20.9 21.5+09
Hoplochelus marginalis 27.8+0.7 16.9+0.9 28.1+0.7 26.4+0.8
Galleria mellonella 26.3+0.8 54+03 5.0+0.2 48+0.3

Kaplan-Meier analysis was used to estimate the mean survival time for each Beauveria strains in each

bioassay (three replicates of 30 insects).
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Chapitre 2 : Evaluation de la capacité de transmission horizontale
des spores d’une souche de Beauveria bassiana des males aux

femelles de la mouche du melon lors de I’accouplement

Contexte

La famille des Tephritidae (Diptera) compte environ 4000 especes, communément appelées
«mouches des fruits », réparties en 500 genres (White & Elson-Harris, 1992). Pres de 250
especes sont considérées comme des ravageurs d’importance économique. Elles sont
largement distribuées dans le monde dans des régions tempérées, subtropicales ou tropicales
(Christenson & Foote, 1960). A La Réunion, on compte neuf espéces de Tephritidae
considérées comme des ravageurs des cultures maraichéres et fruitiéres, dont la mouche du
melon Zeugodacus cucurbitae (Coquillett) (Charlery de la Masseliere et al., 2017; De Meyer
et al., 2015). Les mouches des fruits sont difficiles a atteindre avec un traitement insecticide,
car les différents stades du cycle biologique sont localisés dans différents micro-habitats :
phase larvaire dans les fruits, pupaison dans le sol et adultes aériens. Il est donc indispensable
de mettre au point une méthode d’application et de dissémination de I’insecticide de synthese
ou biologique adaptée. Les méthodes de contrdle des populations de Z. cucurbitae ont reposé
pendant longtemps majoritairement sur la lutte chimique réalisée durant la phase de sensibilité
des fruits aux attaques (Roessler, 1989). Cette protection montre cependant ses limites
notamment par ses conséquences sanitaires, environnementales et economiques. La lutte
biologique basée sur I’utilisation de champignons entomopathogénes est une alternative a la
lutte chimique contre les Tephritidae. Certaines souches des champignons entomopathogénes
B. bassiana et M. anisopliae se révelent en effet pathogenes de plusieurs espéces de
Tephritidae (De la Rosa et al., 2002; Dimbi et al., 2003; Ekesi et al., 2002; Quesada-Moraga
et al., 2006b). La stratégie d’auto-dissémination de ces champignons pour contrbler les
mouches des fruits a été développée (Dimbi et al., 2003; San Andrés et al., 2014) et évaluée
sur le terrain (Ekesi et al., 2007; Navarro-Llopis et al., 2015; Toledo et al., 2017). Cette
stratégie permet de limiter les risques sur les espéces non cibles en attirant spécifiquement les
ravageurs Visés et en réduisant la quantité d'inoculum libéré au champ (Vega et al., 2007).
Pour un certain nombre d’espéces de Tephritidae, telles que Z. cucurbitae, on ne dispose pas

d’attractifs efficaces sur les femelles, qui sont pourtant responsables des dégats en pondant un
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grand nombre d’ceufs parfois dans plusieurs hétes. L’utilisation de mouches males comme
vecteurs pour contaminer les femelles est une piste prometteuse, qui dépend cependant de la
transmission des spores de champignons des maéles aux femelles lors de I’accouplement
(Dimbi et al., 2003; Navarro-Llopis et al., 2015; Quesada-Moraga et al., 2008; San Andrés et
al., 2014; Sookar et al., 2014).

Approche

Ce chapitre s’inclut dans un projet dont I’objectif est la mise au point d’une méthode de lutte
biologique contre la mouche du melon a La Réunion basée sur I’auto-dissémination de
champignon entomopathogene. Cette méthode doit permettre d’attirer les males de
Tephritidae et de les contaminer par des spores de Beauveria, ces méales devenant alors
disseminateurs du champignon pour contaminer les femelles par accouplement. L’objectif de
ce chapitre était d’évaluer la capacité de transmission horizontale des spores d’une souche
commerciale de B. bassiana des males aux femelles de la mouche du melon, Zeugodacus
cucurbitae, lors de I’accouplement. La souche 1-2961 a été choisie pour cette étude car nous
avions montré sa forte virulence contre Z. cucurbitae (voir Chapitre 1). Nous avons réalisé
des tests de transmission de conidies au laboratoire en couplant un male contaminé et une
femelle vierge et en comparant différents temps d’isolement des mouches maéles entre leur
contamination et la mise en couple. L’originalité du dispositif expérimental permet :

i/ de prendre en compte la contamination de I’enceinte dite “d’accouplement” dans laquelle un
male et une femelle sont rapprochés, un biais dont aucune étude antérieure ne tient compte.
Pour cela, la survie d’une femelle “saine” placée dans I'enceinte d'accouplement durant 24h a
été suivie.

ii/ d'empécher les contaminations croisées entre individus aprés la phase d’accouplement, les
couples étant isolés et le suivi des individus étant réalisé dans des dispositifs d'élevage

individuels.
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Résultats et discussion

Quand les males et les femelles sont mis en situation d’accouplement une heure aprés
contamination du male, nous avons démontré que la transmission horizontale de conidies de
la souche B. bassiana 1-2961 aux femelles de Z. cucurbitae permettait de réduire
significativement la longévité des mouches femelles, leur temps de survie étant réduit de
moitié. Le dispositif expérimental a permis de démontrer que la mortalité des femelles était
significativement plus importante lorsqu’il y avait accouplement, mais qu’une partie de la
mortalité observée était aussi significativement due a i/ des transferts de spores entre le méale
et la femelle sans qu’il y ait accouplement et ii/ une contamination de I’environnement
d’accouplement par des conidies du champignon libérées par le méale contaminé. Nous avons
aussi démontré que la quantité de spores disponibles pour transmission sur les males était trop
faible 24 h aprés leur contamination pour affecter la longévité des femelles.

Ces reésultats confirment le potentiel de I’utilisation de champignons entomopathogenes dans
des stratégies d’auto-dissémination. La mise en ceuvre d’une telle stratégie nécessitera encore
plusieurs travaux, notamment la mise au point d’un dispositif d’auto-inoculation contenant
une formulation adéquate du champignon, avant de pouvoir réaliser des tests d’efficacité au

champ.

Article 2 : manuscrit en préparation

Rohrlich, C., Merle, 1., Venard, J., Verger, D., Besse, S., Nibouche, S., Costet, L. Horizontal

transmission of the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana in melon flies Zeugodacus

cucurbitae during mating.
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Article 2: Horizontal transmission of the entomopathogenic fungus

Beauveria bassiana in melon flies Zeugodacus cucurbitae during mating

Rohrlich Claral?3, Verger Damien!, Venard Julie!, Merle Isabelle!, Besse Samantha®,

Nibouche Samuel?, Costet Laurent?

! CIRAD, UMR PVBMT, F-97410 Saint-Pierre, La Réunion, France

2 Arysta LifeScience Group, BETEL Réunion, F-97470 Saint-Benoit, La Réunion, France
% Université de La Réunion, F- 97400 Saint-Denis, La Réunion, France

4 Arysta LifeScience Group, NPP, F-64000 Pau, France

Abstract

Entomopathogenic fungi have shown good potential for biocontrol of Tephritidae fruit flies.
We carried out laboratory assays to investigate whether horizontal transmission of Beauveria
conidia from male to female Z. cucurbitae during mating was efficient to kill female flies.
Contamination by B. bassiana killed 100 % of male flies with development of mycosis within
seven days. Male flies still retained 1.3 x 10°® + 1.2 x 10° conidia one hour after their
contamination and were able to transmit enough conidia to females to significantly reduce
their survival time. This transmission occurred whether flies mated or not, but it increased
when mating took place. Mated females had a mean survival time shortened by 14 days
compared with control flies and seven days compared with unmated females that were in
contact with contaminated males. Conidia quantity and availability on males rapidly
decreased over time and no horizontal transmission occurred 24 h after male contamination.
We also detected an experimental bias caused by the contamination of the mating cages by
contaminated males. This “‘passive’ contamination caused a significant mortality increase in
females introduced alone in the contaminated cages. This unwanted contamination was never
taken in account by previously horizontal transmission studies and makes therefore their
interpretation cautious. Future field studies are required to confirm the ability of auto-

disseminated B. bassiana to control Z. cucurbitae populations.

Keywords: Beauveria bassiana, Zeugodacus cucurbitae, horizontal transmission, mating,

auto-dissemination
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Introduction

The melon fly Zeugodacus cucurbitae (Coquillett) (Diptera: Tephritidae) (= Bactrocera
cucurbitae) is a major agricultural pest in tropical areas (De Meyer et al., 2015). This fruit fly
originated from Central Asia and is now widely distributed in many countries in Asia,
Oceania, Africa as well as several islands in the western Indian Ocean like Mauritius and
Reunion (Virgilio et al., 2010). It attacks more than 136 plant species belonging largely to the
Cucurbitaceae family (McQuate et al., 2017). Z. cucurbitae is among the main pests for
several crops, including cucumber (Cucumis sativus L.) or zucchini (Cucurbita pepo L.),
where losses up to 100 % are reported (Ryckewaert et al., 2010). The damage-causing
maggots develop inside the fruits and pupae are in the soil, so till today the control of this pest
relies largely on insecticide targeting adults (Dhillon et al., 2005), the only easy accessible
stage. Strategies for control of Z. cucurbitae are being developed to reduce resistance,
environment and health risks associated with the use of these chemicals including
prophylactic methods, consisting in collecting and destroying the infested fruits (Dhillon et
al., 2005), bait sprays (Prokopy et al., 2003), male annihilation technique (Steiner et al.,
1965), sterile insect technique (SIT) (Yosiaki et al., 2003), as well as biological control
methods based on releases of parasitoids (Bautista et al., 2004). Biological control with
entomopathogenic fungi such as Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (Ascomycota:
Cordycipitaceae) could be an alternative to chemical control of Z. cucurbitae. Laboratories
and field studies have demonstrated the pathogenicity and effectiveness of this fungus against
several Tephritidae species (De la Rosa et al., 2002; Dimbi et al., 2003; Ekesi et al., 2002;
Quesada-Moraga et al., 2006; Rohrlich et al., 2018). After selecting a highly pathogenic strain
of the fungus, a suitable method of application must be developed to ensure a good reach of
the insect target and an efficient control of the population. Auto-dissemination strategy with
entomopathogenic fungi for the control of Tephritidae flies has been developed (Dimbi et al.,
2003; San Andrés et al., 2014) and evaluated with success in the field using Metarhizium
anisopliae (Metschnikoff) Sorokin to protect mango from Ceratitis cosyra (Walter) in Kenya
(Ekesi et al., 2007) and citrus from C. capitata (Wiedemann) in Spain (Navarro-Llopis et al.,
2015), and using B. bassiana to protect coffee from C. capitata in Guatemala (Toledo et al.,
2017).

This strategy involves attracting adult insects into an auto-inoculation device where they are
contaminated with conidia of an entomopathogenic fungus, then get out of the device to

disseminate the fungus in the population. The advantages of this strategy include i) a specific
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targeting of the pest as specific attractants can be used, ii) the release of a limited amount of
inoculum, iii) the protection of the conidia from solar radiations and rain inside the device,
and iv) the dissemination of the fungus via the infected pest can reach insect in sites
inaccessible with other application methods (Vega et al., 2007). For an efficient control of Z.
cucurbitae below the economic injury level, it is essential to interrupt the biological cycle of
the fly by killing the females that lay eggs in the fruits.

One of the challenges is to target the females who lay their eggs in the fruits and are therefore
responsible for the damages and for the next generation (Jang & Light, 1996). Current Z.
cucurbitae and other fruit fly female attractants are mainly limited to food lures that often
have low efficiency, are difficult to handle and attract non-target species (Jang et al., 2017,
Jang & Light, 1996; Manrakhan, 2006). On the other hand, potent male lures are available
such as raspberry ketone and its derivative cue-lure for Z. cucurbitae (Tan et al., 2014). One
strategy is to attract male flies in the auto-inoculation device with a specific lure and use them
as vector to transmit the fungal pathogen to the females. Horizontal transmission of conidia
from males to females Z. cucurbitae is most likely to occur during mating since it begins at
dusk and terminates at dawn, usually lasting more than 10 h during which genital contact is
maintained (Suzuki & Koyama, 1980; Yamagishi & Tsubaki, 1990).

Horizontal transmission of B. bassiana or Metarhizium anisopliae s.l. from male to female
flies has been evaluated in several Tephritidae species (Dimbi et al., 2013; Quesada-Moraga
et al., 2008; Sookar et al., 2014; Sookar et al., 2013; Toledo et al., 2007). But in these
experiments, matings are rarely monitored and/or flies are not isolated, which can cause cross
contaminations and doesn’t allow concluding that conidia transmission occurred during
mating.

We investigated whether horizontal transmission of Beauveria conidia from male to female
Z. cucurbitae during mating actually occurs and whether this transmission has an effect on

female survival.

Materials and Methods

1. Beauveria strain

B. bassiana strain 1-2961 was obtained from Arysta LifeScience. This strain is pathogenic
toward Z. cucurbitae adults (Rohrlich et al., 2018). Conidia formulated on montmorillonite
microgranules were kept at -20°C after arrival and taken out at room temperature one hour
before each experiment. Conidia quantity and viability in the formulated product was
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controlled by suspending conidia in 10 mL of solution of 0.05% TWEEN® 80 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) and plating 100 pL of the conidia suspension onto PDA. Plates
were incubated at 25°C for 5 days, and then the colony forming units (CFU) were counted.

2. Insects

Fruit fly populations of Z. cucurbitae were reared on zucchini in the laboratory for 64
generations as described by Duyck and Quilici (2002). Flies were separated by sex three days
after emergence to ensure they remained unmated before the experiments, as the first mating
can occur from four days after emergence (Suzuki & Koyama, 1980). Flies used for

horizontal transmission experiments were 16 + 3 days old and sexually mature.

3. Quantification of conidia uptake by male flies

An experiment was carried out to estimate the number of B. bassiana conidia picked up by a
single male fly during contamination and its evolution over time. Sixty male flies were
anesthetized with CO. and placed by groups of five in a Petri dish containing 5 g of the
formulated B. bassiana conidia. Flies were gently shaken for five seconds then transferred in
a 30 x 30 x 60 cm Plexiglas cage. Ten flies were immediately collected from the cage,
anesthetized for 5 min at -20°C and placed individually in a 2 mL Eppendorf tube containing
1 mL of 0.05% TWEEN® 80 solution. The tube was vortexed for three min to dislodge
conidia from the insect. The number of conidia was estimated by plating 100 pL of the
suspension onto PDA after serial dilutions, using two or three plates per dilution. The process
was repeated 2, 4, 8 and 24 h after contamination. Colonies (CFU) were counted after five or
six days of incubation at 25°C in the dark. For each fly, only one dilution was chosen to count
the CFU, preferably the dilution yielding 20 to 300 colonies per plate. A second replication of

the experiment was carried out, with an additional measure 1 h after contamination.

4. Horizontal spore transmission experiments

a. One hour after male contamination and mating in large boxes
Twenty-five male flies were contaminated as described above. Fifteen control male flies were
exposed to montmorillonite microgranules without conidia and transferred to a different cage.
Male flies remained isolated for one hour to mimic time spend to find a female. During this

isolation time, the flies had access to food (sugar and yeast) and water. Five flies were used
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for conidia quantification, following the protocol presented in the previous section. After the
isolation time, each of the 20 remaining males was paired with one unmated female in a large
30 x 30 x 30 cm mesh cage. Since mating in Z. cucurbitae occurs at dusk and can last up to 10
h (Suzuki & Koyama, 1980), flies were paired between 15h30 and 16h and held together
through the night for 18 h. Flies were observed every 15 min between 16h30 and 18h30 to
record mating. After 18 h five females were sampled for conidia quantification and the other
flies were placed separately in 125 mL plastic containers with food and water. Then, one
“clean” female was placed in each mating cage for 24 h to control a possible contamination
by conidia left in the cage by the contaminated male. After 24 h, five of these female flies
were sampled for conidia quantification and the other ones were placed in a clean 125 mL
plastic container. Flies were fed three times a week with a liquid diet containing a 10:1 mix of
sucrose and yeast enzymatic hydrolysate (MP Biomedicals, Solon, OH, USA). Insect
mortality was recorded daily for 30 days. Dead insects were surface-sterilized in 70% alcohol
for five seconds, rinsed in sterile distilled water for five seconds and placed on a damp
sterilised filter paper moistened with 200 pL sterile distilled water in a 55 mm vented Petri
dish to stimulate external fungal growth. Development of mycosis was checked 10 days after
death. The whole experiment was repeated six times.

b. Twenty-four hours after male contamination and mating in small boxes
To evaluate the capacity of male flies to transmit conidia after a longer isolation time, we
carried out the same experiment but isolating the males during 24 h after contamination. We
used 125 mL plastic containers as mating cage. We used 30 couples for each modality
(Beauveria and uncontaminated control) and 30 females to control the containers

contamination. The whole experiment was repeated three times.

5. Data analysis

Horizontal transmission experiments compared two treatments for male flies: contaminated
and control; and four treatments for female flies: females that mated with contaminated males,
females in contact with contaminated males without mating, females placed alone during 24 h
in the mating cage, control (females placed with untreated males). We used Kaplan-Meier
survival analysis to study the effects of Beauveria contamination and transmission on flies’
survival. Survival curves were modelled using the SAS LIFETEST procedure (SAS Institute,

2010) and a log-rank test was performed to detect significant differences between treatments.
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The Sidak’s correction was used to adjust the P-value for multiple pairwise comparisons. The
mean survival time was calculated. We also analysed fly mortality rate after 30 days, as well
as mycosis and mating rates using generalized linear models with SAS GENMOD procedure.
Mycosis rates were calculated as the percentage of cadavers showing external fungal growth
among the number of dead individuals. The models included treatments and replication as
fixed factors. The significance of pairwise treatment differences were tested using a likelihood
ratio test.

The experiment design used to study the evolution of conidia quantity on male flies over time
compared five or six times after contamination with ten individual flies and repeated measures
(several plates for CFU counting) for each fly. This design resulted in an incomplete block
design, where each of the two experiment repetitions was considered as an incomplete block.
The analyses were carried out with a generalized linear mixed model using a negative
binomial distribution and a log link function with SAS GLIMMIX procedure (SAS Institute,
2010). The model included time as fixed factor, and experiments and individual flies as

random factors.

Results

1. Quantification of conidia uptake by male flies: conidia availability decrease

over time

Viable conidia quantity in the formulated product was 1.51 x 10° + 1.81 x 10® CFU g*. The
number of conidia recovered from a single male fly immediately after contamination with the
B. bassiana product was 2.2 x 108 + 2.6 x 10°. The number of conidia on a male fly decreased
over time after contamination (Fs; 100 = 26.6; P < 0.0001). It was divided by two after 1 h and
by 24 after 24 h (Table 1).
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Table 1. Number of conidia recovered from individual male Zeugodacus cucurbitae after

contamination with formulated Beauveria bassiana.

Time after contamination (h) Number of conidia per fly (mean £ SEM)
0 2.2x100+2.6 x 10° a
1 1.3x10°+1.2 % 10° b
2 4.8 x 10°+ 8.8 x 10* c
4 3.8 x10°+5.3 x 10* cd
8 2.8 x10°+7.8 x 10 d
24 9.1 x 10*+ 1.6 x 10* e

Different letters indicate significantly different means (GLMM, P < 0.05).

2. Horizontal spore transmission experiments

a. Male survival and mating

Viable conidia quantity in the formulated product was 1.68 x 10® + 5.28 x 10’ CFU g* for
transmission tests where male were isolated for one hour after contamination and was 1.51 x
10° + 1.81 x 108 CFU g for transmission tests where male were isolated for 24 hours. One
hour after contamination, male flies used for the transmission bioassays carried between 1.5 x
10° and 1.0 x 10° conidia per fly, with a mean of 6.6 x 10°+ 4.8 x 10* conidia. Twenty-four
hours after contamination, male flies used for the transmission bioassays carried between 2.2
x 10° and 1.6 x 102 conidia per fly, with a mean of 2.4 x 10*+ 8.3 x 10° conidia. The male
flies contaminated with B. bassiana all died and developed mycosis in every bioassay. Their
survival curve was significantly different from the control, either in experiments in big cages
(o = 189.93, DF = 1, P < 0.0001) or in small boxes (y: = 152.79, DF = 1, P < 0.0001). In the
experiments in mesh cages, their mean survival time was 6.2 £ 0.04 days, and in small boxes
it was 5.5 + 0.3 days while control male flies” mean survival times exceeded 24 days.

Male contamination had no significant effect on their mating success, either after they were
isolated during 1 h (x> = 2.73, DF = 1, P = 0.10) or during 24 h (x*> = 0.32, DF = 1, P = 0.57).
The mean mating rate was 0.88 £ 0.02 in big boxes (1h) and 0.66 + 0.04 in small boxes (24h).
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b. Spore transmission one hour after male contamination
The mating had no effect on control female flies survival curves (yz = 0.06, DF = 1, P = 0.80).
The Kaplan-Meier survival analysis and female mortality rates after 30 days revealed that the
treatment had a significant effect on female survival curves (y° = 146.9, DF = 3, P < 0.0001)
and mortality rates (y» = 122.7, DF = 3, P < 0.0001). Survival curves and mortality rates of
mated and unmated females that were in contact with contaminated males were significantly
different from the control (Figure 1, Table 2). Survival curves and mortality rates of mated
female were significantly different from unmated females that were in contact with
contaminated males (Figure 1, Table 2). Mated females had a mean survival time shorten by
14 days compared with control flies and seven days compared with unmated females that
were in contact with contaminated males (Table 2). It means that there was horizontal
transmission of B. bassiana conidia from males to females and that this transmission was
increased when mating occurred. The survival curve of clean females placed into the mating
cages after mating was not significantly different from of the control (Figure 1), but when
analysing the mortality rates the two modality were significantly different (Table 2). The
clean females placed in the mating box after mating were contaminated by B. bassiana

conidia release by the male in the box.
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Figure 1. Kaplan-Meier survival curves for female Zeugodacus cucurbitae. Male flies were
contaminated with Beauveria bassiana conidia and isolated during one hour. Bb mated: females that
mated with contaminated males; Bb unmated: females in contact with contaminated males without
mating; Mating box: females placed alone during 24 h in the mating box; Control: females in contact
with uncontaminated males. Different letters indicate significantly different curves (log-rank test,

P < 0.05 after Sidak’s correction). Crosses indicate censored data.
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Table 2. Female Zeugodacus cucurbitae mortality and survival.

Male flies were contaminated with Beauveria bassiana conidia and isolated during one hour

Mortality rate after 30 days Mean survival time
Treatment (mean £ SEM) (mean + SEM) in days
Total With mycosis
Bb  Mated 0.86+0.04c  0.94+0.03¢ 14.9+0.9
Unmated 050+0.13b  0.86 +0.13 bc’ 22.6+2.7
Mating box 0.31+£0.05b 0.64%0.09b’ 26.2+0.8
Control 0.12+0.03a 0x00a&’ 29.0+04

Bb mated: females that mated with contaminated males; Bb unmated: females in contact with
contaminated males without mating; Mating box: females placed alone during 24 h in the mating box;
Control: females in contact with uncontaminated males. Different letters indicate significantly
different means (GLM, P < 0.05). Mean survival times are computed with Kaplan-Meier analysis and

limited to 30 days.

Out of the 30 female flies used to quantify the conidia intake after contact with contaminated
males, only one did not mate. We could therefore not compare the number of conidia present
on mated and unmated females. Female flies that mated or were in contact with males 1 h
after their contamination picked up an average of 1.4 x 10° + 1.7 x 102 conidia, significantly
more than flies that spent 24 h in the mating box, which picked up 2.9 x 10? + 4.9 x 10!
conidia (F1; 145= 177.0; P < 0.0001).

We recorded significantly more mycosis on cadavers of females that mated with contaminated
males than on females used to control boxes contamination, but no differences with females in

contact with contaminated males without mating (Table 2).

c. Spore transmission 24 hours after male contamination
Kaplan-Meier survival analysis showed that when male flies used for conidia transmission
were isolated for 24 h before being put in contact with females, the treatment had no
significant effect on female survival curves (y?> = 7.2, DF = 3, P = 0.07; Fig 2). Female mean
survival times were more than 23 days long in the four treatments (Table 3). The treatment
had not significant effect on the mortality rate (x> = 7.0, DF = 3, P = 0.07) (Table 3). Females
in contact with contaminated males picked up an average of 4.5 + 1.7 conidia per fly.
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Figure 2. Kaplan-Meier survival curves for female Zeugodacus cucurbitae. Male flies were
contaminated with Beauveria bassiana conidia and isolated during 24 hours. Bb mated: females that
mated with contaminated males; Bb unmated: females in contact with contaminated males without
mating; Mating box: female placed alone during 24 h in the mating box; Control: females in contact
with uncontaminated males. Different letters indicate significantly different curves (log-rank test,

P < 0.05 after Sidak’s correction). Crosses indicate censored data.
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Table 3. Female Zeugodacus cucurbitae mortality and survival.

Male flies were contaminated with Beauveria bassiana conidia and isolated for 24 hours

Mortality rate after 30 days Mean survival time
Treatment (mean £ SEM) (mean + SEM) in days
Total With mycosis
Bb  Mated 0.11+£0.04b 0.43+0.19 28.0+0.8
Unmated 0.31+0.09a 000 23.8+19
Mating box 0.18+0.04ab 0x0.0 26.4+0.9
Control 0.27+0.05a 0zx0.0 259+0.8

Bb mated: females that mated with contaminated males; Bb unmated: females in contact with
contaminated males without mating; Mating box: females placed alone during 24 h in the mating box;
Control: females in contact with uncontaminated males. Different letters indicate significantly
different means (GLM, P < 0.05). Mean survival times are computed with Kaplan-Meier analysis and

limited to 30 days.

Discussion

We demonstrated that B. bassiana conidia transmission from males to females Z. cucurbitae
occurred, that this transmission reduced female survival and that this transmission was
increased when mating occurred. The mean survival time of females that mated with
contaminated males was reduced by a two-fold factor. Horizontal transmission of
entomopathogenic fungi through mating or simple contact has been reported in other fruit fly
species (Dimbi et al., 2013; Quesada-Moraga et al., 2008; Toledo et al., 2007) as well as in
other Diptera including house flies (Baker et al., 2017), mosquitoes (Garcia-Munguia et al.,
2011) and tsetse flies (Maniania et al., 2013). We also recorded more mycosis on dead mated
female flies than on unmated. It is possible that females picked up more conidia during
mating and that mycosis development is dose-dependent. But this theory could not be tested,
and in a study by Tefera and Pringle (2003), mycosis was on the contrary higher when lower
conidia concentrations were used. Mycosis can promote dissemination of the pathogen in the
fly population if healthy flies come into contact with sporulated cadavers, as demonstrated by
Renn et al. (1999). Our experimental design revealed that horizontal transmission of B.
bassiana occurred during mating but that females can also become infected by simple contact
with males through courtship and mating attempts. We also detected an experimental bias

caused by the contamination of the mating cages by contaminated males. This ‘passive’
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contamination caused a significant mortality increase in females introduced alone in the
contaminated cages. This unwanted contamination was never taken in account by previously

horizontal transmission studies and makes therefore their interpretation cautious.

We have demonstrated that the time window during which the conidia transmission was
efficient lasted less than 24 h. For an auto-dissemination strategy to work with this fungus, the
male should mate with a female within the 24 hours following its contamination in the auto-
inoculation device. We showed that the amount of conidia available for transmission on
contaminated males dropped over time. Dimbi et al. (2013) obtained similar results on
Ceratitis cosyra flies contaminated with M. anisopliae. This could be explained by the
increased grooming behavior observed after treatment (Dimbi et al., 2013). But despite the
grooming, male flies still carried 9.1 x 10 conidia per fly 24 hours after their contamination.
It is possible that a large proportion of conidia could not be recovered because they were
already germinated or adhered on the cuticle. It has been shown that conidia started to
germinate on the insect cuticle as early as 12 hours after infection (Robinson, 1966). The
conidia formulation could be optimized to increase the number of conidia picked up by a
single fly and/or to facilitate the horizontal transmission of conidia. Adhesive powders can be
used as carrier particles for entomopathogens and have been reported to allow transfer during
mating (Barton et al., 2006).

The mating success of male flies was not significantly affected by the B. bassiana treatment,
even 24 hours after infection. Similar observations were made for other Diptera, showing that
the number of matings for contaminated males is not generally different from fungus-free
males up to three days post-infection (Maniania et al., 2013; Novelo-Rincén et al., 2009;
Thaochan & Ngampongsai, 2015; Toledo et al., 2007). It is critical that contaminated males
be as competitive as healthy males, otherwise the spore transmission would not be as
effective. In our case, the males started dying from fungal infection on the fifth day after
treatment. The effects on fungal infection on insect behaviour are not usually observed until
the last few hours before death (Dimbi et al., 2009). The B. bassiana strain used in our study
provides the male flies with enough time to find females and to mate. Male Z. cucurbitae are
also known to form leks during courtship, where male flies aggregate and fight to defend their
mating territory (lwahashi & Majima, 1986). Male contaminated with B. bassiana could
infect healthy males in these leks by contact and further disseminate the fungus in the fly

population (Thaochan & Ngampongsai, 2015).
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Our results confirm the potential of using entomopathogenic fungi in auto-dissemination
strategies to control fruit flies. If these results can be reproduced in the field, the melon fly
population could be reduced, decreasing their impact on crops. An auto-inoculation device
will have to be designed and a suitable conidia formulation developed before field studies can

be carried out.
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Annexe chapitre 2 : Schéma du dispositif expérimental des tests de transmission de spores de

Beauveria bassiana chez Zeugodacus cucurbitae (auteur : Damien Verger).
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Chapitre 2 — Transmission horizontale de B. bassiana
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Chapitre 3: Diversité génétique des populations de Beauveria
hoplocheli et devenir d’une souche commerciale au cours d’une

culture dans I’agrosysteme canne a sucre a La Réunion

Introduction

La canne a sucre est le pilier de I’agriculture de La Réunion. Cette culture occupe 57 % de la
surface agricole utile, soit environ 22 000 ha en 2015 (CTICS, 2015), et produit 33 % de la
valeur agricole de I’fle (Agreste, 2013). Plus de 10500 personnes travaillaient dans une des
3084 exploitations canniéres recensées en 2015 (Agreste, 2011; CTICS, 2015). Plus de 1,8
millions de tonnes de canne a sucre sont récoltées chaque année, permettant la production
d’environ 201000 tonnes de sucre (CTICS, 2015). La production de sucre génére également
des coproduits valorisables notamment la mélasse (résidu sucré non cristallisable), utilisée
pour la production de rhum traditionnel, ainsi que la bagasse, le résidu fibreux qui alimente
les centrales électriques et permet de produire prés de 8 % de I’électricité réunionnaise (SPL

Energies Reunion, 2017).

Dans les années 1980, cette culture a été menacée par un nouveau ravageur dévastateur, un
ver blanc qui dévore les racines des souches de canne a sucre (Vercambre et al., 1988). Ce
ravageur est détecté pour la premiére fois en 1981 dans I’Ouest de I’7le. 1l s’agit du hanneton
Hoplochelus marginalis, endémique de Madagascar. Il a probablement été introduit
accidentellement a La Réunion au début des années 1970, au moment du rapatriement de
militaires francais de Madagascar (Vercambre et al., 1990). Le front d’attaque progresse
rapidement, 15 a 18 % des surfaces de canne a sucre sont touchées en 1988 et I’ensemble de
I’Tle est envahi dés 1995 (Vercambre et al., 2008). Le cycle biologique de H. marginalis dure
un an, les adultes volent et se reproduisent de novembre & janvier. De mars a ao(t, les larves
de troisieme stade causent des deégats sur la canne a sucre, mais aussi sur d’autres plantes
cultivées ou non, notamment les cultures semi-pérennes (géranium rosat, ananas, fraisier,
prairies). Dés 1982, un groupe de travail réunissant Service de Protection des Végétaux de la
Direction de I'Alimentation, de I'Agriculture et de la Forét de La Réunion, la Chambre
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d’Agriculture, PIRAT (Cirad actuel), I'INRA, la FDGDEC (FDGDON actuelle), I’Universite
de La Réunion et les acteurs de la filiere canne est formé pour étudier le ravageur et
développer une stratégie de contrdle. Différents moyens de lutte sont testés, dont la lutte
agronomique (sélection variétale, labour), le piégeage lumineux des adultes et la lutte
chimique a I’aide d’un insecticide organochloré, le Lindane (gamma-hexachlorocyclohexane),
ou d’organophosphorés tel que le MOCAP (ethoprophos) puis le Suxon (chlorpyriphos-éthyl)
a partir de 1987. La lutte biologique est envisagée dés 1983 et, en I’absence d’ennemis
naturels efficaces a La Réunion, des tests sont réalisés, sans succes, a |’aide de plusieurs
insectes parasitoides introduits (dont Campsomeris phalerata, C. eythrogaster, Tiphia
paralella en provenance de Madagascar ou Maurice) ainsi que de microorganismes
entomopathogénes issus de collections (champignons, bactéries, protistes ou virus)
(Vercambre et al., 1990). Des prospections sont organisées a Madagascar dans la zone
d’origine du ravageur. En 1987, des larves de H. marginalis contaminées par un champignon
du genre Beauveria. sont ramenées a La Réunion et utilisées pour infecter des larves
réunionnaises par contact. Des tests préliminaires sont réalisés en 1988 en placant des larves
infectées par ces Beauveria spp. dans des sillons de parcelles de canne a sucre lors de la
plantation. Les tests sont conduits chez deux planteurs de Bellemene et de la Saline-les-Hauts
en mars 1988 (Vercambre, communication personnelle, 2008) et montrent des résultats
prometteurs (Vercambre et al., 2008). Les souches de champignon ont d’abord été qualifiées
de B. tenella puis identifiées comme appartenant & I’espéce B. brongniartii. Plus tard, une
étude plus approfondie montre qu’il s’agit d’une nouvelle espece : B. hoplocheli (Robene-
Soustrade et al., 2015). Entre 1989 et 1993, plusieurs essais d’homologation ont permis de
montrer I’efficacité d’une souche de B. hoplocheli (Bt96) pour maintenir les populations de H.
marginalis en dessous du seuil de nuisibilité économique, évalué a quatre larves par souche
de canne a sucre, deux ans apres un traitement unique (Vercambre et al., 1993; Vercambre et
al., 1994). Le champignon est dans un premier temps produit de fagon artisanale sous forme
de riz sporise. En 1996, la sociéteé BETEL-Réunion est créee par I’INRA et I’entreprise NPP
pour produire de fagon industrielle une formulation de B. hoplocheli sur substrat argileux, le
Betel. Le produit est alors utilisé en association avec le Suxon (Mouret et al., 2017).

Depuis 1989, H. marginalis est un organisme réglementé qui fait I'objet d'une lutte obligatoire
par arrété préfectoral reconduit périodiquement (Préfecture de La Réunion, 2013). Le
traitement conditionne I’obtention d’aides a la replantation. A partir de 2008, le Suxon est

interdit et la lutte obligatoire se poursuit avec le Betel uniquement. La souche B507 utilisée
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dans le produit Betel en tant que matiére active n’est plus homologuee mais bénéficie depuis
2009 d’une dérogation ministérielle qui autorise son usage en culture de canne a sucre a La

Réunion (Ministéere de I'Agriculture et de la PEche, 2009).

Un test de diagnostic spécifique de B. hoplocheli basé sur la PCR a été mis au point dans
I’unité PVBMT. Cet outil a permis de détecter la souche de B. hoplocheli utilisée en lutte
biologique dans 95 parcelles de canne a sucre sur toute I’fle de La Réunion, dans des
prélevements de sol de 2007. D’autres travaux de 2007 au laboratoire ont permis de valider
I’utilisation de sept marqueurs microsatellites développés pour les espéces B. brongniartii
(Enkerli et al., 2001) et B. bassiana (Rehner & Buckley, 2003) pour révéler du
polymorphisme chez I’espéce B. hoplocheli. L’utilisation de ces marqueurs sur 80 isolats
collectés entre 2001 et 2004 en parcelle de canne a sucre a révélé I’existence d’au moins 28
profils génétiques différents (non publié). Vingt-quatre marqueurs microsatellites
supplémentaires ont été développés au laboratoire (Souffou et Hassani, 2014 ; Costet et al.
2015) specifiquement pour I’espece B. hoplocheli et leur utilisation sur le terrain doit étre

validée.

La persistance et la diffusion du myco-insecticide dans I’agrosystéme sont aujourd’hui tres
mal connues alors que ce sont des déterminants majeurs de la durabilité de la lutte biologique.
Nous souhaitons savoir si le champignon introduit il y a 30 ans et utilisé sur toute I’Tle depuis
s’est établi durablement dans les parcelles de canne a sucre, et quel est I’effet du traitement
sur les populations de Beauveria spp. présentes dans le sol. Les travaux présentés dans ce
chapitre ont pour objectif de caractériser la diversité génétique des souches de B. hoplocheli
au cours d’un cycle de culture de la canne a sucre. Un réseau de parcelles de canne a sucre
permettra un suivi spatiotemporel du myco-insecticide, qui doit pouvoir apporter des éléments

de réponse concernant la durabilité de cette lutte biologique.

Matériel et méthodes

1. Echantillonnage

L’année To (2015), avant plantation de la canne a sucre et épandage du Betel, qui a lieu au
moment de la plantation, des préléevements de sol ont été réalisés dans 18 parcelles de canne a

sucre réparties sur I'Tle de La Réunion (Figure 1). Le nombre d’années depuis la derniére
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plantation dépendait des parcelles, et certaines étaient en friche (aucune culture) au moment
du premier préléevement (Tableau 1). L’échantillonnage T1 a été réalisé en 2016, en moyenne
6 + 2,5 mois aprés plantation et épandage de la souche B507 de B. hoplocheli. Des
prélevements ont été réalises pour 14 parcelles parmi les 18 échantillonnées a To, quatre
parcelles n’ayant pas été replantées. L’échantillonnage T» a eu lieu en 2017 dans les parcelles
échantillonnées a Ti, dans la mesure du possible un an aprés T pour que les deux

prélévements soient réalisés durant la méme période de I’année (Tableau 1).

Figure 1: Localisation sur I’fle de La Réunion des parcelles de canne a sucre échantillonnées. Etoile
rouge : parcelle échantillonnée a T, avant plantation et traitement Betel, & T: I’année suivant la
plantation et & T, deux ans apres ; étoile bleue : parcelle échantillonnée a Ty seulement. L’ensemble
des parcelles de canne a sucre est représenté en vert (Source : Base agricole de I’occupation du sol,
2016).
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Tableau 1 : Caractéristiques des parcelles et dates d'échantillonnage avant plantation et traitement

avec B. hoplocheli (To), I’année suivant la plantation et le traitement (T1) et deux ans apres (T>).

. Nombre d'années  Statut de la Date de Date de Date de
Altitude . - i Date de 1 s
Parcelle (m) depuis la derniére parcelle prélevement lantation prélevement  prélévement
plantation avant TO0! To P T1 T2
01_PR 456 20 B 17/02/2015 inconnue 13/07/2016 05/09/2017
02_JG 484 25 B 17/02/2015 pas d_e non prélevée  non prélevée
plantation
03 CA 530 25 B 24/02/2015 pas d_e non prélevée  non prélevée
plantation
04_FW 363 15 B 18/03/2015 22/09/2015 06/06/2016 12/06/2017
05_IR 308 6 A 24/03/2015 26/08/2015 11/04/2016 24/04/2017
06_PH 548 10 A 25/03/2015 27/01/2016 11/07/2016 18/09/2017
07_HPJ 716 20 B 08/04/2015 pas de non prélevée  non prélevée
plantation
08_JJB 475 5 A 16/04/2015 18/05/2015 12/07/2016 11/07/2017
09 _CD 565 5 A 21/04/2015 pas de non prélevée  non prélevée
plantation
10_RJ 19 6 A 27/04/2015 15/11/2015 13/06/2016 19/06/2017
11_SS 128 na C 11/06/2015 01/12/2015 22/06/2016 11/07/2017
12_ONB 110 na C 23/07/2015 07/09/2015 17/06/2016 12/06/2017
13 LL 584 20 B 11/08/2015 02/02/2016 01/08/2016 24/07/2017
14 CBM 300 5 A 09/10/2015 14/03/2016 07/09/2016 16/10/2017
15 _CFPPA 542 na C 24/11/2015 30/11/2015 16/08/2016 27/09/2017
16_BPY 59 6 A 25/01/2016 26/01/2016 22/06/2016 03/10/2017
17_DF 357 5 A 27/01/2016 01/02/2016 19/08/2016 31/10/2017
18_JR 540 5 A 05/02/2016 23/03/2016 19/08/2016 03/08/2017

A: derniére plantation de canne a sucre date de moins de dix ans ; B: derniére plantation de canne a
sucre date de plus de dix ans ; C: la parcelle est en friche, sans culture.

Pour chaque parcelle, 20 échantillons de sol ont été prélevés dans des zones separées d’une
vingtaine de metres les unes des autres et reparties sur ¥2 a 1 hectare. Chaque échantillon de
sol correspond a cing prélévements répartis sur environ 1 m? autour d’une souche de canne a
sucre si la parcelle était plantée de canne a sucre. Le sol a été prélevé a I’aide d’une tariere de
10 cm de diametre et entre 10 et 30 cm de profondeur. La tariére a été nettoyée avec de
I’éthanol 96 % entre deux échantillons. Chaque échantillon a été tamisé, homogénéisé puis
conservé a 4°C jusqu’a trois mois. Un sous-échantillon a été placé a -20°C. Tous les
échantillons de sol ont été géolocalisés et replacés sur la carte de La Réunion au moyen du
logiciel de SIG QGIS 2.14 (QGIS Development Team, 2014).

Des larves de troisieme stage de H. marginalis ont été prélevées dans sept parcelles de canne
a sucre ou de thym. Les larves vivantes ont été placées en quarantaine individuellement dans
95



des boites en plastique de 125 mL contenant du terreau. Elles ont été nourries une fois par
semaine avec un morceau de carotte issue de I’agriculture biologique. Lorsque les larves
mortes développaient une mycose, nous avons coupé et congelé un morceau de la larve ou

prélevé des conidies pour les mettre en culture sur un milieu semi-sélectif (Meyling, 2007).

2. lsolement des champignons entomopathogenes du sol par piégeage sur

insecte « Galleria bait »

Pour isoler les champignons entomopathogenes des échantillons de sol, nous avons utilisé une
méthode de piégeage sur insecte avec des larves de Galleria mellonella appelée Galleria bait
(Zimmermann, 1986). Un élevage de G. mellonella est constamment maintenu au laboratoire
a 25°C selon un protocole adapté de Meyling (2007) et le Galleria bait a été réalisé dans le
mois qui suivait I’échantillonnage d’une parcelle. Pour chaque échantillon de sol, deux boites
de Petri de 5 cm de diametre ont été remplies avec 10 g de sol chacune, puis cing larves ont
été placées dans chaque boite, avec un morceau de 2 x 2 cm de papier buvard stérile,
humidifié avec 1 mL d’eau stérile. Les larves ont été préalablement trempées dans de I’eau a
56°C pendant cing a dix secondes, afin de limiter leur production de soie (Meyling, 2007).
Les boites de Petri ont ensuite été scellées avec du film plastique et placées en incubation a
I’obscurité a 25°C. Pendant les sept premiers jours, les boites ont été retournées une fois par
jour afin de stimuler le déplacement des larves pour que celles-ci entrent en contact avec le
maximum de surface de sol. Des observations ont été réalisées apres sept et quatorze jours
afin de prélever les larves mortes ou mycosées. Les cadavres ont été préleves puis désinfectés
par un trempage de cingq secondes dans de I’éthanol a 70% puis cing secondes dans de I’eau
stérile. Ensuite, les larves désinfectées ont été coupées en deux a I’aide d’un scalpel stérile,
puis une moitié a été conservée dans un tube eppendorf de 1,5 mL a -30°C. La seconde moitié
a été placée sur un morceau de papier buvard stérile de 2 x 2 cm humidifié avec 1 mL d’eau
stérile, dans une boite de Petri de 5 cm de diameétre, pour favoriser le développement externe
du champignon et pouvoir I’isoler par la suite.

3. Extraction d’ADN

Les extractions d’ADN des larves de G. mellonella ont été effectuées avec le kit DNeasy
Plant Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) en suivant le protocole du fabricant, avec une

modification au début. Les larves ont été broyées directement dans 400 ul de tampon AP1 et

96



4 ul de RNase sans congélation a I’azote liquide a I’aide du TissueLyser. L’ADN des cultures
de Beauveria spp. isolées de larves de H. marginalis a été extrait avec le kit PowerSoil DNA

Isolation (Mo Bio, Carlsbad, CA, USA) en suivant le protocole du fabricant.

4. Amplification par PCR du géne Prl

Le test diagnostic des Beauveria spp. mis au point au laboratoire est basé sur I’amplification
du gene Prl. Ce diagnostic met en jeu une PCR qui peut comporter deux étapes dites
« nested ». En fonction de la sensibilité désirée, une étape (PCR primaire) ou les deux étapes
(PCR secondaire) sont réalisées. Nous avons considéré qu’une larve de G. mellonella tuée par
le champignon était colonisée par celui-ci et contenait une quantité suffisante d’ADN de
Beauveria spp. Une simple PCR a donc été réalisée pour détecter le champignon.

La réaction PCR a été réalisée dans un volume final de 25 pL contenant du MgClz a 2 mM,
des dNTPs a 0,2 mM, le couple d’amorces BB_Prl 137U et BB_Prl 539L a 0,2 mM
chacune, la Taq polymerase Go Taq Flexi (Promega) a 1,25 U/tube) et 3 uL d’ADN dilué au
1/10° dans le tampon fourni par le fabricant dilué cing fois. L’amplification PCR a été réalisée
dans un thermocycleur GeneAmp PCRSyst 9700 (Applied Biosystems, CA, USA) selon le
cycle suivant : une dénaturation initiale de 5 minutes a 95°C, suivi de 40 cycles avec une
étape de dénaturation de 60 secondes a 94°C, d’hybridation de 60 secondes a 67°C et
d’élongation de 60 secondes a 72°C, pour finir par une élongation finale de 7 minutes a 72°C.
Une électrophorése capillaire a ensuite été réalisée a I’aide d’un appareil QIAxcel (QIAGEN)
pour détecter les amplicons. Une cartouche DNA Screening a été utilisée avec la méthode
AM420 préprogrammee, a I’aide d’un marqueur de taille de 50-800 pb et d’un marqueur
d’alignement de 15 pb-1kb. L’amplicon attendu fait 427 pb.

5. Génotypage microsatellites

Les echantillons d’ADN provenant du Galleria bait et des larves de H. marginalis
présentant des amplicons d’environ 427 pb aprés la PCR diagnostic Prl ont été genotypés en
utilisant les loci microsatellites développés au laboratoire spécifiguement pour I’espéce B.
hoplocheli. (Souffou et Hassani, 2014 ; Costet et al. 2015). Des ADN de souches de référence
des espéces de Beauveria ainsi que des ADN de B. hoplocheli en collection ont également été
génotypés avec les mémes loci (Tableau 2). Des tests préliminaires avec les échantillons de

I’année To ont permis de sélectionner neuf loci parmi les 24 disponibles, en fonction du taux
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d’amplification et du polymorphisme. Les amplifications PCR ont été réalisées en
multiplexant les amorces dans deux mix en fonction des tailles des amplicons et des
fluorophores utilisés. La réaction PCR a été réalisée dans un volume final de 15 uL avec le
Multiplex PCR Master Mix (QIAGEN) dilué deux fois, de la Q-solution diluée cinq fois, les
amorces multiplexée a 0,2 mM chacune et 1 uL d’ADN. L’amplification PCR a éte réalisee
dans un thermocycleur GeneAmp PCRSyst 9700 (Applied Biosystems) selon le cycle suivant
. une dénaturation initiale de 5 minutes a 95°C, suivi de 25 cycles avec une étape de
dénaturation de 30 secondes a 95°C, d’hybridation de 90 secondes a 55°C et d’élongation de
30 secondes a 72°C, pour finir par une élongation finale de 30 minutes a 60°C. Les produits
PCR ont ensuite été analysés dans un génotypeur ABI Prism 3130XL (Applied Biosystems).
Le mix réactionnel contenait 10,8 uL de formamide, 0,2 uL de marqueur de taille GeneScan
500 LIZ et 1 pL de produit PCR. L’électrophorése a été réalisee apres 5 min de dénaturation a
95°C, puis 5 min sur de la glace. Les données de génotypage ont été traitées a I’aide du

module Microsatellite du logiciel Geneious version 10.2.3 (Kearse et al., 2012).

Tableau 2 : Liste des souches de référence génotypées, avec I’année d’isolement pour les souches de

I’espéce Beauveria hoplocheli.

Espéce Souche Origine géographique Année d’isolement

Beauveria hoplocheli  Bt96 Madagascar 1987
Bt106 Madagascar 1989
Bt108 Madagascar 1988
Bt110 Réunion 1990
Bt112 Madagascar 1990
Bt115 Réunion 1992
Bt116 Réunion 1993
Bt121 Réunion 1993
Bt123 Réunion 1993
Bt124 Réunion 1993
Bt125 Réunion 1993
Bt126 Réunion 1993
Bt129 Réunion 1994
B507 Réunion 2005
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. amorpha

. asiatica

. australis

. bassiana

. brongniartii

. caledonica

. kipukae

. malawiensis

. malawiensis

. pseudobassiana

. sungii

.varroae

. vermiconia

ARSEF 2641

ARSEF 4149

ARSEF 7542

ARSEF 4384

ARSEF 4850

ARSEF 4580

ARSEF 4598

ARSEF 4622

ARSEF 1478

ARSEF 1564

ARSEF 1848

ARSEF 617

ARSEF 6214

ARSEF 7376

ARSEF 2567

ARSEF 7117

ARSEF 7032

ARSEF 11741

ARSEF 4755

ARSEF 7760

ARSEF 3216

ARSEF 3405

ARSEF 4933

ARSEF 1685

ARSEF 5689

ARSEF 2694

ARSEF 8257

ARSEF 8259

ARSEF 2922

Brésil

Australie

USA, Colorado
China

Corée du Sud
Australie
Australie
Australie

Brésil

Italie

Belgique
France

USA, New York
USA, Maryland
Ecosse

USA, Georgia
USA, Hawaii
Chine

Australie
Malawi

USA, Wisconsin
USA, Kentucky
France

Japon

Corée du Sud
Suisse

France

France

Chili
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6. Analyse des données microsatellites

Les analyses de génétique des populations ont été réalisées a I’aide des package RClone
(Bailleul et al., 2016) et poppr (Kamvar et al., 2014) sur le logiciel R. Les profils
microsatellites complets, obtenus lorsque les neuf loci étaient amplifiés, ont permis de définir
des génotypes multilocus, ou MLG. Pour décrire la diversité clonale, nous avons calculé
I’indice de richesse clonale R = (G-1)/(N-1), ou G est le nombre de MLG détectés et N le
nombre d'échantillons de sol pour lequel au moins un MLG a été amplifié. Nous avons utilisé
le terme de « ramet », défini comme une unité d’échantillonnage d’un MLG, ou clone, d'apres
Arnaud-Haond et al. (2007). Les courbes d’accumulation des MLG en fonction du nombre de
loci et du nombre de ramets ont été réalisees. Un test de recombinaison a éte réalise en
utilisant I’approximation T4 de I’index d’association Ia (Agapow & Burt, 2001; Brown et al.,
1980), calculée a partir de 1000 permutations des fréquences alléliques de I’ensemble de la
population.

Un réseau d’haplotypes ou arbre de recouvrement minimal (Minimum Spanning Tree)
consiste en une représentation graphique des différents haplotypes et des liens qui existent
entre eux. Un arbre de recouvrement minimal a été construit grace au logiciel PHYLOViZ 2.0
(Nascimento et al., 2016) en utilisant les distances goeBURST. Cette option permet de
construire I’arbre en fonction du nombre de loci polymorphes entre haplotypes mais de
prendre également en compte le nombre de répétitions les différenciant sur chaque locus
polymorphe. Une Analyse en Composante Principale (ACP) a été réalisée sur les MLG a
I’aide du package ggfortify sur le logiciel R. Une méthode de clustering bayeésien a été utilisée
afin de tester des hypotheses quant au nombre de sous-populations génétiques (ou clusters)
contenues dans le jeu de données des MLG. A I’issue de I’analyse, basée sur la réalisation de
plusieurs chaines de Markov Monte Carlo (MCMC), le nombre de clusters (K) le plus
probable est retenu et les MLG peuvent étre assignés a chacun des clusters. Le logiciel
STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) a été utilisé, sous le modéle de mélange « admixture
model » avec des K variant de 1 a 10, reitérés 20 fois afin de vérifier la cohérence des
données, et avec une longueur de MCMC de 500 000 avec 200 000 de temps de stabilisation
des données (burnin). Le K le plus probable a été estimé en suivant la methode d’Evanno et
al. (2005) a I’aide de I’outil en ligne Stucture Harvester (Earl & vonHoldt, 2012).
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Résultats

Nous avons génotypé un total de 1242 larves de G. mellonella qui étaient positives a la PCR
diagnostic Prl. Nous avons obtenu au moins un profil microsatellite pour 464 de ces larves,
dont 390 pour lesquelles un seul MLG a été amplifié, 64 pour lesquelles deux MLG ont été
amplifiés et 8 pour lesquelles trois MLG ont été amplifiés. Concernant les prélevements de
larves de H. marginalis, 210 échantillons ont été génotypés, dont la moitié étaient des extraits
ADN de larves mycosées et I’autre moitié des extraits de cultures de champignon isolées de
larves. Les larves provenaient de sept parcelles et 48 % des larves ont été prélevées dans la
méme parcelle a Petite Ile. Un profil microsatellite a été obtenu pour 141 échantillons issus de

vers blancs.
Les neuf loci microsatellites utilisés étaient polymorphes, avec un nombre d’alleles compris

entre cing et dix (Tableau 3). Un total de 37 MLG a pu étre détecté en champ de canne a

sucre.

Tableau 3 : Caractéristiques des loci microsatellites utilisés dans cette étude.

Locus Motif Nombre d’alleles  Taille (pb) Taux o
d’amplification
Cir-Bh-45 (CCA)1w0 10 71-98 1,00
Cir-Bh-42  (ACG) 9 117-162 0,99
Cir-Bh-84  (GAG)s 6 81-99 0,99
Cir-Bh-98 (GAG)s 7 74-92 1,00
Cir-Bh-76 (AGA)s 7 90-114 0,99
Cir-Bh-28  (TC)u 6 103-115 0,99
Cir-Bh-87 (GGA)s 5 98-110 1,00
Cir-Bh-47 (AC)10 6 181-193 0,91
Cir-Bh-44  (CGG) 6 115-133 0,97

Le taux d’amplification a été calculé sur 300 ramets.

La courbe d’accumulation des génotypes en fonction du nombre de loci a montré une

redondance entre marqueurs (Figure 2). Nous avons donc pour la suite des analyses conservé
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uniquement quatre loci parmi les plus informatifs et ceux ayant le meilleur taux
d’amplification : Cir-Bh-45, Cir-Bh-42, Cir-Bh-98 et Cir-Bh-87. Ces quatre loci ont permis
d’identifier 36 MLG dans les échantillons de sol de canne a sucre, parmi lesquels 14 ont
également été retrouvés sur H. marginalis, et deux MLG qui ont été trouvés seulement sur H.
marginalis. En plus du MLG correspondant a la souche B507, six MLG correspondant a des
souches de B. hoplocheli en collection ont été identifiés. Ces souches ont été isolées entre
1987 et 1993 a La Réunion ou a Madagascar sur H. marginalis. Lors du génotypage des
souches d’autres espéces de Beauveria de référence, aucun profil complet des quatre loci
microsatellites n’a été obtenu. Le locus Cir-45 a été amplifié uniquement pour des

échantillons de B. hoplocheli, il semble donc que ce soit un locus spécifique de B. hoplocheli.
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Figure 2 : Courbe d’accumulation des MLG en fonction du nombre de loci. Chaque boite représente
le nombre maximum, minimum et moyen de MLG détectés apres 1000 ré-échantillonnage pour

chaque nombre de loci.

Pour la suite des analyses, nous avons conservé un représentant de chaque MLG par
échantillon. La richesse clonale totale était de 0,15, ce qui indique une diversité génétique de

B. hoplocheli assez faible dans les parcelles de canne a sucre et suggére un mode de

102



reproduction clonale. Le nombre de larves de G. mellonella positives a la PCR Prl et donc
génotypees était plus important pour I’année To que pour les suivantes, ce qui explique que le
nombre de MLG détectés soit plus élevé I’année To (Tableau 4). Mais les courbes
d’accumulation des génotypes en fonction du nombre de ramets pour les trois années de
prélevement étaient superposées, la diversité genétique de B. hoplocheli en parcelle de canne
a sucre n’a donc pas été modifiée dans les deux ans suivant la replantation et I’ajout de Betel
(Figure 3). Ces courbes ont également montré que I’effort d’échantillonnage, méme I’année
To, N’a pas été suffisant pour révéler toute la diversité génétique des B. hoplocheli présents

dans les cultures de canne a sucre (Figure 3).

Tableau 4 : Diversité génétique de la population de Beauveria hoplocheli en champ de canne a sucre

en fonction de I’année de préelévement.

Nombre de ramets
correspondantau MLG de G N R
la souche B507

Année de Nombre de

prélevement  ramets

To 180 27 29 133 0,21
T: 70 13 20 55 0,35
T, 50 13 16 43 0,36
Total 300 53 36 231 0,15

G : nombre de MLG
N : nombre d'échantillons de sol pour lequel au moins un MLG a été amplifié
R : richesse clonale, R = (G-1)/(N-1)
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Figure 3: Courbe d’accumulation des MLG en fonction du nombre de ramets. Chaque boite
représente le nombre maximum, minimum et moyen de MLG détectés apres 100 ré-échantillonnage
pour chaque nombre de loci. Ty (bleu) : échantillonnage avant plantation et traitement Betel ; T,
(rouge) : échantillonnage I’année suivant la plantation et le traitement; T, (vert) : échantillonnage

deux ans apres la plantation et le traitement.

Le MLG de la souche commerciale B507 a été détecté dans 11 parcelles sur 18, et dans 52
échantillons de sol. C’est le MLG qui a été rencontré le plus souvent mais il n’est pas
majoritaire, il représente 17,7 % de I’ensemble des ramets (Tableau 4). Le deuxieme MLG le
plus présent, celui de la souche Bt96, a été détecté dans 10 parcelles et 26 échantillons. Parmi
les 36 MLG trouvés en parcelles de canne a sucre, huit ont été détectés dans plus de cing
parcelles (Annexe). L’année de prélevement n’a pas eu d’effet sur la proportion de ramets
correspondants au MLG de la souche B507 (Tableau 4). Ceci suggere que la replantation et
I’ajout de Betel n’ont pas eu d’effet sur la proportion de la souche commerciale dans les deux
ans suivant la replantation. Le génotypage de B. hoplocheli infectant des larves de H.
marginalis a permis de retrouver 13 des 36 MLG présents en parcelles de canne a sucre, ainsi

que deux nouveaux MLG (Annexe 1).
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Le test de recombinaison base sur I’index d’association a révélé une structure de la population
fortement clonale (p-value < 0,001), sans recombinaison allélique liée a des événements de
reproduction sexuée (Figure 4).

Ta:0281 1
p=0.000999 |
1

count

|
0.0

01 0.z

Ig

Figure 4: Test de recombinaison sur les 300 ramets de la population de Beauveria hoplocheli.
L’approximation Tq de I’index d’association a été calculée a partir de 1000 permutations des

fréquences alléliques.

Le réseau d’haplotypes des MLG de B. hoplocheli n’a pas fait apparaitre de structure
particuliére de la population, tous les MLG ne formant qu’un seul groupe (Figure 5). Ce
résultat est confirmé par I’ ACP réalisée sur les MLG détectés lors de cette étude et entre 1987
et 1994 (Figure 6). Nous n’avons pas détecté de structuration en fonction des parcelles de

canne a sucre (Annexe 2).
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Figure 5 : Arbre de recouvrement minimal généré avec le logiciel PHYLOVIZ représentant les MLG
de Beauveria hoplocheli sur la base de quatre loci microsatellites. Chaque cercle représente un MLG.
Les chiffres indiquent le nombre de différences alléliques entre les MLG. Rouge : MLG B507, souche
commerciale. Vert: MLG isolés dans les années 1987 a 1994 et retrouvés dans cette étude. Gris :
MLG isolés dans les années 1987 a 1994 et non retrouvés dans cette étude. Bleu : MLG identifiés pour

la premiére fois lors de cette étude. Noir : MLG retrouvés uniquement sur H. marginalis.
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Figure 6: ACP réalisées sur les MLG de Beauveria hoplocheli sur la base de quatre loci

microsatellites. Rouge : MLG B507, souche commerciale. Vert : MLG isolés dans les années 1987 a

1994 et retrouvés dans cette étude. Gris : MLG isolés dans les années 1987 a 1994 et non retrouvés

dans cette étude. Bleu : MLG identifiés pour la premiére fois lors de cette étude. Noir : MLG retrouvés

uniquement sur H. marginalis.

L’ analyse par clustering bayésien avec le logiciel STRUCTURE confirme I’absence de sous-

groupe au sein de la population. La distribution de la probabilité moyenne L(K) ne varie pas

en fonction de la valeur de K (Figure 7).
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Figure 7 : Probabilité L(K) moyenne sur 20 runs en fonction du nombre de cluster K, pour les 36
MLG déefinis a partir de 4 loci.

Conclusion

Nous avons réveélé une diversité de 36 MLG au sein de la population de B. hoplocheli dans les
18 parcelles de canne a sucre. La souche B507 est celle qui a été détectée dans le plus grand
nombre de parcelles et d’échantillons de sol. Nous avons retrouvé six MLG correspondant a
des souches de B. hoplocheli qui ont éeté isolées entre 1987 et 1993 a La Réunion ou a
Madagascar sur H. marginalis. Ces souches ont trés probablement été introduites au moment
des premiers essais de lutte biologique a I’aide de Beauveria a La Réunion. Des larves de H.
marginalis mycosées ont été ramenées de Madagascar en 1987 et utilisées pour contaminer
des larves réunionnaises, introduites ensuite dans deux localités de I’Ouest de La Réunion
(Vercambre, communication personnelle, 2008). La faible diversité génétique et I’absence de
recombinaison dans la population indiquent que la diversité observée lors de cette étude ne
résulte pas d’événements de reproduction sexuée. L’absence de groupe au sein de la
population laisse penser que les souches proviennent d’une population homogene, qui a peu
ou pas évolue. Il est possible que I’on retrouve aujourd’hui la diversité génétique qui a été
introduite dans les années 1980 depuis Madagascar. Ces souches introduites ont pu se
maintenir et se répandre dans I’ensemble de I’agrosystéme canne a sucre réunionnais. Pour

vérifier cette hypothése, des prospections sont prévues a Madagascar, dans les localités ou ont
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été prelevées les larves mycosées d’origine. La diversite actuelle de B. hoplocheli infectant H.
marginalis a Madagascar pourra étre comparee a celle retrouvée a La Réunion.

Nous n’avons pas observé de modifications au niveau de la diversité génétique et de la
fréquence relative de la souche commerciale B507 apreés la plantation de la canne a sucre et le
traitement avec le produit Betel. Une étude quantitative est nécessaire pour compléter ce
résultat. 1l est possible que le délai de deux ans ne soit pas suffisamment long pour
I’installation du champignon. La poursuite de I’étude donnera des réponses sur I’évolution des
populations de B. hoplocheli a plus long terme. Cette étude sera aussi étendue a des parcelles

non agricoles afin de savoir si le myco-insecticide s’est répandu dans d’autres écosystémes.
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Annexes

Annexe 1 : Liste des MLG de Beauveria hoplocheli identifiés en parcelles de canne & sucre et sur
larves de H. marginalis avec le nombre de parcelles et d’échantillons dans lesquels chaque MLG a été
détecté, ainsi que les années de détection. Les MLG soulignés ont été isolés entre 1987 et 1994,

To: MLG détecté avant plantation et traitement Betel ; T1: MLG détecté I’année suivant la plantation

et le traitement ; T, : MLG détecté deux ans aprés la plantation et le traitement.

Nombre de  Nombre

MLG parcelles d’échantillons  To T1 T2 H. marginalis
B507 11 52 X X X X
Bt096 10 26 X X X X
Bh02 9 15 X X X X
Bh12 8 36 X X X X
Bt115 7 13 X X X X
Bh06 6 31 X X X X
Bt116 6 23 X X X X
Bh03 6 14 X X X
Bh10 4 11 X X X

Bh16 4 6 X X X
BhO1 3 19 X X X
Bh1l 3 5 X X

Bh14 3 5 X X

Bh08 3 3 X X X
Bh05 3 3 X X

Bt129 2 18 X X X X
Bh09 2 3 X

BhO7 1 5 X X

Bt123 1 2 X X

Bh23 1 2 X X

Bh17 1 2 X X

Bh15 1 2 X

Bh13 1 1 X

Bh18 1 1 X

Bh19 1 1 X

Bh20 1 1 X

Bh21 1 1 X

Bh22 1 1 X

Bh24 1 1 X

Bt121 1 1 X

Bh25 1 1 X
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Bh26 1 1 X

Bh28 1 1 X X
Bh29 1 1 X

Bh30 1 1 X X
Bh31 1 1 X

Bh32 1 X
Bh33 1 X

Legend

Parcelle:12_JR (n =57, 18 57% }
Parcelle:06_PH ( n =46, 14 58% }
Parcelle:10_RJ (n= 25, 3,14% )
Parcelle:13_LL (n=25, 8,14% )
Parcelle:17_DF (n=24, 7,82% )
Parcelle:12_ONB (n=22 7 17% )
Parcelle:01_PR(n=19 619% )
Parcelle:05_IR {n=17,554% )
Parcelle:02_JJB(n=18 521% )
Parcelle:07_HPJ (n =15, 4 85% }
Parcelle:04_FWi{n=12 3,91% )
Parcelle:09_CD (n=10, 3,26% )
Parcelle: (n=7, 228% )
Parcelle:03_CA(n=413%}
Parcelle:15_CFPPA {n=23, 0,98% }
Parcelle:16_BPY (n=23, 0,598% )
Parcelle:14_CBM {n=2, 0,65% )

Annexe 2 : Arbre de recouvrement minimal généré avec le logiciel PHYLOVIZ représentant les MLG
de Beauveria hoplocheli sur la base de quatre loci microsatellites. Les couleurs représentent la
proportion de ramets détectés dans chaque parcelle. La taille des cercles est proportionnelle au nombre
de ramets. Les chiffres indiquent le nombre de différences alléliques entre les MLG. Gris : MLG isolés

dans les années 1987 a 1994 et non retrouvés dans cette étude.
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Discussion générale

I. Elargissement des usages des souches homologuées de B. bassiana

1. Nouvelles cibles

L’espéce B. bassiana est connue pour avoir un trés large spectre d’hétes, mais une certaine
spécificité peut exister a I’échelle de la souche (Goettel et al., 1990; Zimmermann, 2007). Un
certain nombre d’études montrent ainsi des différences de virulence entre souches de B.
bassiana, qui sont parfois liées a des caractéristiques morphologiques ou physiologiques
(Quesada-Moraga & Vey, 2003; Talaei-Hassanloui et al., 2006; Valero-Jiménez et al., 2014,
Zare et al., 2014). En testant deux souches de B. bassiana, 1-2960 et 1-2961, sur neuf especes
d’insectes, nous n’avons pas mis en évidence de différences de spectre d’hotes physiologique
entre ces deux souches tant au niveau de leur pathogenicité que de leur virulence Cette
absence de différence a été mise en évidence alors que ces deux souches ont été isolées sur
des hétes tres différents et dans des régions éloignées. La souche 1-2961 a été isolée sur le
coléoptére Cosmopolites sordidus dans les Caraibes et 1-2960 sur le lépidoptere Ostrinia

nubilalis en France métropolitaine.

L’étude du spectre d’hétes physiologique a révélé de nouvelles cibles potentielles pour les
souches 1-2960 et 1-2961. Nous avons montré que ces deux souches étaient pathogenes du
coléoptére Alphitobius diaperinus, du lépidoptére Galleria mellonella et de six mouches des
fruits de la famille des Tephritidae. Ces espéces peuvent étre ajoutées a la liste des cibles
connues des deux souches homologuées de B. bassiana. Elles sont toutes les deux autorisées
contre le charancon rouge du palmier Rhynchophorus ferrugineus (European Food Safety
Authority, 2015a, 2015b). La souche 1-2961 est homologuée contre le charancon du bananier
Cosmopolites sordidus, notamment combinée a des piéges attractifs dans une stratégie d’auto-
dissémination (European Food Safety Authority, 2015b). La souche 1-2960 est pathogene des
Iepidoptéres Ostrinia nubilalis, Paysandisia archon et Thaumetopoea pityocampa (Besse et
al., 2008; Bonnet et al., 2013). Les deux souches peuvent étre considerées comme

généralistes, elles ont donc un bon potentiel pour contrdler de nombreux ravageurs. Il faudra
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néanmoins étudier leur spectre d’hotes ecologique une fois introduites, celui-ci étant différent

du spectred’hotes physiologique (Hajek & Goettel, 2007).

L’efficacité des souches 1-2960 et 1-2961semble en revanche restreinte sur le petit ténébrion
Alphitobius diaperinus. Ce coléoptére est un ravageur des denréees stockées et des élevages de
volailles, auxquelles il peut transmettre un grand nombre de pathogenes comme des
salmonelles (Goodwin & Waltman, 1996; Roche et al., 2009). Les souches 1-2960 et 1-2961
sont pathogenes pour les larves de cet insecte mais leur virulence est faible et nous n’avons
pas observé de developpement de mycose, il semble donc que le champignon ne soit pas
capable de terminer son cycle sur cet héte. (Geden et al., 1998) ont montré que des larves,
pupes et adultes de A. diaperinus étaient sensibles a quatre souches de B. bassiana, dont deux
tres virulentes, avec un développement externe de mycose. En revanche, lors d’essais en
conditions naturelles, un ou deux traitements hebdomadaires avec B. bassiana n’ont pas été
efficaces pour contréler ce ravageur sur le long terme (Geden & Steinkraus, 2003). Des études
complémentaires sont nécessaires pour sélectionner une souche de B. bassiana suffisamment
virulente, de méme qu’une formulation et une méthode d’application adaptées pour la lutte

biologique contre ce ravageur.

2. L’auto-dissémination de Beauveria comme moyen de lutte contre les

mouches des fruits

La démonstration de la forte virulence des souches 1-2960 et 1-2961 de B. bassiana contre six
especes de mouches des fruits permet d’envisager leur utilisation pour lutter contre ces
ravageurs, a condition de mettre au point une méthode d’application adaptée a la biologie de
ces insectes. Nous avons étudié la faisabilité d’une méthode basée sur I’auto-dissémination de
conidies de la souche 1-2961 pour contrdler la mouche du melon Z. cucurbitae. L’ objectif de
cette méthode est d’utiliser les males adultes comme vecteurs du champignon, en les attirant
dans un dispositif d’auto-contamination contenant des spores de B. bassiana pour qu’une fois
contaminés, ils puissent sortir du dispositif et transmettre les conidies aux femelles lors de
I’accouplement. Nous avons montré qu’une transmission de conidies avait lieu lorsqu’une
mouche male contaminée par des conidies de B. bassiana était mise en contact avec une
mouche femelle, qu’il y ait accouplement ou pas, mais que cette transmission était plus
importante quand un accouplement avait lieu. La durée de vie des femelles accouplées a été

réduite de moitié, de 29 a 15 jours, alors que les femelles non accouplées en contact avec un
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male contaminé survivaient en moyenne 23 jours apres la mise en contact. La période de
ponte des femelles survenant entre 10 et 15 jours aprés I’accouplement (Mir et al., 2014), une
partie des femelles sera tuée avant d’avoir pu pondre. Il est également possible que la
fecondité des femelles soient affectée par I’infection du champignon avant leur mort (Dimbi
et al., 2013; Sookar et al., 2014). (Sookar et al., 2014) ont pu mettre en évidence une baisse
de moitie de la fécondité sur sept jours aprés contamination par M. anisopliae de femelles Z.
cucurbitae, que la contamination soit directe ou par I’intermédiaire de males contaminés. Des
études complémentaires sont nécessaires pour préciser I’impact de la contamination des
femelles par les spores de la souche 1-2961 sur leur fécondité, a mettre notamment en relation

avec la quantité de spores présentes sur la femelle.

Nous avons montré qu’une contamination par simple contact avec une mouche contaminée
était possible, ce qui pourra en conditions réelles amplifier la dissémination du champignon
dans la population de Z. cucurbitae. Les méales contaminés pourront transmettre des conidies
non seulement aux femelles par accouplement ou par contact durant la parade sexuelle
(Suzuki & Koyama, 1981), mais aussi aux autres males au sein des regroupements appelés
leks (lwahashi & Majima, 1986). Notre dispositif expérimental a révélé une possibilité de
contamination des femelles sans contact direct avec un male contaming, mais par les conidies
déposées par le méale dans I’enceinte d’accouplement. Cette faculté pourrait permettre
d’atteindre davantage d’individus en champ, en amenant une petite quantité d’inoculum dans
I’habitat précis des mouches des fruits adultes. Cette contamination devra en revanche étre

prise en compte dans toutes les expérimentations qui pourront étre réalisées par la suite.

Dans notre étude, la quantité de conidies disponibles pour transmission sur les males n’était
plus suffisante au bout de 24 h pour causer une augmentation de la mortalité des femelles.
Cette diminution rapide de conidies disponibles peut étre liée au comportement de grooming
que nous avons observé chez les males apres leur contamination et qui a été rapporté
également par Dimbi et al. (2013). Elle est aussi probablement due a la germination rapide
des conidies sur la cuticule de I’insecte, qui a lieu d’apreés Robinson (1966) entre 12 et 18 h
apres contact avec la cuticule. Nous avons mesuré un taux de germination de 84 % apres 24 h
pour la souche 1-2961 sur milieu PDA. La mortalité des femelles dépend de la quantité de
conidies transmise par le male (Ekesi et al., 2002; Quesada-Moraga et al., 2006b), il est donc
important pour I’efficacité de la méthode que le male capte une quantité maximale de spores

lors de sa contamination dans le dispositif et que ces spores soient transmissibles facilement et
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durablement a la femelle. Le développement d’une formulation adaptee de conidies est donc
primordial. Certaines poudres électrostatiques peuvent améliorer I’adhésion des conidies sur
I’insecte tout en permettant leur transmission horizontale pendant I’accouplement (Barton et
al., 2006).

Si la période de disponibilité des conidies sur le méle peut étre allongeée, celui-ci disposera de
plusieurs jours pour contaminer une ou plusieurs femelles. Lors de nos expériences, les males
contaminés commengaient & mourir au bout de cing jours. Les symptémes d’une infection par
un champignon entomopathogéne apparaissent en géneéral tardivement, quelques heures avant
la mort (Dimbi et al., 2009). La contamination des males par la souche 1-2961 n’a pas affecté
leur taux d’accouplement, méme au bout de 24 h. En revanche, des tests supplémentaires avec
choix des partenaires sont nécessaires pour s’assurer que la femelle ne choisit pas
préférentiellement un male non contaminé ou si les méales non contaminés ne sont pas plus

compétitifs que des males contaminés.

Notre étude en laboratoire devra étre suivie par des expérimentations sur le terrain. La
conception du dispositif d’attraction et d’auto-contamination sera cruciale pour le succes de la
stratégie. Les conidies de B. bassiana devront étre facilement accessibles pour les mouches
tout en étant protegées du soleil, du vent et de la pluie a I’intérieur du dispositif. Il faudra
mesurer I’évolution de leur viabilité au cours du temps afin de déterminer la durée optimale
au bout de laquelle les conidies devront étre renouvelées. Il est aussi important que les méles
attirées dans le dispositif puissent en sortir facilement une fois contaminés. Nous avons
effectué un premier test avec un prototype de dispositif : un piege TephriTrap que nous avons
modifié pour augmenter le nombre d’ouvertures permettant aux mouches de ressortir
facilement. Nous y avons placé un petit morceau de plastique imprégné d’un attractif, le cue-
lure, et des conidies formulées de 1-2961. Nous avons observé que les mouches males
pénétraient dans le dispositif, se contaminaient puis en ressortaient au bout de quelques
heures. Le choix de I’attractif ainsi que son placement dans le dispositif doivent étre réfléchis
car certaines molécules inhibent la germination des champignons entomopathogénes (Mfuti et
al., 2016) et une séparation spatiale de I’attractif et des conidies est parfois nécessaire (Mfuti
et al., 2015). Nous n’avons pas mis en évidence de différence de taux de germination des

conidies de la souche 1-2961 en absence ou en présence de cue-lure lors de tests préliminaires.
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Des expérimentations en champ avec la souche 1-2961 impliqueraient I’introduction de cette
souche dans I’environnement réunionnais. Or, d’une part, les résultats du chapitre 1
démontrent que la souche 1-2961 posséde un spectre large et tres peu de spécificité d’hote.
D’autre part, les résultats du chapitre 3 suggérent qu’une fois introduites, les souches de tels
champignons entomopathogenes ont la capacité de se maintenir et se repandre dans
I’environnement. L’introduction d’une nouvelle souche comme 1-2961 a La Réunion pourrait
par conséquent avoir des effets indesirables. Il est donc envisagé de mener la suite des
expérimentations avec la souche de B. hoplocheli utilisée dans le Betel, qui est pathogene des
mouches des fruits. Cette souche a été largement disséminée dans les agrosystemes canniers
depuis plusieurs décennies et son extension d’usage aux mouches des fruits ne pose pas de

probléme de biosécurité particulier.

II.  Lutte contre H. marginalis a La Réunion

Le champignon B. hoplocheli est utilisé depuis une trentaine d’années a La Reunion pour
lutter contre le ver blanc H. marginalis. Ce ravageur est un organisme réglementé qui fait
I'objet d'une lutte obligatoire par arrété préfectoral, avec le produit Betel contenant le
champignon B. hoplocheli. Cette specialité est aujourd’hui le seul insecticide autorisé pour
lutter contre H. marginalis, mais elle n’est plus homologuée et bénéficie d’une derogation
ministérielle. En I’absence d’homologation du produit et de solution pérenne, il est important
d’envisager des solutions alternatives et de se poser la question du devenir du champignon en

champ de canne si les traitements étaient arrétes.

Nous avons montré que les souches homologuées 1-2960 et 1-2961 de B. bassiana ne
pouvaient pas étre utilisées pour remplacer la souche B507 car elles ne sont pas pathogenes
pour H. marginalis. Lors d’études précédentes, seules les souches de Beauveria sp. isolées de
H. marginalis étaient pathogénes de cet insecte (Neuvéglise et al., 1997; Neuvéglise et al.,
1994). Ces souches ont été classées par la suite dans I’espéce B. hoplocheli (Robéne-
Soustrade et al., 2015). Parmi la vingtaine de souches de B. brongniartii testées par
Neuvéglise et al. (1994), aucune n’a montré d’effet sur la mortalité des larves de H.
marginalis. Beauveria hoplocheli reste par conséquent le seul entomopathogéne disponible

sur le marché dont la pathogénicité contre H. marginalis est démontrée.
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Cette thése apporte des éléments de réponse quant a I’évolution des populations de B.
hoplocheli en champ de canne a sucre en cas I’interruption du traitement Betel. Nous avons
détecté le champignon B. hoplocheli dans la quasi-totalité des parcelles de canne a sucre
étudiées (17 sur 18) avant la replantation et le traitement Betel, méme dans les parcelles qui
n’avaient pas été traitées depuis plus de 20 ans. Beauveria hoplocheli est donc capable de
persister tres longtemps dans le sol. Nous n’avons pas pu corréler cette persistance a la
présence de I’héte H. marginalis, mais nous avons observé trés peu de larves lors de
I’échantillonnage. Nous avons détecté une diversité de 36 MLG au sein de la population de B.
hoplocheli dans les parcelles de canne a sucre, dont 13 ont été retrouvées sur vers blancs, en
plus de la souche B507 du Betel. Parmi ces génotypes, six correspondaient a des souches de
B. hoplocheli qui ont été isolées entre 1987 et 1993 a La Réunion ou a Madagascar sur H.
marginalis. Nous n’avons pas détecté de groupes au sein de la population. La faible diversité
génétique et I’absence de recombinaison dans la population indiquent que la diversité
observée ne résulte pas d’évenements de reproduction sexuee. Il est possible que la diversite
des souches retrouvées soit une image de la diversité introduite dans années 1980 lors de la
mise en place de la lutte biologique contre H. marginalis. Cette hypothése devra étre vérifiée
par un échantillonnage dans les régions de Madagascar ou ont été prélevées les larves de H.
marginalis mycosées en 1987. Cela permettra de comparer la diversité génétique actuelle dans
la zone d’origine des B. hoplocheli avec celle observée dans la zone d’introduction a La
Réunion. 1l semble que les souches introduites de B. hoplocheli se soient acclimatées et
répandues dans I’ensemble de I’agrosystéme canne a sucre, comme dans le cas d’une lutte
biologique classique. Certaines de ces souches sont pathogenes de H. marginalis, il est donc
probable qu’elles participent au contrdle a long terme de ce ver blanc. Il serait intéressant
d’évaluer le pouvoir pathogene des différentes souches de B. hoplocheli sur ce ravageur. La
persistance a long terme de ces souches dans les sols est cohérente avec la capacité des
champignons du genre Beauveria a se développer comme des saprophytes (Jaronski, 2007). Il
est également possible qu’il y ait d’autres hotes que H. marginalis dans le sol. Notre étude n’a
pas permis d’observer un effet de I’épandage du Betel sur la diversité génétique et de la
fréquence relative de la souche commerciale B507 sur le court terme (deux ans). La poursuite
de I’étude permettra de mesurer I’évolution des populations de B. hoplocheli sur plusieurs

annees apres le traitement.

La mise en place d’un réseau de parcelles pour étudier la durabilité de la lutte biologique

contre H. marginalis a La Réunion a permis un suivi de la souche commerciale et des
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populations de B. hoplocheli avant et apres plantation de la canne a sucre, et il est prévu de
poursuivre ce suivi jusqu’a cing ans post-traitement. Nous avons pu évaluer I’évolution des
populations d’un point de vue qualitatif en étudiant la diversité génétique. Le suivi quantitatif
des populations de B. hoplocheli et des autres Beauveria spp. permettra d’acquérir des
connaissances plus approfondies sur I’effet du traitement Betel sur I’abondance des Beauveria
spp. dans le sol et sur la persistance du champignon. Cette étude quantitative faisait partie des
objectifs initiaux de la thése. Nous avons pour cela utilisé différentes techniques pour isoler et
détecter ces champignons entomopathogenes du sol.

La premiere methode était basée sur la PCR diagnostique des Beauveria spp. directement sur
I’ADN total extrait des échantillons de sol. A cause de la faible quantité d’ADN de Beauveria
spp. présente dans ces échantillons et des possibles contaminants, il a été nécessaire de
réaliser deux amplifications PCR successives, dites « nested PCR ». Cette méthode permet
d’augmenter la sensibilité et la spécificité de la PCR (Thomsen & Jensen, 2002), mais
augmente aussi les risques de faux-positifs. En raison de problémes de contamination et de
difficultés pour fixer une limite de détection de Beauveria spp., nous n’avons pas encore pu
exploiter ces résultats, mais les travaux sont en cours. Le développement d’une PCR
quantitative (qPCR) basée sur le géne Prl a également été envisagé pour quantifier
précisement I’ADN de champignon extrait du sol.

La seconde méthode quantitative a reposé sur des étalements d’échantillons de sol issus des
prélevements a T, sur un milieu semi-sélectif développé spécifiquement pour le genre
Beauveria (Meyling, 2007). Il contient des antibactériens et des antifongiques qui inhibent le
développement des basidiomycetes. L’objectif était de dénombrer les colonies de Beauveria
spp. au bout de quelques jours de culture. Nous avons constaté lors des premieres
expérimentations que les critéres morphologiques n’étaient pas suffisants pour distinguer les
jeunes colonies du genre Beauveria des autres champignons entomopathogénes ascomycetes
qui poussaient aussi sur le milieu semi-sélectif. Pour pouvoir quantifier les Beauveria spp., en
particulier I’espéce B. hoplocheli utilisée en lutte biologique, il est nécessaire de développer
une méthode permettant I’identification rapide et peu colteuse des jeunes colonies fongiques.
La technologie de spectrométrie de masse MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization-Time of Flight) posséde ce potentiel. Elle est utilisée en routine dans le milieu
médical pour I’identification des bactéries (Wieser et al., 2012) et a déja montre son utilité
pour I’identification rapide a faible codt de champignons (Chalupova et al., 2014; Ranque et
al., 2014), y compris le champignon entomopathogene Metarhizium spp. (Lopes et al.,

2014a). Elle utilise un spectromeétre de masse couplant une source d'ionisation laser assistée
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par une matrice et un analyseur a temps de vol. Cette méthode peut étre utilisée directement
sur une culture ou aprés une simple extraction protéique. Nous avons commence la mise au
point de la méthode pour I’identification des Beauveria spp. au cours de la thése avec
I’encadrement de deux stages sur le sujet. Une base de données de spectre MALDI-TOF a été
réalisée pour les espéces de Beauveria et quelques especes composant la microflore du sol
isolée sur milieu semi-sélectif. La méthode semble adaptée pour discriminer les Beauveria
spp. des autres champignons du sol. La suite du projet nécessitera une évaluation de son

efficacité sur des isolements du terrain.

Les nouvelles technologies de sequencage a haut débit permettent des approches puissantes de
métabarcoding, pour identifier simultanément de nombreux taxons dans un échantillon
environnemental (Taberlet et al., 2012). Une des perspectives de cette these est d’utiliser la
stratégie de métabarcoding pour caractériser la diversité taxonomique des communautés
fongiques de I’agrosystéeme cultivé et évaluer I’impact du traitement myco-insecticide sur
celle-ci. Cette approche permettrait également d’étudier les communautés fongiques, et
notamment les entomopathogenes, dans les écosystemes naturels de I’7le et de les comparer
avec celles de I’agrosysteme canne a sucre. La région ITS est généralement utilisée comme
marqueur dans les études de meétabarcoding des communautes fongiques car elle permet
d’identifier un large spectre de champignons tout en ayant un niveau suffisant de variation
interspéecifique (Schoch et al., 2012). La diversité de communautés fongiques du sol a été
étudiée par metabarcoding dans les sols de foréts francaises (Buée et al., 2009), dans
differents écosystemes en France et en Italie (Orgiazzi et al., 2013), dans des foréts boréales
(Clemmensen et al., 2013) et tropicales (Kemler et al., 2013; McGuire et al., 2013) ou encore
dans I’fle tropicale de Puerto Rico (Urbina et al., 2015). Cette stratégie a également été
utilisée pour évaluer I’effet de I’introduction d’une souche de B. bassiana sur la diversité de la

communauté fongique indigene (Hirsch et al., 2013).
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