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Décrets, arrétés, circulaires

TEXTES GENERAUX

MINISTERE DE L’AGRICULTURE, DE L'AGROALIMENTAIRE ET
DE LA FORET

Arrété du 28 juin 2012 relatif aux demandes d’autorisation d’entrée sur le territoire et
d’introduction dans [I’environnement de macro-organismes non indigénes utiles aux
végétaux, notamment dans le cadre de la lutte biologique

NOR : AGRG1225395A

Publics concernés : responsables de /’entrée sur le territoire ou de !’introduction dans I’environnement de macro-
organismes non indigénes utiles aux végétaux, notamment dans le cadre de la lutte biologique.

Objet : demandes d’autorisation d’entrée sur le territoire et d’introduction dans [’environnement de macro-
organismes non indigenes utilisés notamment dans le cadre de la lutte biologique.

Entrée en vigueur : le texte entre en vigueur le 1+ juillet 2012.

Notice : I’arrété précise les différents éléments qui doivent composer les dossiers de demande d autorisation
d’entrée sur le territoire ou d’introduction dans [’environnement de macro-organismes non indigenes utiles aux végétaux
ainsi que les modalités de présentation de ces dossiers.

Références : le présent arrété est pris pour [’application de l'article R. 258-3 du code rural et de la péche
maritime.

La ministre de I’écologie, du développement durable et de 1’énergie et le ministre de 1’agriculture, de
I’agroalimentaire et de la forét,

Vu la Convention internationale pour la protection des végétaux, signée par la France le 6 décembre 1951, telle
qu’elle résulte des amendements adoptés a Rome par la 29 session de la Conférence des Nations unies pour
I’alimentation et 1’agriculture le 17 novembre 1997 ;

Vu la directive 2000/29/CE du Conseil du 8 mai 2000 concernant les mesures de protection contre
I’introduction dans la Communauté d’organismes nuisibles aux végétaux ou aux produits végétaux et contre leur
propagation a I’intérieur de la Communauté ;

Vu la directive 2008/61/CE de la Commission du 17 juin 2008 fixant les conditions dans lesquelles certains
organismes nuisibles, végétaux, produits végétaux et autres objets énumérés aux annexes | a V de la directive
2000/29/CE du Conseil peuvent étre introduits ou circuler dans la Communauté ou dans certaines zones
protégées de la Communauté pour des travaux a des fins d’essai ou a des fins scientifiques ou pour des travaux sur les sélections
variétales ;

Vu le code de I’environnement, notamment ses articles L. 120-1, L.411-3 et R. 411-36;

Vu le code rural et de la péche maritime, notamment ses articles R. 258-3 et R. 258-7,

Arrétent :

Art. 1=. = Le dossier de demande d’autorisation pour I’entrée sur le territoire ou I’introduction dans
I’environnement de macro-organismes non indigénes utiles aux végétaux, notamment dans le cadre de la lutte
biologique, mentionné au | de I’article R. 258-3 du code rural et de la péche maritime comprend :

1. Un formulaire relatif aux informations sur le demandeur établi conformément a 1’annexe | du présent

arrété, au moyen du formulaire CERFA disponible sur le site internet du ministére chargé de I’agriculture ;2© Un

dossier technique relatif au macro-organisme et a ses conditions de détention et d’élevage établi
conformément a ’annexe Il du présent arrété.

Art. 2. = Toute modification observée ou volontaire des éléments de la demande initiale (par exemple
modification génotypique ou phénotypique, conditions d’élevage, sélection de souches par élevage ou
introduction de nouvelles souches) est notifiée aux ministéres chargés de 1’agriculture et de I’environnement eta
1I’Agence nationale de sécurité sanitaire de 1’alimentation, de 1’environnement et du travail dans les plus brefs délais.

De méme, tout changement de nom de 1’organisme responsable de la demande d’autorisation ou détenteur de
I’autorisation ou tout abandon de la demande d’autorisation, des travaux (notamment lors de la cession de
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matériel vivant a une autre structure) ou de I’exploitation commerciale du macro-organisme est notifié aux
ministéres chargés de I’agriculture et de I’environnement et a 1’Agence nationale de sécurité sanitaire de
I’alimentation.

Art. 3. = Lorsque la demande concerne un macro-organisme qui a déja fait 1’objet d’une évaluation
officielle du risque phytosanitaire et environnemental dans un Etat dont les conditions agricoles,
phytosanitaires, environnementales, notamment en termes de climat et de biodiversité, sont comparables au
territoire pour lequel la demande est effectuée, les éléments de cette évaluation sont joints au dossier de
demande.

Le dossier est rempli en faisant référence a cette évaluation pour les items ou cela est pertinent.

Art. 4. = Afin de garantir I’identification taxonomique du macro-organisme concerné, toute demande
d’autorisation fait I’objet, en complément des données fournies dans la partie 1 du dossier détaillé en annexe Il du
présent arrété, d’un dépdt d’individus de référence aupres du centre de biologie et de gestion des
populations (CBGP).

Art. 5. = Dans le cas d’une demande d’introduction dans 1’environnement, un dossier spécifique est rempli pour
chaque territoire envisagé d’introduction et pour chaque macro-organisme concerné défini au niveau deson espéce et
de son territoire d’origine. Dans le cas d’un macro-organisme destiné a étre commercialisé, le dossier est rempli
également pour une référence commerciale donnée.

Dans le cas d’une demande d’entrée sur le territoire en milieu confiné sans introduction dans
I’environnement, la demande peut porter sur une catégorie de macro-organismes, pour un niveau de
confinement donné.

Art. 6. — Les informations suivantes fournies dans le cadre d’un dossier de demande d’autorisation sont
considérées comme confidentielles et ne sont donc pas rendues publiques :

— origine de la source d’élevage ;

— conditionnement du macro-organisme ainsi que proies et support présents dans le conditionnement, le cas

écheant ;

— cultures et cibles faisant 1’objet des essais mentionnés dans le dossier de demande ;

— bibliographie détaillée ;

Par ailleurs, le demandeur peut adresser a 1’Agence nationale de sécurité sanitaire de 1’alimentation, sous pli
séparé, d’autres informations dont la diffusion lui apparaitrait de nature a porter atteinte au secret en matiére
commerciale et industrielle et qu’il ne souhaite pas rendre publiques.

Art. 7. = Le présent arrété entrera en vigueur le 1-juillet 2012.

Art. 8. = Le directeur général de I’alimentation et la directrice de 1’cau et de la biodiversité sont chargés,
chacun en ce qui le concerne, de I’exécution du présent arrété, qui sera publié au Journal officiel de la
République francaise.

Fait le 28 juin 2012.

Le ministre de [/’agriculture,
de ’agroalimentaire et de la forét,
Pour le ministre et par délégation: Le
directeur général
de [’alimentation,
P. DeEHAUMONT
La ministre de [’écologie,
du développement durable
et de /’énergie,
Pour la ministre et par délégation :
La directrice de [’eau
et de la biodiversité,
0. GAUTHIER
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ANNEXES

ANNEXE |
ELEMENTS DU FORMULAIRE

1. ldentification du demandeur.

Nom de la société ou de I’organisme.

Nom du responsable du dossier, légalement autorisé par la société ou ’organisme a faire cette demande. Adresse

compléte, téléphone, fax, courriel.

Numéro SIRET.

Personne contact (nom, position, coordonnées).

2. ldentification de la demande.

2.1. Premiére demande ou renouvellement.

2.2. Informations sur la demande d’autorisation, et notamment type d’autorisation demandée :

Entrée sur le territoire en milieu confiné (a des fins scientifiques ou de production).

Introduction dans I’environnement (a des fins d’expérimentation, commerciales...).

3. Identité du ou des macro-organismes et, le cas échéant, du produit commercial.

4. Obijectifs de la demande.

Description synthétique sommaire des travaux en milieu confiné ou du programme d’introduction dans
I’environnement.

Autorisations d’entrée sur un territoire ou d’introduction dans I’environnement obtenues a 1’étranger.

Autorisations d’entrée sur un territoire ou d’introduction dans 1’environnement déja obtenues des autorités
francaises.
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ANNEXE 11

ELEMENTS DU DOSSIER TECHNIQUE

Le dossier technique comprend trois parties :

La partie 1 détaille toutes les informations nécessaires pour connaitre les caractéristiques de 1’organisme et
du produit commercial, le cas échéant. Cette partie est obligatoire pour toute demande d’autorisation pourl’entrée
sur le territoire et I’introduction dans I’environnement de macro-organismes non indigénes utiles aux végétaux (sauf
cas particulier de la collecte, voir la consigne 2 ci-dessous) ;

La partie 2 concerne I’entrée sur le territoire en milieu confiné & des fins de recherche ou de production. I
s’agit d’indiquer toutes les informations permettant a I’agence chargée de 1’évaluation des dossiers de juger durisque
d’échappement des macro-organismes ainsi que de I’efficacité des mesures prises par le demandeur pour réduire ce
risque a un niveau acceptable. Les points 2.1 a 2.7 du dossier ont donc pour objectif de définir les éléments
permettant de mettre en place un niveau de confinement adapté aux macro-organismes qui font ’objet de la demande d’entrée
sur le territoire ;

La partie 3 concerne I’introduction dans I’environnement a des fins expérimentales ou commerciales. Elle re peut
porter que sur un seul macro-organisme, défini au niveau de son espéce et de son territoire d’origine. Il s’agit
d’indiquer toutes les informations permettant a 1’agence chargée de 1’évaluation des dossiers d’estimer le risque
phytosanitaire et environnemental lié a I’introduction dans 1’environnement du macro-organisme.

Les consignes suivantes pour 1’élaboration des dossiers doivent étre respectées :

1- Lorsque la demande concerne I’entrée de macro-organismes sur le territoire, sans introduction dans
I’environnement, dans le cadre de travaux réalisés en milieu confiné a des fins scientifiques ou de production, les
parties 1 et 2 du dossier devront étre remplies;

2- Dans le cadre de travaux réalisés a des fins scientifiques ou le demandeur réalise une collecte de macro-
organismes dans I’aire d’origine d’un ravageur, macro-organismes pour lesquels I’identification taxonomique est
réduite a ’ordre ou a la famille au moment de la demande, la partie 1 ne pourra pas étre renseignée entotalité et seuls
les points 1.4 sur la collecte et 1.6 sur I’organisme cible seront exigés. Le demandeur devradonc apporter une attention
particuliere a la partie 2 du dossier concernant les modalités de confinement;

3 Lorsque la demande concerne [Iintroduction dans I’environnement a des fins expérimentales
ou commerciales, les parties 1 et 3 du dossier devront étre remplies ;

4. Lorsque le demandeur n’est pas en mesure de remplir certains items (indisponibilité de I’information due a
I’absence de travaux ou de résultat d’essai), la mention « information non disponible » devra étre indiquée pour ces
items.
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PREMIERE PARTIE

LE MACRO-ORGANISME

La partie 1 doit étre remplie pour toute demande d’autorisation pour 1’entrée sur le territoire et I’introduction dans
I’environnement de macro-organismes non indigenes utiles aux végétaux. La demande d’autorisation pour I’entrée
sur le territoire peut porter sur une catégorie de macro-organismes, conformément a l’article 5 del’arrété alors
que la demande d’introduction dans I’environnement a des fins expérimentales ou commerciales ne peut porter que sur
un seul macro-organisme, défini au niveau de son espéce et de son territoire d’origine.

Ces informations doivent, si possible, étre accompagnées de documents complémentaires ou références
bibliographiques (description détaillée de la méthode de confirmation, références pour la caractérisation
moléculaire).

Sommaire : pages
PREMIERE PARTIE :
1.1. Taxonomie dU MacCrO-0FQaniSIMIe. . ... . .ttt ittt ettt e et e e et e e et e e e 6
1.2. DesSCription dU MacCKO-0FrgaNiSIMIE. ... .ttt ettt et ettt et et et e et et et et et et e et e e e e e rieans 6
1.3. Informations générales sur la biologie et I’écologie du macro-organisme.............................ooee.. 6
L3.L.Gamme d'ROLES. ..........onnee e i e 6
L3 2, BIOIOgIE. .o 6
1.3.3. Plages therMIQUES. . ...ttt e e e e 7
1.3.4. Informations sur le cycle de vie et potentiel reproducteur...............coooviiiiiiiiiiii i, 7
TSI BT o1 6] (o] 4 R 8
1.3.6. Facteurs de limitation populationne. ....... ..o 8
1.4. Origine et répartition du Macro-0rganiSME. ... .......c.ouirinitiii e, 8
1.5. Informations sur ’utilisation du macro-0rganiSme.............ccoiviiiiiiiiiiiii e, 8

1.6. Informations sur I’organisme cible (ravageur et plantes) ..................cocooiiiiiiiiiiiiiiiiiee 9
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1.1. Taxonomie du macro-organisme
Cette demande d’autorisation pour I’entrée sur le territoire porte sur le macro-organisme suivant :
Cotesia typhae Fernandez-Triana (Hymenoptera, Braconidae, Microgasterinae), espéce du complexe flavipes

Cotesia typhae est une espéce nouvellement décrite par le laboratoire d’Evolution Génomes Comportement et
Ecologie (EGCE - UMR CNRS, IRD et Université Paris Saclay) en 2017 auparavant considéré comme une
population de I’espéce Cotesia sesamiae.

- ldentification taxonomique : Kaiser et al. 2017*
- Identification moléculaire : Kaiser et al. 20152, 2017*

- Organismes ayant réalisé/confirmé 1’identification taxonomique : Canadian National Collection of Insects,
Arachnids and Nematodes (CNC), 960 Carling Ave, K1A 0C6, Ottawa, Canada

- Méthode de confirmation : génotypage par PCR des marqueurs CO1 et CrV1 (Kaiser et al., 2017%).
- Localisation d’échantillons représentatifs de référence :
e Voucher specimen: CNC

e Centre de Biologie pour la Gestion des Populations (CBGP), Campus International de Baillarguet, 755
avenue du campus Agropolis — CS30016, 34988 Montferrier-sur-Lez

e Echantillons d’ADN : UMR EGCE

1.2. Description du macro-organisme

Les Braconidae présentent un stade adulte a vie autonome, et 3 stades larvaires parasites obligatoires. La
détermination se fait au stade adulte. Une clé de détermination du genre Cotesia (anciennement Apanteles) est donnée
par Nixon, 1965° Mason, 1981* et Sigwalt & Pointel 1980°. C. typhae fait partie d’un complexe d’espéces sceurs
morphologiguement et biologiquement trés proches, le complexe flavipes ; elle vit en Afrique sub-saharienne. Les
marqueurs CrV1 (polydnavirus) et CO1(cytochrome oxydase mitochondriale) permettent de différencier les espéces
du complexe flavipes'*® par analyse biomoléculaire. Chez I’adulte, la longueur du corps, sans les antennes, varie
entre 2,20 et 2,50 mm avec une moyenne de 2,40 mm, et le diameétre du corps est de I’ordre de 0,45-0,50 mm?.

1.3. Informations générales sur la biologie et I’écologie du macro-organisme

Les especes du complexe flavipes (C. flavipes, C. chilonis, C. nonagriae, C. sesamiae, C. testacea et C. typhae)
parasitent les chenilles de Noctuidae et de Crambidae (Lépidoptéres) foreuses de tiges de plantes monocotylédones
appartenant aux familles des Poaceae, Cyperaceae et Typhaceae, en régions tropicales voire subtropicales.

1.3.1. Gamme d’hotes

C. typhae n’est trouvée que sur Sesamia nonagrioides (Noctuidae ; noms vernaculaires : nonagrie bétique ; sésamie
du mais ; Mediterranean corn borer), et principalement sur la massette, Typha domingensis, donc en milieu humide?,
quand bien méme d’autres espéces de plantes et de chenilles hdtes pour C. sesamiae se développent en syntonie?.
Son développement sur d’autres espéces n’a été étudié au laboratoire que sur deux noctuelles africaines, Sesamia
calamistis, qui permet le développement du parasite, et Busseola fusca, qui ne le permet pas?.

1.3.2. Biologie

C. typhae, décrite seulement en 20172, était considérée auparavant comme une population de Cotesia sesamiae. La
6
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principale différence avec C. sesamiae est I’espéce de chenille hote?; les autres différences, subtiles, sont
morphologiques et génétiques. Ainsi, hormis ces différences, les données obtenues antérieurement sur C. sesamiae
sont applicables a C. typhae. Au sein du complexe d’espéce sceurs flavipes, la biologie a été décrite précisément en

conditions de laboratoire pour 1’espéce C. flavipes ; plusieurs études confirment des éléments de cette biologie pour
C. sesamiae, et un plus petit nombre pour C. chilonis et C. typhae. Les valeurs de développement et de survie a
différentes températures de C. typhae sont présentées dans la partie 11l. Elles sont cohérentes avec les données
obtenues sur ses especes sceurs, car toutes sont des espéces tropicales donc adaptées aux mémes régimes thermiques.
Il en va de méme pour les capacités de dispersion, assurées par le stade adulte, puisque les especes du complexe
flavipes ont des plages de tailles adultes se recouvrant largement! et des durées de vie de quelques jours (voir plus
loin section 1.3.3).

1.3.3. Plages thermiques
La sensibilité a des températures froides ou fraiches est présentée dans la partie I11.

La sensibilité de C. typhae a des températures élevées n’a été étudiée que sur la spermatogénése, significativement
réduite a 34°C. 36°C induit une importante mortalité nymphale (Bressac et al 2023 en révision®). Chez les espéces
sceurs, I’activité locomotrice des adultes s’arréte au-dela de 35°C (C. flavipes)’. Chez C. sesamiae, la mortalité adulte
est induite a partir de 36°C pendant 2h et atteint 100% a 39°C8. Le seuil haut de létalité au stade embryonnaire est
situé entre 32 et 35°C (Khadioli & Le Ru, non publié).

En laboratoire la combinaison de température et d’humidité relative optimale a la longévité et a la fécondité est de
25-28°C et 60-70% RH (C. flavipes)’. Dans cette plage d’humidité, la longévité maximale des adultes est de 10 jours
a10°C, 6 jours a 22°C et 3 jours a 31°C, avec apport de sucres. A 22°C ces données sont confirmées pour C. typhae,
avec une longévité maximale de 6 jours, et une longévité médiane de 3j, évaluée sur des groupes de plusieurs dizaines
d’individus en cagette de 1/2L, avec apport d’une solution de miel'. La longévité est doublée en conditions
individuelle (partie I11, section 3.1.2.4). Sans ces conditions d’humidité et de nourriture, la longévité est de 1 a 2 jours
pour les especes du complexe flavipest. Dans ce dernier, le cycle de développement dure 3 semaines a 25°C, ce qui
donne potentiellement 17 générations annuelles. Selon Emana et al. (2007)7, les conditions environnementales
permettant 1’utilisation de C. flavipes comme agent de lutte biologique correspondraient a une moyenne journaliére
comprise entre 20-30°C et 40-90% RH. Les essais réalisés sous serre avec C. typhae® n’indiquent pas de différence
d’efficacité entre les plages journalieres de 15-20°C et de 20-25°C (partie 111, section 3.8.2).

1.3.4. Informations sur le cycle de vie et potentiel reproducteur

L’accouplement a lieu dés I’émergence des adultes et normalement entre freres et sceurs. Chez C. flavipes et C.
sesamiae, les femelles sont attirées par I’odeur des plantes attaquées par leurs chenilles hotes. Elles localisent I’entrée
des galeries par la perception des déjections larvaires et y pénétrent!®3, Ces informations sont confirmées chez C.
typhae (T. M. Fortuna et al en préparation). Le comportement de défense des chenilles entraine la mort de la femelle
parasite dans 30 a 50% des cas selon I’espéce de chenille, et la moitié des survivantes réussissent a parasiter la
chenille. Les especes du complexe flavipes sont dites pro-ovogéniques, c'est-a-dire que les femelles disposent d’un
stock d’ovocytes matures non renouvelé au cours de la vie, environ 150 ceufs, pondus par groupe (espece grégaire).
En condition de laboratoire les femelles de C. typhae ont une fécondité potentielle de 200 ovocytes, parasitent en
moyenne 2 chenilles, et ont une fécondité réalisée d’une centaine de descendants®. Comme chez de nombreux
Hyménoptéres, les ceufs non fécondés donnent des males (parthénogenése arrhénotoque), et le sexe-ratio d’une
descendance est tres variable, avec une moyenne de 70 a 80% de femelles chez C. typhae®®.

De nombreuses especes de chenilles présentent une réaction immunitaire aux ceufs parasites. Leurs insectes
parasitoides ont développé des mécanismes de suppression de cette réaction, grace a la composition protéique de leur
venin et a la présence de virus symbiontes dont le génome est intégré a celui des Cotesia. La co-évolution entre
résistance de 1’hdte et virulence du parasite explique la spécificité des espéces du complexe flavipes envers leurs

7
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hotes (gamme d’hotes : voir partie 111, section 3.7.1).

Dans le cas d’un hote adéquate, le succés parasitaire augmente avec le stade larvaire attaqué?®, jusqu’au stade pré-
nymphe, ou la chenille cesse de s’alimenter et devient impropre au développement du parasite (L. Kaiser, comm.
pers.).

Dans le milieu naturel sauvage et dans le milieu cultivé, on dispose de données en particulier pour les populations de
C. sesamiae (endémique) et de C. flavipes (introduite) au Kenyal’. Ces insectes arrivent a passer la saison séche en
se développant sur les rares chenilles encore en activité dans de petites parcelles irriguées ou dans des micro-zones
restant humides. Des cas de développement sur chenilles diapausantes ont été observés en sortie de saison seche (P.-
A. Calatayud, comm. pers.). La capacité des larves parasitoides a entrer en arrét de développement avec leur larve
hote est limitée chez C. typhae (partie I, section 3.1.2.1) car le seuil de développement est proche du seuil de
mortalité ; elle serait a vérifier chez les autres espéces du complexe flavipes.

1.3.5. Dispersion
Les capacités de dispersion de C. typhae sont présentées dans la partie I11, section 3.2.
1.3.6. Facteurs de limitation populationnel

Les principaux facteurs de limitation des populations des espéces du complexe flavipes sont le climat, compte tenu
de sa répartition tropicale, et les capacités de défense de 1’hdte (confinement a I’intérieur des tiges, défenses
comportementales et physiologiques). Les stades larvaires endoparasites sont également limités par les facteurs de
mortalité des chenilles hotes (pathogenes, prédateurs et parasites), qui ont été inventoriés pour S. nonagrioides par
quelques études en Europe'®?; les cocons se forment le plus souvent a I’intérieur des galeries végétales, ce qui limite
leur exposition aux prédateurs et parasites. Toutefois des hyperparasites sont parfois observés (B. Le Ri, comm.
pers.). Les chenilles et les cocons sont les proies des fourmis et forficules (B. Le Ru, comm. pers.). Voir la partie 111
section 3.6.7 pour plus d’informations.

1.4. Origine et répartition du macro-organisme

Les quatre premiéres espéces initialement décrites dans le complexe flavipes sont originaires de continents distincts
et se seraient donc formées par isolement géographique (C. flavipes : sous-continent indien ; C. chilonis : Chine et
Japon ; C. sesamiae : Afrique sub-saharienne ; C. nonagriae : Australie). C. sesamiae est présente dans la plupart
des pays de I’ Afrique sub-saharienne, jusqu’en Afrique du Sud. Elle a ét¢ introduite 8 Madagascar et a I’lle Maurice
ou elle s’est établie sur S. calamistis et Chilo partellus®. C. typhae a une aire de répartition plus restreinte car elle
n’a été trouvée pour ’instant qu’a I’est de I’ Afrique sub-saharienne (Ethiopie, Kenya et Tanzanie)'?2.

Les insectes pour lesquels nous demandons 1’autorisation ont été collectés depuis 2013 au Kenya (localités :
Makindu, Kobodo, Kisumu Rabuor et Mbita-Lwanda), sur Typha domingiensis et Cyperus dives. Des souches initiées
a partir de ces collectes sont en élevage a I’ICIPE — International Centre for Insect Physiology and Ecology, Nairobi,
Kenya, et au laboratoire EGCE, Université Paris-Saclay, Gif-sur-Yvette?.

1.5. Informations sur I’utilisation du macro-organisme

L’espece C. typhae n’est pas encore utilisée en lutte biologique, mais plusieurs éléments motivent son étude comme
futur agent de lutte biologique contre la sésamie du mais, Sesamia nonagrioides. En effet dans son milieu naturel C.
typhae a une spécificité stricte envers ce ravageur, et des populations Kenyanes de ce parasitoide sont trés efficaces
en laboratoire pour tuer les chenilles de la sésamie du mais. Comme C. typhae survivrait mal aux températures
hivernales en France, d’apres les données sur les espéces sceurs et les études réalisées au laboratoire EGCE, son

8



30 juin 2012 JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE FRANCAISE Texte 56 sur 202

utilisation serait envisagée sous forme de lachers annuels. L’espéce sceur C. flavipes, qui est originaire du sous-
continent indien, est utilisée ainsi depuis des années 70, pour protéger la canne a sucre contre une chenille foreuse
de tiges, une pyrale du genre Diatrea (Crambidae), sur des millions d’hectares au Brésil?®. Elle a aussi été introduite
dans les années 1995 en Afrique sub-saharienne pour lutter contre la pyrale asiatique sur mais, Ch. partellus
(Crambidae), et son acclimatation est un succés dans plusieurs pays d’Afrique de I’Est?.,

Compte-tenu de ces éléments et de la recrudescence des dommages causés par la sésamie en France (voir ci-dessous),
une étude financée par I’ANR et I’AFB (CoteBio?® 2018-23) est en cours, d’une part pour approfondir la connaissance
des interactions entre C. typhae et son héote (mécanismes, facteurs de variation), et d’autre part pour analyser la
faisabilité de son utilisation comme agent de lutte biologique (risque environnemental, efficacité sous serre,
production en masse et stockage). La partie Il présentent les données acquises pour documenter les risques et
bénéfices d’une future utilisation de C. typhae en France.

1.6. Informations sur I’organisme cible (ravageur et plantes)

En France 1’organisme cible est la sésamie du mais, S. nonagrioides. Son expansion a été réguliere en France depuis
1990 le long de la cote Atlantique, suite a une succession d hivers doux?, et les populations sont en recrudescence,
causant des pertes de rendement et de qualité du mais, réguliéres et particuliérement importantes certaines années
(en moyenne en Aquitaine, une tige sur deux abrite une chenille de sésamie, entrainant une perte de rendement
d’environ 7 qtx/ha?’. Seuls des produits insecticides conventionnels sont autorisés pour lutter contre la deuxiéme
génération de sésamie en production de mais. Peu de surfaces sont protégées compte tenu de la hauteur de la culture
qui rend le traitement des parties aériennes difficile (nécessite de disposer d’un enjambeur). Le mais transgenique Bt
n’est pas autorisé en France.

- Les parties 1.7, 1.8 et 1.9 sont remplies uniquement en cas d’utilisation commerciale du macro-
organisme.

DEUXIEME PARTIE
LOCAUX — CONFINEMENT — FONCTIONNEMENT
Remplir uniquement dans le cas d’une demande d’entrée sur le territoire, en milieu confiné, & des fins de recherche
ou d’élevage.

Sans objet pour demande d’introduction de Cotesia typhae dans I’environnement
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TROISIEME PARTIE

INFORMATIONS A FOURNIR POUR EVALUER LES RISQUES ET BENEFICES LIES A L’INTRODUCTION
DANS L’ENVIRONNEMENT DE MACRO-ORGANISMES NON INDIGENES UTILES AUX VEGETAUX

Remplir uniquement dans le cas d’une demande d’introduction dans I’environnement.

Les points 3.1 a 3.7 du dossier sont nécessaires a [’évaluation des risques, dont les risques
environnementaux. Le point 3.8 est spécifique a [’efficacité et aux bénéfices du macro-organisme, informations
nécessaires pour ['analyse de la demande. Cette évaluation doit porter sur la totalité du territoire concerné par
l'introduction dans [ ’environnement, en faisant référence aux éventuelles variations régionales qui pourraient affecter
le risque. Les informations demandées doivent provenir de publications scientifiques, d’évaluations de risque
existantes, de rapports privés et/ou d’expérimentation, de simulation ou de communications personnelles d’experts. 1l
est de la responsabilite du demandeur d’avoir réalisé les recherches bibliographiques nécessaires pour s’ assurer du
bien-fondé des réponses et d’en présenter une analyse critique et une synthése. L’ absence éventuelle d’information
scientifique et technigque pour répondre a certaines questions devra étre justifiée par la fourniture des mots-clés utilisés
et des bases de données consultées. Les documents scientifiques a [’appui de I’évaluation du risque devront étre joints
a ce dossier.
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3.1. Probabilité d’établissement du macro-organisme dans I’environnement

3.1.1. Transmettre les données sur les facteurs biocénotiques augmentant ou diminuant le risque d’établissement
(interactions positives ou négatives avec d’autres espéces incluant [’hote cible) ainsi que sur les autres facteurs
biotiques favorisant ou diminuant la probabilité d’établissement (exigences biologiques du macro- organisme) ;

Dans son aire d’origine, C. typhae s’attaque a la sésamie du mais, non pas sur des plantes de mais mais sur des plantes
de Typha sp ou Cyperus sp'. Des niches écologiques semblables sont présentes en France, avec notamment des fossés
peuplés de Typha spp, en bordures de champs ou de routes, et colonisés par des espéces de chenilles non-cibles, qui
peuvent représenter des hotes alternatifs. La viabilité de ces espéces comme hotes potentiels de C. typhae sera discutée
en détail en section 3.6. En France, S. nonagrioides est retrouvée principalement sur mais?®, mais parfois sur plantes
sauvages comme le Sorghum ou le Typha®. Dans la zone d’origine de C. typhae, le développement des deux
protagonistes se fait en continu, grace a la disponibilité des plantes de Typha tout au long de I’année et a la stabilité
des températures et de la photopériode, alors qu’en climat tempéré, ces plantes fructifient et se desséchent de fagon
synchrone a I’automne tout comme le mais. Les insectes qui s’en nourrissent passent 1’hiver au stade larvaire en arrét
de développement. La probabilité d’établissement de C. typhae en France dépendra donc surtout de la capacité de cette
espece tropicale a passer I’hiver.

3.1.2. Transmettre les données sur les facteurs abiotiques augmentant ou diminuant la probabilité d’établissement
(données sur ’optimum de température, les températures létales, les seuils de température de développement) ;

Chez la sésamie, en zone paléarctique, c’est le dernier stade larvaire qui passe 1’hiver, et sa diapause est qualifiée
d’oligopause, période d’hibernation commengant par une phase d’activité ou de courtes phases relativement actives et
inactives se succedent. Elle apparait dés la fin du mois d’aot, induite par le raccourcissement de la durée du jour et,
dans une moindre mesure, par la température. Elle se termine en mars, ou les larves se nymphosent?®. En Afrique, le
climat et le milieu humide occupé par les plantes hotes Typha spp. et Cyperus spp., permettent aux populations de
sésamie et de C. typhae de se développer en continu toute 1’année sans diapause. En France, les températures hivernales
représentent 1’une des barriéres principales a 1’établissement de C. typhae. En effet, dans son aire d’origine, C. typhae
n’est jamais exposée a de telles températures, les températures journaliéres les plus faibles étant rarement inférieures
a 15°C a Kobodo (0.679S, 34.412E), localité Kenyane d’ou vient la souche de C. typhae maintenue & EGCE (Figure
1). De la méme maniére, sur les 12 localités ol nous avons pu trouver C. typhae?, la température moyenne journaliére
ne descend pas sous la barre des 15 degrés. Néanmoins, afin de s’assurer que C. typhae ne puisse pas s’implanter de
maniére durable en France, il convient de vérifier si elle est capable de survivre aux températures hivernales francaises.
La capacité des larves de C. typhae a se développer et survivre dans les chenilles de sésamie durant leur diapause est
alors déterminante pour 1’établissement durable du parasitoide sur le sol frangais. Il convient aussi de vérifier la
sensibilité du stade nymphal et adultes a ces températures.

Par conséquent, pour évaluer le risque que C. typhae passe I’hiver en France, plusieurs tests ont été effectués afin
d’étudier la survie et le développement des différents stades, et les activités des adultes de C. typhae a une gamme de
température allant de 5 a 27°C. Les données sont en cours de publication (Fortuna et al. 20233!). Les espéces du
complexe flavipes sont treés sensibles au gel, Cotesia sesamiae notamment, ne résiste que 3 heures & une température
de 0°C au stade adulte, et la tolérance au gel de C. typhae devrait étre proche compte tenu de la proximité de ces deux
espéces. Chez C. flavipes, des températures constantes de 10 et 15°C ne permettent aucun développement de 1’ceuf a
I’adulte®,

3.1.2.1. Survie et développement larvaire du macro-organisme
Plusieurs groupes de chenilles de S. nonagrioides (diapausantes ou en début de diapause) ont été parasitées par des
femelles C. typhae et déposées a différentes températures respectivement durant 14 et 50 jours. Passé ce délai, les
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chenilles ont été remises a 27°C. Quand les chenilles ont été exposéees a 15°C ou moins, la sortie des larves parasites a
maturité et la formation des cocons de nymphose n’a pu se produire qu’apres le transfert des chenilles a 27°C.

Température maximale journaliére Température minimale journaliére —Température moyenne journaliére

Figure 1 : Données de températures journalieres maximales (en orange), minimales (en bleu), et moyennes (en noir)
a Kobodo (Ouest Kenya) entre janvier 2010 et mars 2021%,

L’exposition des chenilles parasitées a 5 ou 10°C entraine une forte mortalité des larves endoparasites. En effet, le taux
de succes parasitaire est de 0% pour les individus exposés a une température de 5°C pendant 14 jours ainsi que pour
les individus exposés a 5°C et 10°C pendant 50 jours. Pour toutes les chenilles (diapausantes ou en début de diapause),

le taux de succes parasitaire est inférieur a 10% a partir d’une exposition a 10°C (Figure 2).
100

* Chenilles de 3 mois, 14 J d'exposition
—&~ Chenilles de 4 semaines, 14 J d'exposition

—® Chenilles de 4 semaines, 50 J d'exposition

~J
w

Chenilles parasitées desquelles émergent des cocons (%)
3

27 20 15 10 5
Température (°C)

Figure 2 : Survie larvaire de C. typhae, mesurée par le pourcentage moyen de chenilles parasitées a partir desquelles
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des cocons de nymphose se sont formés aprés transfert a 27°C apres exposition a différentes températures. Deux ages
de chenilles et deux périodes d’exposition aux températures ont ¢té testés : des chenilles de 3 mois (diapausantes)
exposées pendant 14 jours, et des chenilles de 4 semaines (en début de diapause) exposées pendant 14 jours ou pendant
50 jours. Les barres verticales correspondent a I’erreur standard. Le trait rouge est en pointillé faute de données a 15
et 20°C.

Le parasitisme par C. typhae entraine également une surmortalité des chenilles diapausants. Des groupes témoins de
chenilles diapausantes non parasitées n’ont montré aucune différence de mortalité entre les températures d’exposition
5, 10 et 27°C. Le stade larvaire de S. nonagrioides est donc bien plus résistant au froid que celui de C. typhae. Des
tests supplémentaires ont été effectués durant lesquelles des chenilles de 4 mois ont été parasitées puis exposées a 15,
17 ou 19°C durant 14 jours avant d’étre disséquées. Apres 14 jours a 15°C, le développement des larves de C. typhae
s’est avéré tres faible, certains individus étant toujours a I’état d'ceuf lors de la dissection, ce qui indique que le seuil
de développement ovo-larvaire est proche de cette température.

3.1.2.2. Survie et développement nymphal du macro-organisme

Apres 7 jours a 15°C, la moitié des nymphes de C. typhae meurent. En dessous de 15°C, la survie nymphale diminue
jusqu’a atteindre un plateau aux alentours de 20% a 10 et 5°C (Figure 3). Le seuil de développement nymphal peut
étre estimé d’apres la durée nécessaire a la formation des adultes quand les cocons sont remis a 27°C. Pour les cocons
non exposés au froid, laissés a 27°C, le développement nymphal se fait en une semaine. 1l en est de méme pour les
cocons exposés a 5 et 10°C, ayant survécu, et transférés a 27°C, montrant que le développement nymphal est bloqué a
5 et 10°C. Pour les cocons ayant survécu a 15°C, leur transfert a 27°C est suivi d’un développement nymphal de 5
jours seulement, indiquant qu’il a commencé pendant I’exposition a 15°C. Ainsi, de méme que pour le développement
ovo-larvaire, le seuil de développement nymphal doit étre un peu inférieur a 15°C.

Cocons ayant donné des adultes (%)

27 20 15 10
Température (°C)

o

Figure 3 : Survie nymphale de C. typhae, mesurée par le pourcentage de cocons ayant donné des adultes, aprés 7 jours
d’exposition respectivement a 27, 20, 15, 10 et 5°C, suivi d’un transfert a 27°C. Les barres verticales correspondent a
I’erreur standard.

3.1.2.3. Activité des adultes du macro-organisme

L’activité locomotrice des adultes (2 males ou 2 femelles) de C. typhae a été testée pendant 6 heures en actimetre,
dispositif permettant I’enregistrement et le comptage du nombre de passages d’individus dans des tubes®, Elle diminue
fortement entre 27 et 15°C, est trés faible a partir de 12,5°C et proche de 0 & 5°C (Figure 4). Nous pouvons considérer
que le seuil d’activité locomotrice de C. typhae est compris entre 5 et 10°C.
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Concernant I’activité de ponte, le seuil se trouve aussi entre 5 et 7,5°C. En effet des tests ont été réalisés durant lesquels
des larves de S. nonagrioides ont été laissées avec des femelles C. typhae dans des boites de Pétri durant 1 heure 30, a
cing températures constantes : 5°C ; 7,5°C; 10°C; 12,5°C et 15°C. Dans ces conditions, seules les larves de S.
nonagrioides mises a 5°C n’ont été pas parasitées.
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Figure 4 : Activité locomotrice des adultes de C. typhae (nombre moyen de déplacements de paires de méme sexe
pendant 6 heures) en fonction de la température. Les barres verticales représentent I’erreur standard.

3.1.2.4. Survie des adultes du macro-organisme

D’apres des tests effectués durant lesquels des adultes isolés et nourris ont été exposés a différentes températures dés
leur émergence, la température garantissant la longévité la plus importante est comprise entre 10 et 20°C (Figure 5).
La plus faible durée de survie est observée a 27°C. A5, 10, 15 et 20°C, la moitié des adultes meurent & 10-11 jours,
90% sont morts au bout de 14 jours a 5°C et de 16 a 18 jours entre 10 et 20°C. A 20°C et moins, la température affecte
donc peu la longévité. La résistance des adultes aux températures les plus faibles peut s’expliquer par I’inactivité des
adultes (Figure 4). La différence de longévité entre les températures reste trés faible par rapport a la différence
d’activité notée précédemment.

Temperature (°C)
- 5
A 10
+ 15
% 20
- 27

Individus vivants (%)

EI! 5 ‘IIO ‘Ilﬁ 2I0
Nombre de jours
Figure 5: Courbes de survie des adultes C. typhae exposés respectivement a 5, 10, 15, 20 et 27°C, en tubes individuels
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avec eau et nourriture (miel).

Nous n’avons pas testé la survie de C. typhae a des températures inférieures a 5°C, mais cela a été fait pour une de ses
espéces sceurs, C. sesamiae®. Au stade adulte, C. sesamiae a atteint un taux de mortalité de 100% apres 4 heures
passées & 0°C et apres seulement une heure passée a -3°C. Etant donné la proximité entre C. sesamiae et C. typhae,
nous pouvons penser que la tolérance au gel de C. typhae est aussi de quelques heures.

3.1.2.5. Fertilité des males a faibles températures

Des tests destinés a étudier la sensibilité de la fertilité des males de C. typhae a des températures froides ont été
effectués®. Les males ont été soumis a une vague de froid (a 0, 5 ou 10°C) durant une semaine au cours de leur
développement nymphal. Ces males ont produit cing fois moins de spermatozoides que les males contrdles laissés a
25°C.

3.1.2.6. Eléments d’extrapolation du laboratoire au champs

Toutes ces données montrent que C. typhae est plus sensible au froid que son hote, et que sa survie et son
développement a des températures hivernales en France sont trés limités, rendant improbable 1’établissement de
populations de C. typhae d’une année sur I’autre. En effet, nous avons constaté que plusieurs jours a 10°C entrainaient
une forte mortalité larvaire et nymphale de C. typhae. Le seuil des développements larvaire et nymphaux était un peu
inférieur & 15°C. De plus, le parasitisme entraine une surmortalité des hotes diapausants. Méme dans 1’hypothése ou
certains individus de C. typhae survivent a 1’hiver durant les stades juvéniles, les faibles températures a la sortie de
I’hiver compromettraient leur capacité a trouver un partenaire sexuel et un héte, leur activité étant séverement réduite.
Des essais sur Cotesia chilonis, parasitoide de Chilo suppressalis originaire du Japon, ont été effectués en cages
extérieures durant I’hiver dans le but d’étudier la survie hivernale du parasitoide en basse vallée du Rhdne. Des hotes
ont été piqués puis déposés immédiatement en cages extérieures, entre mi-octobre et mi-novembre, pour passer I’hiver
La mortalité des hotes témoins non parasités a varié entre 24 et 42%, tandis que celle des parasitoides (mortalité
embryonnaire, larvaire et nymphale cumulées) a varié entre 90 et 100%.

En France, les décalages de phénologie entre la sésamie et C. typhae représentent des barriéres supplémentaires a
I’établissement du parasitoide. En effet, en début de diapause, la chenille de sésamie se réfugie dans le collet racinaire,
ou elle cesse de s’alimenter®®®. Cette absence d’alimentation entraine 1’absence de production de sécrétions salivaires
et de feces par la sésamie. Or ces éléments odorants permettent aux femelles de C. typhae de localiser leurs hotes, et
leur absence pourrait les en empécher.

D’autre part, méme si quelques individus parviennent a se développer durant 1’hiver, les adultes qui émergeraient des
larves diapausantes de sésamie ne disposeraient pas d’hotes viables, S. nonagrioides étant uniquement présente a 1’ état
de pré-nymphe et chrysalide au début du printemps. Par conséquent, le parasitisme devrait étre grandement improbable
aussi bien en début de diapause qu’au sortir de diapause.

3.1.3. Identifier la partie du territoire susceptible d’étre durablement colonisée par le macro-organisme
(représentations cartographiques souhaitées)

L’introduction de C. typhae n’est envisagée que dans les champs ou la sésamie occasionne des dégats, soit
principalement dans le sud-ouest de la France?’ et plus localement dans le sud-est (Figure 6).

Au sein de ces zones, la colonisation durable de C. typhae peut étre considérablement trés improbable par les
températures hivernales, comme vu au point précédent.
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Nous avons vu que les seuils de survie larvaire, et de développement larvaire et nymphaux étaient entre 10 et 15°C, et
que 14 jours était une durée 1étale a presque 100% a 10°C. Par I’analyse de séries de températures des hivers de 21
années (2000-2020), nous avons établi un peu partout en France le pourcentage d’hivers qui ne permettraient pas la
survie de C. typhae, en prenant le critére d’au moins 14 jours consécutifs pour lesquels la température moyenne par
jour ne dépasse pas 10°C3L. Dans les zones infestées par la sésamie, ces hivers non permissifs représentent en moyenne
97% des hivers des localités étudiées, et varient entre 80 et 100% (Figure 7).

Indice :

+++

Segment non défini ou valeur nulle
Absence de données

Figure 6 : Indice de perte moyenne dd a la sésamie sur le mais grain (a gauche) et sur le mais fourrage (a droite) en
France?’. Les zones colorées correspondent aux dégats, sur une échelle allant du jaune pale (dégats limités) au noir
(dégat trés importants).

Legend
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75%
50%

25%

0%

Figure 7 : Probabilité d'occurrence d’hivers impactant négativement le développement de C. typhae (Fortuna et al
2023% en révision). Pour chacune des 42 stations de Météo France, nous avons calculé la proportion d hiver comportant
14 jours consécutifs durant lesquels la température journaliére est égale ou inférieure a 10°C durant 1’hiver. La zone
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indiquée en gris foncé sur la carte de France correspond aux zones ou la sésamie cause des dégats aux cultures de mais,
d’aprés Thibord et al. 2017,

Il est nécessaire de mentionner que, la sésamie se nymphosant en avril, les rares adultes de C. typhae qui auraient pu
se former et émerger de chenilles en quiescence en fin d’hiver seraient dans I’obligation de trouver un hote alternatif
durant cette période, car les premieres pontes de sésamies se produisent en mai-juin, et les stades larvaires de sésamie
propices au parasitisme (a partir du 3¢ stade larvaire) commencent a étre présents fin mai - début juin®. De plus, hormis
quelques exceptions, la réglementation impose de broyer les résidus de mais, de maniere a éliminer une grande partie
des ravageurs diapausants. Arvalis estime que cette pratique est effectuée sur 80 a 95% de la surface cultivée, selon
les années et les secteurs. Par ailleurs, les seules especes de Iépidopteres non-cibles permettant le développement de
C. typhae en laboratoire sont Archanara neurica, Nonagria typhae, Lenisa geminipuncta et Chilo phragmitella. Ces 4
espéces sont établies, au moins partiellement, dans les régions dans lesquelles la sésamie est présente. Toutefois il est
peu probable que ces espéces non-cibles puissent servir d’hote intermédiaire a C. typhae car nous avons pu estimer
que la probabilité que le parasitoide puisse s’y développer était comprise entre 0 et 1,9 % des chenilles selon les espéces
(voir partie 3.6).

3.2. Probabilité de dispersion du macro-organisme dans I’environnement

Indiquer les moyens et la vitesse prévisible de dispersion du macro-organisme. Signaler les éventuels facteurs locaux
favorisant et ceux limitant la dispersion.

Afin d’estimer les capacités de dispersion de C. typhae, il est nécessaire d'utiliser les données connues pour les espéces
proches de tailles similaires. C. typhae mesure en moyenne 2,4 mm et dépasse C. flavipes de 0,2 a 0,3 mm?, mais elle
est plus petite que Cotesia glomerata, qui mesure environ 2,6 mm?’. En moyenne selon les études, le taux de dispersion
de C. flavipes est de 34 meétres par jour®®3°, celui de C. glomerata s’éléve a 72 métres par jour; certaines études de
dispersion n’ont pas été prises en compte dans ces moyennes, car effectuées dans une échelle de temps et d’espace
importante (influence possible du transport par I’homme) ou parce que la majorité des individus retrouvés se situaient
en bordure de parcelle/zone étudiée. Nous pouvons nous attendre a ce que la dispersion de C. typhae soit comprise
entre ces valeurs (indépendamment de la température, des précipitations et du vent). Chez C. glomerata, une dispersion
majoritairement a contresens du vent a été observée qui peut s’expliquer par le fait que les parasitoides suivent les
odeurs de leurs hotes vers la source, pour les localiser’’. A I’inverse, chez C. flavipes, une dispersion dans le sens du
vent a été notée, que 1’on peut attribuer a la petite taille de cette espéce, et donc a sa faible résistance face a la force du
vent*,

Dans le risque d’une dispersion passive par vents forts, pour des objets de I’ordre de grandeur et poids de C. typhae, il
est possible de définir la distance de transport, x comme : X = Tv, avec v = vitesse du vent ; T = temps pour tomber au
sol“2. Nous avons estimé T empiriquement pour différentes hauteurs de chute, et ainsi calculé des modéles linéaires
pour des hauteurs d’échappement variant de 1 a 5 métres. Le calcul de la pente permet d’extrapoler la distance de
dispersion pour une vitesse de vent donnée. Par exemple si un individu C. typhae s’échappe a 1 m de hauteur et est
entrainé par une bourrasque de 100 km/h, il parcourra 17m, s’il s’échappe a une hauteur de 2m, il parcourra environ
36m. 1l faut ajouter a cela les déplacements des femelles C. typhae pour rechercher un hote aprés leur vol initial depuis
leur point de lacher. Cependant, étant donné la forte influence de 1’exposition a une odeur sur ’attirance des femelles
pour cette odeur, il est peu probable que les femelles sortent des champs ou elles sont introduites pour s’attaquer a des
hétes présents sur d’autres plantes. En effet, les femelles exposées a des odeurs de mais infesté par la sésamie étaient
en moyenne 1,5 fois plus susceptibles de se diriger vers cette odeur (plutdt que vers les odeurs d’autres especes de
plantes infestées par d’autres chenilles) que les femelles non exposées au préalable (annexe |, préférence olfactive).
De la méme maniére, en moyenne, dans les zones de cultures, seulement 5% et 6% des hotes respectifs de C. sesamiae
et C. flavipes parasités se trouvent en milieu naturel a proximité des surfaces cultivées plutdt que dans les surfaces
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cultivées elles-mémes'. La dispersion et I’impact de ces espéces de Cotesia sur les milieux naturels a proximité sont
donc relativement faibles, méme pour C. sesamiae, qui a plusieurs espéces hotes dans les milieux naturels au Kenya®’.

3.3. Risque potentiel pour la santé humaine et/ou animale

Identifier et décrire les risques pour la santé humaine et les risques pour la santé animale. Prendre en compte le risque
intrinséque posé par le macro-organisme lui-méme et le risque de transport par le macro-organisme de micro-
organismes pathogenes pour la santé humaine ou animale.

Aucun risque pour la santé humaine et/ou animale n’est actuellement connu.

3.4. Risque potentiel pour la santé des végétaux

Identifier et décrire les risques pour la santé des végétaux (capacité du macro-organisme a se nourrir de
végétaux et potentiel de modification des préférences alimentaires ; signalements de dégats sur végétaux par
des individus de la méme famille, genre ou espéce ; présence sur le territoire de végétaux hétes ou non-hotes
susceptibles d’étre attaqués par le macro-organisme ; capacité du macro-organisme a transmettre des
organismes nuisibles aux végétaux). Cette analyse sera fondée sur les traits biologiques du macro-organisme et sur
les caractéristiques des habitats susceptibles d’étre colonisés dans le territoire pour lequel est demandée une

autorisation d’introduction dans [’environnement.

Les Braconidae ne sont pas des insectes phytophages. Au stade adulte, ils peuvent se nourrir de liquides sucrés,
d’hémolymphe de leur hote, ou bien ne pas se nourrir du tout selon les especes*®. Les Braconidae ont souvent une
alimentation a 1’age adulte limitée au nectar ou exudats sucrées notamment sur les plantes sauvages aux abords des
cultures®. La survie de C. typhae adulte est trés augmentée en laboratoire par la consommation de miel confirmant le
besoin de nutrition sucrée!. Le risque pour la santé des végétaux est donc absent.

3.5. Risque potentiel pour I’environnement dans le territoire pour lequel I’autorisation est demandée
3.5.1. Documenter les services rendus par le macro-organisme dans son écosysteme d’origine (type d’hétes i.e.
parasitoides/prédateurs/pathogenes, type d’organismes attaqués, résultat des attaques sur les organismes cibles et
non-cibles...)

C. typhae est présente dans 3 pays d’Afrique de I’Est : le Kenya, I’Ethiopie et la Tanzanie. Elle y est retrouvée
exclusivement sur S. nonagrioides, le plus souvent présente dans des tiges de Typha domingensis ou plus rarement,
dans des tiges de Cyperus dives*?. Le pourcentage de larves de sésamie parasitées varie grandement, de 3,4 a 72.2%,
selon la période de ’année et selon les localités et est en moyenne de 20%?. C. typhae contribue donc a une limitation
des populations de la noctuelle, qui n’est pas un ravageur en Afrique de I’Est.

3.5.2. Lister les ennemis naturels connus de la cible du macro-organisme sur ce territoire

Sesamia nonagrioides n’est pas originaire d’Europe®® ou elle posséde peu d’ennemis?®’. En Europe de 1’Ouest, S.
nonagrioides est attaqué par Lydella thompsoni (Diptera : Tachinidae), causant entre 1 et 30% de parasitisme!®?, mais
cet insecte est peu spécifique et son augmentation a des fins de lutte biologique poserait probléme pour les espéces
non-cibles. Au Portugal, Pseudoperichaeta nigrolineata (Tachinidae) s’attaque aussi a S. nonagrioides. Des études
menées en Espagne montrent que S. nonagrioides est plus rarement parasitée par d’autres parasitoides comme :
Peribaea tibialis (Tachinidae), Exorista larvarum (Tachinidae), Agrypon gracilipes (Hymenoptera : Ichneumonidae),
Nemorea pellucida (Tachinidae), Sinophorus turionum (Ichneumonidae), ainsi qu’une espéce non identifiée de
Braconidae (Hymenoptera) et de Nematocera (Diptera)®. En France, une espéce du genre Diadegma (Ichneumonidae)
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parasite aussi S. nonagrioides, ce qui a été observé en élevage®. Parmi les espéces européennes s’attaquant a S.
nonagrioides, L. thompsoni, P. tibialis, E. larvarum et A. gracilipes sont présentes dans les zones d’introduction
potentielles de C. typhae**®. En Espagne, seule L. thompsoni cause un taux de parasitisme légerement supérieur a 1%,
uniquement sur les chenilles non diapausantes®.

3.5.3. Lister les effets connus sur des organismes non-cibles lors de précédentes utilisations du macro-organisme en
dehors de son aire d’origine ;

C. typhae n’a jamais été utilisée comme agent de biocontréle en dehors de son aire d’origine. Cependant, C. flavipes,
originaire d’Inde et Océanie, a déja été utilisée comme agent de contr6le au Kenya, ou les premiéres introductions
Menant & I’établissement du parasitoide ont été réalisées en 1993 et ont abouti 4 une acclimatation du parasitoide®”.
Nous avons connaissance d’une seule étude d’impact environnemental de C. flavipes dehors de son aire d’origine.
Mailafiya et al. (2010)* a effectué une étude sur une période de 2 ans, portant sur 4 zones agro écologiques au Kenya,
dans lesquelles 63 champs au total ont été sélectionnés aléatoirement. Pour chacun de ces champs, entre 50 et 100 tiges
ont été aléatoirement échantillonnées pour y relever la présence de parasitoides ou d’hotes Le méme processus a été
répété sur les plantes sauvages en bordure de champ. Quatorze ans aprés son introduction, C. flavipes a maintenu une
forte spécificité pour son hote, Ch. partellus. Elle est en effet présente dans un nombre restreint d’habitats au Kenya,
et s’attaque presque exclusivement a Ch. partellus dans chacun d’eux®’.

3.5.4. Lister les effets connus sur des milieux, notamment lors de précédentes utilisations du macro-organisme en
dehors de son aire d’origine

Aucun effet sur les milieux n’est connu, pour C. typhae ou pour les autres especes du complexe flavipes.

3.6. Risque potentiel lié a la spécificité hdte/macro-organisme

1l s’agit d’identifier et de décrire les risques éventuels pour les organismes non-cibles, en s’intéressant
particuliérement aux espéces patrimoniales ou menacées :

En considérant la niche écologique de C. typhae en Afrique (milieu humide comprenant des plantes des genres Typha,
Cyperus, Phragmites, Carex, Juncus) et la distribution de la sésamie en France, une liste de 14 espéces de lépidopteres
non-cibles, ayant des chenilles foreuses de tiges des plantes précitées, a été établie sur des critéres de proximité
biologique et écologique (annexe II). Parmi ces especes, 11 noctuelles (Noctuidae) sont apparentées a la sésamie,
faisant partie comme elle de la sous-famille des Hadeninae : Archanara dissoluta, Archanara neurica, Lenisa
geminipuncta, Nonagria typhae, Lateroligia ophiogramma, Protarchanara brevilinea, Coenobia rufa, Rhizedra
lutosa, Globia sparganii, Denticucullus pygmina et Mythimna straminea. Les 3 especes restantes : Ostrinia nubilalis
(Crambidae), Chilo phragmitella (Crambidae) et Orthotelia sparganella (Glyphipterigidae), ne sont pas des noctuelles
et sont donc plus éloignées génétiquement de la sésamie. Ces Iépidoptéres constituent a priori les especes susceptibles
d’étre menacées par la présence de C. typhae. Sur ces 14 espéces, 11 sont présentes sur une grande partie du territoire
métropolitain et 3 sont présentes de maniére plus localisée (Archanara neurica, Protarchanara brevilinea et Orthotelia
sparganella)*’#°, Ces espéces ne sont ni patrimoniales (papillons de nuit gris-beige sans particularité esthétique) ni
menacées, et elles se trouvent dans des habitats ruraux ne faisant pas 1’objet de programmes de conservation de
biodiversité : fossés, mares, bassins d’infiltration d’autoroute, non entretenus et ombragés*’#9 (résultats de 6 années de
campagne de terrain). Huit espéces de cette liste (5 apparentées, 3 non apparentées) ont été soumises a différents types
de test destinés a fournir une évaluation du risque global de C. typhae (annexe I). Les 6 espéces restantes n’ont pas été
trouvées en quantités suffisantes lors des campagnes de terrain pour pouvoir mettre en place des tests. Elles ont
cependant des espéces apparentées dans la liste des 8 étudiées, qui est donc représentative de 1’ensemble des espéces
a risque.
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3.6.1. Méthodologie adaptée

Les différents tests ont été adaptés d’aprés la démarche séquentielle d’analyse des risques décrite par van Lenteren et
al. (2003)*° (Figure 8). Cette démarche est inspirée de celle mise en ceuvre pour 1’évaluation des risques
écotoxicologiques des produits phytosanitaires, c'est-a-dire qu’elle met d’abord 1’ organisme non-cible en contact direct
avec 1’agent de biocontréle. 11 s’agit d’un processus fonctionnant par élimination, durant lequel sont effectués des tests
successifs reproduisant les étapes du parasitisme ou de la prédation. Lorsqu’une espéce atteint un taux de risque
suffisamment faible pour un type de test, nous pouvons considérer qu’il s’agit d’une barriére au parasitisme. Par
conséquent, nous pouvons raisonnablement conclure qu’il n’est pas nécessaire de poursuivre les tests pour cette espece
(Figure 8). Nous avons choisi d’estimer deux catégories de risques : des risques “par étape”, combinant les résultats
des tests d’acceptation, de développement et d’attractivité, et, si ce risque est supérieur a 5%, des risques in planta,
combinant les résultats des tests de développement, et ceux des tests in planta, ou le parasitoide doit accéder a son hote
a ’intérieur de la plante. Le risque de mortalité de la chenille non-cible peut survenir soit pendant le développement
ovo-larvaire du parasitoide, qui n'aboutit donc pas, soit a I’issue de ce dernier (formation de cocons de nymphose).
Pour les risques évalués par étape et in planta, nous avons donc calculé le risque de mortalité de la chenille non-cible
et le risque de développement du parasitoide (annexe I).

3.6.1.1. Tests sans choix :

-Tests d’acceptation : présentation d’une chenille non-cible a une femelle C. typhae et observation ou non d’un
comportement de ponte. Le pourcentage de chenilles ayant été piquées est noté.

-Tests de développement : deux groupes de chenilles non-cibles sont formés, un groupe soumis au parasitisme (chaque
chenille est mise en contact avec une femelle C. typhae jusqu’a observation d’un comportement de ponte) et un groupe
contrle non parasité. Les chenilles de chaque groupe sont laissées individuellement sur milieu nutritif, ou sur une
portion de tige de plante hote, jusqu’a la formation de cocons de C. typhae, la formation d’une chrysalide, ou la mort
de la chenille héte. Durant ces tests, la formation de cocons de C. typhae était systématiquement suivie par la mort de
la chenille.

Dans un premier temps, des tests sans choix puis avec choix ont été effectués en conditions contrélées. La notion de
test sans choix se rapporte a la mise en contact direct de C. typhae avec 1’espéce de 1épidoptére non-cible, tandis que
les tests avec choix visent a observer les préférences de C. typhae pour la sésamie sur mais par rapport a une espece
non-cible sur sa plante.

3.6.1.2. Tests de préférence olfactive avec choix entre cible et non-cible :

Ces tests sont effectués a I’aide d’un olfactométre en Y, dispositif expérimental envoyant un flux d’air dans les deux
branches du tube en Y, en amont desquelles une source d’odeur peut étre déposée. Dans la base du tube Y en aval de
ces deux branches, un insecte peut étre déposé et peut se diriger vers 1’une des sources d’odeurs, ce qui est interprété
comme un choix reflétant son attirance pour I’odeur vers laquelle il se dirige.

Les sources d’odeur sont préparées 48h avant le test : une chenille de sésamie est introduite dans une portion de tige
de mais, et une chenille non-cible est introduite dans une portion de tige de sa plante hdte. Chacune de ces portions de
tiges sont placées dans une branche de I’olfactométre. Ensuite, des femelles C. typhae sont introduites et observées
individuellement dans I’olfactométre, et la branche vers laquelle chaque femelle se dirige est notée.

Plusieurs types de femelles ont été testées : des femelles expérimentées (femelles ayant été exposées au préalable a des
odeurs de mais infesté par la sésamie) et des femelles naives (femelles n’ayant été exposées a aucune odeur particuliére
avant le test).
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Eta;.)e 1 . Risque
Test d’acceptation sans choix: Non —> fsible
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1 Oui
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l Oui
Etape 3
. Te.st. d attractl.wte a.vi:\c choix: \ fion Rls.que
Les individus sont-ils attirés par I'espece faible
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Test in planta avec choix: Non —> faible
Les individusattaquent-ils'espéce non-cible ?
l Oui l
Arrét des tests

Estimation des risques “in planta”

!

Lespéce est-elle a risque ?

Figure 8 : Schéma des différents tests effectués afin de déterminer le risque sur les espéces non-cibles.

3.6.1.3. Tests de préférence de parasitisme in planta avec choix entre cible/ non-cible :

Quarante-huit heures avant le début du test, plusieurs sections de tiges de mais sont découpées et une sésamie est
introduite par tige. De la méme maniére, des chenilles non-cibles sont introduites dans des sections de tiges de leur
plante hote. Lors de la mise en place du test, 2 tiges de mais contenant chacune une sésamie et 2 tiges de plantes
contenant chacune une chenille non-cible sont introduites dans une cage (60x60x90cm) avec une femelle C. typhae
durant 24 heures. Selon les especes, 8 ou 10 cages ont été ainsi mises en place. Aprées 24 heures, les chenilles sont
récupérées, et I’ADN est extrait afin de détecter (par PCR et électrophorése) la présence éventuelle d’ADN de C.
typhae témoignant du parasitisme.

3.6.2. Effets éventuels directs du macro-organisme sur des hotes non-cibles, apparentés d’un point de vue
taxonomique a la cible ;

A T’issue des différents tests effectués sur les 5 especes apparentées a la sé€samie, 1’approche par étape indique un risque
moyen de développement de C. typhae de 3,0% (compris entre 0% et 10,1% selon les espéces), et un risque moyen de
mortalité des chenilles non-cibles de 10,1% (compris entre 0% et 32,3%). Les tests in planta indiquent un risque moyen
de développement de C. typhae de 0,9% (compris entre 0% et 1,9%), et le risque moyen de mortalité est de 3,4%
(compris entre 0% et 9,5%) (annexe I).

Lenisa geminipuncta et Coenobia rufa présentent des risques par étape inférieurs a 5%. Malgré ces faibles valeurs,
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nous avons choisi de réaliser le test in planta pour L. geminipuncta, (en plus d’A.neurica, G. sparganii et N.typhae)
car elle était tres attractive pour C. typhae. Quatre especes ont donc été soumises au test in planta. Les risques estimés
ainsi sont nuls pour A. neurica alors que le risque de mortalité est élevé (32,3%) quand cette chenille n’est pas protégée
par sa plante, et ils sont inférieurs a 5% pour L. geminipuncta et Globia sparganii. Seule N. typhae présente un risque
de mortalité plus élevé, de 9,5%, mais un faible risque de développement de C. typhae (1,9%).

Nous pouvons remarquer que le risque de parasitisme in planta est plus élevé sur les plantes de Typha que sur
Phragmites. Bien que ces derniéres soient attractives, leur mode de croissance fait que 1’orifice de la galerie est
rapidement masqué et la structure de la tige comprend des nceuds, ces deux éléments entrainant des barrieres physiques
mettant les chenilles hors d’atteinte de C. typhae.

3.6.3. Effets éventuels directs du macro-organisme sur des hotes non-cibles et non apparentés taxonomiquement a la
cible ;

Les tests effectués avec les hodtes non-cibles non-apparentés a la cible, Ostrinia nubilalis, Chilo phragmitella,
Orthotelia sparganella sont les mémes que les tests effectués sur les especes apparentées a la cible, mentionnés au
paragraphe précédent.

L’approche par étape permet d’estimer un risque moyen de développement de 0,4% (compris entre 0 et 1,2%), et un
risque moyen de mortalité de 0,7% (compris entre 0 et 1,6%). Etant donné les faibles risques obtenus a I’issue des tests
par étape (moins de 5%), ces 3 espéces n’ont pas été soumises aux tests in planta (annexe | et Figure 6).

3.6.4. Conclusion concernant les risques sur les espéces non-cibles :

La majorité des espéces testées présentent de faibles risques. Nonagria typhae est I’espéce pour laquelle le risque est
le plus important, atteignant prés de 10% de risque de mortalité in planta.

Ces risques sont faibles au regard de I’impact de C. typhae sur S. nonagrioides, ce qui est en accord avec la spécificité
du parasitoide. Ainsi pour la sésamie et selon 1’expérience olfactive des parasitoides femelles, les risques de
développement de C. typhae par étape sont compris entre 36,3% et 52,2% et les risques de mortalité par étape sont
compris entre 43,6% et 62,7%. Les risques de développement et de mortalité in planta pour S. nonagrioides sont
respectivement de 24,5 % et 29,4 %, soit 3 fois plus élevés que le risque de mortalité in planta de N. typhae.

Par ailleurs, le risque identifié pour 3 espéces, N. typhae, G. sparganii et L. geminipuncta est limité car elles présentent
une seule génération annuelle, et passent I’hiver a I’état d'ceuf.

Un autre facteur jouant sur le risque pour ces espéces non-cibles est leur présence a proximité des champs de mais.
Cependant, lors de notre premiére campagne de terrain (Landes, Pyrénées-Atlantiques), nous avons trouvé un trés
faible nombre de chenilles non-cibles car les habitats propices a leur développement étaient rares dans ces régions de
monoculture de mais du sud-ouest de la France. Pour cause, les cultures de mais en France ont tendance a occuper
beaucoup de place, laissant peu d’espaces pour le développement de quantités importantes de plantes sauvages
permettant le développement de ces especes?. De plus, dans les départements ol nous avons trouvé des populations
de chenilles non-cibles, elles étaient restreintes uniquement a certains habitats propices mentionnés au début de la
partie 3.6.

Les connaissances de la biologie et de 1’écologie des especes non-cibles, nos résultats et notre expérience de terrain
nous permettent d’émettre des recommandations de gestion du risque.

L’expérience des femelles C. typhae pour I’odeur de mais infesté par la sésamie fait augmenter son attirance relative
pour cette odeur. En effet, en moyenne, selon les especes non-cibles, les femelles expérimentées étaient 29,3% plus

susceptibles de se diriger vers cette odeur que les femelles naives. L’introduction de C. typhae en plein champ de mais
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accompagnée de résidus de mais infesté par la sésamie (dont les chenilles ont été préalablement enlevées), pourra donc
limiter I’attirance des guépes pour les espéces non-cibles.

Par ailleurs, les especes non-cibles a risque sont en décalage de phénologie avec la sésamie (Annexe Il). Nos
campagnes de collecte de chenilles non-cibles sur le terrain 1’ont confirmé, puisque qu’a partir de la fin du mois de
juin, la plupart sont au stade de chrysalide®. Nous avons pu Vvérifier ce phénomene, particulierement visible pour les
espéces sur Typha (73% de chrysalides pour les collectes effectuées entre le 1" et le 15 juillet), pour lesquelles le
risque in planta est le plus élevé. A cette période, les larves de sésamie infestent fortement les jeunes plants de mais.
Nous pourrions donc envisager un lacher de C. typhae a ce moment. La deuxiéme génération de C. typhae ne serait
pas non plus susceptible de s’attaquer aux chenilles non-cibles car celles-ci seront toujours a 1’état de chrysalides ou
d’adultes.

Enfin, il est possible de prévenir ’installation d’espéces non-cibles par I'entretien des fossés de drainage en bordure
de parcelle de mais, car ces especes hivernent sur les anciennes tiges desséchées de leurs plantes hotes. Dans les régions
infestées par la sésamie, il est aussi possible de faire un suivi sur le terrain quelques années apres les premiers lachers,
afin d’évaluer leur impact environnemental.

3.6.5. Risque de compétition ou de substitution d’espéces dans [’environnement par action du macro-organisme

En Europe, S. nonagrioides a comme principal parasitoide le diptére tachinaire Lydella thompsoni, qui est
généraliste, trouvée fréquemment sur d’autres espéces de 1épidoptéres®?. Méme dans I’hypothése ou la sésamie
serait completement éliminée des champs de mais suite au parasitisme par C. typhae, L. thompsoni continuera a
se reproduire en dehors des champs. Nous I’avons trouvée fréquemment sur les espéces non-cibles collectées (sur
Typha : 26% de chenilles parasitées, et 8% sur Phragmites). Les autres especes de parasitoides rarement trouvées
sur S. nonagrioides, mentionnés en partie 3.5 (Peribaea tibialis, Exorista larvarum, Agrypon gracilipes, Nemorea
pellucida, Sinophorus turionum), disposent aussi d’autres hotes potentiels en Europe de 1’Ouest>-%,

3.6.6. Risque d’hybridation du macro-organisme avec des especes, des souches ou des biotypes indigenes locaux

C. typhae ne produit pas de lignées hybrides viables avec ses autres espéces sceurs au sein du complexe C.
flavipes?. Nous pouvons donc considérer que le risque d’hybridation est nul concernant les espéces hors de ce
complexe, seules connues en Europe a ce jour.

3.6.7. Liste des parasitoides connus du macro-organisme dans son aire d’origine et risque d’introduction sur le
territoire.

Des hyperparasitoides sont parfois observés sur le terrain (B. Le Ri, comm. pers.), mais aucune espece associee
a C. typhae n’ait ét¢ identifié depuis sa description en 2015. Quelques parasitoides d’especes du complexe flavipes,
et notamment de C. sesamiae sont connus. Trois espéces d’hyperparasitoides s’attaquent a C. sesamiae :
Aprostocetus theioneurus (Hymenoptera : Eulophidae), Aphanogmus fijiensis (Hymenoptera : Ceraphronidae),
Catolaccus crassiceps (Hymenoptera : Pteromalidae)®. Cette derniére espéce est aussi capable de s’attaquer a C.
flavipes et C. glomerata. Les chenilles hotes et les cocons d’especes du complexe flavipes sont les proies des
fourmis et forficules (B. Le R, comm. pers.).

Toutefois, étant donné que les C. typhae a introduire proviennent d’un élevage, le risque d’introduction d’un
hyperparasitoide est nul dés lors qu’il n’est pas présent dans 1’élevage. Durant 10 années d’élevage de C. typhae
en laboratoire a Gif-sur-Yvette, aucun hyperparasitoide n’a jamais été observé.
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3.7. Autres risques

Identifier et décrire les risques éventuels non listés auparavant.
3.7.1. Risque de transfert de matériel génétique de C. typhae a S. nonagrioides ou a des hétes non-cibles :

Les virus sont connus pour étre des vecteurs de transfert d'’ADN a leurs hotes®, et les insectes comprennent dans leur
génome une grande diversité d'éléments viraux®e.

C. typhae est un insecte impliqué dans une symbiose avec un bracovirus, virus polyDNA étant intégré au génome de
certains genres de parasitoides de la famille des Braconidae et participant a contrer les défenses immunitaires des
chenilles hotes parasitées. Des particules virales, forme libre du virus, sont produites dans les ovaires des parasitoides,
et sont injectées dans I’hote durant ’oviposition®,

L’intégration d’ADN viral de Cotesia au sein du génome d’un héte 1épidoptére apres oviposition a déja été documentée
au préalable, des événements d’intégration du génome viral de Cotesia congregata chez Manduca sexta se sont
notamment produits indépendamment a de nombreuses reprises lors de parasitisme en laboratoire®°.

Le méme phénomene d'intégration du génome de bracovirus est fréquent entre C. typhae et S. nonagrioides®. Toutefois
il n’a pas été retrouvé d’ADN de C. typhae chez les descendants de S. nonagrioides ayant survécu au parasitisme®?,
donc il n’y aurait pas de risque de modification durable du génome de la sésamie par C. typhae. Ce résultat est cohérent
avec le fait qu’on ne retrouve pas d’ADN de C. typhae dans le génome de S. nonagrioides bien que cette espéce vienne
d’Afrique ou elle aurait été soumise au parasitoide.

Au cours des tests de sensibilité des espéces non-cibles a C. typhae, de telles intégrations de génes du parasitoide ont
été mises en évidence dans les chenilles de deux de ces espéces parasitées en laboratoire, Nonagria typhae et Chilo
phragmitella®. Ces chenilles sont mortes des suites du parasitisme. La probabilité que des chenilles non-cibles résistent
au parasitisme et forment des chrysalides a été estimée a 0,17% en moyenne (en utilisant la méme approche que pour
estimer le risque de mortalité de ces chenilles in planta), ce qui présage d’un trés faible risque de transmission durable
d’ADN de C. typhae a des especes non-cibles.

3.7.2. Estimation de l’indice de risque par la méthode de van Lenteren et al (2003)

D’apres les données d’établissement potentiel, de dispersion et d’effet direct sur des espéces non-cibles, présentées ci-
dessus, nous avons pu quantifier le risque relatif a I’introduction de C. typhae en France grace a ’indice propose par
van Lenteren (2003)°. Cet indice permet de chiffrer le risque global, en tenant compte du risque d’établissement, de
dispersion, du spectre d’hotes (niveau taxonomique que 1’hote est capable d’attaquer), des effets directs et indirects sur
les écosystémes concernés (mortalité d’espéces non-cibles, provoquée de maniere directe ou non). Chacun de ces
risques est décliné en deux estimations, la premicre étant associé a une probabilité de I’événement, et la deuxiéme, a
ses conséquences probables, chacune notée entre 1 (risque minimal) et 5 (risque massif). Le risque d’établissement
tient compte de la probabilité de survie durant I’hiver, et du pourcentage d’habitats non ciblés ou I’agent peut s’établir.
Le risque de dispersion tient compte de la distance parcourue par I’agent introduit et du pourcentage d’agents se
dispersant dans 1’aire introduite. Le risque associé au spectre d’hotes tient compte de la probabilité que I’agent parasite
son spectre d’hoétes et de 1’étendue taxonomique de celui-Ci. Enfin, les risques d’effets directs ou indirects tiennent
compte (i) de la mortalité, suppression ou extinction locale d’espéces non-cibles di a un effet direct (prédation ou
parasitisme) ou indirect (compétition ou hybridation) ; (ii) des conséquences pour les especes potentiellement victimes
de compétition.

Nous avons obtenu un risque global compris entre 20 et 31 (Annexe Il A et B). Un indice inférieur a 35 est considéré
comme faible*. 11 s’agit donc d’une estimation de risque encourageante car plusieurs especes utilisées avec succes
dans le cadre du contréle biologique en Europe présentent des indices de risque bien supérieurs (Annexe 11 C).
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3.8. Efficacité et bénéfices du macro-organisme

3.8.1. Indiquer les bénéfices attendus de ['utilisation du macro-organisme dans le contréle de [’héte cible (animal,
plante...), en particulier : bénéfices y compris économiques de la stratégie, bénéfices environnementaux, bénéfices
comparés aux stratégies existantes ;

La sésamie du mais est présente de fagcon permanente sur tout le pourtour méditerranéen, notamment en France,
Espagne, Portugal, Italie, Grece, ou on estime a environ a 450.000 ha la surface touchée par ce foreur. Le pays le plus
impacté est la France, avec 300.000 ha de mais concernés par des attaques significatives de sésamie (induisant une
perte de rendement quasiment chaque année), principalement dans le grand Ouest (Nouvelle-Aquitaine, Occitanie, sud
des régions Pays de la Loire et Centre Val-de-Loire) et la vallée du Rhone. Les cultures attaquées sont notamment le
mais grain et le mais semence dont respectivement 40% et 60% des surfaces cultivées en France se trouvent dans le
Sud-Ouest. Par ailleurs, la sésamie étend progressivement chagque année son aire de répartition vers les régions plus
septentrionales du fait du changement climatique.

Les dégats causés aux mais par ce foreur sont de plusieurs ordres : des pertes de pieds de mais du fait des attaques de
la 1 génération, puis des pertes directes de rendement en raison de casses de tiges, de chute d’épis, de diminution du
Poids de Mille Grains (PMGQG) et d’attaques directes sur épis, ainsi que des pertes de qualité de la récolte en raison des
attaques en fin de cycle du mais qui augmentent les risques de développement de Fusarium spp. producteurs de
mycotoxines. Lorsque la pression du ravageur est importante, les dégats peuvent entrainer une perte moyenne de
rendement de 11% sur les mais grain (a comparer a 7.6% pour la pyrale du mais, autre foreur majeur du mais), ce qui
représente au prix actuel de cette céréale, une perte de chiffre d’affaires de I’ordre de 250 €/ha.

Actuellement, aucune solution de biocontrdle efficace n’est autorisée pour lutter contre la 2éme génération de ce
ravageur, celle qui est la plus préjudiciable. Les cultures sont donc protégées contre la sésamie essentiellement avec
des insecticides chimiques a base de pyréthrinoides ou d’ Anthranilamide. Le cofit actuel de cette protection insecticide
chimique est évalué entre 25 et 50 €/ha (produit plus application). Ainsi, en considérant qu’un traitement insecticide
efficace a 75% permet de réduite a minima de 50% les pertes dues au ravageur, en cas d’infestation importante, le gain
brut serait de I’ordre de 125€/ha, et le gain net de 75 €/ha. La protection contre la sésamie est donc économiquement
justifiée pour des niveaux de dégats moyens a élevés. Nous pensons que la future solution de lutte biologique a base
de C. typhae pourra étre commercialisé a un prix proche de celui des spécialités chimiques les plus colteuses, avec un
niveau d’efficacité satisfaisant et un gain économique au moins équivalent.

Dans de grands bassins de production ou la sésamie et la pyrale du mais sont présents (grandes moitiés sud de la
France, I’utilisation des Trichogrammes, efficaces uniquement contre la pyrale du mais, ne s’est pas beaucoup
développées car les agriculteurs privilégient des solutions ciblant les deux especes. D’autre part, on observe que la
sésamie du mais devient, dans certains secteurs, plus préjudiciable que la pyrale. La conséquence, que nous voyons
depuis les 3 derniéres années, est un abandon forcé des lachers de trichogrammes visant la pyrale du mais dans ces
secteurs, car les traitements chimiques contre la sésamie ne sont pas compatibles avec cette solution de biocontréle.
L’utilisation des Trichogrammes, réalisée chaque année sur environ 125000 ha de mais en France (soit 25% des
surfaces de mais protégées) tend donc a régresser dans les régions d’extension de la sésamie. Il est donc
particulierement important de pouvoir proposer aux maisiculteurs une solution de biocontrdle de la sésamie qui soit a
la fois efficace et compatible avec les trichogrammes. Ainsi, I’utilisation de 1’auxiliaire C. typhae, pourrait se faire
conjointement aux lachers de trichogrammes contre la pyrale du mais car les deux ravageurs sont souvent présents
ensembles dans les régions concernées par la sésamie.

Le bénéfice de I'utilisation de ce nouvel auxiliaire serait donc double : il permettrait de réduire les surfaces traitées
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chimiquement contre la problématique sésamie, mais aussi d’augmenter 1’utilisation des trichogrammes contre la
pyrale du mais, avec tous les avantages inhérents a ces méthodes de biocontrdle.

3.8.2. Indiquer les éléments disponibles concernant [’efficacité : descriptif de la méthode employée pour déterminer
Iefficacite, résultats des essais, synthése de ces résultats.

Quatre essais d’efficacité ont été menés en serre®. Chacun était basé sur la comparaison de deux serres de 96 m?
chacune, hébergeant 240 pieds de mais. Les sésamies étaient installées en nombre et stades contrélés, de facon
identique dans les deux serres. Chaque serre était organisée en quatre blocs contenant des peuplements identiques de
plantes et de sésamies. Les deux premiers essais avaient pour objectifs d’estimer 1’efficacité immédiate d’un lacher en
fonction de la température et de la dose de parasitoides. Les sésamies étaient introduites a trois stades larvaires préférés
par les Cotesia, qui étaient introduites quelques jours apres sous forme de cocons de nymphose d’ou les adultes
devaient sortir le lendemain. Le premier essai a montré que le parasitoide était actif entre 15 et 25°C en serre, sans
effet significatif de la température (plages thermiques 15-20°C et 20-25°C) ni du stade infesté, et le deuxiéme essai a
montré que le taux de parasitisme des chenilles dépendait de la dose de parasitoides introduits. Un troisiéme et un
quatriéme essai ont été réalisés pour évaluer I’efficacité a plus long terme (3,5 mois). Pour cela les sésamies ont été
introduites pour simuler I’étalement des stades d’une population de printemps : ceufs et larves au 3¢ essai, chrysalides,
ceufs et jeunes larves au 4¢. Une partie des plantes était laissée sans sésamie pour assurer de la ressource végétale
pendant les 3,5 mois de développement des sésamies dans les serres. Les Cotesia étaient introduites également a
différents stades afin de prolonger leur action : début et fin de nymphose, et adultes. Elles étaient introduites dans une
seule serre, la seconde servant de témoin, pour estimer 1’effet du lacher de C. typhae en termes de réduction de la
population de sésamies. L’essai n°3 a montré qu’une seule introduction du parasitoide a différents stades suffisait a
obtenir un taux de parasitisme stable de 58% en moyenne pendant les trois mois et demi de I’essai, au cours duquel
s’est développée une génération de sésamie. Mais cet essai n’a pas permis d’estimer ’effet de C. typhae sur la
population de sésamie, les populations des deux insectes ayant été trop diminuées par les prélévements nécessaires au
suivi du taux d’infestation. Un protocole amélioré pour I’essai n°4 a permis de supprimer presque en totalité la
population de sésamies par C. typhae sur la méme durée et de préserver significativement la qualité du mais. En effet,
durant ce dernier essai, la serre traitée a bénéficié d’une réduction de 98% de la population de sésamies par rapport a
la serre contrble et contenait quatre fois plus de plantes saines (Figure 9 et Figure 10). Cette action efficace et prolongée
de C. typhae observée aprés un seul lacher est trés encourageante. Dans 1’espoir d’une autorisation d’introduction de
C. typhae dans I’environnement, des essais de lacher du parasitoide sont prévus en champs par la suite.
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Figure 10 : Effet de C. typhae sur une serre infestée ~ 19ure 9 : Evolution du pourcentage de plantes saines o ¢
par S. nonagrioides 3,5 mois aprés un lacher unique selon le traitement (serre traitée) ou non (serre controle)
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3.9. Conclusion : Balance risques/ bénéfices et recommandations

La réalisation de nombreuses expérimentations durant plusieurs années, basées sur une solide connaissance de la
biologie et 1’écologie du parasitoide et de son hdte, a produit un ensemble de données, confortées par des données
bibliographiques sur des espéces sceurs, qui nous ont permis d’estimer par plusieurs approches que le risque
environnemental lié a I’introduction de C. typhae en France serait trés faible, et notamment inférieur au risque associé
a d’autres agents de lutte biologique déja introduits. Cette estimation est confortée par une étude faite en Afrique de
I’Est plusieurs années apres I’introduction de I’espéce sceur, C. flavipes, et dont les résultats indiquent que le parasitoide
est resté sur son hote cible, en milieu cultivé et sauvage. Nous avons émis des recommandations qui permettraient de
réduire encore ce trés faible risque.

La situation actuelle de la protection du mais contre la sésamie nécessite la mise au point d’une méthode de lutte
biologique, aussi pour restaurer le recours aux trichogrammes contre la pyrale du mais quand la culture est infestée par
les deux especes. Nos essais en serre ont montré un excellent potentiel de réduction d’une population de sésamies par
une seule introduction de C. typhae. Une étude de marché indique que la solution peut étre économiquement viable.
Ainsi la balance entre les risques et les bénéfices est nettement en faveur des bénéfices. Des essais de lachers au champ
étant envisagés dans 1’éventualité de 1’autorisation d’introduction, dans le cadre d’un projet ANR Ecophyto-
Maturation, ou nous prévoyons de surveiller la propagation des C. typhae introduits, par une étude de leur dispersion,
un échantillonnage de chenilles non-cibles présentes dans les zones de mais traitées, pour voir si elles ont été parasitées,
et un suivi de résidus de culture de mais mis en cage extérieure aprés la récolte, pour rechercher la présence de cocons
de C. typhae ou de sésamies parasitées, afin d’affiner la probabilité d’établissement. La stratégie de lutte biologique
avec C. typhae est de pratiquer un seul lacher annuel, ce qui facilitera ce suivi post-lacher et les mesures a prendre si,
bien que trés peu probable, le risque s’avérait plus important que 1’estimation faite ici.
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Annexe | : Résultats des tests en laboratoire sur les espéces non-cibles apparentées et non apparentées a S. nonagrioides (cible) et estimation des risques de
développement de C. typhae et de mortalité des espéces non-cibles et cible.

. . Risque de Risque de . .
. éveloppement ortalité de I'hdte sans ortalité des hotes ortalité to . . tisme in développ mortalité . .
N Dével Mortalité de I'hé Mortalité des hé Mortalité totale Préférence olfactive pour P - it Risque de Risque de
cceptation . L . L. . L. I'odeur non cible / cible, . i . développement mortalité
e | | e |arbpcmendpsine| s (g | e s | ot By Psencoin - pisne | e | st | i
apgmmés : ou expérimentées (PoF) A*D*PoE | A*M*PoE DPP Mepe
) 89% 20% 71% (0% de chrysalides) | 7% (93% de chrysalides) , Nafves : 39% (@=31) 0% 10.1%; 323%;
Archanara newrica - - 93% .. . . : : 0.0% 0.0%
(r=19) (n=17) (r=17) (r=13) Expérimentées : 0% (n=16) (r=16) 0.0% 0.0%
. . 38% 14% 71% (14% de chrysalides) | 4% (26% de chrysalides) , . , 1% 3.8%; 3.0%;
Lenisa geminip wncta - N 11% Naives - 72% (n=36 * : 50 .29
Gt (c=03) @33) (=35) (=47) ° awves : 12% (n=30) (e=19) NA NA 1.5% 1.2%
) 40% % 79% (16% de chrysalides) | 39% (41% de chrysalides) N Naives : 4% (n=46) 38% 1.3%; 6.6%;
N pi : : 25% e ; ’ 0 9
onagria yp hae (a=156) (a=61) (a=61) (n=60) >% Expérimentées - 3% (a=19) (x=16) 0.8% 3.9% 1.9% 9.5%
) 27% 0% 100% (0% de chrysalides) | 55% (45% de chrysalides) o . , . 3.5%; . .
Coenob : : 45% Naives : 20% (n=14 N 0 ;
oenobia rifa (=26) =) = (o=11) 45% afves : 20% (n=14) A 0.0% NA NA NA
) N 66% 0% 89% (11% de chrysalides) | 77% (23% de chrysalides) ) Naives : 64% (n=36) 25% 0.0% ; 5.1%:;
Glob : : 2 e ; ’ 0 0
i spargani (=T0) (@=55) (@=55) (0=52) 12% Expérimentées - 8% (a=13) (x=16) 0.0% 0.6% 0.0% 3.0%
moyeme 3.0%;:02% | 10.1%:2.3% 0.9% 3.40%
Espéces non-cibles non
apparentés :
Ostrinia nubilalis (= S:]) NA NA NA NA NA NA 0.0% 0.0% NA NA
. ) 8% 4% 50% (6% de chrysalides) | 35% (63% de chrysalides) w00 Nafves :33% (@=24) . 1.2%; 1.6% i i
Chilo phragmitella (=39) (@=16) @=16) (1=26) 9% Expérimentées :33% (u=12) Na 12% 1.6% N4 N4
) 16% 0% 83% (17% de chrysalides) | 56% (44% de chrysalides) , . . . 0.6%; . )
Orthotelia Il : : 7% Naves : 13% (n= N 00 ; N N
1o spargane ©=7) (@=12) (@=12) (n=18) 7 atves : 13% (n=15) A 0.0% NA A A
moyeme 04%;0.4% | 0.7%:08% NA NA
Espeéce cible :
) . 91% 0% 14% (16% de chrysalides) | 0% (100% de chrysalides) , Nafves : 57% (a=220) 35% 36.3%; 13.6%;
LY rioide. - - 4% .. . * * 4.59 A
NI TOTASTHONGES (@=123) (@=43) (@=43) (o=12) % Expérimentées £2% (a=58) (@69) 52.2% 62.7% 243% 4%
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Espéces non-cibles™ Distance génétique | Nombre de départements Nombre Nombre de
P Plante hote avec la sésamie oul'espéce a été trouvée | d'individus trouvés/ | générations Stad e diap ausant Présence du stade larvaire
(03] (2) d'élevage (3) par an
Nomagrie rubamée” Phragni ali 0016 50 6/0 1 couf i-avril & mijoi
(Archanara dissoluta) hragnites australis . 5 / mi-avril a mi-fuillet
Nonagrie neurique™ i ) ) P .
. P. australis et Phalaris sp 0.019 12 24/ 50 1 oeuf mi-avril a fin mai
(Archanara neurica)
- . .. f en Europe dn sud et
N des s* ceu
onagre ces marais P. australis 0.021 54 63/ 82 1 de 'Ouest. mi-avril & mi-juillet
(Lenisa geminipuncta) .
larvaire en Europe centrale
N . . e ceuf en Europe dn sud et
N del ssette™ ]
onagrie e fa massette Dpha latfolia et 0,024 67 539/0 1 de 'Ouest. &but avril & fin juin
(Nonagria typhae) Tvpha angustifolia -
larvaire en Europe centrale
Noctuelle ophigramme Phalaris sp, P. australis, - - , _ . o .
(Lateroligia ophiogramima) Glveeria sp 0.024 76 070 1 larve debut acit afin mai
Nonagrie soulignée P B 0,026 3 2/0 1 cef début aveil 4 mi-jui
(Protarchanara brevilinea) - australis e = t aviil ami-uin
Nonagrie rougeitre™ 7 0.029 < 290 ) Jarw &bat acit 4 fi .
(Coenobia N.g"a) oNCUS 5P UL 3 29 arve t aout afm mat
Noctuelle du roseau P B 0,029 76 1/0 1 cef début avril & fin jll
(Rhizedra Iutosa) . qustralis UL ! ! ut avril atm qmllet
Nomagrie du Rubanier® Iﬁph_a S_g_)p (T. _a}:rgusnfo lia . ceuf en Eufope du sud et ' S
. . et I' latifolia), Iris pseudacoriis, 0,031 59 235/0 1 de I'Ouest, début mai 4 mi-aott
(Globia sparganii) i .
Sparganium spp larvaire en Europe centrale
Nonagrie des Laiches Carex sp, Joncus sp,
(Dentic ucullis pygmiina) Tvpha sp, Glveeria sp 0.032 80 070 1 larve debut septembre a fin mai
Leucanie paillée P. australis, Phalaris sp,
7 . : it A mi-mai
(Mythimna straminea) Carex sp, lipha spp 0.09 B 10 ! larve début aoit & mi-mai
Pyrale du mais™ z 0052 87 0/50 1/2 larv dSbut juin  fin avri
(Ostrinia nubilalis) ea mays = ! o te arve t um 2 fin av
Chilo du roseau™ Phragnites australis, 1 tous les
. . = ’ 0.058 36 151/0 larve (2 début aofit 4 mi-jui
(Chile phragmitella) Glveeria maxima : 2 ans arve (2 ans) acut amijumn
Orthotelia sparganella™ Sparganium erecfum 0.068 8 87/0 17 oeuf début mai a fin juin

* Espéces testées pour leur permissivité au parasitism par C. fyphae

(1) Distance génétique établie en fonction du nombre de substitutions par site pour le marqueur CO1 (analyses basées sur le modéle de Kimura a 2 paramétres (Kimura. 1980))
(2) d aprés le site Lepinet fr et le site de [TPGIN

(3) Trouvé en France lors des campagnes de terrain et d'élevage du CABI Suisse (Délemont)
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Annexe 111 A) Définition de chaque risque et des données prises en compte dans I’estimation d’indice de risque. Cette méthodologie d'évaluation des risques, a été
développée par van Lenteren et al (2003)%°, et prend en compte tous les effets néfastes concevables de I'agent de biocontrole, tels que les effets directs et indirects sur les
organismes non-cibles et les effets néfastes sur I'environnement. Cing groupes de risques sont liés au lacher d'agents de biocontrdle exotiques : établissement, dispersion,
specificité de I'hote, effets directs et effets indirects non-cibles. Le risque d'effets néfastes du lacher d'un agent de biocontrole est le produit de I'impact de la vraisemblance
(probabilité) et de I'impact de I'amplitude (conséquence).

A) Etablissement Dispersion Gamme d'hdtes Effets directs Effets indirects
Distance parcourue par introduction Echelle qualitative .
. P P L ' q . Echelle qualitative d'effets
(tenir compte du nombre de La propension a d'effets directs : trés . .
- . - o . . . indirects : trés improbable
e . Probabilité de survie en l'hiver et générations par saison). atteindre sa gamme improbable (1), peu
Définition S ) - A . . (1), peu probable (2),
disponibilté de refuges Détermination de la courbe de d'hétes écologiques |probable (2), possible (3), ossible (3), probable (4)
dispersion (10, 100 et 1000 m) a 50% | dans la zone de lacher probable (4), trés POSSIOE (), P ’
) . tres probable (5)
A de la durée de vie probable (5)
Probabilité - -
. el . Dispersion de <1000 m (3) :
Risque d'établissement trés Donnges thori C. tvoh
improbable (1) : onnees fheoriques pour &.. typhae X . X . . Effets indirects trés
. . prenant en compte le taux de 3 especes non-cibles a | Effets directs possibles |. .
Estimation seulement 3% des hivers ] L A . improbables (1), improbables
. . R dispersion d'autres espéces de risque (2) 3) .
permissifs (température>10°C) . . (2) ou possibles (3)
A Cotesia (C. flavipes,
dans les zones de lacher
C. glomerata)
Gamme de taxons Mortalité, suppression ou Mort_alne, Suppression PU
Définiti Pourcentage d'habitat non-cible ot Pourcentage d'agent de biocontrole attaoués par [agent de extinction locale extlncthn Ioc_ale_des especes
efinition I'agent de biocontrole peut s'établir| laché se dispersant de la zone ciblée g biofontrél% d'organismes non cibles .non C|blles |nd|relctement
affectés directement mfluence.es parjagent de
biocontrole
Consequence . ] ]
. Dispersion de <10 % (3) : Risque moyen de
Local (transitoire dans le temps et . . . iy . - .
. . Etablissement de C. flavipes et C. Famille (3) : les 3 mortalité des chenilles | Effets indirects inconnus,
L dans l'espace) (1) : 3 spp a risque . . R . X . . . s .
Estimation P sesamiae dans le milieu naturel (5% | espéces non-cibles a | des espéces non-cibles mais estimés faibles a
ont une génération par an et o . . .
e et 6%) apres utilisation comme agents| risque sont Noctuidae | varie entre <5% (1) et moyens (1-3)
passe I'hiver au stade oeuf . N
de biocontrole <40% (2)
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Annexe III cont. B) Estimation de I’indice de risque du parasitoide Cotesia typhae comme agent potentiel de biocontréle de la sésamie aux champs en France ; C) Indices
de risque des espéces de parasitoides introduites et commercialisées comme agents de biocontréle en Europe (van Lenteren et al 2003%°), ayant un indice supérieur a 31,
limite supérieure de l'indice déterminé pour C. typhae.

B) . .
Etablissement Dispersion Spectre d'hétes Effets directs Effets indirects Indice de risque
(somme de P x C's)
Probabilité (P ) 1 3 2 3 1-3
Consequence ( C) 1 3 3 1-2 1-3 20-31
PxC 1 9 6 3-6 1-9
C)
Agent de biocontrole Famille Aire de lacher Usage Indice de risque
Trichopoda pennipes Tachinidae Italy champs 61
Lysiphlebus testaceipes (Cuba) Braconidae Europe champs 67
Trichogramma brassicae Trichogrammatidae Switzerland champs 73
Encarsia pergandiella Aphelinidae Italy champs 73
Cales noacki (Chile) Aphelinidae Europe champs 87
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