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INTRODUCTION

Sur | édRéwmiond1é ®1 e bowig @connu un développement rapide a partir du
milieu des années 1970. La fédération des exploitatonsa ut our ddédor gani sati ons
(SI CAREVI A pour | 6®l evage bovi n bovinlaited @ peents S| CAL.
| s o de ses f(iDiir eetsi osnurdel 61"d A&l i ment ati on, de

2016).Ce développement accéléré, combiné au climat tropical de la région, ont fait de La
Réunion une zone aux conditions optimales pour la pullulation de stomoxes (Stomoxys sp.
Diptera : Muscidae), communément appelés mouches des étables ou stable flies en anglais,
notamment dans les élevages bovins (Barré 1981).

Deuxesp ces c o0 h ad Btonmoxys calsittans (Linrdaéus, 1758) et S. niger
niger (Macquart, 1851) (Barré 1981). Dipteres hématophages diurnes, ils sont responsables
de nuisances dir ect es et indirectes envers |l es ani maux
(Barré 1981). Leur contrdle est devenu une problématique essentielle.

L6int ®r °t pour dantlruet tleesbiiod vgdtgause doi nt ®r ° t
sb6intdédanh®e eaveclaproblénee croissant des résistances aux insecticides et
la prise en compte de considérations environnementales légitimes (Inglisetal. 2001). L6 un des

domaines grandissants de | a | utrdoeganismes enotgnt que e s
gubdagent de lutte contre | es nui si bl es, et n
entomopathogeénes (Butt, Jackson, et Magan 2001). A La R®uni on, des obser\

mycose infectant les stomoxes et provoquant des épidémies massives dans leurs populations
sont relatées dés 1981 (Barré 1981). Des travaux succincts ont été réalisés entre temps sur
| identification du champignon et des essais de contamination directe entre stomoxes adultes
(Barré 1981; Bouyer et Stachurski 2009). Maisaucunr®s ul t at ®cr it ndest di sy

Le premier objectif de ce travail était de caractériser ce champignon sur la base de
criteres morphologiques et de méthodes moléculaires. Le second objectif était de réaliser une
étude de distributiondecec hampi gnon dans | es ®I| evagbfsmlebovi ns
derni er objectif ®t ai t | 6 ®t ude Ceratitip adpitata g ®ni c i
(Wiedemann, 1824) (Diptera : Tephritidae), mouche méditerranéenne des fruits, nuisible des
cultures fruitieres et Ilégumiéres a La Réunion.

A. Le genre Stomoxys

i.  Classification
D6 a pZump (1973) :

Embranchement : Arthropode
Classe : Insecte
Ordre : Diptére
Sous-ordre : Brachycere
Famille : Muscidae
Sous-famille : Stomoxynae
Genre : Stomoxys

ii. Généralités
Les insectes du genre Stomoxys, qui compte 18 espéces, sont des diptéres de la
famille des Muscidae (Zumpt 1973). Comme déautres gfamille ees d e :
Stomoxynae (Haematobia et Haematobosca notamment), les stomoxes ont un impact
®conomi que et sanitaire non n®gligeable dans | «

pathogene direct et leur réle de vecteur de maladie (Zumpt 1973).
Le genre Stomoxys se retrouve quasi exclusivement sur le continent africain, a
| 6 e x ¢ e Bicalaitrans gueest cosmopolite (Zumpt 1973). Leur taille et apparence générale
est similaire aux mouches domestiques mais la trompe suceuse est remplacée par un appareil
piqgueur:un rostre dirig® vers | 0 &ungpnld73)pHEmatophaged e au r



diurnes pour les deux sexes, ces insectes peuvent également se nourrir de nectar et de pollen
mais la prise de sang conditionne leur reproduction (Barré 1981).

B. Les stomoxes a la Réunion

Deux espéces du genre Stomoxyss ont retrouv®es s |(Rarrélldl;l e de |
Bouyer etal. 2011; Grimaud 2013): | 6 e s p c e S.calci#ranegb R higertniger répartie
uniguement sur le continent africain et les iles Mascareignes.

i.  Critéres morphologiques de distinction
Plusieurs caractéristiques morphologiques permettent la distinction entre les deux
espéces, elles sont décrites dans la clef de détermination de Zumpt (1973). Elles sont
synthétisées dans le schéma suivant (Figures 1).

Spiracles caudaux serrés Spirecles caudaux écartés

"

Figure 1 : Criteres de distinction entre les deux espéeces de stomoxes présentes a La Réunion : Stomoxys niger
niger (gauche) et Stomoxys calcitrans (droite). Enhaut:mot i f s d e ddsadalted(odmdeanpr ~ s Zu
En bas : morphologie despupes( d 6apr s Barr® 1981)

Lemaleetlafemellesedi st i nguent par | 6 ®cilestplesfabledchezent re | e
males (Zumpt 1973).

ii.  Alimentation
La prise de sang conditionne la reproduction. Les stomoxes piquent le bétail et
®v e nt uel Hommeeamec unl oédre de préférence, de maniére décroissante : bovins,
chevaux, porcs, caprins, ovins (Barré 1981). Sur les bovins, les stomoxes piquent
préférentiellement les parties les plus difficiles a protéger pour les animaux : les zones
inférieures des membres, la pointe du sternum et fanons, le ventre (Barré 1981).

iii.  Reproduction
La durée du cycle de reproduction température-dépendant est relativement similaire
entre les deux espéces : 13 jours a 30°C et 71 jours a 15°C pour S. calcitrans contre 14 jours
a 30°C et 69 jours & 15°C pour S. n. niger (Gilles, David, et Duvallet 2005).
Les adultes se reproduisent dés deuxj our s , un mOl e peut sbdaccou
femell es et un seul mol e suffit ° -dnepeotpahére t ous
g u 6 a muatresrepas de sang (Barré 1981). Les lieux de ponte sont riches en matiére
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organique : S. calcitrans privilégie la végétation en décomposition et le fumier ; S. n. niger
pond dans des végétaux en décomposition en particulier a La Réunion les feuilles de canne a
sucre laissées au sol aprés la coupe (Barré 1981). La phase larvaire est composée de trois

stades (Zumpt1973). A |l a fin du troisi me stade, |a | arve
cobest |l a pupaison. A I 6int®rieumnsdediesba Pmepe ge
au stade adulte.

Léinfluence de |l a temp®rature sur |l a dur ®e d
en évidence par Gilles, David, et Duvallet (2005) : a partir de 15°C lorsque la température
augmente, la durée de développementdimi nue jusqud”™ atteindre un pl

30 et 35AC. A 25AC et 70% d o teumss, kdphas®larvaireddures f ®c | o
en moyenne huit jours, enfin le stade pupal se déroule en six a sept jours pour les deux
especes (Gilles, David, et Duvallet 2005a).

iv. Répartition
L6l e de La R®union, ?%slig u®el damisqu e Oce®a 9 halk
par sa variété de microclimats. Ces derniers conditionnent la répartition des stomoxes sur le

territoi rBarté (1978)alpur dissribution s u r | 6" | e peuttrois’zbnese di vi ¢
distinctes :
1 Les bas : les régions a basse altitude et au climat relativement sec ou le niveau
d'infestation est plutét faible (dixst omoxes/ vache) tout au | ong d

d 6 ubref pic d 6i nf e entreaféviries et juin. Les populations de S. calcitrans
prédominent sauf pendant le pic.

1 Les zones humides de basses et moyennes altitudesaux ni veaux do6éi nfest a
tout e |l ann®e (mini mum 50 stomoxes/maache) a
S.n.ngerdomi ne tout au |l ong de | 6ann®e .(mi ni mum

! Leshautsavec des niveaux doéinfestation plutt®tt fa
accompagn®s d 6dudni n P e teritréa fanpiermet février (maximum 40
stomoxes/vache). S. calcitrans prédomine sauf pendant le pic.

Les pics doinfestation sont observ®s entre d®c:

p®ri odes correspondent ° | 6occurrence de |l a sais
a sucre.

Cette répartition s 6 e x p primcipalement par les différences de taux de reproduction
entre les deux espéces selon la température : S. calcitransposs de | 6avantage r ey

basse température, son taux de reproduction est plus élevé que S. n. niger a 15°C. Mais cette

derniére la devance des que 20°C sont atteints (Gilles, David, et Duvallet 2005). A basse

altitude ou les températures sont plutét chaudes, les deux espéces débutent leur période de

pullulation en méme temps mais la capacité de reproduction de S. n.nigerest tel l e qubd

dépasse vite S. calcitrans. Au contraire, a haute altitude ou les températures sont fraiches la

pl upart dSecaltittamsan ®@® avantage et d®bute sa reproduc
L'impact potentiel du changement climatique sur les dynamiques de population de

stomoxes a La Réunion a été étudié par Gilles et al. (2008). Les stomoxes adultes ont été

observés sur sept exploitations réparties sur un gradient altitudinal (100 a 1 600m d'altitude)

pendant 90 semaines. Si I'abondance maximum et moyenne ne semblent pas dépendre de

l'altitude, en hiver I'abondance minimum est supérieure a basse altitude. En général, S.

calcitrans est prédominante, cependant a basses altitudes les populations de S. n. niger

augmententplusrapi d e ment et pr e rPareettd cagadit@avdannnerdeg lzasses

altitudes ou les températures sont plus élevées et au regard des changements climatiques en

cours et a venir, S. n. niger pourrait représenter un potentiel danger si introduit dans des zones

d 6 al t outles ldvers sont doux et ou les larves peuvent trouver un habitat favorable a leur

développement. Néanmoins, les données de distribution spatiale et les dynamiques

saisonniéres des deux esp ces La R®uni on nigesiaueu des ent dé
tendances actuelles dbéaugmentation des temp®rat
densit®s plus importantes en hiver et dans | es h

La temp®rature nodest pas | e seul param tre i
stomoxes : déautres facteurs biotiques et abiotiques



| 6hygi ne de | 6exploitation. Ef f e c tochesdsitvgsat , i | &
moi nesnkdd om tre) des diff®rences si gladifféeiemcat i ves
majeure entre ces deux élevages étaient la propreté (Gilles et al. 2008). Une exploitation moins

entretenue est plus sujet a des infestations des deux especes en effet on peut imaginer que

ce type de pratique peut °tr esitesdelpanegetdgdzones doune
propices au développement des larves.

v. Pouvoir pathogene direct

Les stomoxes ont un pouvoir pathogéne direct (Zumpt 1973) par :
Leslésionsetladouleurqu éi |l s provoquent par | eurs piqgqur e
La spoliationsanguine: Barr ® ( 19 7 8) un§tre degang spolié/bovinfjourd ~
dans les cas extrémes ;

1 Le stress causé par le harcelement.

Cela entraine également des conséquences secondaires chez les bovins comme la
r®duction de |l a prise alimentaire et | aouferai sse ¢
et al. 2011).

il
f

vi.  Pouvoir pathogene indirect : le rle de vecteur mécanique
Les stomoxes ont un rble de vecteurs mécaniques pour plusieurs agents pathogéenes
(Baldacchino et al. 2013) :

1 Des bactéries comme Anaplasma marginale (Theiler, 1910) responsable de
| 6anapl asmpse bovine

1 Des parasites tels que Besnoitia besnoiti (Franco and Borges, 1916) responsable de
la besnoitiose bovine ;

1 Des virus comme celui de la leucose bovine enzootique (LBE) qui est une maladie
infectieuse et contagieuse causée par un rétrovirus : le virus leucémogéne bovin (BLV)
(Toma, Eloit, et Savey 1990). Elle touche exclusivement les bovins et est
universel | ement r ®pandue m° me si |l e taux doéinfect
se retrouve chez 65% des individus séropositifs sous forme asymptomatique, 0,1 a 5%
sous forme tumorale et chez 30% des animaux infectés elle se développe en
lymphocytose (augmentation du nombre de lymphocytes B) (Panei et al. 2019). Seuls
les cas tumoraux présentent une perte économique car dédiés a mouirir.

Le BLV se transmet de fagon directe (par le colostrum, les aérosols, in utero) mais le
réle des insectes piqueurs et notamment des stomoxes a également été mis en évidence. En
effet, l e sui vi tbbsans au Japrnpdéncontite arte flusctuatioa durtaux de
séroconversion du BLV dans le troupeau associée aux variations de densité de population des
stomoxes : ce taux augmente en été avec la hausse de densité des stomoxes, et diminue en
hiver 0% |l es popul at i on s(Kahdrd enad. 2048). ®ans qetteqgnémeeu r s b a i
étude, le taux de séroconversion diminue davantage lors de la mise en place de mesures de
contrble des populations des stomoxes.

Dans |l es ann®es 90, plusieurs pays dOEurope
territoire et de r ®gl e me nuk.€our dssbrerdatconttheité deesesn o u v e a
exportations, la France met en place un arrété le 31 décembre 1990 fixant les mesures de
d®pi stage et doé®radication de | a LBE. En 1999, I
indemne de cette maladie (décision CE/1999/465) (Perrin, Gay, et Stephen 2014). En France,

6" 1 e de La R®uni opourdifffrentes raisodsgexmorapon des bovins quasi
nul | e, faible indemnisation en cas dbéabattage,
locaux),)L.a R®union est tenue ~ | 06 ®citines. AuW3d décemisrg | e me n't
2018, 100% des cheptels laitiers, 55% des cheptels bovins-viande adhérents & une
coopérative et 38% des cheptels bovins-viande indépendants possédent des animaux positifs
a la LBE (DAAF de La Réunion 2016). Un plan global de maitrise sanitaire en filiere bovine
(PGMSFB) a été créé en 2016 : il recense une cinquantaine de mesures de lutte contre les
maladies bovines dont la leucose (Direction de I'Alimentation, de I'Agriculture et des Foréts de
La Réunion 2016).1 I s éarticule: en 3 grands axes

71 La réduction de la mortalité



1 La lutte contre les insectes piqueurs

T La mise en Tuvre de pl ans doassafiani ssem
rhinotracheite infectieuse bovine, la leucose bovine enzootique, la
paratuberculose et la maladie des muqueuses)

vii.  Conséquences économiques des stomoxes dans les élevages bovins

Si | 6estimation des pertes ®conomiques | i ®es
production est plus facilement observable.

Le suivi de la croissance de 129 veaux aux Etats Unis a été réalisé (Campbell et al.
2001). Les animaux étaient placés sur patures, avec ou sans traitement insecticide en spray
(perméthrine). Les résultats de cette étude sur trois ans d®montrent | 6ef fet
stomoxes sur la prise de poids des veaux : les bétes non traitées présentaient environ 19% de
r®duction de poids par rapport aux animaux trait

C. La lutte intégrée anti-stomoxes a la Réunion

Sur |1 6"l e de La R®union, l e Groupement de DR®G
organisateur de la lutte intégrée contre les stomoxes.La | utte i nt ®gr ®e est d®
Europ®enne comme filed@dpplddund ono mhbaitnainsnon de me
bi otechnol ogiques, chi mi ques, physiques, cul tur

chimigues phytopharmaceuti que&Diedite 91/41M0EE@® au st
Conseil, du 15 juillet 1991 » 1991). Plusieurs types de lutte contre les stomoxes sont
appliquées a La Réunion (Grimaud 2013) :

71 La lutte environnementale consiste en la destruction des sites de ponte et de repos
des stomoxes. Ell e passe par exemple par | a
reposoirs (débroussaillage) ;

f Lalutte physique ou m®cani ques(awgasfisaeobery | dut i
€);

1 La lutte chimique utilise des molécules naturelles ou synthétiques ayant un effet |étal
sur les nuisibles : contre les insectes ces molécules sont appelées insecticide.

La lutte chimique peut étre associée a la lutte physique par des pieges ou écrans

i mpr ®gn®s d'insecticides. En Asie du sud, une r
do®crans i mpr®gn®s ou Afly screend dans | e cont
Léexp®rience a ®t® r ®al nde @eatrals, 20 a 40 écradfisémpnépgmés de T h

de deltaméthrine ont été installés dans chaque ferme. Durant les cinq mois suivants la pose

des ®crans, |l a densit ®ad&édiims enaut®es droweinsvii brloens 6t04 «
neuf mois post-pose (Desquesnes et al. 2021).

Cependant | 6apparition de r®sistana@@raux i n:¢
l Gutilisation de cette strat®gie de Ilutte. En 1¢
résistance aux insecticides telleque«ldbappar i ti on dans une popul atior

des substances toxiques a des doses qui exerceraient un effet létal sur la majorité des
individus composant une population normale de la méme espece ». Une étude de 2019
réalisée en Allemagne a mis en évidence cette résistance. La chimiosensibilit¢ a la
deltaméthrine des stomoxes (S. calcitrans) de 40 fermes laitiéres bovines allemandes a été
comparée a celle des stomoxes de souche UBA, référence de sensibilité a cet insecticide. Les
résultats ont révélé que 100% des stomoxes des fermes étaient résistantes a la deltaméthrine
avec un pourcentage de paralysie de 36,7 = 23,7% contre 95 + 5,7% pour la souche UBA 24
heures aprés une exposition a 55 mg/m? de deltaméthrine pendant 10 secondes (Reissert-
Oppermann et al. 2019).

Sur 186 1l e de La R®u(édltanéthrind, famillB 43 @ydétErinddesi
est utilisé depuis 1994 en pour-on contre le stade adulte des stomoxes. Des travaux
pr®l iminaires do®tude ®BYTIOXET MihEeatanedi@inutondeal yt i g u
la sensibilité des populations locales de stomoxes par rapport a des populations mauriciennes



supposées sensibles (Ehrhardt 2006). Des larvicides sont également largement utilisés
(Neporex® a base de cyromazine de la famille des triazines).

1 La lutte biologique est une stratégie de lutte contre les nuisibles utilisant des agents
biologiques: des organi smes vivants pr®dateurs, pal
cible. Le développement de méthodes de lutte biologique est une alternative a la lutte
chimique. Quatre catégories de luttes biologiques sont distinguées (Eilenberg, Hajek,
et Lomer 2001) :

U La lutte classique : Al 6i ntroduction de fa-on intenti
biologique exotique, qui a généralementco-®v ol u® avec | desp ce ¢
établissement permanentet un contr !l e sur | e long ter

U L6éaugment anbculation : pairl a | i b®r ati on intention
vivant en tant qub6agent de lutte biologigq

la population cible et contrdle le ravageur sur une période prolongée mais pas
de fa-on permanenteo.

U L6éaugment iadndation:figarut i | i sati on déun organis
de lutter contre un ravageur, son contrble est exclusivement assuré par cet
organi smeo. Cbest une stranv@gi donni®l gqgudet
sbappui e que sur dMmémegeaeni AWe Isiab ®r ® gl®uii t u
cette caract®ristique quobelle se diff ®ren
| 6espoir doébun maintien de | dagensieusse bi oc
générations.

U Laconservation: lai modi fication de | d0environnement
but de prot®ger et augmenter I 6ennemi na:
r®duire | 6effet dbébun ravageur oo

Sur | &a Réeniord kes premiers essais de lutte biologique contre les stomoxes
datent de 1996 et se basents ur | 6 ut trdisiparasitoides nSpalaagia endius (Walker,
1839) (1996-2009), Trichopria sp. (1996-2 0 0 1) gui sbattagqgue aux Tufs
pr ®sents sur | 6~ Taehinaephaguststontodcidd (SubbaRao, 1878) (1996-
2001) exotigue de | MalHeweusement lsuite & des essais @veciugeu e .

efficacité mitigée et face notamment aux difficultés d @&evage, aucune mesure de lutte
biologigue a base de parasitoidesn 6 e st u t Réunion c®rre lés storaoxes depuis 2009.

D. Des champignons entomopathogénes pour la lutte biologique

Les champignons entomopathogénes sont présents dans plusieurs divisions du régne
Fungi: Entomophtoromycetes, Ascomycetes, Deuteromycetes, Chytridiomycetes et
Oomycetes. L'embranchement des Entomophtoromyceétes e t I 6 o r Hyphemyocatess
(Deuteromycetes) sont les plus représentés (Sharma et al. 2020).

Hi st ori quement, la premi re wutilisation de
biologique date de 1888 en Russie : Metarhizium anisopliae ((Metchnikoff) Sorokin, 1883)
(Ascomycetes: Hypocreales) fut utilisé pour controler les populations de charancons des
cultures de betterave (Cleonus punsiventris) (Lord 2005). Au j o u r kl.bamisopliea et
Beauveria bassiana ((Bals.-Criv.) Vuill., 1912) composent la plupart des mycoinsectides et
mycoacaricides sur le marché mondial : & eux deux, ils représentent plus de la moitié des
produits commercialisés (De Faria et Wraight 2007).

A La R®uni on, | 6ut i Isiestantopathogened dou ERFapoyw i g non
Ent omoPat hogenic Fungi) néest pas n élapodchdlus e p o
marginalis (Fairmaire 1889), nuisible de la culture de canne a sucre, le BetelE est utilisé depuis
le milieu des années 1990. Ce moyen de lutte biologique se présente sous la forme de billes
renfermant des spores de Beauveria hoplocheli (Robene-Soustrade &.Nibouche 2015)
pathogene des larves de H. marginalis (Robene-Soustrade et al. 2015).



I.  Le phylum Entomophthoromycota
L 6 anci e nEntomopdthorles, d embrdndhement Zygomycota (auj our dé hui
dissous) a récemment été reclassé en son propre embranchement : Entomophtoromycota
monophylétique (Humber 2012b). Ce phylum contient, en 2016, 280 especes organisées en
trois classes et six familles (Annexe 1). De nombreux genres sont entomopathogénes, les

familles Neozygitaceae et Entomophthoraceaes ont excl usi vement des path
(Keller et Wegensteiner 2007). Cer t ai ns affectent ®g a blguese n t do
(Ancylistaceae), nématodes (Meristacraceae), vert ®br ®somnenCohidiokwatus, | 6
Basidiobolus). Le spectre doh!te des champignons de <cet
2) . Sur | a cent aiconaueddéseEstpmoghthremybotat7@ sont considérées

comme nuisibles soutenant le potentiel réle de ces champignons dans la lutte biologique
(Keller et Wegensteiner 2007).

Des tests de pathogénicité in vitro ont été réalisés avec des champignons du phylum
Entomophthromycota. Di f f ®r ent es m®t hodes doéinfection peu
conidia shower, par contact avec un support contaminé ou encore trempage dans une solution
de conidies) et sont décrites dans les ouvrages de Hajek, Papierok, et Eilenberg (2012) et
Papierok et al. (2007). Elya et al. (2018) ont abouti a une infection par Entomophthora muscae
Berkeley (Entomophthoromycota : Entomophthoraceae) de Drosophila melanogaster
(Meigen, 1830) (Diptera : Drosophilidae) par mise en contact des drosophiles saines avec des
cadavres infectés en phase de projection des conidies.

Structures morphologiques

Les Entomophthoromycota possedent un large panel de structures ayant chacune un
réle bien défini dans le développement du champignon, sa dispersion et son infection. La
caractérisation morphologique de ces structures permet la description taxonomique des
especes . L6i dentd&umreat ieosp ce repose sur | 6obser
mor phol ogi ques qui ont Qesstruoturessahiebiemdd@citesipar Kelldr 6 e s p ¢
(2007c).

Hyphes

Les hyphes sont présents chez toutes les espéces. Elles peuvent étre le premier stade
produit dans | 6h?t e ntiapdrtiede pr@oplastes. kes hypdh@wvpeskédantp e
une paroi et se présentent sous différentes formes et tailles, chez certaines especes elles
peuvent étre polymorphigues (Annexe 3). Leur forme est un critére important de classification.
Le nombre et la taille des noyaux sont souvent espece-spécifiques. Les hyphes sont les
structures a partir desquelles les conidiophores, les rhizoides, les cystides et les spores
dormantes sont produits.

Cystides
EI'l es sont aussi appel ®es f conidiophores S
responsables de |l a rupture de | a clesdystidesre de | 0

sont pas présentes chez toutes les espéces.

Conidies
Les conidies ou spores sont responsables de |
diverses, mono, oligo ou plurinucléées, et contiennent des vacuoles ou des gouttelettes

lipidiques (Annexe 4) . El'l es sont acti ve maemduveldpte Cat@ness af i n
espéces produisent des conidies aquatiques ou étoilées au contactdeldb eau : | es coni di
rondes avec des protrusions au niveau de leurs axes. Elles seraient libérées de facon passive

dans | es cour adonhides gednmentusur leLadté pour donner des conidies
secondaires et germinent par | a pdmdqlellaconidi | dape

primaire a échoué a infecter un nouvel hote, une conidie secondaire est produite : plus petite
gue la primaire elle possede également un pouvoir pathogéne supérieur. Elle est éjectée dans
| 6espoir doébinfecter un htte.



Conidiophores

Les conidiophores émergent d 6 u n  hllg pebvent étre simple ou ramifié de fagon
fidi chotomigqgued ou Adigital ement deux (Amnexe ®.desnd ®t ar
conidiophores simples produisent des conidies a deux ou plusieurs noyaux. Les conidies des
conidiophores ramifiés sont mononucléées. Chez la majorité des espéces la terminaison du
conidiophore, ou la conidie est formée, est plus large que le reste de la structure : cet
®l argi ssement est appel ® fA®paul eod, un ffesouod e st
conidiophores secondaires émergent des conidies primaires pour former des conidies
secondaires et peuvent étre soit courts et épais soit longs et fins.

Rhizoides
Ce sont l es structures responsabl es de | 6ad
développental 6 ext ®r i eur de | 6insect e, apr s sa mort,

niveau des zones faibles en cuticule. lls peuvent étre simples ou composés (Annexe 6). A
maturité, les deux types ne présentent ni cytoplasme ni noyau.

Spores dormantes
Ce sont les structures impliguées dans la survie en conditions défavorables. Elles
possedent une paroi épaisse et sont de tailles et formes diverses. Le mécanisme de formation

est peu connu mais il est admis quodoell es peuve
conjugaisondedeuxhyphes ou de fa-on asexu®e par | a modi
retrouv®es 7 |1 0inL®sispordge dohmaet m®rhe sont peé

un nouvel hoéte : lorsque des conditions favorables sont atteintes, elles produisent une ou
plusieurs conidies. Le stade spores dormantes est inconnu pour plusieurs espéces.

Cycle de reproduction
Ces champignons ont généralement deux cycles : un cycle asexué qui fait intervenir
l es conidies et un cycle qui sbappuie sur | e d®vV

5098
RT G\

A : une conidie germine aprés adhésion a la G : hyphe

cuticule de l'insecte H : spore dormante immature

B formation déun pr ot |:sporedormante mature

C : hyphe J : conidiophore germine a partir de la

D : conidiophore se f or sporedormante pourdonnerune conidie h e
E : conidie primaire

F : conidie secondaire

Figure 2 : Exemple de <cycl e Hnéomophthpromyabta c t Entomophagé L
maimaiga( Humber , Shimazu, and R.S. Soper (1988)



ii. Le genre Batkoa (Humber 1989)
Embranchement : Entomophthoromycota
Classe : Entomophthotomycetes
Ordre : Entomophthorales
Famille : Entomophthoraceae
Sous-famille : Entomophthoroidae
Genre : Batkoa

Le genre Batkoa (Humber 1989) compte dix espéces connues a ce jour : Batkoa
amrascae (S. Keller & Villac. 1997), Batkoa apiculata ((Thaxt.) Humber 1989), Batkoa
cercopidis ((S. Keller) B. Huang, Humber & K.T. Hodge 2007), Batkoa dysderci ((Viégas)
Humber 1989), Batkoa gigantea ((S. Keller) Humber 1989), Batkoa hydrophila (Keller 2007b),
Batkoa limoniae ((S. Keller) Niell & Santam. 2001), Batkoa major ((Thaxt.) Humber 1989),
Batkoa papillata ((Thaxt.) Humber 1989), Batkoa pseudapiculata ((S. Keller) B. Huang,
Humber & K.T. Hodge 2007). Auxquels nous pourrions rajouter les especes auj our doé hui
rattachées au genre Batkoa par les études moléculaires de Nie et al. (2020) et Gryganskyi et
al. (2013) : Entomophaga australiensis (Humber (sp. nov., unpublished)) et Entomophaga
conglomerata ((Sorokin) S Keller).

Batkoa était précédemment classé comme un sous-g e n r Entordophaga (Batko et
Weiser 1965). Sa reclassification en son propre genre date de 1989 (Humber 1989).
Par leur proximité morphologique avec le genre Conidiobolus ((Bref. 1884) Humber 1989), la
distinction des deux genres a longtemps été confuse. Le développement des techniques
moléculaires a permis une classification plus rigoureuse. Une récente étude de phylogénie sur
plusieurs génes (ARN nucléaire ribosomique, ARN mitochondrial ribosomique et le facteur
do6®l ongat apemis B Farghpisation totale du genre Conidiobolus et sa distinction
du genre Batkoa (Nie et al. 2020) (Annexe 7).

Toutes les espéces sont obligatoirement entomopathogénes.L e spectre dobéhtte
genre est généralement plus large que la moyenne : Diptera, Coleoptera, Homoptera,
Lepidoptera (Keller 2007a).

La premiére caractérisation morphologique correcte du genre date de 1989 par
Humber (Humber 1989) (Annexe 8) :«<Hy phes avec paroi Tl 6int ®rieut
N | 6aspect g r aln@il retuexr plharse o¢par l a condensation
Conidiophores simples[ €] aveéendmae@ce ~ former un 6écoud au ni
primaires gl obul euses, mul pamivlcll ®® eRhizoid®s ieacn ® e <
occasi onnel | e mg¢avdc urpdisque derctarapon. $pores dormantes présentes.
Obligatoirement entomopathogénes, la majorité des espéces infectent les ordres des
Hemiptera et Homopterax.

iii. Etat des connaissances: un champignon entomopathogene des
stomoxes a La Réunion

En 1981, N . Barr® r el at aiexceptichrele slesrstenzoxes on d 6 u
par une mycose. D6 a p r tros ans, €atte myboseese retive Sumaatess u r

l es altitudes de | alm®gi dn 2dWers td ddaentehitdansde ) ( ke c |
période de la mi-avril & la mi-juin, pendant le pic de pullulation des populations de stomoxes
(Barré 1981). Les deux espéces réunionnaises sont touchées et représentent la majorité des
insectes mycosés ma i s ddautres esp ces sont ®gal ement ¢
domestique et les mouches du genre Calliphora. Les insectes sont retrouvés morts, ailes

entrouvertes sur | a v®g®tation autour des ani mau
des filaments blanch®©tres sortant par |l a face
recouvrent | 6ab dannea «wformd.de poiresspor e s

Des échantillons de stomoxes mycosés ont étéenvoy ®s ~ | 6l nstfitut P
Papierok identifie Conidiobolus apiculatus par caractérisation morphologique. Aucun
document ne permet de confirmer ce résultat. En 2007, Didier Pastou ~ | 6ai de dbéune
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déi dent i fi c det2008, confanee | K e Id le e tdit dhampignbn qai & été renommeé
depuis Batkoa apiculata ((Thaxt.) Humber 1989) (Bouyer et Stachurski 2009). Des essais
doéinfection entr e alom ttdlisés mphutempage dds stenmoxesdans Lne
solution aqueuse contenant des spores et par contact des stomoxes avec un broyat de
mouches mycosées. Ces tentatives de contamination directe entre mouchesa d u | tor gas n 6
donné de résultats positifs. Aucun document ne reprend ces données, aucune étude
rigoureuse nobda ®t ®cechampighoa ®lea Réuniane j our sur
Lbobjectif de cette ®tude est de r®al i ser
moléculaire du champignon. Dans un second temps une étude de sa distribution dans les
élevages bovins de |l 6 " 1 e ser a r @ @tude sle®pathogéhicité sera menge sur
Ceratitis capitatamouche nui sible des cultures fruiti res
pas do®l evage de stomoxes disponible)

MATERIEL ET METHODES

A.Di stribution du champignon dans | es @&
Une plaquette de pr®sentation des objectifs
collecte a été rédigée (Annexe 9) a destination des éleveurs. Léensemble de | a

permettant de respecter le Réglement Général pour la Protection des Données (RGPG) a été
suivi, les données sensibles sont stockées sur un serveur sécurisé pour la durée du projet puis
seront détruites a son issue.

85®l evages ont ®t ® s®l ectionn®s sur toute | 6 I
utilisée pour une étude récente sur les moucherons piqueurs Culicoidesvect eur s doéi nt
vétérinaire réalisée par Yannick GRIMAUD du GDS 974 (Grimaud et al. 2020). Deux équipes
de deux personnes (un agent du Cirad et un GDS) ont été formées pour réaliser les mémes
protocoles dbéobservatl ®@'nl eete didd®k secteuss®lé deaanrn a g e
nord (46 élevages) et le secteur sud (39 élevages). Chaque équipe couvre un secteur. Les
®l evages s®l ectionn®s ¢ o wlantea 10 a d W18  rtadifféremta t doal
microclimatsd e ILé6a" Ilper ospecti on sbéest d®eRMRLYEnPaioddde 19 avr
pullulation des stomoxes a La Réunion, ™ | 6 e x aueimueid®Salazik réalisée le 3 mai.

Un élevage a été considéré positif si au moins un stomoxe mort collé a un support
(végétation ou non) par un champignon de type Entomophthoromycota (voir clé Table 3) est
observé. Dans le cas contraire, | 6 ® | est notg enégatif pour la présence du champignon.
Les données sont présentéesgr aphi quement " V3iBadHahrmvede QGI S (

Si un élevage est positif, des prélevements de stomoxes mycosés sont réalisés :

f 30 stomoxes sont mis en tube Eppendorf indivi
ultérieures ;
f Cing stomoxes sont collectés dans des tubes Eppendorf individuels vides. Le
champignon sera caractérisé par observation microscopique.

Les tubes sont conservés au congélateur a -30°C.

Af i n d9 ane estimatiodh des densités de population de stomoxe et 2) la
prévalence du champignon dans ces individus : pour chaque élevage, un piege Vavoua
(Vestergaard®) est posé et récupéré le lendemain. Les stomoxes sont attirés par le contraste
de couleur du tissu en coton bleu et noir, ils se dirigent ensuite naturellement vers le haut du
piege ou ils sont capturés dans un pot en plastique transparent. Le tissu est imprégné
déinsecticidelLeddalrtaa m@tmemitned)e. ces ®chantill ons
dans la période de cette étude, ils sont mis dans un pot stérile et conservés au congélateur a
-20°C pour des études ultérieures. lls seront comptés, typés morphologiquement et
moléculairement par espéce (S. calcitrans ou S. n. niger). Un test de diagnostic de présence
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du champignon sera mis au point pour permettre de déterminer sa prévalence dans les
populations de stomoxes pour chaque élevage échantillonné.

B. Récolte des stomoxes mycoseés sur le terrain

Surleterrainles st omoxes mycos®s sont pr ®lllese®s ~ | 06
identifiés par espéce sur criteres morphologiques cités en Figure 1 (Zumpt 1973). lls sont
individuali s®s en tube Eppendorf rempl i ddéal coo

moléculaire et en tube Eppendorf vide pour une caractérisation morphologique du champignon
et son isolement sur milieu gélosé. Les tubes sont conservés au congélateur a -30°C.

C. Caractérisation des stomoxes

Les stomoxes ont été identifés mor phol ogi que ment “ debdaide
détermination de Zumpt (1973) en Figure 1.
Une caractérisation moléculaire par « barcoding » des stomoxes a été réalisée avec

l es amorces disponibles au | aboratoire afin de
l esquel s nous travaillons et de val.ilLeoade-bdrréi dent i
ou « barcode & ADN <correspond °~ un fragment standard
caract®ristique de | 0eislp s @& aggnelideulal sods ausitée COlsect es

(cytochrome C oxydase mitochondrial). Les données génétiques sont standardisées a partir

de spécimens référencés dans des collections et identifiés par des taxonomistes. Pour les

insectes la base de données BOLD (« Barcode of life data system V4 » 2006) est la référence.

La confrontation du barcode avec la base de données per met doidentifier d
prélevés dans leur environnement.

Dix stomoxes identifiés morphologiquement sur la base des critéres de Zumpt (1973) ont été

s®l ectionn®s. LOADN est extrait en wutilisant | e
Ql AGEN) . Une amplification d6ADN par PCR du g n
oxydase mitochondrial) est faite av-ec | e
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3 6 ) et HCO02198

TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3 6 ) (Fol mer et a 10). Chacgee 4) ( Al
réaction est réalisée avec un volume final de 20 pL (10uL de Type-it (QIAGEN), 0,5 uL de
chaque amork@, ets 400l Ledigidnie du thermocycleur est le suivant :
une dénaturation de 15 min a 95°C, 40 cycles de 1 min a 95°C, 1 min a 48°C, 1 min 30 a 72°C
et enfin une extension de 10 min a 72°C. Apres vérification de la PCR par électrophorése
capillaire (Qiaxcel Advanced ; QIAGEN), les séquences sont envoyées a Macrogen
(Amsterdam, Pays Bas) pour purification et séquencage. Les séquences obtenues (5P-COl)
ontéttal i gn®es ~ | 6ai de dededslgsutean c easv edce |1dae nzsoenmeb | 5ed
genre Stomoxys disponibles dans la base de données Bold Systems (Annexe 11). Les
espéces du genre Stomoxys pour la zone 5P-COI sont trés mal représentées. Les séquences
disponibles sont classées dans les espéces S. calcitrans (35), S. pullus (10), S. indicus (7), S.
urma (5), S. sitiens (1) et Stomoxys sp. (5). Un arbre phylogénétique a été réalisé, la topologie
de l'arbre et les longueurs des branches ont été estimées par maximum de vraisemblance en
utilisant le modéle GTR (General Time Reversible), et les probabilités postérieures calculées
| eddadi udn  mizagésidn.eMusca domestica est représenté en tant que outgroup. Ces
analyses ont été réalisées a l'aide du logiciel MrBayes intégré a Geneious.

D. Isolement du champignon

Le champignon est isolé a partir de cadavres de stomoxes mycosés prélevés sur le
terrain par technique ascendante (Keller 1987) : le stomoxe mycosé est déposé sur un
morceau de papier imbib® dbéeau distill ®e st ®ril e
Les ailes sont retir®es ou |®tadde @it deppétirempll ®gager
de milieu de culture gélosé est déposé au-dessus du stomoxe (Figure 3).
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Les spores sont projetées naturellement vers le milieu gélosé permettant un isolement
du champignon en minimisant les contaminations. La boite de pétri est ensuite placée dans
une ®tuve 7 2 5 A C pendant 24%euck$ Auwidela, tb iston®xe est retiré et le
couvercle de la boite de pétri est changé.

/ Fond de boite de pétﬁ
’ T_/ Milieu de culture gélosé
’ » Papier imbibé d'eau stérile

\ Couvercle de boite de pétri

Figure 3 : Isolation des spores du champignon sur milieu gélosé par technique ascendante (Crédit : J. Win Chin)

E. Culture du champignon

Les Entomophthoromycota sont des champignons difficiles voire impossible a cultiver
al 6heure actuel | e p(@amonski QHET).tllanémessient géadralementsdes
milieux riches.

Le champignon est cultivé sur milieu gélosé Sabouraud supplémenté en extrait de
| evure, jaunes doéiTufs et | aDextroseAgariYeast Ex(raStlYalky EY M
and Milk) (Papierok 1978; Papierok et al. 2007) (Table 1). Tout le matériel utilisé est stérilisé
par autoclave au préalable et la manipulation des milieux se fait sous hotte.

Table 1 : Composition du milieu SDAYEYM. Aprés préparation des 3 milieux séparément, ils sont mélangés sous
hotte.

Sabouraud 4% Glucose Agar* Extrait de levure* Mélange lait-T u f s

65 g Sabouraud 4% Glucose Agar5
(84088-500G Sigma-Aldrich)

1L eau stérile 10 g glucose (G-8270 Sigma) 15jaunesd ' T uf s b
10 g daéreRIPpsgmal A
500mL d'eau stérile

g doéextrait d-Rad) e \370mL lait entier bio*

* = autoclavage préalable

F. Caractérisation morphologique du champignon
Spores primaires et secondaires

Les spores primaires sont récupérées sur une lame de verre par technique
ascendante:le st omoxe mycos® est plac® sur un papie
sont ®cart®es pour (Fhwed). Aprési24 hedred arbétlioe28°@ ; 70%
déhumi dit®, | es | ames sont e hiquedpresunecolsation au® e s
cotton blue lactophénol (CBLP).
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Lame réceptrice des

/ spores primaires
/ Papier imbibé
d'eau stérile

\ Boite de pétri

Figure 4 : Dispositif de récupération des spores primaires du champignon sur lame par technique ascendante
(Photo et crédit : J. Win Chin)

Les spores secondaires sontisoléespart echni que ascendante ° par:
spores primaires. Un morceau de papier imbib® d
| ames pour former un e gfgare®. Agrds @hheures a 26°CL 70% 2 mm
d 6 h u miathind s@pgriedre est observée au microscope optique avec une coloration CBLP.

Lame réceptrice des
spores secondaire

H Papier

Lame couverte
de spores primaires

Figure 5 : Dispositif de récupération des spores secondaires du champignon sur lame (Crédit et photo : J. Win Chin)

La taille des conidies primaires et secondaires est mesurée pour deux lots de 20 conidies,
issues de stomoxes différentes, sur le logiciel Piximétre (Version 5.10) avec les paramétres
suivants : mode statistique, forme développée, intervalle de confiance 95%.

Autres structures morphologiques

Les structures sortant des régions intersegmentairesd e | 6 a bed faga donsale du
stomoxe, sont prélevées avec une pince fine et placées dans un tube Eppendorf de 2mL rempli
de 30uL d6 u n e s tarhport (exemple : Tris). Le tube est ensuite vortexé : cela permet aux

structures de se séparer,f aci | i t ant | 0 o leliguide est ensoite tramsféré sur a me .

une lame en verre et observé au microscope optique avec une coloration CBLP. Le méme

proc®d® est utilis® pour | es structures sortant
Di x mesures au niveau de | 6 etalisées®sariletlaBicietl e conii

Piximetre (Version 5.10) avec les parametres suivants : mode statistique, forme développée,
intervalle de confiance 95%.

La clé dichotomique de Humber (2012a) a été utilisée pour la classification taxonomique du
champignon au regard des critéres morphologiques.
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G. Caractérisation moléculaire du champignon

Les régions génomiques ciblées dans notre étude correspondent a celles utilisées pour
réaliser les études phylogénétiques qui font référence pour le regne Entomophthoromycota
(Gryganskyi et al. 2013; Nie et al. 2020). | | s b6agi ts del @ned nucldaires at
mitochondrial : | 6espaceur internedagiansdmui tbaflcD8)e uni
champignons, les grandes et petites sous-unités ribosomales (nucLSU et nucSSU), la
deuxi me plus grande sous unit® de | 6ABNFpol ym®r
10, et |l a petite s ouSSUuQesgemes somntttiblséstpounahmadiédasere ( mt
la diversité génétique et les liens phylogénétiques chez les champignons car ils présentent
des régions hautement conservées mais aussi des régions variables qui révélent du
polymorp hi sme expl oitable pour s®parer | es idadividu
certains groupes (Papierok et al. 2007; De Fine Licht et al. 2016; Hajek, Papierok, et Eilenberg
2012).

Les échantillons utilisés proviennent tous de stomoxes mycosésissusd 6un ®I| evage
situé a une altitude de 1080 m a la Plaine des Palmistes. L6 ADN du champignon e
aveclekiitdbextraction DNeasy Pl ant Mi nlL 6 &KX tt r & cCtaito n N
réalisée avec des stomoxes mycosés et du champignon isolé en boite de culture. La
description précise des amorces, de leur localisation sur les genes et les programmes
d 6 a m@atlon domt présentés en Annexe 12. Toutes les réactions sont réalisées dans un
volume final de 25 pL. Les produits PCR sont vérifiés par électrophorése capillaire (Qiaxcel
Advanced ; QIAGEN). Les ampl i fications dOADN enviyéesaues ap
Macrogen (Amsterdam, Pays Bas) pour purification et séquengage.

Les séquences obtenues sont alignées”™ | 6 ai de av decséguedeende amb | e
portion du gene du genre Batkoa tel que défini par Gryganskyi et al. (2013) et Nie et al. (2020)
disponibles sur de la base de données GenBank (Annexe 13). Un arbre phylogénétique a été
réalisé, la topologie de l'arbre et les longueurs des branches ont été estimées par maximum
de vraisemblance en utilisant le modéle GTR, et les probabilités postérieures calculées™ 1ed ai d
d 6 un muayksidn.eZoophtora radicans et Conidiobolus thromboides sont représentés en
tant que outgroups. Ces analyses ont été réalisées a l'aide du logiciel MrBayes intégré a
Geneious.

H. Test de pathogénicité sur Ceratitis capitata
Ce test a deux objectifs :

f La mise au point dboé

la suite aux stomoxes,| or sque |

un protocole doinfpacti on
0 ®1 e v amgper laséalisation duipsstulatn i b | e

de Koch : 1) isolement, culture et identification du micro-organisme ™ partir doéun
infecté; 2) infection i n vi t-organisthé aultivé h3}itolemestai n par
du micro-organisme a partir des nouveaux hotes infectés et identification comme

| 6agent infectieux original

i L6®t ude dobébun ef faentpi gmantomo g ume uche ®lsp ce i nvasi

a La Réunion.

la mise en place dodébun ®l  evage de stomoxe est en

longs, et dépassent la durée dustage. L a demande d Oaaprés des sewiees dedan s

DAAF pour | 6utilisation de sang animal a ®t® f ai
Un élevage de C. capitata est maintenu en insectarium sécurisé au Pdle de Protection

des Plantes par le Cirad a Saint-Pi erre (La R®union) pour dbéautres

donc disponible pour réaliser un test de pathogénicité champignon/insecte. Ceratitis capitata

ou mouche méditerranéenne des fruits est une espéce nuisible des productions agricoles a La

Réunion depuis 1955 (Etienne 1982). E | | e s Qsde 258 eppeees de fryt$ et légumes

de différentes familles par exemple mangue (Anacardiaceae), goyave (Myrtaceae), mandarine

(Rutaceae) a La Réunion (Nguyen Ngoc 2000). Ces tests de pathogénicité permettent

do®val def f et ®ventuel du champignon 3uwdultex et t e e

(émergés le jour méme) et 30 larves de troisieme stade L3 ont été utilisés pour ce test. Ce

protocole est basé sur les recommandations de Hajek, Papierok, et Eilenberg (2012)
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concernant | es e sCoridiashowed guinektdaanéthodenprivppégiée pour les
test doinf ect i Bntomaphehoronmyeota pur lgsringeates de petites tailles.
Pendant 24h, les insectes (adulte et larves) sont placés individuellement (pour éviter
toute contamination croisée entre insectes) dans une petite boite fermée (cylindre de diamétre
3 cm et hauteur 4,5 cm) contenant une culture du champignon sur milieu gélosé SDAYEYM
datant du jour méme projetant des conidies primaires (Figure 8). Les adultes sont ensuite
déplacés dans des boit e s d 6 @divduelleg @ylindre de diamétre 5 cm, hauteur 7,5 cm)
avec un acc s permanent 7 (2aDel, dildtiensaw 10%.1Les thwes| 6 e a u
sont déplacées dans une petite boite fermée (cylindre de diamétre 3 cm et hauteur 4,5 cm)
remplie a moitié de sable autoclavé pour leur pupaison, le tout dansune boi t e do®| ev a
individuelle ou elles émergeront (Figure 6). L 6 ®me r g adolteset ld encrtalité des
individus sont suivies quotidiennement sauf le samedi et dimanche. Les cadavres sont ensuite
pl ac®s en chambre humide °~ 25AC et | 6apparition

Pot stérile fermé
— I

Champignon

Milieu gélosé SDAYEYM
/

cone d'eau et
d'eau sucrée

pot rempli
de sable

Figure 6 : Dispositif du test de pathogénicité champignon/insecte. Haut : une mouche adulte ou une larve de stade

L3 est placée individuellement dans une boite au contact du champignon cultivé i Bas : aprées 24 heures en contact

avec le champignon, les individus sont mis en boite d@&levage individuelle, les adultes ont acces a | edu et a de la

nourriture en permanence (B) et les larves sont placées dans un pot de sable pour pupaison (A). A | 6 ®mer gence
ils sont mis dans le méme type de boite que les adultes. (Photo et crédit : J. Win Chin)
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RESULTATS
A. Distribution du champignon dans les élevages™ | 6 ®c hel | e de |

Présence/absence de Batkoa sp.
dans les élevages prospectés

® Absence
® Présence

Commune

Altitude
3070

0 Zih
I

Figure7: R®sul tats de | 0 GBatkod sp. Rbwniorddi asntsr ilbéu'tlieondedeLa R®uni on (

La réalisation de cette étude de la distribution s6 e s t déboulée malgré des conditions
climatiques particulierement éprouvantes avec orages et fortes pluies en particulier dans le
secteur sud.

Des stomoxes (mycosés ou non) ont été observés dans 90% des exploitations (76/85).
Le vavoua a piégé des stomoxes dans 80% des exploitations (67/85). Les données
guantitatives pi®geage (comptage desnéanmarshes) n¢
on note de fortes variations en fonction des exploitations.

Les résultats de ces observations révelent également qu@n champignon ou des
champignons de type Entomophthoromycota (voir clef de détermination Table 3) sont présents
surlagl obal i ta®c pluede BBY% dlegages bovins prospectés positifs (69/85) (Figure
7). Plus de 90% (36/39) des élevages du secteur sud et 70% (33/46) pour le secteur nord sont
positifs. La présence de la mycose est observée de 10 ma 1718 m d 6 a | ltaiquantité de
stomoxes infectés par les champignons de ce type dans les élevages était trés fluctuant. Le
nombr e dsonycosés wentfies variait entre un et plusieurs centaines par élevage
(Figure 8). Il était possible de retrouver une vingtaine de mouches collées a une seule feuille,
celle-ci pliant parfois sous le poids des insectes morts.
Nous observons bien une épizootie d @n champignon de type « entomophtorale » sur les
stomoxes de La Réunion.

Il a été remarqué que les stomoxes mycosés étaient souvent répartis inégalement sur
la v®g®tation de | 6®l evage. I'l's se retrouvaient
certaines plantes semblaient représenter un reposoir favorisé pour les stomoxes. Ainsi il était
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généralement s(r de retrouver des mouches infectées sur : les bringeliers marrons, les cannes
fourragéres et graminées. A contrario il était presque impossible de les observer sur les feuilles
de bananier, par exemple, alors qgque | es stomoxes

Figure8: Amas de stomoxes mycos®s retrouv®s dans dRhbtds®r ent s ®I
J. Win Chin)

Dbautres esp ces retrduvéessngcoseas sle laméme f&bn®ue les
stomoxes (Figure 9): Musca domestica, des mouches du genre Calliphora et Lucilia
(« mouchesamerde»), un individu de | a famil htteseheoee Sar c o |
non identifiés. Ces observations représentent 2,68% (18/671) des prélévements totaux du
secteursude t | uld% (99889) du secteur nord (Table 2). Cette différence pourrait étre
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expligu®e par un biais dbébobservateur ou un contr
nuisiblesdansles®l evages entre | es deux secteurs de | 6

Table2:Di versi t® doéhttes du o uEndmpghthardmgcotpadlg Réumon de type

Effectif
Hote Nord Sud Total
Stomoxys 791 653 1444
Musca domestica 78 0 78
Lucillia, Calliphora (« Mouches a merde ») 20 2 22
Sarcophagidae 1 0 1
Non déterminé 0 16 16

Figure 9 : Insectes mycosés autres que le genre Stomoxys trouvés en conditions naturelles dans les élevages
réunionnais (Photos : J. Win Chin)

B. Récolte des stomoxes mycosés sur le terrain
Les stomoxes infectés sont retrouvés morts, collés a la surface, supérieure et
inférieure, des feuilles autour des parcs des animaux. Les ailes sont entrouvertes. Toutes
sortes de végétaux sont concernées: canne fourragere, fougére, bringellier, graminées,
arbres ° fruits (p°chetc. Néammoinscils peuvent égalegment étre al mi er
retrouvés sur des substrats non végétaux (Figure 10-C) : cables, poteaux, etc. La majorité des
cadavres sont retrouvés entre 10 cm et 2m au-dessus du sol.
Les rhizoides apparaissent comme des filaments blancs faisant le lien entre le substrat
et | 6 (Figweelb-B)ecbest g®n®r al e me nabservable pe elmd iem f esd tgin@n .
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Figure 10 : Stomoxes mycosés en conditions naturelles dans les élevages bovins réunionnais. A : sur une feuille

de canne fourragére - B : les rhizoides du champignon sont visibles sous forme de filaments blancs faisant le lien

entre le stomoxe etle substrati C:suruncableenmétali D: champi gnon visible entre | es s
i E: stomoxes mycosés rassemblés sur une feuille de bringellier marron (Solanum mauritianum Scop., 1788).

(Photo : J. Win Chin)

Aux premiers st alesemidiagplores formantfue lsdréd btamchatre est
observable au niveau des zones(FigurrileD)d@gmegutdainr e
stade avancé est atteint, les conidiophores émergent égalementdescétésdu t hor ax, =~ | 0z¢
de | 6abdomen e pauyeencuticlleut e zone
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C. Caractérisation des Stomoxes

Pour dix stomoxes identifiés comme S. n. niger avec les critéres morphologiques de
Zumpt (1973) nous avons amplifié un fragment 5P-COI de 587 pb, seul le fragment « forward »
a eté commandé mais la qualité des séquences est trés bonne. Deux haplotypes ont été
identifits: d e ux s ®g u e n ¢ ees huippoouur r | | A@esEsdEuenees se classent dans
| 6ar br énétpihydeo gconstr uiséquencedsB-@0Heddendb2i dus
le genre Stomoxys de la base de données BOLD (Figure 11). Elles se regroupent dans deux

cl as

clades. Deux séquences se regroupent dans un clade associ ant des souches

cosmopolites (Canada, USA, Pakistan, Equateur, Inde, Turquie, Afrique du Sud, Thailande,
Chine). Les huit autres séquencess e c¢cl assent avec des souches

W domesica_Thailand_ WIQ3181

adicus Thaland AAC2280

siicus Thaland AA280

adicus Thaland_ 400010

7 . indics_ Thailand_ACIDIG
S

B

p
. polus Tl
. polus Tl

. uuma_Thaland A4FT0

. uuma_Thalind_ABF2T

. uuma_Thailand_A4F27

. uuma_Thailand_A4F32T0

. uuma_Thaland_AFT0

i fiea_ADV

South fica ACHBS13
T

A2
. calcan 0717
S. calcitrans_South Afica,
. caleians_South Aica Al
S calitan South 7
Stamorysp.1_Reunion_LLOS00090
. Sumoyssy.| o, LEOSO0) 0104
Stinngssp1_Réwainn_LCOSIOO0N 0105
Sumos X

. stiens_Thaland ARETES

S.caletars_South Afica_ADS60
S.caletars_South Afica_ADSE0
S.caletars_South Afica_ADSE0
S.caletars_South Afca_ADS0

Stomoxvs niaer niaer

L]

§.cletans Canada ANI18E
S, caleit

. caletans United Stats
. calitans Unted St
S.caleitans_Canata
se

Figure 11 : Arbre phylogénétique dont la topologie et les longueurs des branches ont été estimées par
maximum de vraisemblance en utilisant le modéle GTR pour une portion du géne COl e n (&ignement de
587 pb) dlinsectes du genre Stomoxys extraite de la base de données BOLD, Musca domestica est
représenté en tant que outgroup. Les valeurs des probabilités postérieures bayésiennes sont indiquées le
long des branches. La barre d'échelle indique les substitutions par site. Les analyses ont été réalisées a l'aide
de logiciel MAFFT aligment et MrBayes intégrée au logiciel d'analyse de séquences Geneious
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D. Isolement et culture du champignon

Les colonies poussent sur le milieu riche SDAYEYM, mais aussi sur milieu PDA
classique sur lequellac r oi s s a n c elégérgmerd plus lgntegFigure 12). Sur milieu de
culture, le champignon a une apparence blanchatre a jaunatre, a forme irréguliere, plutét
rugueuse structuré comme un cal formé de protoplastes (Figure 13). Des conidies sont
produites et projetées, elles sont observables sur le couvercle des boites de pétri les premiers
jours apres repiquage etsontal 6 or i gi ne de nsarlevmédidul es col oni es

\

Figure 13 : Caractéristiques du champignon sur milieu gjélosé SDAYEYM (Photo : J. Win Chin)
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E. Caractérisation morphologique du champignon

Table 3 : Confrontation des caractéristiques morphologiques de Batkoa sp. Réunion a la clé de détermination
dichotomique de Humber (2012a)

Clé dichotomique de détermination (Humber 2012a) Etat Commentaire
M® |1 240 I NIKNRLRR A& OGSNNBAGNALFf 2NE AT | lodat GAORigurg® Ff I 38t 0SS T224LNBa |
2. Spores and hyphae or other fungal structures visible on or cover host; few or no spores forr

GKS K23l 02R& XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX®DXXOui Figure 10
3a. Fungal growth may cover all or part of the host but large, projecting structures (synnemata
Ot dzomt A1S G2 O2ftdzyyl NI AGNRBYLFGFO | NB | 6&Sy 0ui Figure 10

11a. Host partially to completely covered by wispy, cottony, woolly, or felt-like growth or by a
darkcolored, extensive patch having columns and chambers below its surface but not forming

RSY&aS A0NRYEXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX XOui Figure 10

13a. Fungal hyphae emerging from or covering host are colorless to light colored, wispy to cot

g22ftfes FSEtOmtA1SE 2N gl E&nf221Ay3 Yl {XXX.Oui Figure 10

14a. Spores (conidia only) form on external fungal surfaces; no sexual structures (perithecia)

LINBESY I XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXOui Figure 15

15a. Conidia forcibly discharged and may rapidly form forcibly or passively dispersed seconda

O2YyARAIF 0609y (i2Y2LKGK2NI f SE0XXXXXXXXXXXXXXX Oui Conidies (primaires et secondaires) produites en moins de 24

Pas de coloration disponible mais selon (Keller 2007c) les
champignons qui forment des conidiophores simples produise
25a. Primary conidia obviously multinucleate or nuclei not readily seen (in aceto-orcein).......... &n attente  généralement des conidies multinucléées.
Hp® Ly +0SG2nm2NDSAYS ydOf SA aidl AyAy3 NBI RAEDatentesPad de cobmibn dispadilee 3 NI y dzf  NJ O2 y i
30a. Conidia without apical projection and discharged by eversion of a rounded (not flat)
LI LAt E I XPPDPDDDPDDDPDPDDDPDPDDDPDPDDPDDDPDPDDDPDDD DD COui Figure 14 et 15
31la. Conidia globose with papilla emerging abruptly from spore outline; formed on conidiogen:
cells with a narrowed neck below the conidium if present, rhizoids 2 to 3 times thicker than hyg
GAGK RAGO2AR GSNYAYIE K2fRTFFAGIXXXXXXXXXXX Oui Figure 14 et 15. Ratio rhizoide/hyphe a réaliser

L wtilisation de la clef de détermination morphologique de Humber 2012, conduit
clairement au genre Batkoa (Table 3).

Les conidies primaires observées© par t i r sahtéspharigues garéois ovoides
avec une papille ronde nettement dessinée, de 40,6-42,3 x 35-36,9 um (Figure 14-B), libérées
par papillar ejection. Elles produisent rapidement des conidies secondaires
morphologiquement similaires mais de plus petite taille (Figure 14-C) : 31,5-33,2 x 26,4-27,5
um, libérées par papillar ejection.

Les conidiophores sont simples, chaque branche donne une conidie. L6 a p e X
souvent légerement plus large que le reste de la structure (Figure 15-B a 15-D), 21,9 - 27,1
Om de diam tr.e " | dextr®mit®

Les rhizoides sont simples. Un disque de crampon est visible (Figure 15-A).

A titre de comparaison, | 6 a n ri4 symthétise les relevés morphologiques des conidies
primaires et secondaires ainsi que des conidiophores extraits de la littérature pour les espéces
B. hydrophila, B. major, B. apiculata, Conidiobolus obscurus.

22

est



Figure 14 : Conidies primaires et secondaires du champignon. A et B : spores primaires i C : une conidie primaire
(gauche) et une conidie secondaire (droite) i D et E : spore primaire germinant pour donner une spore secondaire.
Observations au microscope optique avec une coloration au CBLP (Photo : J. Win Chin).




Figure 15 : Rhizoides et conidiophores du champignon. A : rhizoides simples (fleches = disque de crampon) i B,
CetD: coni diophores simples (fl ches = ®paule 7 | b6apex du c
Observations au microscope optique avec une coloration CBLP. (Photo : J. Win Chin)

F. Caractérisation moléculaire du champignon

Nous avons test® diff®rents couples dbdbamorce
nucLSU, nucSSU, ITS, E F 1, BPB2 et mtSSU. Un total de 241 PCR a été réalisé. L6 ens emb | e
de ces résultats est synthétisé dans la table 4 ci-dessous. Nousn 6 av ons p amsplifitr®u s s i
et obtenir des s®quences pour |l es podamonsedse
nssu0021/nssul780, | TS -~ | 6 a@mmbrees A 81E/IT$4eetuer| TSI /emITS4, RPB2
(fRPB2-5f/fRPB2-7cR) et mtSSU (mtSSU1/mtSSU2R). De nouvelles conditions PCR seront
testtesafin ddédbobtenir ces fragments.

Nousavonsl6 amp |l i fi cati on d ¢dubDlés pattions dehganapnuo 3o n
(jeu d@morces LROR/LR5) et nucSSU (jeu d@morces nssul080R/NS24), ITS (jeu d@morces
Nu5.8/ITS4), EF-1U (jeu d@morces EF983 EFl1az-1R). Ces amplifications ont été obtenues
aussi bien sur les ADN extraits des insectes mycosés que sur les ADN des champignons mis
en culture. Ce résultat est une premiére étape pour démontrer que le champignon que nous
avons isolé sur boite est bien celui qui est responsable des mycoses. Les meilleurs BLAST
obtenus sur NCBI (table 4) confirment que le champignon qui nous intéresse est probablement
un Entomophthromycota.

A ce stade ou nos résultats ne sont que préliminaires, la portion du géne nucLSU est
la plus intéressante. Elle fait partie des zones génomiques intégrées dans les études
phylogénétiques de référence de Gryganskyi et al. (2013) et Nie et al. (2020)
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Table 4: Synthése des s®quences o0bt et meileuse catrespoadarice dpr@seconfrahtation a la
base de données génomiques BLAST

Portion de Nombre de
N Coupledd a mor c e 4 séquences Meilleur Blast % identité
gene
obtenues
nucl.SU LROR/LR5 29 MZl453:79 : Batkoa sp. strain CG1454 972
=Entomophthoromycota
nucssuU nssul080R/NS24 28 AF296757 I_COHIdI0b0|US obscurus Isolate 560 90.1
=Entomophthoromycota
nssul780/nssu0021 0
ITS4/NU5.8 3 NR_119625_: Zoophthora radicans ARSEF 6003 99.8
=Entomophthoromycota
ITS ITS1ITS4 0
em|TS1/emITS4 0
- DQ275343 : Entomophthora muscae isolate
EF-1U EF983/EF1aZ-1R 10 AFTOL-ID 28 =Entomophthoromycota 845
RPB2 fRPB2-5F/fRPB2-7cR 0
mtSSU mtssul/mtssu2R 0

Les analyses phylogénétiques réalisées sur la portion de géne nucLSU (Figure 16)
révélentqgue | a structure de | Odacelle deeGrygabskyeenal (2818)t s e mb |
construite avec les portions de géne nucLSU, nucSSU, RPB2 et mtSSU. La souche de
champignon que nous étudions vient se placer dans le genre Batkoa, et plus précisément dans
une branche qui regroupe Batkoa australiensis ( 95. 4 % do6éi denti t® avec | a
ARSEF 328) et la souche brésilienne pathogéne de Dalbulus maidis (DeLong 1923)

(Hemiptera: Cicadellidae) ravageur du mais au Brésil (séquence libérée sur NCBI le 12 mai
2021) (97,2% d identité).

ol ssatkaa major_ARSEF 919_EF392392
j Batkoa major_ARSEF 2936_EF392401
Batkoa major_ARSEF 3102_EF392403

Batkoa major_ARSEF 365_EF392376

- ﬁatkoa sp._CG1454_MZ 145379

Batkoa iensis_ARSEF 328_EF392375

- Batkoa Reunion_CHR00102_01R2_28S rDNA (LSU) Bs RUN

Batkoa apiculata_ ARSEF 3130_EF392404

Conidiobolus pseudapiculatus_ARSEF 395_EF392378

Conidiobolus pseudapiculatus_ARSEF 1662_EF392398

Conidiobolus obscurus_CBS 182.60_JX242595

Conidiobolus obscurus_ARSEF 74_NG058743

Batkoa gigantea ARSEF 214_JX242591

Conidic ides_FSU 785_JX242597

radicans_ARSEF 388_JX242605

02

Figure 16 : Arbre phylogénétique dont la topologie et les longueurs des branches ont été estimées par maximum
de vraisemblance en utilisant le modéle GTR pour une portion du géne nucLSU (alignement de 1012 pb) de
champignon du genre genre Batkoa tel que défini par Gryganskyi et al. (2013) et Nie et al. (2020). Zoophthora
radicans et Conidiobolus tromboides sont représentés en tant que outgroups. Les valeurs des probabilités
postérieures bayésiennes sont indiquées le long des branches. La barre d'échelle indique les substitutions par site.
Les analyses ont été réalisées a l'aide de logiciel MAFFT aligment et MrBayes intégrée au logiciel d'analyse de
séquences Geneious.

25



Ces résultats confirment que le champignon étudié appartient au genre Batkoa, proche

dduneuche originaire do6Australie, apparaissant d.
la dénomination de Entomophaga australiensis (ou Batkoa australiensis (Nie et al. (2020))),
cetteespecen 6est pas encore officiell ement d®crite.

Ce champignon entomopathogéne réunionnais pourrait aussi étre une nouvelle espéce
du genre Batkoa. Cependant, les données préliminaires obtenues durant cette étude seule ne
permettent pas de | 6affirmer

G. Test de pathogénicité sur Ceratitis capitata
Quatre individus adultes, sur 30, ont montré des signes d 6 i n f gacrmycosen Les
caractéristiques morphologiques du champignon chez ces individus mycosés sont différentes
de celles observées chez le genre Batkoa. Le genre Aspergillus (Micheli 1768) (Ascomycetes)
est suspecté au regard des observations microscopiques : champignon filamenteux, spores
rondes de moins de 5 um, les conidies sont rassemblées a la téte des conidiophores. (Figure
17). Aucune |l arve ni adulte ®mesxg® nbda montr ® de

Figure 17 : Infection de Ceratitis capitata par Aspergillus sp.. A et B: caractéristiques macroscopiques.
Observations a la loupe binoculaire i C : conidiophores observés au microscope optique avec une coloration CBLP
(Photos : J. Win Chin)

La mise au point du test de pathogénicité sera poursuivie, nous avons obtenu toutes
|l es autorisations n®cessaires pour,intispensablsde en pl
la réalisation du postulat de Koch.
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DISCUSSION

Pour ces travaux il est indispensable de connaitre le matériel biologique sur lequel nous
travaillons. Dans un contexte de crise de la taxonomie, la notion de taxonomie intégrative est
introduite en 2005 (Dayrat 2005). Trois causes ont poussés les taxonomistes a développer ce
nouvel outil (Schlick-Steiner et al. 2010) : 1) parfois la caractérisation morphologique ne suffit
pas a distinguer deux especes, 2) méme dans les cas ou une distinction peut se faire par
criteres morphologiques, il existe des méthodes et techniques plus rapides et efficientes, et
enf i n satn de diverses tidciplines en symbiose dans un travail de taxonomie permet
do®viter | es d®saccords entre c-Helaguwsmpldfaitrdei ne i n

nommer une esp ce. Ainsi l e but de |l a tesxonomi
protocoles de taxonomie classique mais plutét de coordonner différentes disciplines (étude
mor phol ogi que, g®nomi que, chimique, ®cologique,

procédure pour un travail taxonomique plus rigoureux.

Hesperomyces virescens (Thaxt. 1891) (Ascomycota, Laboulbeniales) est un
compl exe does p ayptis species) getchampignans parasites des coccinelles
(Coleoptera, Coccinellidae). « 2 ou plusieurs espéces sont cryptiques si elles sont, ou ont été,

class®es sous up memeundomi dé6gebdell es soient mor |
a distinguer » (Bickford et al. 2007). Un travail associant | 6 ®t
morphométrique, moléculaire (ITS, nucLSU, nucSSU) et écologique (h6te) de ce complexe

déspécessugg re quden r®alit® hui't di ff® r ents <cl ad

clades sont considérés par les auteurs comme des espéces a part entiéres ayant chacune un
genr e doh?! t(daelewaters, Dd Kesgluet Pfister 2018).
Aujourdoéhui g u &tormoaydae,ou les Eptamophthdroengcota, ce travail
de taxonomie est en cours. Trés peu de ressources génétiques et moléculaires sont
disponibles actuellement ce qui ne faciltepas| 6i denti fi cati on des esp ce

Lé6identification des stomoxes est édtenmpnerrt ant e

la prévalence du champignon sur chacune des deux espéces présentes a La Réunion. Les

résultats de la caractérisation moléculaire des stomoxes que nous avons réalisée ne
correspondent pas a la caractérisation morphologique réalisée en amont : en effet les

séquences de dix stomoxes identifiés comme S. n. niger par critéres morphologigues sont

classées comme S. calcitransapar t i r d 6 unCOfl. Ces géqemes sdhtRclassées

dans deux clades différents (Figure 11). Deux séquences se classent dans un clade de S.

calcitrans cosmopolite, ce qui correspondbienace que | 6on attend pour cet
autres séquences se classent avec un clade de S. calcitransd 6 Af ri que du Sud. Une
pourrait étre que ce dernier clade correspond a des S. n. niger assignés faussement comme

S. calcitrans dans Bold. La seconde hypothése serait que les deux séguences de stomoxes

réunionnais classées parmi les S. calcitrans cosmopolites soient véritablement des S.

calcitrans que nous avions faussement identifi€ comme S. n. niger sur les critéres
morphologiques.

Ces résultats suggerent1) gue nos capacit®s actuelles dobéidenti
la base des critéres morphologiques ne sont pas suffisantes.En pl us des moti fs de
unique critere de distinction util i s® dur ant | 6 ®t ude, l a mesure de

caractere morphologique permettant la distinction des deux espéces (Garros, Gilles, et

Duvallet 2004) (Annexe 15) : il est plus grand chez S. n. niger que chez S. calcitrans. Mais

comme pourlesmotifsde | 6 abdoittremd et pas absol u estestl a gam
chevauchante entre les deux especes (Garros, Gilles, et Duvallet 2004). 2) le travail de
caractérisation moléculaire de ces deux especes doit étre fait en utilisant les portions de génes

COl en 306, cytochrome B et de | 6Ihyl§érétiquetpoul i s ®s p
le genre Stomoxys (Dsouli et al. 2011). Et 3) la base de donnéesBOL D ddéo%¥% sont tir
séquences ne contient aucune donnée de S. n. niger. Ces travaux sont en cours.
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La taxonomie ainsi que les relations phylogénétiques au sein des
Entomophthoromycota est trés imparfaite et en pleine évolution. La ségrégation des genres
Batkoa et Entomophaga date de 1989 par Humber sur la base de caractéres morphologiques
(Humber 1989). Léapplication ddéune taxonomi e i nt ®gr a
Entomophthoromycota est en cours. La distinction entre Batkoa et Conidiobolus est plus
récente : Nie et al. (2020) ont réalisé la révision taxonomique du genre Conidiobolus. Mais trés
peu de ressources génétiques et moléculaires sont disponibles actuellement.

Nos travaux de caractérisation morphologique et moléculaire bien que préliminaires
permettent néanmoins de démontrer que le champignon étudié est un Entomophthoromycota
et quodi l a p p aBatkoa ¢Takle 3 a&tuFigugee1l®)r lees travaux de caractérisation
moléculaire le placent phylogénétiguement proche db u nseuche originai r e ddAustr al
apparai ssant dans | 6®tude Gr ygans k yHntonephaga | . (20
australiensis ou Batkoa australiensispour cel l e de Nie et al . 2020,
encore officiellement décrite. Pour finaliser ces travaux de description du champignon, il sera
nécessaire 1) au ni veau morphologique dbéobtenir, | es ¢
hyphes, mais aussi des spores dormantes et cystides si elles sont présentes pour cette
espéce,2)au ni veau mol ®c uséaguences dednbc8Iter BHIRPB2 letecalles
de mtSSU.

Finaliser la description du champignon nécessitera de mieux préciser sa spécificité
déohltte qui aésjud ured d6chuuei  dnd@b® tersaia.rEm affetidd aut r es esp cC €
d6éi ns e c ttéerstrousés myca®és notamment Musca domestica et des mouches des
genres Calliphora et Lucilia. Pour cela, il est important de pouvoir réaliser le postulat de Koch
avec des tests de transmission du pathogene et des tests de pathogénicité. Les connaissances
actuell es sur | e Emombehthadnycoth assotidesoanx rasdtats obtenus
durant notre | 6®t ude montrent que | a pruerpitect i on
l e m®cani sme maj eur doéi nf pathdgénmitg sud@. cabitath Aetsant Nos t
pas concluants et cet aspect du travail devra étre poursuivi. Elya et al. (2018) proposent un
protocole optimis® dbéinfection de mbwsophta adul t
melanogaster jeunes adultes (moins d@n jour) ont été placées en contact rapproché avec des
cadavres mycosés par EntomophthoramuscaeBer kel ey ° 18AC et 100% dot
24 heures avec un cycle 12:12 lumiere:obscurité. Apres ces 24 heures, le confinement est
réduit et les paramétres de température et humidité sont modifiégs (2 1 AC et 60% d 6 hu mi
Enfin, aprés ces 48 heures en contact avec les cadavres mycosés, les drosophiles sont
pl ac®es dans une cage neuve ~ 21AC et |l eur morta
de I a mise en pl ace do upnoto®le poureaiy &re Wdilsé ppur metie X e s c
au point un test de pathogénicité et | optimiser pour son application sur les stomoxes. Le cycle
du champignon pourrait étre ainsi étudié en conditions expérimentales, ainsi que les
param tres pro®etdesmorthiité sarfegdeux aspéces de stomoxes présentes a
La Réunion.

Dans |l es ®l evages bovinsl)yquel d ®dri |l &, bineon rene&t ur
généralisée de stomoxes dans les élevages avec des densités variableset2)que | don tr ou
bien comme décrit par Barré (1981) d e s attaques massi ves déun c
champignons qui possedent toutes les caractéristiques des Entomophtoromycota. On observe
des attaques dans plus de 88 % des exploitations, la présence du champignon est avérée
dans toute |l es zones de | 6ile et ne semble pas °
dée@éapi zooti e pour | es stomoxes de | a R®union. A n
gue c e épizpqgiiecestdapportée sur stomoxes, elle semble remarquable autant par son
intensité, sa distribution généralisée dans des conditions trés diverses, et sa pérennité
(observée depuis plus de 40ans (Barré 1981)).
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La suite de notre travail sera de savoir si le champignon participe et a quel niveau au
contrble de ces insectes. Pour cela de nombreux travaux complémentaires sont nécessaires.

Une étude danoise sur deux ans a mis en évidence la prévalence de champignons
entomopathogenes dans les élevages bovins du Danemark (Steenberg et al. 2001). Des
captures dobéinsectes h®matophages au filet fauch
real i s®es r®guli rement au cours de | 06®tude. L e
espéece et mises en cages de 20 individus. La mortalité était suivie et les cadavres étaient

placés en chambre humide. Si une sporulation apparaissait, le champignon était caractérisé

mor phol ogi gquement . Ce type do6®tude plusieurs foi
nécessaire pour 1) étudier les parametres environnementauxet | es param tres 7 |
®l evages (hygi ne, type dbé®htéeagdamangmanx sé@)y §
étudier la prévalence du champignon dans les populations sauvages de stomoxes
réunionnais.

LO®t ude de | a pr®valence du champs$ gomimsn r ®u
permettrait doé®valuer son potenti el en tant qud.
popul ations de stomoxes. Le d®vel oppement doun
spécifiqgue de ce champignon entomopathogéne des stomoxes serait un avantage pour les
®t udes °~ venir. Sur |l e terrain, | Gutilisati on
l es fermes infest®es permettraient ainsi do®t u
compartiments (bouse, fumier, larves, nymphes, adultesdestomoxe) . La synt h se d
a partir des séquences obtenues (comme la large sous-unité ribosomale par exemple) pendant
cette étude est en cours.

Il a été remarqué que les stomoxes mycosés étaient souvent répartis inégalement sur
lavégét at i on de | 6 ®@leeertaing ehamp@monssort latcapacité de modifier le
comportement de leur hote afin de faciliter leur propagation. Cbest l e cas par €
Massospora cicadina (Peck 1878), de la méme famille des Entomophthoraceae que Batkoa.
Il infecte les cigales périodiques (Magiciada spp.) (Arthropoda : Cicadidae) et modifie le
comportement sexuel des adultes méles pour favoriser la dispersion de ses spores (Cooley,
Marshall, et Hill 2018). Arthrophaga myriapodina (K.T. Hodge & A.E. Hajek 2017), également
de la famille des Entomophthoraceae, est un champignon entomopathogéne des millipédes
(Arthropoda : Myriapoda), ces arthropodes sont poussés par le champignon a grimper en
hauteur pour mourir (Hodge, Hajek, et Gryganskyi 2017).

Le Batkoa qui nous intéresse est-il capable de modifier le comportement des stomoxes
pour les forcer a se poser sur un certain spectred 6 esp ces Vv ®g @tragueenent ou s 6 a
de meill eur substrat doécatc®rmrioscthieqgq e Emo nenmiu need quunéeo nc
favori s®es €& par | es stomoxes mycos disseseleurs qudel |
feuilles sont souvent textur®es (poils, surface
stomoxe par le champignon. Sur une feuille trop lisse, de bananier par exemple, il est possible
déi magi ner qudau moindre coup de vent et - | a
détacher plus facilement. Pourtant cette hypothése de la manipulation comportementale du
stomoxe par le champignonn 6 est pas ~ ®carter.

CONCLUSION

Ce champignon entomopathogéne des stomoxes a La Réunion a été placé, par
caractérisation morphologique et moléculaire, dans le genre Batkoa. Des travaux intégratifs
complémentaires permettraient de préciser sa phylogénie et son identité spécifique. La mise
au point ddédun outil de diagnostic mol ®cul aire pe
dans les conditions naturelles. En compl ® me nt , | 6 ®t ude au | abor at oi
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développement pourra étre réalis®@e gr ©ce ~ |l a disponibilit® doéun

mi se au point ddébun test de pathog®nicit®. Sur | e
les stomoxes (S. calcitransetS.n.niger) mai s peut ®gal ement infecter
pr®pond®r ant dans | es ®|l evages bovins r®unionnai
1718 m doéaltitude.

Dbautres param tres restent ~ évaldneedansleser (| a
®l evages de |1 6"l e tenant compte des facteurs env
|étude de soncycley compris | es conditions doéinfestation

naturelles, e t ¢ pour préciser son role dans le contréle des populations de stomoxes a La
Réunion.
En dehors de leur valeur scientifique, ces résultats originaux préliminaires offrent
| 6espoir " terme dobébune possible wutilisation de
biologique contre les stomoxes a La Réunion et ailleurs.
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ANNEXES

Annexe 1: Classification du phylum des Entomophthoromycota (d'aprés Humber 2012b)
Phylum Entomophthoromycota Humber
Class Basidiobolomycetes Humber
Order Basidiobolales Caval.-Sm.
Family Basidiobolaceae Claussen
Basidiobolus (plus undescribed new genera)
Class Neozygitomycetes Humber
Order Neozygitales Humber
Family Neozygitaceae Ben Ze'ev, R.G. Kenneth & Uziel
Apterivorax, Neozygites, Thaxterosporium
Class Entomophthoromycetes Humber
Order Entomophthorales G. Winter
Family Ancylistaceae J. Schrit.
Ancylistes, Conidiobolus, Macrobiotophthora
Family Completoriaceae Humber
Completoria
Family Entormophthoraceae Nowak.
Subfamily Erynioideae S. Keller
Erynia, Eryniopsis (in part), Furia, Orthomyces, Pandora, Strong-
wellsea, Zoophthora
Subfamily Entomophthoroideae S. Keller
Batkoa, Entomophaga, Entomophthora, Eryniopsis (in part), Masso-
spora
Family Meristacraceae Humber
Meristacrum, Tabanomyces

Genera with uncertain status or excluded from phylum Entomophthoromycota:

Ballocephala (excluded from Meristacraceae; reassigned to Kickxellomycotina;
see Saikawa 1989)

Tarichium (status uncertain: known from resting spores only; a mixture of
fungi apparently referable to both Entomophthoraceae and Neozygita-
ceae)

Zygnemomyces (excluded from Meristacraceae; reassigned to Kickxello-
mycotina; see Saikawa et al. 1997)

Les genres au statut incertain ou exclus du phylum des Entomophthoromycota : Ballocephala (exclu de la famille Meristacraceae,
réassigné a la division des Kickxellomycotina par Saikawa 1989) ; Tarichium (statut incertain, connu pour ses spores dormantes
uniquement, le genre regroupe des champignons aux caractéristiques renvoyant aux familles Entomophthoroceae et
Neozygitaceae) ; Zygnemonyces (exclu de la famille Meristacraceae, réassigné a la division des Kickxellomycotina par Saikawa
1997)

Annexe 2 : Répartition des hétes des champignons du phylum Entomophthoromycota
(d'aprés Keller 2007a)

80
63

60

18

Number of species
o
=

: o o o o <] ] ] o = %)
§ £ 58 § 5§ § B : 5 § E &
< 2 a, =3 = 2 o = o, o = =
%) = = =) =) =] =] =] =] 5]

5 (] = ] =] 5 = S =i

s E g 5 2 & § 2 2

] 2 jas) o] > 4
— =
= o) =
Host order

o Z
o
= 3

(@)
=T

—~ =

e d 6 e simmpgaams edtemopathogénes du phylum Entomophthoromycota par ordre
e

34



Annexe 3: Diversité morphologique des hyphes des champignons de la sous-famille
des Entomophthoroidae et du genre Neozygites (d'aprés Keller 2007c¢)

- » -
-t Iq '
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Plate 1. Hyphal bodies of Entomophthoroideae (Figs. 1-6) and Neozyvgites (Figs 7-8).

1. Batkoa gigantea. 2. B. limoniae. 3. Entomophaga tenthredinis. 4. E. grvili. 5.
Entomophthora muscae. Some hyphal bodies multiply by budding (arrow). 6 E.
planchoniana. 7. Neozvgites cinarae. 8. N. parvispora. Nuclei stained with LPAO.

Bars = 50 pm.
Hy p h eBEntombphthoroidae (Figures 1-6) et du genre Neozygites (Figures 7-8). 1. Batkoa gigantea. 2. B.
limoniae. 3. Entomophaga tenthredinis. 4. E. grylli. 5. Entomophthora muscae. Certains hyphes se multiplient par
bourgeonnement (fleche). 6. E. planchoniana. 7.Neozygites cinrae. 8.N. parvispora. Coloration au lactophénol

acéto-orcéine. Echelle = 50 pm.
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Annexe 4 : Diversité morphologique des conidies des champignons de la sous famille
des Entomophthoroidae (d'aprés Keller 2007b)

—

Plate 4. Primary and secondary conidia of Entomophthoroideae: 1. Entomophthora
muscae. The pointed apex of primary conidia (bell-shaped or campanulate) is genus-
specific. 2-3. Eryniopsis caroliniana: Primary conidia (2) and the two types of
secondary conidia (3). 4. Batkoa limoniae. 5. B. apiculata with pointed papilla. 5.
Entomophaga givili. 6. E. conglomerata with nuclei. Left: Two primary conidia:
right: Fully developed secondary conidium. Bar in Fig. 7 = 50 um: all figures same
magnification.

Conidies primaires et secondaires de la sous-famille des Entomophthoroidae : 1. Entomophthora
muscae. Lesconi di es pri mai r es “gente-8pqgifigues. 230 Ermdpsis carabiniaha :
conidies primaires (2) et deux types de conidies secondaires (3). 4. Batkoa limoniae. 5. B. apiculata
avec une papille pointue. 6. Entomophaga grylli. 7. E. conglomerata avec noyaux apparents. Gauche :
deux conidies primaires ; droite : conidies secondaires matures. Echelle = 50 pm. Toutes les photos ont
le méme grandissement.

36



Annexe 5: Les trois formes des conidiophores des champignons du phylum des
Entomophthoromycota (d'aprés Keller 2007b)

Fig. 7. Types of conidiophores: Left: two simple (unbranched) ones: central:
digitally branched: right: dichotomously branched.

Gauche : deux conidiophores simples ; centre : conidiophore ramifié digitalement ; droite :
conidiophore ramifié dichotomique

Annexe 6: Les deux formes de rhizoides des champignons du phylum des
Entomophthoromycota (d'aprés Keller 2007b)

"c.l? r
§] —

Fig. 6. Rhizoids: Simple (A. Pandora blunckii) and compound (B and C). B shows a

histological section with the insect on the left side. The right side was fixed to a blade

of grass (Tarichium rhagonveharum). The individual hyphae of the compound rhizoid

are clearly visible. C shows a compound rhizoid of Zoophthora radicans. The

common holdfast is clearly visible. The schematic drawings below show the

monohyphal (left) and multihyphal structure of the rhizoids. Bars = 100 um.

Rhizoides simples (A. Pandora blunckii) et composés (B et C). En B une coupe histologique avec
| i nsect elLecotégdawdhte a ®t ® f i x ®arichiumurhagdmychanum).dLéshhgphels e (
composant le rhizoide sont clairement visibles. En C un rhizoide composé de Zoophthora radicans. Le
disque de crampon est visible. Le schéma montre les structures monohyphale (droite) et multihyphale
(gauche) des rhizoides. Echelle = 100 um.
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Annexe 7 : Arbre phylogénétigue de 61 champignons du phylum Entomophthoromycota

(d'apres Nie et al. 2020)

100/1.00;

84/1.00)

81/0.

60/0.8

¢l

89| qo/1.0

Furia americana ARSEF 742
Pandora blunckii ARSEF 217

Furia gastropachae ARSEF 5541
Furia ithacensis ARSEF 663

Furia virescens ARSEF 1129
Furia neOﬁyrahdarum ARSEF 1145
Pandora kondoiensis CBS 642.92
Pandora neoaphidis ARSEF 3240
Strongwellsea castrans

Pandora delphacis ARSEF 459
Furia pieris ARSEF 781

Erynia sciarae ARSEF 1870
Pandora dipterigena ARSEF 397
Zoophthora anglica ARSEF 396
Zoophthora phalloides ARSEF 2281
Zoophthora radicans ARSEF 388

100/1.008 1 Zoophthora lanceolata ARSEF 469

Erynia ovispora ARSEF 400
Erynia rhizospora ARSEF 1441
Erynia conica ARSEF 1439
Massospora cicadina ARSEF 374
Entomophthora schlzophorae ARSEF 5348
Entomophthora tripidium ARSEF
Entomophthora grandis ARSEF 6701
Entomophthora syrphi ARSEF 5595
Entomophthora chromaphidis ARSEF 1860
Entomophthora muscae ARSEF 3074
Entomophthora scatophaga ARSEF 6704
Entomophthora planconiana ARSEF 6252
Entomophthora culicis ARSEF
Entomophaga maimaga ARSEF 1400
Entomophaga aulicae ARSEF 172
Eryniopsis caroloniana ARSEF 640

1007100

99/1.00]

73
77/

56/0.91

o

63/0.

0.2

Arbre phylogénétique construit par analyse du maximum de vraisemblance des portions de genes nucLSU,
oet 6% 8hempignons du phylum Entomophthoromycota, dix espéces de champignons
des divisions Glomeromycotina, Mortierellomycotina, Mucoromycotina, Kickxellomycotina, Zoopagomycotina,
Blastocladiomycota, Chrytriomycota et Cryptolycota ont été choisis en outgroups. Trois nouveaux genres et nouvel
échantillon chinois sont montrés en rouge. Les valeurs maxima d e

nucSSU, EF-1 U e t

72/0.9

Neoconidiobolus vermicola ARSEF 650

Batkoa gigantea ARSEF 214
Batkoa ma, or ARSEF 296
Capillidium denaeosporum ATCC12

Capillidium rhysosporum ATCC 12588

CBpl/lldlum pumilum ARSEF 453

apillidium heterosporum RCEF 4430 | Clade |: Capillidium

capll lidium lobatum ATCC 18153
Capillidium adiaeretum CGMCC 3.15888
Capillidium adiaeretum ARSEF 451
Capillidium bangalorense ARSEF 449
Neoconidiobolus thromboides RCEF 4492
Neoconidiobolus thromboides ATCC 12587
Neoconidiobolus thromboides FSU 785
Neoconidiobolus mirabilis CGMCC 3.17763
Neoconidiobolus sinensis RCEF 4952
Neoconidiobolus stromideus ATCC 15430
Neoconidiobolus stilbeus RCEF 558
Neoconidiobolus lachnodes ARSEF 700

Neoconidiobolus antarcticus ARSEF 6913
Neoconidiobolus osmodes RCEF 444
Neoconidiobolus osmodes ARSEF 79
Neoconidiobolus pachyzygosporus CGMCC 3.17764
Neoconidiobolus couchit ATCC
Conidiobolus lichenicolus ATCC 16200
Conidiobolus mycophagus ATCC 16201
Conidiobolus brefeldianus ARSEF
Conidiobolus macrosporus ATCC 16578
Conidiobolus gonimodeus ATCC 1444
Conidiobolus polytocus ATCC 12244
Conidiobolus polyspermus ATCC 14444
Conidiobolus mycophilus ATCC 16199

Conidiobolus iuxtagenitus ARSEF 6378
Conidiobolus humicolus ATCC 28849
Conidiobolus firmipilleus ARSEF 6384
Conidiobolus chlamydosporus ATCC 12242
Conidiobolus dabieshanensis CGMCC 3.15763
Conidiobolus khandalensis ATCC 15162
Conidiobolus incongruus NRRL 28636
Conidiobolus coronatus RCEF 4518

Conidiobolus coronatus AFTOL 137

Conidiobolus megalotocus ATCC 28854

- Conidiobolus lamprauges ARSEF 2338

Microconidiobolus terrestris ATCC 16198

Basidiobolus magnus CBS 205.64
Basidiobolus microsporus CBS 130 62
Basidiobolus meristosporus CBS 931
Basidiobolus heterosporus CBS 311, se Basidiobolaceae
Basidiobolus haptosporus ARSEF 2
Basidiobolus ranarum NRRL 34594

Schizangiella serpentis ARSEF 2237

D/margans bacillispora AFTOL 136

postérieures bayésiennes ( O

substitutions par site

Coemansia reversa AFTOL 1
Piptocephalis corymbifera AFTOL 145
Zancudomyces culisetae AFTOL 29
Rhizophagus intraradices AFTOL 845

Endogone pisiformis AFTOL 539
Mortierella verticillata AFTOL 141
Allomyces arbuscula AFTOL 300
Gaertneriomyces semiglobiferus AFTOL 34
Rozella allomycis AFTOL 29

38

Batkoa apiculata ARSEF 3130
Batkoa pseudapiculatus ARSEF 395
Entomophaga conglomerata ARSEF 2273
100/1.00 Batkoa sp. CBS 182.60

aeaorioyjydowoyuz

Clade ll: Neoconidiobolus

Conidiobolus iuxtagenitus RCEF 4445 Clade IlI: Conidiobolus

Alzfllcrocomtgo%ol;ls un; L/llall,z\ngE%% g (2)943
“El I- icroconidiobolus paulus - ok
99/1. Microconidiobolus nodosus ATCC 16577 | Clade IV: Microconidiobolus

Outgroup

apaoejsijfouy

vriai sembl an eemobapildés 50 %)
0 deS @lades principaux sont indiqués au niveau des branches. Echelle =
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Annexe 8 : Description du genre Batkoa par Humber (1989)
Batkoag Humber, gen., Nov,

[= Entomophaga subgenus Lichia Weiser & Batko in Batko & Weiser, 1965, J. Invertebr.
Pathol. 7: 461. (nomen nudum, without diagnosis)]

Cellulae vegetativae hyphae vel corpora hyphalia filamentosa. Nuclei grandiusculi,
granulis heterochromatis et prompte per "aceto-orcein" vel "Bismarck brown" coloratis
repleto; nucleolo parvo eccentrico. Apparatus mitoticus parvus fusiformis eccentricus per
metaphasem; chromosomata vermiformes spatium nuclei subtotum adsument per
metaphasem. Conidiophora simplicia; apice cellulis conidiogenis plerumque attenuato
exserto. Cystidia hymenica desunt. Conidia primaria globosa subglobosa, unitunicata,
multinucleata; vehementer eversione papillae basalis expulsa. Rhizoidea aliquando prae-
sentia, cellula conidiogena multo crassius, singularia (nonfasciculata), haptero apicali
disciformi vel irregulariter ramoso ut in speciebus Pandorae. Sporae perdurantes ex
cellula parentali pullulantes et mycelium germinale formantes per germinationem.
Species Entomophthoracearum pathogeniae obligatae hospites insectorum.

Vegetative cells hyphal or in thread-like hyphal bodies, apparently with a
cell wall in natural hosts. Nuclei relatively large, with prominent granules
of condensed chromatin during interphase, staining readily with aceto-
orcein, Bismarck brown, or other nuclear stains; nucleolus small, irregular,
randomly located. Mitotic spindle small and eccentric during metaphase,
chromosomal arms filling nuclear volume; chromosomal arms radiating
frorr} chromatin-free zone around spindle poles, arranged in dome-like
fashion during anaphase. Conidiophores simple, conidiogenous cells with
tendency for neck-like apical narrowing immediately below conidium.
Cystidia absent from hymenium. Primary conidia globose to subglobose,
unitunicate, multinucleate; forcibly discharged by papillar eversion.
Rhizoids occasionally present; if so, distinctly thicker than vegetative
hyphae or conidiophores, occurring singly, with discoid terminal holdfast
(resembling that of Pandora species). Resting spores arising by budding
from parental cell, and assumed to germinate indirectly by formation of
germ mycelium. Obligately entomopathogenic, with most species
affecting Homoptera, Hemiptera, or other insects in moist environments.

« Cellules hyphales végétatives ou hyphesen f or me de fil, avec une par
de I 6insecte. Le noyau e s granules tleachromatmencomdénsée ar g e,
dur ant | 6ilest eapihlasme nt C eotcéne,®run Bistachk o ®t ad dautr es

colorations nucléaires, le nucléole est petit, irrégulier et localisé aléatoirement. Le fuseau
mitotique est petit et excentré durant la métaphase, les bras des chromosomes envahissent

|l e vol ume nucl ®air e, | e s b dexzene shrsshrombtineampdEes mes s 06
du fuseau et sbarrangent en f or me des cahidlioporesdsont a nt I 6
simples, p | us | ramit§fermdnt uh ©ceux»ten dessous de la conidie en formation. Les

cystides sont absentes de | 6hymeni um. Les co

multinucléées, libérées activement par papillar evasion. Les rhizoides sont occasionnellement
absents, sinon ils sont généralement plus épais que les hyphes et conidiophores, avec un
disque de crampon. Les spores dormantes se développent par bourgeonnement a partir des
cellules parentales et germinent par la formation de mycelium. Obligatoirement
entomopathogénes, la majorité des especes infecte les ordres Homoptera, Hemiptera ou
dbautres insectes»de climats humides.
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Annexe 9: Fi che de pr®sentation de |
déautorisation de coll ecte des

ETUDE D'UN CHAMPIGNON
ENTOMOPATHOGENE DES
STOMOXES A LA REUNION ...

Yannick GRIMAUD (GDS)
yannick.grimaud@gds974.re
(+262) 0692 86 76 28

\ .

60 ®t wdfermulairad e st i na

WIN CHIN Jessica (CIRAD)
jessica.winchin@cirad.fr
(+33) 06 21 58 3380

Les stomoxes sont des insectes nuisibles des élevages.

Responsables de nuisances directes
(spoliation sanguine, harcélement des animaux)
et de nuisances indirectes (transmission de maladies),

I'amélioration de leur contréle est essentielle.

Des observations de terrain sur I'lle de La Réunion ont permis la

découverte d'un champignon s'attaquant aux stomoxes,
potentiel régulateur des populations de cet insecte.

Ce travail vise a
étudier la distribution
de ce champignon
dans les élevages
a l'échelle de ['ile.

L'objectif final est d'évaluer
l'importance de ce champignon dans
le contréle des stomoxes a La Réunion.

Stomoxe mycosé
Photo :"Antoine FRANCK




AUTORISATION DE COLLECTE D’ECHANTILLONS

Dans le cadre de la mission d’intérét public dont il est investi pour la recherche en agronomie au service du
développement des régions chaudes, le CIRAD méne une étude des champignons entomopathogénes de

Stomoxys sp.

Objectif de I'étude : Détecter la présence et décrire des champignons entomopathogénes s’attaquant aux
Stomoxes a La Réunion.

Méthode utilisée : Prélévements de Stomoxes chez des éleveurs de bovins. Culture, caractérisation génétique et
test de pouvoir pathogéne des souches de champignons isolées des stomoxes.

Durée de 'étude : 6 ans

Responsable de I'étude: Jérémy Bouyer, CIRAD ;

Adresse a contacter pour obtenir des informations sur I'étude: Péle de Protection de Plantes ,7 chemin d I'IRAT,
97410 Saint-Pierre, tel : 02 62 49 27 00, Email : jeremy.bouyer@cirad.fr

Bénéfices éventuels pour les éleveurs : aucun

Risques pour les éleveurs : aucun
Autorisation
le, soussigné(e),

L Lo Tty T T SO USRS UR USRS

Contact (téléphone, email) :

* Autorise par la présente I'accés @ mon exploitation située (adresse et point GPS) @ ...oooiviiiieecne e
Période de 'aCtes QUTOTISE © ..o oot i e

pour la collecte de stomoxes.

* Je suis informé(e) que mes informations personnelles figurant sur le présent document (nom, prénom, email,
téléphone, adresse et GPS de I'exploitation) seront utilisées par le Cirad, Jérémy Bouyer étant responsable du
traitement de ces données, sur le fondement de I'intérét public de recherche poursuivi par le projet, afin de
me contacter en cas de nécessité pour la conduite de I'étude. Ces données seront conservées toute la durée
du projet, stockées sur un support informatique dont |'accés est protégé (lisible uniquement par I'équipe de
chercheurs) et ne seront pas divulguées a des tiers. Je peux demander |'accés, la rectification ou la suppression
de ces informations personnelles & tout moment en contactant le responsable de I'étude. Pour toute
information ou exercice de vos droits sur les traitements de données personnelles gérés par le CIRAD, vous
pouvez contacter son délégué a la protection des données 3 I'adresse dpo@cirad.fr .

* e suis informé(e) que je peux retirer cette autorisation de prélévement a tout moment.

Signatures :

L'éleveur L"agent de terrain
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Annexe 10: Schématisation de la position des amorces LC0O1490/HC0O2198 utilisées
pour la caractérisation moléculaire des stomoxes

200 pb

Ccol
=~ 1500 pb

nc87Tos

Annexe 11 : Séquences BOLD utilisées dans cette étude p o u r nalys@& phylogénétique
des stomoxes

Nom de Ila séquence Barcode Index Number

Espece BOLD Qrigine (BIN)
Stomoxys sitiens 2487258 Thailand AAA3184
S. calcitrans 10946820 South Africa ADS4080
S. calcitrans 10953198 South Africa ADS4080
S. calcitrans 11789942 South Africa ADS4080
S. calcitrans 11945473 South Africa ADS4080
S. calcitrans 10948311 South Africa ADO0717
S. calcitrans 11654818 South Africa ADO0717
S. calcitrans 11852355 South Africa ADO0717
S. calcitrans 12038276 South Africa ADO0717
S. calcitrans 3348929 Canada AAA3181
S. calcitrans 3428291 United States AAA3181
S. calcitrans 7198743 Ecuador AAA3181
S. calcitrans 7198763 Ecuador AAA3181
S. calcitrans 7198770 Ecuador AAA3181
S. calcitrans 3367327 United States AAA3181
S. calcitrans 3367361 United States AAA3181
S. calcitrans 3609226 Canada AAA3181
S. calcitrans 3777636 United States AAA3181
S. calcitrans 4447418 United States AAA3181
S. calcitrans 4609108 Pakistan AAA3181
S. calcitrans 4647843 Turkey AAA3181
S. calcitrans 11865979 South Africa AAA3181
S. calcitrans 11786432 South Africa AAA3181
S. calcitrans 5487294 Thailand AAA3181
S. calcitrans 5243551 Pakistan ACI1304
S. calcitrans 10871963 China ACI1304
S. calcitrans 5487291 Thailand ACI1304
S. calcitrans 5487295 Thailand ACI1304
S. calcitrans 5106805 United States AAA3181
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S. calcitrans 10885326 India ACI1304
S. calcitrans 10885327 India ACI1304
S. calcitrans 11646591 South Africa ADA0003
S. calcitrans 11785440 South Africa ADA0003
S. calcitrans 11861010 South Africa ADA0003
S. calcitrans 10892776 South Africa ADA0003
S. indicus 5487274 Thailand AAC2280
S. indicus 5487276 Thailand AAC2280
S. indicus S487277 Thailand AAC2280
S. indicus 5487278 Thailand AAC2280
S. indicus 5487279 Thailand AAC2280
S. indicus S487275 Thailand ACI0019
S. indicus 5487280 Thailand ACI0019
S. pullus 5487259 Thailand ACI0025
S. pullus 5487265 Thailand ACI0025
S. pullus 5487266 Thailand ACH4467
S. pullus 5487267 Thailand ACH4467
S. pullus 5487268 Thailand ACH4467
S. pullus 5487270 Thailand ACH4467
S. pullus 5487269 Thailand ACH4467
S. pullus 5487271 Thailand ACH4467
S. pullus 5487272 Thailand ACH6365
S. pullus 5487273 Thailand ACH6365
S. uruma 5487253 Thailand AAF3270
S. uruma 5487254 Thailand AAF3270
S. uruma 5487255 Thailand AAF3270
S. uruma 5487257 Thailand AAF3270
S. uruma 5487256 Thailand AAF3270
Stomoxys sp. 10877544 South Africa ADV2046
Stomoxys sp. 10929381 South Africa ADV2046
Stomoxys sp. 10878563 South Africa ADV2046
Stomoxys sp. 11831975 South Africa ADV2046
Stomoxys sp. 12059812 South Africa ACW8613
Musca domestica ETKD999-13 Thailand MK236181
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Annexe 12: Ta b |

eaudu

r®capitul atif

schématisation de leur position dans le génome

des

p a ila carmctédsatiom enolécelaire dut chamipigrioe st

Géne Nom amorce |Référence Séquence 5'- 3' Position Composition du puit pour volume final de 25 pL Programme thermocycleur
(Rehner et Samuels
LROR GTACCCGCTGAACTTAAGC 24-42 )
28S (nucLSU) 1994) M ﬂ_.mmc:mﬁmoo Mm_m M_wx_oﬁmo_swo& W.m cm w\_uow %nmwﬁmmzwo_mm:” ﬁ__zdmm %nww_,ﬂ_\_mmwv%v Hl 950 Smin ; (94°C 1min, 55°C 2min, 72°C 2min) x 35 ; 72°C 10min
LR5 (Vilgalys et Hester 1990)| ATCCTGAGGGAAACTTC 997-981 q ' ' q
nsSuL088R | (Kauff et Lutzoni 2002) |CGGCACCTTACGAGAAATCA 1069-1088 12,45 {L H20, 5 L Buffer Go Taq Flexi (PROMEGA), 1,8 pL MgCl2 (PROMEGA), 05 pL dNTPs| oo . o . )
e A P PO veh e 95°C 5min ; (95°C 1min, 50°C 50s, 72°C 1min) x 35 ; 72°C 10min
NS24 (Gargas et Taylor 1992)| AAACCTTGTTACGACT TTTA 1750-1769 ( ) ¢chaque amorce, , o aq
18s (nucSSU) -
(Gargas et DePriest|
nueSSU0021 1496 CTGGTTGATTCTGCCAGT 02-19 12,45 pL H20, 5 L Buffer Go Taq Flexi (PROMEGA), 1,8 il MgCI2 (PROMEGA), 0,5 L dNTPs|_ .. e . o e .
(PROMEGA) . 1 6L ahaque amorce. 0. 25 6L Go Tagq |/3°C30s:(8°C10s58°C 205, 72°C 1min) x 38 ; 72°C 10min
NUCSSU1780 | (DePriest 1993) AATGATCCTTCCGCACCT 1798-1777 ' q ' ' q
(Jensen et Eilenberg
Nus5.8 2001) TCATCGATGAAGAACGTAGT 31-51(5.85) 11,95 pL H20, 5 L Buffer Go Taq Flexi (PROMEGA), 1,8 pL MgCI2 (PROMEGA), 0,5 pL dNTPS| oo . S T
(PROMEGA) 1 25 OL chagque amoroce 0. 25 6L Go ._.mKOmB_:_ﬁKOHE_:_mNOwOm_QNOHB_Exww_umOuE_:
s ITS4 (White et al. 1990) TCCTCCGCTTATTGATATGC 60-41 (nucLSU) ' ' q ' '
emiTS-1 (Elya etal. 2018) TGGTAGAGAATGATGGCTGTTG 12,45 |l H20, 5 L Buffer Go Taq Flexi (PROMEGA), 1,8 pL MgCl2 (PROMEGA), 05 pL dNTPS| o\ o, . o . !
PROMEGA 1 6L h 0. 25 OL G T 95°C 5min ; (95°C 30s, 51°C 30s, 72°C 1min) x 35 ; 72°C 10min
emiTS-4 (Elya et al. 2018) GCCTCTATGCCTAATTGCCTTT ( ) chaque amorce, . o Tagq
(Zoller, Scheidegger, et
miSSu1 Sperisen 1999) AGCAGTGAGGAATATTGETC 12,45 |l H20, 5 L Buffer Go Taq Flexi (PROMEGA), 1,8 pL MgCR2 (PROMEGA), 0,5 L dNTPS| o oo oo oo R
168 (mtSSU) (Zoller, Scheidegger, et ( PROMEGA) 1 OL chaque amorce 0,25 OL Go Ta 94°C 3min ; (94°C 1min, 52°C 1min, 72°C 1min) X 35 ; 72°C 7min
mtssuzr e 99€T. €Yl cCTTCGTCCTTCAACGTCAG i q o 9
Sperisen 1999)
g (Liu, Whelen, et Hall ~
fRPB2-5F 1999) GAYGAYMGWGATCAYTTYGG 2444-2463 12,45 pL H20, 5 pL Buffer Go Taq Flexi (PROMEGA), 1,8 uL MgCI2 (PROMEGA), 0,5 pL dNTPs|__, . o . o . o . o "
RPB2 (Liu, Whelen, et Hall ( PROMEGA) 1 OL chaque amorce 0,25 OL Go Ta 95°C Smin ; (95°C 1min, 55°C 2min, 72°C 2min) x 30 ; 72°C 10min
RPB2-TCR | o0 i CCCATRGCTTGYTTRCCCAT 363913620 ' q ' ' 9
EF983 (Rehner 2001) GCYCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT  |336-358
EFLU HN_Mw:n_V. _ﬂwmomw/:_. mcmmpﬂ oooan n_mﬂ (PROMEGA), 1,8 L. MgCI2 %oxo_m_mmoe%_“m c_.oazqnw 100°C 5min ; (94°C 1min, 55°C 2min, 72°C 2min) x 34 ; 72°C 10min
EFlazR  |(Rehner 2001) ACATCWCCGACACCCTTGATCTTG ( ) chaque amorce, 0, o Tag
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Position des amorces nucléaires (mtSSU, nucLSU, ITS)

Position des amorces du gene RPB2

Les régions noires correspondent aux régions conservées chez les eucaryotes. (d'aprés
Binder et Hibbett 2003)
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