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Depuis 2000, nous avons réalisé plusieurs études a la Réunion dans le cadre de la lutte biologique contre le foreur de
canne a sucre Chilo sacchariphagus (Lepidoptera: Crambidae). Une réduction de 50 % des dégats par l'utilisation
du parasitoide oophage Trichogramma chilonis (Hymenoptera: Trichogrammatidae), correspondant a des gains
financiers de 600 a 1400 euros/ha, a été observée. Avec 1’objectif de développer cette "technique" de lutte
biologique a grande échelle, il s’agit de réduire le cofit des auxiliaires et de la main d’ceuvre au champ. Pour cela, le
stockage au froid est une étape incontournable. Les premiers résultats obtenus au laboratoire montrent qu’un
stockage au froid de Trichogramma chilonis est possible pendant plusieurs mois sur les ceufs d’Ephestia kuehniella
en préservant une bonne performance physiologique des insectes (86 % d’émergence, fécondité médiane de 85
ceufs par femelle, 91 % de survie a 7 jours). Dés cette année, l'efficacité au champ des Trichogrammes stockés sera
comparée a celle des non stockés. Si les résultats de laboratoire sont confirmés, la mise en ceuvre a grande échelle de
cette méthode de lutte biologique sera possible.

Mots clés: Trichogramma chilonis, Chilo sacchariphagus, diapause, quiescence, stockage, lutte biologique, canne a
sucre.

Resistance to cold storage in Trichogramma chilonis

Since 2000, we performed several studies in Reunion Island on biological control against the sugarcane stem borer
Chilo sacchariphagus (Lepidoptera: Crambidae). 50 % reduction of damage caused by using was obtained by using
the oophagous parasitoid Trichogramma chilonis (Hymenoptera: Trichogrammatidae). This corresponds to financial
gains from 600 to 1400 euros / ha. In the aim to develop this “method” of biological control to a large scale, the
costs of beneficials and releasing field labour have to be reduced. So, cold storage is essential for both mass
production and releases of Trichogramma. First results obtained in laboratory show a possible cold storage for
several months of Trichogramma chilonis on Ephestia kuehniella eggs keeping good physiological performance of
insects (86 % emergence, median fecundity about 85 eggs/female and 91 % survival up to 7 days). From now, the
efficacy of cold stored Trichogramma will be compared to non-stored beneficials in the field. If laboratory results
are confirmed, then implementation to a large sugarcane scale will be possible.

Keywords: Trichogramma chilonis, Chilo sacchariphagus, diapause, quiescence, cold storage, biological control,
sugarcane.

1. INTRODUCTION
1.1 Efficacité de Trichogramma chilonis:

La canne a sucre est cultivée dans 67 pays et
représente des enjeux économiques importants.
D’autant plus que la demande sociétale en
produits naturels et/ou biologiques est croissante:
bioplastiques, bioéthanol, sucre biologique,
commerce ¢équitable,... Développer une lutte
biologique est donc écologiquement et
économiquement nécessaire.

réduction de 50 % des attaques du ravageur

Le contréle biologique des foreurs de la canne a
sucre utilisant les lachers de Trichogramma est
une stratégie communément utilisée dans de
nombreux pays et I’efficacité de tels lachers a été
prouvée dans la plupart des cas. A I’ile de la
Réunion, un ravageur-clé Chilo sacchariphagus
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(Lepidoptera, Crambidae) (figure 1) et son
parasitoide  d’ceufs  Trichogramma  chilonis
(Hymenoptera, Trichogrammatidae) (figure 2) ont
été le sujet d’une recherche intensive depuis
10 ans. Ce ravageur cause jusqu’a 20 % de perte
en tonnage (85 % de tiges attaquées; Goebel et al.,
1999; FDGDON-Réunion). Une stratégie de lutte
originale a été développée, combinant lachers
inondatifs de 7. chilonis et conservation en
favorisant [’action prédatrice des fourmis
indigénes Pheidole megacephala (Tabone et al.,
2002). Comme la période de ponte optimale du
foreur a lieu en début du cycle de la canne
(Goebel, 1999) lorsque la plante est la plus
attractive et sensible aux attaques, les lachers
inondatifs de trichogrammes se font en début de la
saison pour enrayer la dynamique du foreur
(Tabone et al., 2002; Tabone et Goebel, 2005).
Ensuite, les fourmis prédatrices arrivent en masse
plus tard dans la saison et "nettoient" trés
efficacement les ceufs du ravageur.

Les premiers résultats obtenus en parcelles
expérimentales montrent que cette stratégie de
lutte biologique réduit d’environ 50 % les attaques
de ravageurs et augmente le rendement de la
canne de l'ordre de 15 a 20 % suivant les sites.
Des gains financiers de 600 a 1400 euros/ha, dans
des conditions encore non optimales de lachers,
sont notés (Rochat et al., 2001; Soula et al., 2003;
Barreault et al., 2005; Goebel et al., 2005; Reay-
Jones et al., 2000).

2.1 Stockage au froid de 7. chilonis: réduction
des coiits de production

Pour que cette lutte efficace soit transférable aux
planteurs de cannes, il est nécessaire d’en
diminuer les cofts (prix des parasitoides et temps
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de la main d’ceuvre au champ). Il s’agit
d’améliorer la stratégie des lachers pour un
ajustement des périodes et des doses (Tabone et
Goebel, 2005; Marquier et al, 2008) et
d’optimiser le nombre de déplacements au champ.

La recherche d’un arrét de développement chez
T. chilonis correspond aux attentes de toute la
filiére de la canne (Tabone ef al., 2008a; Tabonne
et al., 2008b). La capacité des Trichogrammes a
hiverner dans leurs hotes a 1’état de vie ralentie est
connue depuis longtemps (Zorin, 1927). Une
diapause de 9 mois chez T. brassicae a permis le
développement de la lutte biologique contre la
pyrale de mais, Ostrinia nubilis & grande échelle
(Bigler, 1994; Voegele et al., 1986). En France,
plus de 100.000 ha de mais ont été traités en 2009
avec T. brassicae (Biotop). Chez T. cordubesis,
T. cacoeciae et T. minutum, les diapauses ont
respectivement pu étre déclenchées a 180 jours
(Garcia et al., 2002), 260 jours (Rossi & Pizzol,
1997) et 70 jours (Laing & Corrigan, 1995). Une
quiescence a ¢galement ¢été observée chez
T. caverae (60 jours) (Rudle er al., 2004),
T. evanescens (60  jours) (communication
personnelle, Pizzol J.), T. ostriniae (28 jours)
(Pitcher, 2002) et T. funiculatum (Rundle et al.,
2003).

Chez T. chilonis, plusieurs études sur un arrét de
développement ont également été réalisées (Zhu
& Zhang, 1987; Jalali & Singh, 1992; Khosa &
Brar, 2000; Farid et al., 2001; Chen & Ou-Yang,
2004; Kumar et al., 2005; Singh et al., 2006;
Nadeem et al., 2010). Chen & Ou-Yang (2004)
ont réussi a stocker 7. chilonis pendant 42 jours et
ont obtenu plus de 70 % d’émergence apres
stockage, ce qui prouve qu’il est possible de
déclencher un arrét de développement chez

Figure 1: Le foreur ponctu¢ Chilo sacchariphagus (photos CIRAD, FDGDON).
a): Adulte (15 2 20 mm de long et 30 mm d’envergure) et ooplaque (une femelle pond environ 650 ceufs sous
forme d’ooplaques); b): Galerie creusée par une larve du foreur ponctué dans une tige de la canne.
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T. chilonis. Cependant, il est nécessaire d’étudier
de maniere détaillée la fécondité, la survie et
I’efficacité au champ des insectes aprés stockage,
ce qui n’est pas toujours le cas dans la littérature.
Dans ce contexte, I’objectif de cette étude est
I’obtention d’une plus longue durée de stockage
chez T. chilonis et I’évaluation des performances
de T. chilonis apreés stockage.

...‘
P ————

Figure 2: Le parasitoides Trichogramma chilonis
(photos FDGDON, CIRAD). a): Femelle adulte
en ponte; b): (Eufs parasités du foreur ponctué
par T. chilonis en couleur foncée

2. MATERIEL ET METHODES

La souche de T. chilonis utilisée dans cette étude
provient de I’ile de la Réunion et est élevée a
I’INRA Sophia Antipolis depuis 2004 sur les ceufs
de la pyrale de la farine Ephestia kuehniella
Zeller, un trés bon hote de substitution. Les
T. chilonis sont élevés a 18°C, 70-80 % RH,
16:8 (L:D). Avant d’étre utilisés, les ceufs d’E.
kuehniella sont irradiés aux rayons ultras violets
afin d’inhiber leur éclosion. Les ceufs sont collés
sur des petites plaquettes en carton pour faciliter
leur manipulation.

A la figure 3 sont présentées les principales étapes
qui ont été réalisées lors de nos expérimentations.
Les parents ont été élevés a 23 £ 1°C, 70-80 %
RH, 16:8 (L:D). Les femelles agées de moins de
24 heures ont été utilisées pour la ponte puis elles
ont été éliminées. Les ceufs pondus ont été utilisés
pour la recherche d’un arrét de développement a
basses températures (moins de 18°C). Les
principaux paramétres étudiés au cours du cycle
de vie de T. chilonis ont été les suivants: le temps
de stockage (selon 4 modalités: 18, 19, 21 et 22
semaines) et le stade de maturation avant stockage
(selon 10 modalités différentes).

Apres stockage, la qualité de la génération F, a été
étudiée a 25°C, 70-80% RH, 16:8 (L:D) au
travers de caractéristiques Dbiologiques: taux
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d’émergence, fécondité et survie sur une période
de 7 jours. Lapériode de 7 jours représente le
temps d’une génération a 30°C (température des
parcelles expérimentales a 1’ile de la Réunion) et
Shirazia (2006) a montré que la fécondité obtenue
durant les 7 premiers  jours reflétait
significativement la fécondité totale des femelles
chez T. chilonis.

Pour I’étude de la fécondité des femelles F,, seuls
les ceufs noirs ont été comptabilisés (les ceufs
ayant réussi leur développement jusqu’a un stade
assez avancé). Les femelles qui n’ont donné aucun
ceuf noir ont été considérées comme ayant une
fécondité nulle. La comparaison avec une
population témoin (individus non stockés au froid)
a été réalisée a 25°C pour chaque expérience.
Pour obtenir une humidité relative entre 70 et
80 % nos expérimentations ont été effectuées dans
des boites a sel avec la présence permanente d’une
solution de NaCl saturée.

Analyses statistiques

Les analyses statistiques de nos résultats ont été
effectuées avec le logiciel SAS (procédures GLM
et GENMOD).

3. RESULTATS

3.1 Performance aprés stockage au froid
pendant 18 a 22 semaines

Pourcentage d’émergence

Pour 10 des 21 combinaisons testées, I’émergence
des individus F; aprés stockage a été de plus 80 %
et aucune différence significative par rapport au
témoin n’a été notée pour les
10 différentes combinaisons  testées (test de
Kruskal Wallis au seuil 5%). La meilleure
émergence qui a été obtenue est comparable au
témoin (86 % vs 91 %) (Tableau 1).

Fécondité sur 7 jours

Les facteurs "maturation” et "temps de stockage"
ont ¢été déterminés comme influencant trés
fortement la fécondit¢ (ANOVA; p<0,001). La
meilleure combinaison (18 semaines de stockage
avec une maturation assez avancée) a donné une
fécondité médiane statistiquement identique a
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celle du témoin (85 ceufs vs 81 ceufs; test de Mann
Whitney; p > 0,05) (tableau 1).
Survie a 7 jours

La survie a 7 jours a été trés significativement
affectée par la maturation et le temps de stockage
(test de Fisher; p <0,001). Cette variable (survie a
7 jours) a été la plus sensible de toutes les
variables étudiées. Le pourcentage de survie de la
meilleure combinaison (18 semaines de stockage
avec une maturation assez avancée) obtenue est
comparable a celui du témoin (91 % vs 97 %, test
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Chi-2; p > 0,05) (tableau 1).
Proportion de femelles ayant une fécondité nulle

Le pourcentage de femelles n’ayant donné aucun
ceuf noir varie entre 0 et 12 % selon les modalités
testées. Lorsque cette valeur atteint 10 %, la
différence devient significative vis-a-vis de la
population témoin (test Chi-2 vs témoin; p >
0,05). Comme pour le témoin, la meilleure
combinaison (18 semaines de stockage avec une
maturation assez avancée) ne comporte aucune

Caracteres 18 semaines Témoin
éme:gence 86 % 31%
Fecondite / femelle 85 eggs 81 eggs
Survie a 7 jours M1 % 97 %
Femelle stérile 0% 0%
Fécondité * % émergence 73,1 Vs 73,7

Tableau 1: Caractéristiques biologiques de Trichogramma chilonis aprés 18 semaines de stockage a 3°C.
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Figure 3: Pourcentage d’émergence chez Trichogramma chilonis aprés différentes durées de stockage a 3°C
(18, 19, 21 ou 22 semaines). Les lettres indiquent les différents stades de développement qui restent codés car
leur intérét économique oblige la protection avant le transfert a une biofabrique.
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femelle ayant une fécondité nulle (tableau 1).
3.2 Possibilité de stockage aprés 18 semaines

Pour estimer 1’efficacité des trichogrammes au
champ, la valeur Fécondité*Emergence (la
fécondité  pondérée par le  pourcentage
d’émergence) a été choisie. Cette valeur calculée
prend en compte a la fois la variable "fécondité"
(et donc les "femelles sans ponte") ainsi que la
variable "taux d’émergence". La survie n’est pas
intégrée dans ce calcul, de par la faible longévité
potentielle sur le terrain. En effet, la survie des
trichogrammes y est inféricure a 7 jours en raison
des conditions climatiques extrémes (chaleur,
pluie...). La meilleure combinaison (18 semaines
de stockage avec une maturation assez avancée) a
donné wun résultat comparable au témoin:
fécondité*émergence = 73,1 vs 73,7 pour le
témoin (tableau 1).

4. DISCUSSION ET CONCLUSION

Dés a présent, notre étude a montré la possibilité
d’un stockage au froid de 7. chilonis pendant
18 semaines, soit 126 jours, tout en préservant une
bonne qualité physiologique aprés réveil (taux
d’émergence, fécondité, survie a 7 jours). La prise
en compte de ces caractéristiques est
indispensable puisqu’elles sont souvent affectées
négativement par un stockage au froid (Chang et
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al., 1996; Jalali & Singh, 1992). Une quiescence a
été observée pour un stockage moins long chez
T. chilonis (Do Thi Khanh et al., 2008). Les
résultats de notre étude dépassent nettement les
résultats décrits dans la littérature (Zhu & Zhang,
1987; Jalali & Singh, 1992; Khosa & Brar, 2000;
Farid et al., 2001; Chen & Ou-Yang, 2004; Kumar
et al., 2005; Singh et al., 2006; Nadeem et al.,
2010). Si on considére que le seuil économique
minimal est de 70 % d’émergence et de 60 ceufs
par femelle, les résultats obtenus lors de cette
étude sont prometteurs: émergence de 87 % et
fécondité¢ de 98 ceufs aprés 18 semaines de
stockage au froid. Pour le systéme cannier a la
Réunion, les lachers de trichogrammes
s’effectuant toutes les semaines durant quatre
mois, cela nécessite une production réguliére des
parasitoides. Dés a présent, le stockage de 18
semaines permet de mieux étaler la production, de
mieux gérer le personnel et de réduire les cofits.
Ce stockage facilite aussi 1’approvisionnement et
la disponibilité des auxiliaires produits, ce qui
permet plus de souplesse par rapport a des
événements imprévus. Ainsi, le calendrier
prévisionnel des lachers peut étre assuré de fagon
optimale. Concernant la qualit¢ des auxiliaires
produits, le stockage réduit le nombre de
générations des insectes élevés, ce qui diminue le
risque de dérive génétique (voir aussi Voegelé et
al., 1986).

Une fois vérifiés sur le terrain, nos résultats
pourront étre brevetés pour une commercialisation
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Figure 4: Fécondité sur 7 jours chez Trichogramma chilonis aprés différentes durées de stockage a 3°C (18, 19, 21
ou 22 semaines). Les lettres indiquent les différents stades de développement qui restent codés car leur intérét
économique oblige la protection avant le transfert a une biofabrique.
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a grande échelle. Pour son développement, cette
technique sera applicable dans d’autre pays au
climat tropical (Maurice, Ouganda, Zimbabwe,
Malawi, Mozambique, Swaziland, Tanzanie, Inde,
Afrique du Sud, DOM-TOM,...) et sur d’autres
cultures ou Trichogramma chilonis est efficace
comme auxiliaire.
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