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SUMMARY.— Seasonal ecology of a species from the genus Monophadnus (Hymenoptera: Tenthredinidae) on
Helleborus spp. and biological control tests.— For several years, an insect species from the genus Monophadnus
(Hymenoptera, Tenthredinidae: Blennocampinae) has been causing serious damage to Helleborus plant collections
in the Botanical Conservatory and Garden of Geneva (CJB). This work aimed to identify the seasonal ecology of
this species, through insect rearing and observations under in situ conditions. Biological control methods were also
assayed using strains of the entomopathogenic fungi Beauveria bassiana and lIsaria farinosa, as well as a
commercial biological insecticide, the azadirachtin, extracted from Azadirachta indica (NeemAzal®T/S). Only the
applications of NeemAzal®T/S at 0.5 % concentration and Isaria farinosa at 107 spores/ml led to significantly reduce
the population of this species of Monophadnus, by causing mortality 40 to 50 % higher than in the control.

RESUME.— Depuis plusieurs années, un insecte du genre Monophadnus (Hymenoptera, Tenthredinidae :
Blennocampinae) cause de sérieux dégats aux collections de plantes du genre Helleborus des Conservatoire et Jardin
Botaniques de Genéve (CJB). Cette étude avait pour objectif de mieux connaitre I’écologie saisonniére de cette
espece grace a la mise en place d'élevages et a des observations in situ. Des essais de lutte biologique ont été
également menés avec des champignons entomopathogénes des espéces Beauveria bassiana et Isaria farinosa, ainsi
quavec un insecticide biologique, ’azadirachtine, extrait d’Azadirachta indica (NeemAzal®T/S). Seuls le
NeemAzal®T/S & la concentration de 0,5 % et Isaria farinosa a 107 spores/ml ont permis de réduire significativement
la population de cette espece de Monophadnus provoquant des mortalités de 40 a 50 % plus élevées que dans le
procédé témoin.

Les Hyménoptéres sont constitués de deux sous-ordres : les Symphytes et les Apocrites. Les
Symphytes ou mouches a scie se distinguent des Apocrites (guépes, abeilles, fourmis) par 1’absence
de constriction a la base de leur abdomen, leur ovipositeur en forme de dents de scie et I’apparence
des larves, semblables a des chenilles de lépidoptéres. Les adultes ressemblent davantage a des
mouches qu’a des guépes d’ol leur nom de mouches a scie (Berland, 1947). On connait aujourd’hui
8750 espéces de Symphytes réparties dans le monde entier (Schmidt et al., 2016). Certaines especes
sont d’importants ravageurs et font partie des défoliateurs majeurs des écosystémes de I’hémisphere
Nord (Pschorn-Walcher, 1982 ; Boeve, 2004). En effet, de nombreux dégats sont causeés par
certaines especes en cultures maraicheres, arboricoles, céréaliéres et ornementales.

En milieu naturel, de nombreux antagonistes régulent les populations de mouches a scie. Au
stade larvaire, ce sont des parasitoides qui sont leurs principaux ennemis, pouvant attaquer jusqu’a
100 % des larves (Morrill et al., 1998). Au stade de pupe, effectué dans le sol, d’autres insectes
prédateurs comme les carabes, mais aussi des rongeurs ou des champignons entomopathogénes
participent a la régulation des populations de mouche a scie (Fihrer et al., 2001).

Dans les systemes cultivés simplifiés, cette régulation naturelle est insuffisante et de nombreux
pesticides de synthése sont donc utilisés pour réduire les populations de certaines mouches a scie.
Aujourd’hui, il devient nécessaire de trouver des moyens de lutte alternatifs plus durables, afin de
minimiser les impacts sanitaires et environnementaux.
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Les Conservatoire et Jardin Botaniques de Genéve (CJB) sont particuliérement infestés depuis
plusieurs années par une espéce du genre Monophadnus s’attaquant aux cultures d’hellébores
(Malacari et al., 2017). La récente reconversion des CJB au label Bourgeon de Bio Suisse ne leur
permet plus 1’utilisation de pesticides de synthése, la recherche d’une méthode alternative de lutte
est donc impérative pour pérenniser la culture d’hellébores. Malheureusement, la littérature est rare
quant a I’écologie des espéces de Monophadnus et quasiment inexistante sur la lutte biologique
contre ces insectes.

En ce qui concerne I’espéce (ou les espéces) de Monophadnus pouvant s’attaquer aux
hellébores, une certaine confusion régne depuis longtemps autour de son nom. En effet, cette espece
a historiquement été nommée de trois facons différentes, longicornis, latus et monticola, sans
quaucun de ces noms ne soit correct. Les termes longicornis et monticola sont abandonnés pour
cette espéce suite a un article de Blank & Taeger (1998) et le terme latus est introduit par Lacourt
(1999) pour désigner I’espéce d’Europe centrale. Ce nom est a son tour abandonné par Blank et al.
(2009) et Taeger et al. (2010) qui soulignent la possibilité qu’il existe deux especes inféodées aux
hellébores : M. longicornis auct. et M. latus auct. Ces mémes auteurs ainsi que Lacourt (comm. pers.
2017) considerent que I’espéce (ou les espéces) s’attaquant aux hellébores reste(nt) toujours a étre
décrite(s). Dans cette étude nous considérons donc I’espéce étudiée comme étant proche de
Monophadnus latus sensu Lacourt, 1999 (Malacari et al., 2017).

Le présent travail rapporte 1’étude de 1’écologie saisonniére de cette espece, décrite
morphologiquement et génétiquement avec des spécimens voucher MHNG ENTO 9805-9808
(Malacari et al., 2017). Des essais de lutte biologique, représentant un moyen de lutte alternatif,
applicable aux CJB ont été réalisés. Pour ce faire, différentes souches de deux especes de
champignons entomopathogénes Beauveria bassiana et Isaria farinosa ainsi qu’un insecticide
biologique, I’azadirachtine, extraite du margousier Azadirachta indica, disponible
commercialement sous le nom de NeemAzal®T/S, ont été appliqués en conditions d’élevage, sur des
larves de Monophadnus sp. prélevées aux CJB.

MATERIELS ET METHODES

BIOLOGIE ET ECOLOGIE SAISONNIERE

Afin d'observer le développement de Monophadnus sp. voucher MHNG ENTO 9805 en conditions contrdlées, des
élevages ont été mis en place en serre a la haute école du paysage, d’ingénierie et d’architecture (hepia), site de Lullier (GE).
Trois cages a insectes (BugDorm-43074 Insect Rearing Cage - 32.5x32.5x77cm) ont été utilisées pour suivre le
développement sur trois espéces d’hellébores : H. niger, H. foetidus et H. orientalis cultivar 'Anemone Mixed Colours', dont
les plantes, de label Bio Suisse, ont été obtenues a la pépiniere "lautrejardin” (Cormérod, Suisse). Le 20.111.2015, trois plantes
de chaque espece ont été placées dans les cages avec deux males et deux femelles adultes prélevées aux CJB. Cinquante-cing
larves ont également été prélevées entre avril et mai 2015 aux CJB, ainsi que dans les élevages, puis conservées dans des
tubes a -20°C, afin de déterminer le nombre de stades larvaires chez cette mouche a scie. Les stades larvaires ont été
déterminés par des mesures de la largeur des capsules céphaliques (McClellan & Logan, 1994 ; Boevé, 2004). Les mesures
ont été prises a I’endroit le plus large de la capsule céphalique, juste derriére les yeux, grace a une loupe binoculaire (Motic
SMZ-168, Allemagne) associée a une caméra (ZEISS Axiocam® ERc5s ; Allemagne) et a un programme (Axiovision Rel
4.8) muni d'une fonction de mesure. Les tailles mesurées ont ensuite été classées par groupe pour définir le nombre de stades
larvaires. Le test de Kruskal-Wallis a été utilisé pour définir une différence statistiquement significative entre les groupes
(seuil de confiance a 95 %, a = 0,05), a I’aide du logiciel de statistique Minitab® 17.

L’étude du développement de 1’espece a été effectuée aux CJB, par des observations visuelles et grace a des pieges
Rebell Bianco (Andermatt Biocontrol®). Les pieges ont été installés début mars 2015, a une hauteur de 40 cm au-dessus du
sol, dans deux massifs du domaine des Rocailles : le massif de collection d'hellébores et le massif des « Plantes Protégées ».
Des comptages bihebdomadaires ont été effectués sur les pieges, puis sur toutes les plantes des especes de Helleborus
présentes dans le domaine des Rocailles. Etant donné le grand nombre d’individus sur chaque plante, des classes d’infestation
leur ont été attribuées (Tab. I).

Les données des classes ont été transformées en nombres, grace aux moyennes géométriques des classes (Boll &
Lapchin, 1997), afin de pouvoir analyser les résultats numériquement. Une mini-sonde météo (Hobo™, France) a été placée
dans chaque massif étudié, afin d’enregistrer la température et I’humidité tout au long du suivi. Les relevés de ces sondes,
complétés avec les données de la station météorologique de Cointrin (Suisse) depuis le 1.1.2015, ont permis d’estimer a
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quelles sommes de degrés-jours les différents stades larvaires sont susceptibles d’étre observés. Le calcul se base sur les
minima et maxima journaliers selon la formule : DJ = ([Tmax + Tmin) / 2] - Teeuir (Pruess, 1983 ; Derron & Goy, 2006). La
température-seuil choisie est de 6°C, car ’insecte apparait relativement t6t dans la saison. Les degrés-jours sont cumulés du
1* janvier jusqu’a la date d’apparition des premiéres larves de chaque stade. Cela permet de déterminer les sommes de degrés-
jours nécessaires a I’observation de chaque stade larvaire.

TABLEAU |
Classes d’infestations utilisées suite aux observations de Monophadnus sp. voucher MHNG ENTO 9805 sur les plantes
d’hellébores
Classe 1 2 3 4 5 6 7
Individus / plante 0 1-10 11-50 51-100 101-200 201-500 > 500

LUTTE MICROBIOLOGIQUE

Trois souches du champignon entomopathogene Beauveria bassiana (Bb9, Bb2580, ATCC74040) et une souche
d’lsaria farinosa UASWS1546 de la collection de I'inTNE (hepia) ont été sélectionnées pour cet essai car présentant un fort
potentiel de virulence (Lefort et al., 2015). Les repiquages ont été effectués sur du milieu gélosé Sabouraud (Sabouraud agar,
4 % de glucose, Carl Roth GmbH). Les boites de Pétri ont été placées dans 1’obscurité a température ambiante (22 + 2°C),
jusqu’a la colonisation compléte des boites. Des solutions de spores ont ensuite été élaborées et les concentrations, mesurées
a I’aide d’une cellule de Thoma, ont été ajustées a 1x107 spores/ml pour les traitements. Les traitements ont été effectués par
la méthode de trempage du disque des feuilles (@ 23 mm) d’Helleborus orientalis, d’aprés Lefort et al. (2015), avec les
quatre souches de champignons entomopathogénes ainsi qu’avec le NeemAzal®T/S a une concentration de 05 %
d’azadirachtine. Le traitement témoin était composé d’eau stérile + Tween®20 & 0,04 %. Pour chacune de ces six modalités
de traitement, 10 larves de différents stades sélectionnées au hasard ont été utilisées. Chaque modalité a été répétée 10 fois.
Cela représente donc 100 larves par modalité et 600 larves au total. Celles-ci ont été prélevées aux CJB le 4.V.2015.

Figure 1.— Dispositif expérimental des essais de lutte biologique en chambre de culture.

Apreés traitement, les boites ont été placées en chambre de culture (Fitotron®, Weiss Technik AG, Modeéle : SGR223)
(Fig. 1) a une température de 21 + 2°C le jour et 18 + 2°C la nuit, une photopériode 18:6 (j/n), une humidité relative de 100
% et une intensité lumineuse de 30,2 umol/cm?*s fournie par des lampes fluorescentes (Philips® MASTER TL-D REFLEX
58W/840 3A). En raison de certaines contraintes, les températures dans la chambre de culture, en particulier la température
nocturne, étaient tres différentes de celles rencontrées par les larves en conditions naturelles durant les mois de mars et d’avril
(température nocturne généralement entre 5 et 10°C), ce qui a permis aux champignons entomopathogénes de se développer
plus rapidement que dans des conditions réelles. La mortalité a été relevée aprés 1, 3, 6 et 10 jours suite au traitement. Pour
ce faire, les boftes de Pétri ont été ouvertes et les larves immobiles ont été stimulées plusieurs fois avec le poil d’un pinceau
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afin de déterminer si elles étaient vivantes ou mortes. Elles ont été classées comme mortes lorsqu’aucun mouvement ou
enroulement pour protéger leur abdomen ne survenait. Le relevé du 1* jour aprés les traitements permet de définir le taux de
mortalité dii aux manipulations, car les champignons entomopathogenes ne peuvent agir aussi rapidement sur un insecte. Des
analyses de la variance (ANOVA), ainsi que des comparaisons multiples avec la méthode de Dunnett ont été effectuées sur
les données de mortalité (seuil de confiance & 95 %, a = 0.05) (Minitab ® 17).

RESULTATS
ECOLOGIE SAISONNIERE

Biologie de Monophadnus sp. présent aux CJB

Les mesures de largeur des capsules céphaliques démontrent I’existence de cing stades larvaires
(Fig. 2), de tailles statistiquement différentes (Kruskal-Wallis : p < 0,001). Le nombre d’individus
par stade est respectivement de 7, 11, 3, 10, 24, pour les stades 1 a 5. Les données météorologiques
mesurées aux CJB complétées avec les données de la station météorologique de Cointrin ont permis
d’estimer a quels degrés-jours (base 6°C) les différents stades larvaires sont susceptibles d’étre
observés (Tab. I1).
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Figure 2.— Différents stades larvaires de Monophadnus sp. d’apres la largeur de leur capsule céphalique. Les nombres
dans les histogrammes indiquent les moyennes des échantillons et les barres représentent les écarts-types.

TABLEAU 1

Degrés-jours (base 6°C) nécessaires pour observer
chaque stade larvaire de Monophadnus sp. voucher MHNG ENTO 9805

Stade larvaire 1 2 3 4 5

Degrés-jours
(base 6°C) 73 122 152 194 219

Les relevés bi-hebdomadaires effectués aux CJB, ainsi que les élevages mis en place, ont
également permis I’observation de divers aspects du cycle de vie de Monophadnus sp. voucher
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MHNG ENTO 9805 (Fig. 3). Les observations effectuées aux CJB ont permis de définir la période
de présence des adultes et celle des larves. Les adultes ont été observés les 6.111.2015 et 7.111.2015
et les larves dés le 7.111.2015 jusqu’au 25.V.2015.

A ff - ‘ Pupaison

Développement des
larves (5 stades)

avril-> mai
juin > février
Phase non active

.
e,
.
‘.

Mue imaginale

des ceufs

Adultes

Accouplement

Figure 3.— Cycle de vie de I’espéce Monophadnus sp. observée aux CJB (Photos L. Malacari, hepia).

La figure 4 représente la densité moyenne de larves par plante suivant ’espéce d’hellébore et
leur emplacement. Monophadnus sp. voucher MHNG ENTO 9805 s’attaque a 14 espéces et sous-
espéces d’hellébores soit : H. argutifolius ; H. cyclophyllus ; H. dumetorum ssp. atrorubens ; H.
foetidus ; H. lividus ; H. multifidus ssp. bocconei ; H. niger ; H. odorus ; H. orientalis ; H. orientalis
ssp. abchasicus ; H. purpurascens ; H. torquatus ; H. viridis et H. viridis ssp. occidentalis. Des
différences notables de densité de larves peuvent étre observées suivant 1’espéce d’hellébore, mais
également suivant I’emplacement des plantes-h6tes (Fig. 5). Les hellébores isolés ont été moins
attaqués que ceux retrouvés dans le massif de collection, constitué quasiment entiérement d’espéces
d’Helleborus. 1l semble que H. niger soit moins attractif que H. orientalis et H. foetidus puisque les
larves, en situation de choix, ont préféré les tiges de H. foetidus aux feuilles de H. niger. Au sein
des élevages, le constat est le méme : les larves, placées dans les cages contenant les trois espéces
d’hellébores, mangent les feuilles de H. niger, mais uniquement lorsque les autres espéces ont été
complétement défoliées. De plus, trés peu de larves ont survécu sur H. niger. D’autres espéces ont
également été attaquées séverement, telles que H. cyclophyllus ou H. orientalis.
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Figure 4.— Densité moyenne de larves de Monophadnus sp. par plante suivant les espéce d’hellébores et leur emplacement
au CJB.

LUTTE BIOLOGIQUE

La figure 6 représente les taux de mortalité suite aux différents traitements auxquels a été
soustrait le taux de mortalité dans le témoin, donc uniquement la mortalité effectivement liée aux
traitements. Les résultats des essais de lutte biologique montrent des taux de mortalité moyens tres
variables selon les traitements (Fig. 6). Trois jours apres les traitements, les modalités Bh9,
ATCC74040, Bb2580, UASWS1546 et I’azadirachtine ont provoqué respectivement 0, 9, 6, 9, et 47
% de mortalité. Six jours aprés les traitements, les modalités Bb9, ATCC74040, Bb2580,
UASWS1546 et I’azadirachtine ont causé respectivement 8, 15, 30, 42 et 44 % de mortalité. Les
écarts-types indiquent une grande variabilité a 1’intérieur des traitements. Les différences de
mortalité entre les traitements sont statistiguement significatives ; aprés trois jours (ANOVA ;
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p <0,001) et aprés six jours (ANOVA ; p < 0,001). La méthode de Dunett pour comparaisons
multiples a été utilisée pour comparer chaque modalité de traitement avec le témoin. Trois jours
apres les traitements, seule 1’azadirachtine (p < 0,001) démontre une mortalité significativement
plus élevée que le témoin tandis que, six jours apres les traitements, 1’azadirachtine (p = 0,002) et la
souche UASWS1546 (p = 0,004) démontrent des mortalités significatives. La méthode de Dunnett
permet de déterminer des intervalles de confiance (IC) pour les différences significatives. Trois jours
apres les traitements (Fig. 6), I’intervalle de confiance a 95 % pour I’azadirachtine moins le témoin
est de 0.3128 - 0.5983. En d’autres termes, le vrai taux de de mortalité lié au traitement a 95 chances
sur 100 de se trouver entre 31,28 % et 59,83 %. Six jours apres traitement, 1’IC de UASWS1546
moins le témoin est de 0.0996 - 0.6336 et celui de 1’azadirachtine moins le témoin de 0.1218 -
0.6558.
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Figure 5.— Evolution de la densité moyenne de larves Monophadnus sp. par plante selon 1’emplacement (Collection, PP =
massif « plantes protégées » et hellébores isolés) aux CJB.
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Figure 6.— Taux de mortalité moyens des larves de Monophadnus sp. effectivement liés aux traitements.
Les résultats ont été corrigés avec le taux de mortalité relevé dans le témoin a j+3 et j+6 respectivement. Les barres
représentent 1’écart-type.
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DISCUSSION

Concernant la controverse sur les especes d’hellébores attaquées par les espéces du genre
Monophadnus, la présente étude démontre que cette mouche a scie, identifiée morphologiquement
et génétiqguement comme appartenant au genre Monophadnus et proche de Monophadnus latus sensu
Lacourt, 1999 (Malacari et al., 2017), attaque plus d’espéces que les trois plantes-hdtes présentes
naturellement en Europe et mentionnées par Fenili (1965), Lacourt (1994) et Jahn & Schedl (1992)
comme étant attaquées par des larves du genre Monophadnus. A noter qu’une quatriéme espéce
d’hellébore, H. lividus, présente uniquement en Corse, a été attaquée par cette espece de
Monophadnus alors qu’en Corse aucune espéce de Monophadnus n’est pourtant présente. Selon nos
observations, Monophadnus sp. voucher MHNG ENTO 9805 a attaqué 14 espéces et sous-especes
d’hellébores avec une nette préférence pour H. foetidus et H. viridis, présentant des densités qui
pouvaient atteindre 250 larves par plante.

Il semble que la densité de plantes-hdtes par m? soit I'explication principale de la densité de
larves par plante d’hellébore. La densité et la qualité (ex. : teneur en azote) des plantes sont d'ailleurs
considérées comme étant des facteurs importants influengant les densités d’insectes herbivores
(Stiling & Moon, 2005). En effet, les hellébores isolés ont la plus faible densité moyenne de larves
par plante. Viennent ensuite le massif des plantes protégées, qui est constitué pour moitié de plantes
d’Helleborus spp., puis le massif de collection, constitué presqu’entiérement d’Helleborus spp. et
dans lequel la plus haute densité moyenne de larves par plante a été observée.

Concernant le développement de Monophadnus sp. voucher MHNG ENTO 9805, les mesures
de largeur des capsules céphaliques semblent démontrer que cette espece possede cing stades
larvaires. Cependant, les prélevements effectués n'ont pas permis d’avoir un nombre de larves tres
élevé dans chaque catégorie de taille. En effet, il y a seulement trois larves dans la catégorie [800-
1000 pm], ce qui permet difficilement de confirmer statistiquement ce résultat. Selon Boeve (2004),
la plupart des espéces de mouches a scie possédent cing stades larvaires pour les méles et six pour
les femelles alors que Fenili (1965) mentionne sept stades larvaires. Le nombre de stades larvaires
au sein d'une méme espece peut varier en fonction de la température et des ressources alimentaires.
Esperk et al. (2007) ont méme observé, pour Nematus oligospilus (Tenthredinidae), une mouche a
scie s’attaquant aux saules, des variations du nombre de stades larvaires en conditions d’élevage
standardisées. Afin de déterminer plus précisément le nombre de stades larvaires chez Monophadnus
sp. voucher MHNG ENTO 9805, il serait nécessaire d’obtenir des mesures sur un nombre plus élevé
d’individus et d’observer le nombre de mues.

Concernant les traitements de lutte biologique effectués, des résultats significatifs ont été
obtenus uniquement avec [|’azadirachtine et la souche de champignon entomopathogéne
UASWS1546. L azadirachtine est fréquemment utilisée en agriculture biologique, car elle a un large
spectre d'activité et est homologuée contre une grande variété de ravageurs (pucerons, mouches
mineuses, mineuse du marronnier, acariens jaunes, thrips, aleurodes et cicadelles) (Philogene et al.,
2008). Elle aurait également un effet sur certaines espéces de Tenthredinidae (Wearing et al., 2011).
Un autre avantage de 1’utilisation de I’azadirachtine réside dans son faible impact sur les abeilles
(Akca et al., 2009; Melathopoulos et al., 2000). Par exemple, il n'y aurait pas d’effet sur leur
reproduction et ce méme a une dose de 6 L/ha, dose supérieure a la dose recommandée par le
fournisseur. La souche d’lsaria farinosa UASWS1546 a un potentiel insecticide équivalent a
’azadirachtine six jours aprés le traitement. L’azadirachtine a certes un impact plus rapide (trois
jours aprés traitement), mais I'intérét d’utiliser un champignon entomopathogene est sa capacité a
coloniser les larves n’ayant pas recu le traitement, en se développant sur les larves mortes et en
persistant sur les plantes traitées. Un autre avantage de [’utilisation d’un champignon
entomopathogene est que plusieurs genres tels que Beauveria, Metarhizium, Isaria ou Verticilium
attaquent également les pré-pupes durant leur phase hivernante, présentant ainsi un intérét certain
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dans la lutte contre les mouches a scie dont le stade nymphal s’effectue dans le sol (Flhrer et al.,
2001).

Toutefois, la souche UASWS1546 de la collection de I’InTNE n’étant pas homologuée, seul
I’azadirachtine pourra actuellement étre utilisé aux CJB contre Monophadnus sp. voucher MHNG
ENTO 9805.

Pour obtenir des résultats plus probants, des essais de lutte biologique sous des conditions
climatiques plus fidéles a celles rencontrées dans la nature devront étre réalisés. De plus, ces essais
pourraient étre effectués indépendamment aux différents stades larvaires et au stade pupal pour, le
cas échéant, cibler une période optimale de traitement de lutte.

La recherche de moyens de lutte biologique a base de champignons entomopathogéenes
constitue une alternative intéressante, car la possibilité de trouver des souches spécifiques a certains
ravageurs et capables de se maintenir dans 1I’environnement permettrait un contrdle efficace, durable
et sans impact sur les populations d’insectes pollinisateurs. Dans le cas d’une application au niveau
du sol, I’'impact sur les populations d’auxiliaires, tels que les carabes, staphylins et autres prédateurs,
devra cependant étre mesure.
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