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A. Objectif et contexte de la dissémination

Introduction

La drosophile a ailes tachetées, Drosophila suzukii Matsumura (Diptera : Drosophilidae), est
originaire d'Asie de I'Est (Kanzawa 1939, Hauser 2011). Elle a été détectée pour la premiére
fois en Californie, en Espagne et en Italie en 2008 et s'est depuis établie dans la plupart des
régions fruitieres d’/Amérique du Nord et d'Europe ainsi que dans certains pays d’Amérique
du Sud (Walsh et al. 2011, Emiljanowicz et al. 2014, NAPIS 2014, Asplen et al. 2015). Plus
récemment, il a également été trouvé en Afrique du Nord (Maroc ; Boughdad et al., 2020), et
en Afrique subsaharienne (Kenya ; Kwadha et al. 2021). Contrairement & la majorité des
especes de drosophiles qui se nourrissent de fruits en décomposition, D. suzukii pond ses
ceufs a l'intérieur des fruits en maturation, en percant la peau du fruit avec son ovipositeur en
forme de scie (Atallah et al., 2014), et en rendant ainsi les fruits touchés invendables.
L'alimentation des larves de D. suzukii entraine la dégradation des fruits, et les piqQres de
ponte peuvent également servir de porte d'entrée pour des infections bactériennes et
fongiques secondaires (Hamby et al. 2012, Stewart et al. 2014). Drosophila suzukii est trés
polyphage, pouvant se développer dans de nombreuses cultures de petits fruits
économiquement importants comme les mares, les myrtilles, les cerises, les framboises et les
fraises, ainsi que dans plus de 100 plantes hétes sauvages signalées (Lee et al. 2011, Lee et al.
2015, Poyet et al. 2015, Kenis et al. 2016, Leach et al. 2019b, Santoiemma et al. 2019). Aux
Etats-Unis, la valeur des cing cultures fruitiéres touchées par D. suzukii s'élevait a 4,37
milliards de dollars par an en 2012 (USDA-NASS 2013).

Le développement rapide de la mouche (une génération en 13-14 j a 22°C) et son potentiel de
reproduction élevé (> 600 ceufs par femelle) peuvent entrainer une augmentation explosive de
la population et des pertes économiques importantes pour les cultures commerciales
(Goodhue et al. 2011, Tochen et al. 2014, Wiman et al. 2014, Hamby et al. 2016, Farnsworth
et al. 2017). Par exemple, les producteurs de framboises du Minnesota ont subi une perte de
récolte médiane de 23 % en 2017 (DiGiacomo et al. 2019) et les producteurs de framboises
de Californie doivent appliquer des insecticides de maniere répétée pour produire une culture
viable (Farnsworth et al. 2017). La perte potentielle de récolte due a la seule D. suzukii aux
Etats-Unis, sur la base des dommages moyens de 2014, a été estimée a plus de 1,27 milliard
de dollars (Burrack 2015). En Europe, les rapports sur les pertes économiques dues a D.
suzukii sont moins fréquents, mais il en existe. Par exemple, I'impact économique global des
dommages causés par D. suzukii en 2010 a été estimé a 3-4 millions d'euros dans la seule
province italienne de Trente (loriatti et al. 2012, De Ros et al. 2015). Dans une enquéte
suisse, 76 % des producteurs de cerises, de prunes et de raisins ont déclaré étre confrontés a
des codts supplémentaires dus a D. suzukii, certains producteurs estimant des pertes de
revenus de plus de 30 % (Knapp et al. 2020).

Diverses approches de lutte ont été mises en ceuvre pour supprimer les populations de D.
suzukii et réduire les dommages causes aux cultures (Haye et al. 2016, Del Fava et al. 2017).
Dans un passé récent, les programmes s'appuyaient principalement sur des insecticides
chimiques qui ciblent les mouches adultes (par exemple, Van Timmeren et Isaacs 2013,
Shawer et al. 2018, Van Timmeren et al. 2018). Les insecticides peuvent étre efficaces (Beers
etal. 2011, Van Timmeren et Isaacs 2013), mais la liste de produits acceptables est restreinte
et les résidus dans les fruits présentent des problémes pour la santé humaine (Rodriguez-
Saona et al. 2019). Les applications d'insecticides peuvent également avoir un impact négatif
sur les organismes utiles (Biondi et al. 2012), et les producteurs ont de plus en plus observé
des pullulations secondaires de cochenilles et d'autres ravageurs (Lee et al. 2019). Plus
inquiétantes sont les limitations futures possibles dues a la résistance aux insecticides (Gress
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et Zalom 2019). Les chercheurs ont mis au point d'autres outils de lutte intégrée contre les
ravageurs, notamment des produits écomones (Cloonan et al. 2018), des produits naturels de
protection des cultures (Cahenzli et al. 2018), des méthodes de culture (Rendon et al. 2019,
Rendon & Walton 2019, Santoiemma et al. 2020), des barriéeres d'exclusion (Leach et al.
2018), le traitement au froid des fruits apres récolte (Aly et al. 2017) et la libération de males
stériles (Lanouette et al. 2017). En Suisse, des efforts ont été faits pour réduire I'utilisation
d'insecticides chimiques, mais les pratiques culturales proposées, telles que le piégeage de
masse, les mesures d'assainissement, les filets de cloture et la récolte précoce, prennent du
temps et augmentent considérablement les codts de production (Mazzi et al. 2017, Knapp et
al. 2019, 2020).

Méme lorsque les applications de (bio)insecticides et les pratiques culturales réduisent les
populations dans la culture traitée, les populations de D. suzukii peuvent résider dans des
habitats voisins non cultivés qui agissent comme des réservoirs de ravageurs pour la ré-
invasion de la culture (par exemple, Klick et al. 2014, Diepenbrock et al. 2016, Wang et al.
20164, Tonina et al. 2018, Leach et al. 2019b, Santoiemma et al. 2019, Thistlewood et al.
2019). Aucune des approches actuellement utilisées, seules ou combinées, n'a permis de
supprimer efficacement les populations de D. suzukii ou d'atteindre un stade de
développement permettant une mise en ceuvre a grande échelle. Par conséquent, des stratégies
de lutte intégrée a I'échelle d'une zone qui réduisent les densités de population au niveau du
paysage devraient étre développées pour ce ravageur polyphage et tres mobile (Wang et al.
2019a). La lutte biologique doit jouer un réle clé dans les programmes a I'échelle d'une zone
en réduisant les populations de mouches dans les habitats non cultivés, réduisant ainsi le
nombre de mouches qui migrent vers les cultures sensibles et améliorant I'efficacité des
autres outils de lutte.

Les parasitoides jouent un réle important dans la régulation des populations de la plupart des
espéces de drosophiles (Carton et al. 1986). La majorité sont des parasitoides larvaires
appartenant aux genres d'insectes Asobara (Braconidae), Ganaspis, et Leptopilina (tous deux
Figitidae). Plusieurs études ont recensé et évalué les parasitoides naturellement associés a D.
suzukii en Europe (Rossi Stacconi et al. 2013, 2015, Miller et al. 2015, Mazzetto et al. 2016,
Knoll et al. 2017) et en Ameérique du Nord (Miller et al. 2015, Wang et al. 2016b, 2016c,
Kacar et al. 2017). Dans I'ensemble, ces études montrent qu'il n'y a pas de parasitoide
indigéne qui attaque efficacement D. suzukii dans ses régions envahies. La plupart des
parasitoides larvaires communs en Amérique du Nord ou en Europe, tels que Asobara tabida
Nees, Leptopilina heterotoma Thomson, et Leptopilina boulardi Barb. et al. attaquent des
drosophiles hotes se reproduisant dans des substrats en fermentation (par ex, Drosophila
melanogaster Meigen), et ne peuvent se développer a partir de D. suzukii en raison de la
résistance immunitaire de la mouche (Chabert et al. 2012, Kacsoh et Schlenke 2012, Poyet et
al. 2013). Seulement deux parasitoides larvaires cosmopolites et généralistes, Trichopria
drosophilae Perkins (Diapriidae) et Pachycrepoideus vindemiae (Rondani) (Pteromalidae)
attaquent et se développent fréquemment sur D. suzukii en Europe et en Amérique. Bien que
ces parasitoides larvaires puissent étre efficaces dans des conditions de laboratoire (par
exemple, Kacar et al. 2017, Rossi Stacconi et al. 2017, Wolf et al. 2020, 2021), le parasitisme
des larves de D. suzukii sur le terrain est généralement < 5% (Miller et al. 2015).

Un certain nombre de prédateurs ont été évalués pour leur capacité a attaquer les larves ou les
pupes de D. suzukii. Résumés dans Haye et al. (2016) et Lee et al. (2019), les essais sur le
terrain et en laboratoire suggerent que les prédateurs peuvent tuer une quantité substantielle
de D. suzukii ; par exemple, les infestations larvaires ont été réduites de 19-34% dans les
fraises, et de 28-49% dans les myrtilles (Woltz et Lee 2017). Cependant, leurs populations
sont difficiles a manipuler et, sans lacher(s) supplémentaire(s) ou manipulation de I'habitat,



elles ne permettent pas une suppression efficace. Le plus souvent, les prédateurs s'attaquent
aux pupes de D. suzukii en dehors du fruit : 80 & 100 % des pupes sentinelles de D. suzukii
ont été détruites lorsqu'elles ont été placées a la surface du sol dans les champs de myrtilles
du Maine (Ballman et al. 2017), et lorsque les pupes ont éte légérement enterrées, les
prédateurs en ont détruit 61, 67 et 91 % dans les champs de fraises, de mdres et de myrtilles
de I'Oregon, respectivement (Woltz et Lee 2017). Les perce-oreilles, les punaises
(Anthocoridae, Nabidae, etc.), les araignées et les fourmis sont des prédateurs avéres dans les
champs ; les carabes, les grillons, les chrysopes et les staphylins sont d'autres prédateurs
probables (Walsh et al. 2011, Gabarra et al. 2015, Renkema et al. 2015, Woltz et al. 2015,
Wolf et al. 2018). Dans les études de dissémination augmentative, les anthocorides ont réduit
une proportion importante de D. suzukii dans les essais en laboratoire (Renkema et
Cuthbertson 2018), mais aucune différence n'a été observée dans les essais en plein champ
(Woltz et al. 2015), et les taux de dissemination nécessaires pour assurer la lutte étaient trop
colteux (Lee et al. 2019).

Il peut étre possible de manipuler le nombre de prédateurs en fournissant des "boites de
reproduction”, qui ont été testées pour les parasitoides des pupes (Rossi Stacconi et al. 2019),
ou par des pratiques de contréle biologique de conservation, bien qu'aucune étude n'ait
prouve leur efficacité pour D. suzukii. Les fermes biologiques ou la pression de D. suzukii est
élevée utilisent freguemment des biopesticides pour minimiser le risque d'infestation, et si
certains de ces produits présentent un risque moindre pour les insectes utiles, beaucoup des
"bio-insecticides" les plus efficaces, comme le spinosad, sont toxiques pour les insectes utiles
(Biondi et al. 2012). Des tests ont également été réalisés avec des répulsifs (principalement
des huiles essentielles) qui, malgré de grands espoirs, se sont révélés généralement non
persistants, peu efficaces et trop colteux pour une application a grande échelle dans les
exploitations commerciales (par exemple, Cahenzli et al. 2018). Ces résultats soulignent que
méme dans les systéemes biologiques, I'intégration des agents de lutte biologique dans le
systeme de culture pose des probléemes importants, ce qui met une nouvelle fois en évidence
la nécessité de disposer d'ennemis naturels efficaces qui operent a I'échelle de la zone.

Pour ces raisons, des membres de I'Université de Californie (Etats-Unis), de I'Université de
I'Etat de I'Oregon (Etats-Unis), de I'Unité de recherche sur l'introduction des insectes
bénéfiques de 'USDA-ARS (Etats-Unis), de CABI (Suisse), de I'INRAE (France) et de
I'Institut pour la protection durable des plantes (Italie) ont cherché a explorer, identifier et
importer d'Asie de I'Est des agents de lutte biologique efficaces et spécifiques a I'néte pour D.
suzukii. L'équipe basée aux Etats-Unis et ses collégues italiens ont mené des recherches a
I'étranger sur les parasitoides de D. suzukii en Corée du Sud et en Chine entre 2013 et 2017 et
ont découvert une riche diversité de 15 espéces de parasitoides, dont 6 étaient présentes dans
des fruits prélevés directement sur les plantes (Daane et al. 2016, Giorgini et al. 2019). Les
enquétes menées par le CABI, I'INRAE et des collégues en Chine et au Japon entre 2015 et
2017 ont permis de découvrir 8 especes de parasitoides attaquant D. suzukii dans les fruits en
cours de maturation sur les plantes (Girod et al. 2018a). Les parasitoides dominants ont été
systématiquement évalués dans les laboratoires de quarantaine pour leur potentiel a étre
utilises comme agents de lutte biologique dans les zones envahies par D. suzukii (Girod et al.
2018 ; Giorgini et al. 2019 ; Wang et al. 2018 ; 2019b ; 2020 ; Hougardy et al. 2019 ;
Seehausen et al. 2020). Indépendamment, les équipes de recherche ont conclu que le
parasitoide Ganaspis brasiliensis (Hymenoptera : Figitidae) est I'un des parasitoides de D.
suzukii les plus efficaces et les plus spécifiques a I'néte et qu'il a un grand potentiel pour étre
utilisé comme agent de contréle biologique en Europe et en Amérique du Nord.
Parallélement, des chercheurs japonais ont également signalé que G. brasiliensis était le
parasitoide larvaire le plus spécialisé de D. suzukii (Kasuya et al. 2013, Matsuura et al. 2018).



Cependant, des différences importantes dans la spécificité de I'ndte et le comportement de
recherche de I'hdte ont été observées entre les populations de G. brasiliensis de différents
endroits en Chine et au Japon (Girod et al. 2018c). D'autres études ont montré des différences
marquées entre ces populations en termes de protéines exprimées (Reeve & Seehausen 2019)
et de génes (Seehausen et al. 2020). Une étude approfondie sur les conséquences biologiques
de cette différence entre les populations a montré qu'elles ne se croisent pas et qu'il s'agit
donc probablement de deux espéces cryptiques. Dans des conditions de laboratoire, une
espéce (appelée G3-4) parasite facilement plusieurs especes de drosophiles quelle que soit
leur source de nourriture, tandis que l'autre (G1) est presque exclusivement spécifique aux
larves qui se nourrissent dans les fruits en cours de maturation (Seehausen et al. 2020). Au
cours de plusieurs enquétes en Asie, les G. cf. brasiliensis ont toujours été prélevés
uniquement sur des fruits frais mars et n'ont jamais été obtenus a partir d'appats a base de
fruits, comme les tranches de banane (Kasuya et al. 2013 ; Daane et al. 2016 ; Giorgini et al.
2019 ; Girod et al. 2018a), ce qui indique un degré élevé de spécificité de I'habitat aux fruits
frais, méme dans des conditions de terrain. La découverte que ce parasitoide est
probablement un complexe d'au moins deux especes soeurs et que I'une d'entre elles peut
clairement étre associée a une plus grande spécificité d'habitat pour les fruits frais, montre
I'aptitude de G1 G. cf. brasiliensis a controler D. suzukii et permet de se concentrer sur cette
espece pour les efforts de développement d'un programme de lutte biologique classique. La
différence d'habitats naturels entre D. suzukii immature se développant dans les fruits frais
mars et les autres espéces de drosophiles frugivores dans les fruits en décomposition pourrait
traduire la spécificité d'habitat de G1 G. cf. brasiliensis en une spécificité d'hote. Si elles sont
entierement spécifiques aux fruits mdrs dans des conditions naturelles, les guépes G1 ne
parasiteront que D. suzukii dans son aire de répartition envahie.

L'évaluation en laboratoire de G1 G. cf. brasiliensis comme agent de lutte biologique
classique peut maintenant étre considérée comme achevée. Compte tenu de son résultat en
faveur de l'utilisation de I'espece pour lutter contre D. suzukii, nous soumettons ici a I'examen
une demande de réalisation de tests finaux dans de grandes cages de terrain en Suisse afin
d'étudier le parasitoide dans des conditions quasi naturelles. Les expériences proposees visent
a déterminer plus précisément I'aptitude du parasitoide a étre relaché en plein champ.

Objectifs

Les objectifs de ces expériences sont d'évaluer (1) la spécificité de I'hote et de I'habitat, (2) la
phénologie et la synchronie, ainsi que (3) le stade de développement hivernal et la survie de
G. cf. brasiliensis dans des conditions plus naturelles dans différents climats suisses (Jura et
Tessin).

Expériences proposées

Il est proposé de reproduire toutes les activités décrites ci-dessous dans deux régions de la
Suisse, une fois dans le canton du Jura et une fois dans le canton du Tessin.

Expérience 1 : Spécificité de I'hbte et de I'habitat

Cette expérience vise a déterminer si la découverte en laboratoire de la spécificité de G1 G.
cf. brasiliensis pour les larves de drosophile se nourrissant de fruits mars et en cours de
maturation, et non de fruits en putréfaction, est vraie dans des conditions quasi naturelles. Au
moins trois grandes cages de terrain avec un maillage trés fin (par exemple, BioQuip, 1,8 x
1,8 x 1,8 m; maillage 32 x 32) seront installées dans un endroit ombragé. Les bords inférieurs
des parois seront creusés dans le sol pour une meilleure stabilité et pour éviter que les
insectes ne s'échappent. De plus, le sol de la cage sera rempli de sable comme mesure de



sécurité supplémentaire. Les fruits en cours de maturation sur des plantes en pot (par
exemple, des plants de myrtilles) seront exposés a D. suzukii pendant 24 h dans une cage
séparée dans des conditions de laboratoire. Dans le méme temps, les fruits en décomposition
(par exemple des myrtilles) seront exposes & D. melanogaster pendant 24 h dans une cage
séparée au laboratoire. Les plantes en pot seront ensuite placées dans les cages de terrain (2-3
plantes par cage) et les myrtilles en décomposition placés dans des conteneurs ouverts (avec
dispositif anti-fourmis) sur le sol. Environ 20 femelles de G1 G. cf. brasiliensis seront
relachées dans la cage pendant 2-3 jours. Les fruits en décomposition au sol peuvent étre
aspergés d'eau si les conditions sont trop séches. Ensuite, tous les fruits seront collectés et
élevés au laboratoire dans des boites en plastique ventilés pour compter les mouches et les
parasitoides émergents pour une détermination de (1) la spécificité de I'néte et de I'habitat du
parasitoide, et (2) I'efficacité du parasitisme dans les cages de terrain par mesurée par le
parasitisme apparent. L'experience sera repétée 2 a 3 fois au cours de la saison, en fonction de
la disponibilité des parasitoides et des plantes a fruits mdrs. Ainsi, I'expérience est reproduite
dans deux zones de Suisse (Tessin et Jura), dans trois cages dans chaque zone, et 2-3 fois tout
au long de la saison.

Expérience 2 : Phénologie et synchronie avec D. suzukii

L'objectif de cette expérience est de déterminer le nombre de générations que le parasitoide
G1 G. cf. brasiliensis et son hote cible D. suzukii effectuent dans les cantons du Jura et du
Tessin, afin de déterminer la synchronisation du systeme hote-parasitoide (surtout au début et
a la fin de la saison) dans des conditions quasi naturelles. Dans les grandes cages de terrain
susmentionnées, des cages plus petites seront installées contenant des myrtilles (pas sur des
plantes) infestées de larves de D. suzukii. Des adultes de G1 G. cf. brasiliensis fraichement
émergeés seront relachés dans ces cages plus petites pour parasiter D. suzukii. Les myrtilles
infestées seront renouvelées une fois par semaine et transférées dans une cage vide pour
déterminer les temps de développement jusqu'a I'émergence de la mouche et de son
parasitoide. Les adultes émergés seront utilisés pour un élevage continu de la méme maniere
pour déterminer le nombre de générations possibles et la synchronie du systéeme hote-
parasitoide sous climat suisse, notamment en fin de saison (automne 2021) et au début de la
suivante saison (printemps 2022).

Expérience 3 : Survie hivernale

G1 Ganaspis cf. brasiliensis ne peut étre un agent de lutte biologique classique efficace que
s'il peut s'établir dans I'environnement et survivre aux conditions hivernales européennes.
L'objectif de cette expérience est donc d'évaluer la capacité du parasitoide a survivre aux
différentes conditions hivernales dans les cantons du Jura et du Tessin. A la fin de 2021, les
derniers stades parasitoides de I'expérience sur la phénologie décrite ci-dessus seront placés
dans des conteneurs scellés et ventilés et laissés jusqu'au printemps 2022 dans des conditions
naturelles dans un endroit ombragé au niveau du sol pour mesurer la survie hivernale. Si
suffisamment d'individus hivernants sont disponibles, certains d'entre eux seront sortis de la
cage tous les mois a partir de janvier pour évaluer leur survie. D'autres peuvent étre dissequés
pendant I'hiver pour confirmer le stade de développement hivernal du parasitoide.



B. Demande d’autorisation pour les disséminations
expérimentales de petits invertébrés exotiques (annexe 3.3
de l'art. 21 de 'Ordonnance sur la dissémination dans
I'environnement ODE)

1 Information générale

1.1 Nom et adresse du requérant (entreprise ou institut)

Servizio fitosanitario
Viale Stefano Franscini 17
6501 Bellinzona
Switzerland

1.2 Nom, qualifications et expérience des chercheurs responsables

Dr. Phil. Nat. Cristina Marazzi, cheffe du Service phytosanitaire du canton du Tessin.

Elle a obtenu son doctorat a I'Université de Bale en 2003 et depuis 2004, elle travaille pour le
Service phytosanitaire du canton du Tessin, ou elle est actuellement cheffe de section. Elle est
experte en organismes nuisibles et de quarantaine et a commencé a collaborer avec le Centre
for Agriculture and Bioscience International (CABI) en 2015.

2 Désignation et caractérisation des organismes

2.1 Désignation scientifique et autres noms
Ganaspis brasiliensis (Hymenoptera: Figitidae)
2.2 Données taxinomiques, y compris sous-espéce, souche ou biotype

L'organisme qui fait I'objet de cette demande de dissémination est décrit comme Ganaspis
brasiliensis, groupe génétique 1 (G1) par Nomano et al. (2017) et comme Ganaspis cf.
brasiliensis « extended G1 » par Seehausen et al. (2020). Bien qu'elle ne soit pas encore
reconnue comme une espece distincte, Seehausen et al. (2020) présentent des fortes preuves
que le « extended G1 » est en fait une espéce cryptique au sein du complexe d'espéces de G.
cf. brasiliensis.

2.3 Confirmation des données taxinomiques par une autorité scientifique reconnue,
ainsi que nom et adresse de I'institution ou les animaux de référence sont archivés

Le Dr Matthew Buffington (Systematic Entomology Laboratory, USDA Agricultural
Research Service, Washington, D.C., USA), spécialiste mondial de la famille d'insectes
Figitidae a laquelle appartient Ganaspis brasiliensis, a décrit I'organisme qui fait I'objet de
cette demande comme morphologiquement similaire a Ganaspis brasiliensis (Girod et al.
2018a). Une analyse moléculaire menée par CABI (Suisse) en collaboration avec I'NRAE
(France) a l'aide de deux marqueurs moléculaires, le géne codant la mitochondrie
Cytochrome Oxidase subunit 1 (COI) et la region nucléaire Internal Transcripted Spacer 2
(ITS2), a confirmé I'identification taxonomique et a déterminé que tous les spécimens qui ont
été collectés a I'emplacement de la source (voir description ci-dessous) appartiennent au
groupe génétique 1 (G1) décrit par Nomano et al (2017) et Seehausen et al (2020).

Les spécimens de référence sont archivés au CABI, rue des Grillons 1, 2800 Delémont,
Suisse.



2.4 Caractéristiques phénotypiques et génétiques, ainsi que description des
possibilités d’identification sans équivoque des organismes dans I’environnement

Dans le passé, Ganaspis brasiliensis a souvent été mal identifie comme étant G. xanthopoda,
mais ces deux espéces sont clairement distinctes non seulement morphologiquement mais
aussi génétiqguement (Nomano et al. 2017). Sur le plan phénotypique, G. brasiliensis est
décrit par Buffington & Forshage (2016), qui décrivent également sa différenciation par
rapport aux autres especes. De Leptopilina heterotoma, espéce étroitement apparentée, qui est
également présente en Suisse, G. brasiliensis peut étre separée comme suit : « L'espéce peut
étre séparée de toutes les Leptopilina par la bande continue de soies a la base du metasoma
(typiquement interrompue et incompléte dorsalement chez les Leptopilina), le bord postéro-
ventral du métapleuron est anguleux et soyeux (arrondi, oblique et glabre chez les
Leptopilina) et I'antenne male avec le premier flagellomeére nettement modifié et s'incurvant
vers l'extérieur (le second flagellomere est modifié chez les Leptopilina). L'observation
occasionnelle de G. brasiliensis peut permettre de confondre cette espéce avec Leptopilina
heterotoma (Thomson), car la forme et la taille de la plaque scutellaire sont remarquablement
similaires, mais suivre les caractéres ci-dessus qui séparent Ganaspis de Leptopilina aidera a
une identification correcte. » (Buffington & Forshage 2016 ; page 4).

Geénétiquement, G. brasiliensis peut étre différencié des autres espéces en utilisant plusieurs
marqueurs génétiques (COI, ITS1, ITS2, RpL37), qui sont décrits en détail par Nomano et al.
(2017), Giorgini et al. (2019), et Seehausen et al. (2020), dont les accessions a la GenBank
sont également disponibles pour de futures identifications. Geénétiquement, G. brasiliensis ne
se différencie pas seulement des autres espéces, mais 4-5 groupes génétiques distincts sont
décrits au sein de I'espece (Figure 1).
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Figure 1: Neighbor-Joining tree pour COL1 et la correspondance avec ITS2. Les étiquettes des
haplotypes concaténent les informations séparées par des traits d'union comme suit (de
gauche a droite) : Soit le numéro d'accession a la GenBank, soit un numéro d'haplotype
faisant référence aux identificateurs internes de I'Institut Sophia Antipolis ; I'haplotype
d'acide aminé correspondant (de A a G) apres traduction a I'aide du code mitochondrial des
invertébrés ; et, lorsqu'il est disponible, I'haplotype ITS2 correspondant (its2_a, its2_b ou
its2_c). Les haplotypes marqués d'un astérisque (*) preésentent des mutations associées a un
changement de la nature biochimique de I'acide aminé correspondant.

Récemment, de fortes preuves genétiques et biologiques (c'est-a-dire des expériences de
croisement) ont €té présentées selon lesquelles il existe au moins deux especes sceurs
cryptiques au sein de ces groupes genétiques, dont I'une (G1) est décrite comme spécifique a
Drosophila suzukii se nourrissant de fruits frais (Seehausen et al. 2020) et est donc
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I'organisme qui fait I'objet de la présente demande. L'organisme est désormais appelé G1
Ganaspis cf. brasiliensis pour indiquer qu'il est morphologiquement identique a G.
brasiliensis mais pourrait étre une espéce sceur cryptique. En outre, grace a une méthode
basée sur la spectrométrie de masse a temps de vol par désorption laser et ionisation assistée
par matrice (MALDI-TOF MS), G. brasiliensis peut méme étre différencié au niveau de la
population (Reeve & Seehausen 2019).

2.5 Méthodes de culture et de production des organismes

Les méthodes d'élevage pour le G1 G. cf. brasiliensis sont décrites par Girod et al. (2018b,
2018c) et Seehausen et al. (2020).

Jusqu'a 50 guépes adultes sont conservées dans des boites en plastique transparent (9 cm de
diametre, 5 cm de hauteur) a lI'intérieur d'une cage en gaze. Un tube Eppendorf avec un papier
de cellulose humide est ajouté comme source d'eau et la boite est fermée avec un bouchon en
mousse sur lequel une goutte de miel est placée comme source de nourriture. Six myrtilles
fraiches, qui ont été placées 24 h auparavant dans une cage d'élevage de Drosophila suzukii
pendant 24-48 h pour recueillir les ceufs, sont ajoutées tous les 2-3 jours a chaque récipient
avec les adultes pour permettre le parasitisme des jeunes larves de mouches. Apres
I'exposition aux guépes, les fruits infestés sont retirés des boites et conservés dans des tubes
en plastique transparent (5 cm de diameétre, 10 cm de hauteur) avec un papier filtre au fond
pour absorber les fuites de jus de fruits. Tous les 2 ou 3 jours, la présence de guépes
nouvellement écloses est vérifiée dans les tubes d'élevage et les guépes adultes sont
transférées dans les boites de ponte.

2.6 Source exacte et pureté des souches et biotypes prévus pour la dissémination, en
outre, nom et adresse de I’organisation qui éléve les animaux et indication exacte du
lieu (longitude et latitude, altitude, habitat, hotes) et de la saison de leur prélevement

Les G1 G. cf. brasiliensis a utiliser dans les expériences ont tous été prélevés au printemps
(mai et juin) 2015 dans le parc de Naganuma, Hachioji, Tokyo, Japon (35°38'12.5 "N
139°21'52.9 "E ; 147 m au-dessus du niveau de la mer), sur des larves de Drosophila suzukii
se nourrissant de fruits en maturation sur les plantes de Prunus serrulata et Morus sp. (voir
aussi Girod et al. 2018a). Depuis leur collecte, les parasitoides sont élevés dans le laboratoire
de quarantaine de niveau 3 du CABI, rue des Grillons 1, 2800 Delémont, Suisse. Pendant
cette période, au moins 30 spécimens issus de cet élevage ont été analysés génétiquement et
se sont réveélés étre des G1 G. cf. brasiliensis uniqguement.

La colonie de départ de D. suzukii qui sera utilisée pour les expériences dans les cages de
terrain a été collectée a partir de fruits sauvages tels que Rubus sp. et Fragaria sp. dans
différents sites en Suisse en 2015 (Girod et al. 2018b). Les mouches de cette premiére
collecte sont décrites au niveau moléculaire par Fraimout et al. (2017). Depuis 2015, elles
sont élevées a CABI a Delémont et sont utilisées dans toutes les expériences avec G.
brasiliensis (par exemple, Seehausen et al. 2020).

2.7 Régions dans lesquelles les organismes ont déja été disséminés volontairement
ou involontairement et expériences faites dans ce contexte

Une importation accidentelle de G1 G. cf. brasiliensis n'est connue que dans la région de
Vancouver en Colombie Britannique, Canada (Abram et al. 2020). Le parasitoide a été trouve
une premiere fois en 2019 et une seconde fois en 2020 (P. Abram, communication
personnelle). Jusqu'a présent, au Canada, il n‘a été élevé qu'a partir de D. suzukii comme hote.
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2.8 Biologie et écologie

2.8.1 Propagation naturelle des organismes

Les adultes de Ganaspis brasiliensis sont ailés et peuvent donc se disperser. Cependant, en
raison de leur taille relativement petite (1,5 - 1,75 mm), la dispersion par le vol est
probablement limitée a quelques centaines de métres par genération, bien que des distances
plus importantes puissent &tre couvertes par la dispersion par le vent. Cependant, aucune
donnée scientifique n'est disponible pour cette espece ou des especes apparentées permettant
de déterminer avec précision la dispersion. En tant qu'endoparasitoides des larves de
Drosophila suzukii qui se nourrissent des fruits en cours de maturation, les stades subadultes
des parasitoides peuvent également étre disséminés par d'autres animaux (par exemple les
oiseaux et les mammiferes) qui collectent les fruits et les dispersent dans I'environnement.

2.8.2 Réle et importance des organismes dans leur écosystéme d’origine

Ganaspis brasiliensis est un parasitoide qui a été décrit a plusieurs reprises comme l'un des
parasitoides larvaires dominants et les plus efficaces elevés de D. suzukii lors d’explorations
en Corée du Sud, en Chine et au Japon (Daane et al. 2016 ; Giorigini et al. 2018 ; Girod et al.
2018a). Par exemple, en Chine et au Japon, Ganaspis brasiliensis était le parasitoide de D.
suzukii le plus fréquemment éleve, étant présent dans tous les échantillons dont les
parasitoides sont sortis. C'est également I'espece qui a atteint les plus hauts niveaux de
parasitisme (jusqu'a 75%) dans les deux pays (Girod et al. 2018a). Ainsi, dans son
écosysteme d'origine, Ganaspis brasiliensis joue un réle crucial en tant qu'ennemi naturel de
Drosophila suzukii, contribuant a maintenir la population de son héte a un niveau bas et la
plupart du temps non dommageable pour les cultures horticoles en Asie.

2.8.3 Description de leur biologie, notamment reproduction, temps de génération,
modes de propagation biologique, exigences concernant les hétes, I’habitat et le
climat ainsi que gamme d’hétes potentielle

Ganaspis brasiliensis est un endoparasitoide larvaire-pupal de plusieurs Drosophila spp. Le
parasitoide adulte s'attaque aux jeunes larves de Drosophila qui se nourrissent de fruits en
percant son ovipositeur a travers la peau du fruit. Il préfere pondre dans les larves du premier
et du deuxieme stade, mais il est également capable de parasiter des stades larvaires plus
avancés. Toutefois, le risque d'encapsulement par la réaction immunitaire des larves d'hotes
plus agés est plus éleve (Wang et al. 2018). Le parasitoide forme une nymphe dans le
puparium de I'h6te, d'ou I’adulte émerge plusieurs jours plus tard. Ainsi, G. brasiliensis est un
parasitoide koinobionte, c'est-a-dire qu'il permet a son hote de continuer a se nourrir et a se
développer tout en se nourrissant de lui. Cela signifie également que le parasitoide n'empéche
pas directement les dégats sur les fruits déja infestés (la ponte par les femelles de D. suzukii
rend déja un fruit invendable), mais déploie plutdt ses effets bénéfiques a moyen ou long
terme, en faisant baisser les populations de D. suzukii dans I'environnement, y compris dans
les habitats non cultivés de D. suzukii (Kenis et al. 2016 ; Wolf et al. 2020). L'accouplement
peut avoir lieu immédiatement apres I'émergence des adultes et il n'y a pas de période de
préoviposion (Girod et al. 2018 ; Wang et al. 2018). Les femelles émergent avec environ 45
% de leur charge maximale d'ceufs (90 ceufs), qui est atteinte au bout de 8-10 jours. C'est
également a cet &ge que I'on a observé le plus grand nombre de pontes par jour (moyenne =
8). Apres 10 jours, le nombre moyen de pontes diminue avec I'age des femelles (Wang et al.
2018). Ganaspis brasiliensis est arrhénotoque, les femelles non accouplées ne produisent que
des descendants males tandis que les femelles accouplées sont capables de produire a la fois
des males (ceufs non fécondés) et des femelles (ceufs fécondés).

Plusieurs "lignées" ou "groupes génétiques"” de G. brasiliensis ont été décrits avec des
spécificités d'hdtes et des préférences d'habitat différentes (Nomano et al. 2017 ; Seehausen et
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al. 2020) : Le premier groupe (G1) est decrit comme un spécialiste de D. suzukii et a été
jusqu'a présent enregistré au Japon (Kasuya et al. 2013 ; Mitsui et al. 2007 ; Seehausen et al.
2020), en Corée du Sud (Buffington & Forshage 2016 ; Daane et al. 2016 ; et en Chine
(Giorgini et al. 2019 ; Seehausen et al. 2020). Le deuxiéme groupe (G2) n'est décrit que pour
I'Mle d'lIriomote-jima, située a I'extrémité sud de I'archipel des Ryukyu (Nomano et al. 2017).
Le troisieme groupe (G3) a été initialement décrit comme un généraliste qui s'attaque
principalement a Drosophila lutescens, D. rufa et D. biauraria dans les hautes terres
tropicales et les basses terres tempérées du Japon (Nomano et al. 2017 et citations qui y
figurent). Cependant, des études plus récentes ont montré que ce groupe est également
présent en Chine et en Corée du Sud et, au moins dans des conditions de laboratoire, il
parasite facilement D. suzukii, D. melanogaster et D. simulans (Giorgini et al. 2019 ;
Seehausen et al. 2020). Le quatrieme groupe (G4), qui est génétiquement parfois fusionné
avec un cinquieme groupe (G5 ; Nomano et al. 2017) ou avec le troisieme groupe (Seehausen
et al. 2020), a une distribution mondiale (Asie, Hawai et Afrique) et est associé a plusieurs
especes de drosophiles, dont D. suzukii (Nomano et al. 2017).

Des résultats non publiés de I'élevage de G1 et G3-4 G. cf. brasiliensis a six températures
différentes ont montré que (1) les males se développent généralement plus rapidement que les
femelles (protandry) ; (2) G1 G. brasiliensis est généralement mieux adaptée a des
températures plus élevées (température optimale plus élevée), tandis que G3 G. brasiliensis
est mieux adaptée a des températures plus basses (température minimale de développement
plus basse) ; (3) des informations supplémentaires sont nécessaires a des températures élevées
(par exemple 32°C) pour déterminer avec précision la température optimale de G1 G.
brasiliensis (figure 2).
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Figure 2 : Développement dépendant de la température de femelles et males de Ganaspis cf.
brasiliensis des deux groupes génétiques différents (G1 et G3). Colonne de gauche : taux de
développement (1/jours) ; colonne du milieu : temps de développement en jours ; colonne de
droite : distribution de la variation individuelle avec la distribution lognormale correspondante.

Les résultats concernant la longévité des adultes en fonction de la température (figure 3) ont
montré que (1) les males des deux groupes génétiques vivent généralement moins longtemps
que les femelles ; (2) les G1 G. cf. brasiliensis de Tokyo vivent généralement moins longtemps
que les G3 de Hasuike ; (3) les températures optimales pour les males des deux groupes sont

similaires a environ 15°C, tandis que les femelles G1 vivent le plus longtemps a 20°C
(moyenne=81 jours) et les femelles G3 a 15°C (moyenne=96 jours).
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Figure 3 : Longeévité adulte (moyenne £SE) de deux groupes génétiques (G1 et G3) de
Ganaspis cf. brasiliensis du Japon (pres de Tokyo et Hasuike).

A titre d'exemple pour G1 G. cf. brasiliensis élevé a 20°C, le temps de développement de
l'ceuf & I'émergence de l'adulte est en moyenne de 36 et 37 jours, et la longévité de 27 et 81
jours pour les méles et les femelles, respectivement.

Il n'est pas encore clair si les différences dans les réponses du développement a la
température sont déterminées génétiquement ou plutbt épigénétiquement en réponse a
I'environnement (c'est-a-dire des biotypes). Cependant, les réponses a la température
récemment publiées par le G3-4 G. cf. brasiliensis de la Chine subtropicale et de la Corée du
Sud plutét tempérée (Hougardy et al. 2019) sont trés similaires a nos résultats pour les guépes
G3-4 de Hasuike, ce qui soutient I'hypothese que les réponses pourraient étre différentes entre
les deux groupes génétiques/especes cryptiques.

Au cours d'expériences sur les performances thermiques de deux parasitoides asiatiques de D.
suzukii, des collegues américains ont constaté un arrét du développement de G. cf.
brasiliensis lorsqu'il est eleve a des températures constantes de 17,2°C ou moins (Hougardy
et al. 2019). Il a été déterminé que le stade dormant du parasitoide est le 5°™ stade larvaire
(prénymphe) a I'intérieur des chrysalides de D. suzukii. Ainsi, la diapause de ce parasitoide
est indépendante de celle de D. suzukii, qui passe I'hiver a I'état adulte. Le fait que le
parasitoide se soit développé jusqu'au stade prénymphe a basse tempeérature suggére que la
dormance est probablement une diapause a médiation neurohormonale et non une quiescence
spontanée déclenchée par des conditions environnementales défavorables. Il est intéressant de
noter qu'a 17,2°C, la diapause a été induite chez tous les individus originaires de Corée du
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Sud, alors que seule une partie des individus du sud de la Chine est entrée en dormance. Cela
suggere des différences entre les populations de G. cf. brasiliensis en ce qui concerne la
température seuil induisant la diapause.

Bien que cela ne soit pas explicitement mentionné dans la publication, nous savons, gréce a
une communication personnelle avec les auteurs, que tous les G. cf. brasiliensis utilisés dans
I'expérience appartenaient au groupe génétique G3. On sait que les parasitoides de la famille
Figitidae qui parasitent Drosophila spp. peuvent avoir différentes stratégies d'hivernage (par
exemple sous forme de larves dans la chrysalide de I'hdte ou sous forme d'adultes). Etant
donné les preuves présentées ci-dessus pour les especes cryptiques au sein de G. cf.
brasiliensis, il est donc possible que les guépes du groupe G1 aient une stratégie de diapause
differente de celles du groupe G3. Des recherches supplémentaires sont donc nécessaires
pour étudier la stratégie d'hivernage de G1 G. cf. brasiliensis.

2.8.4 Description des organismes hotes testés et méthodes d’évaluation de la
spécificité

Etudes de laboratoire (gamme d'hétes physiologiques) :

Les premiers tests non-choix (c'est-a-dire une espéce d’hote potentielle a la fois) avec
plusieurs agents de lutte biologique potentiels de D. suzukii ont été effectués par Girod et al.
(2018c) en utilisant cinq Drosophila spp. européennes (D. busckii Coquillett, D. hydei
Sturtevant, D. immigrans Sturtevant, D. melanogaster Meigen et D. subobscura Collin) et
une espéce de Tephritidae [Ceratitis capitata (Wiedemann)] comme non cibles. Cette
derniére a été choisie comme espece hors groupe car, comme D. suzukii, elle est également
capable de pondre dans des fruits frais. Des tests de spécificité ont été réalisés en deux étapes.
Dans I'expérience A, A. japonica, L. japonica et L. heterotoma ont été testés sur D. suzukii,
D. melanogaster, D. immigrans, D. subobscura et D. busckii se nourrissant dans un milieu
nutritif artificiel ordinaire (CAROLINA®) au lieu de fruits, car Girod et al. (2018b) ont
démontré que ces especes présenteraient le méme comportement de parasitisme avec les
larves dans ce milieu artificiel et les myrtilles. Dans I'expérience B, deux populations de
Ganaspis cf. brasiliensis [une de Kunming, en Chine, dont on a déterminé par la suite qu'elle
était un melange des groupes génétiques G1 et G3-4 ; et l'autre de pres de Tokyo, au Japon,
dont on a déterminé par la suite qu'elle était purement G1 (Seehausen et al. 2020)] ont été
testées (1) sur la méme espéce hoéte que dans I'expérience A mais en se nourrissant d'un
milieu nutritif modifié contenant des myrtilles mélangées, et (2) sur D. suzukii et C. capitata
dans des myrtilles fraiches. Enfin, dans I'expérience B, L. japonica a également été testé sur
D. hydei et C. capitata (deux espéeces qui n'ont pas été évaluées dans I'expérience A). Toutes
les expériences ont été menées dans des conditions de laboratoire, les parasitoides femelles
nouvellement apparues ont été maintenues avec les males pendant 72 h pour s'assurer qu'ils
s'accouplent et atteignent la maturité, et les périodes d'exposition consistaient en une seule
femelle exposée pendant 48 h a 10 a 30 larves de Drosophila spp. agées de 12 a 20 h. Apres
une exposition de 2 jours, les parasitoides ont été retirés, et I'émergence des mouches adultes
et des parasitoides a été vérifiée quotidiennement par la suite.

Les résultats ont montré que L. heterotoma attaquait tous les hotes testés en régime artificiel,
a I'exception de D. busckii. Bien qu'il ait été fortement attiré par D. suzukii avec 73,3% des
femelles qui pondent, le taux d'encapsulation était élevé et une seule progéniture de D.
suzukii a éte produite. Les deux populations de L. japonica (Beijing et Kunming) ont montré
des réponses similaires aux hotes non ciblés et ont donc été considérées comme généralistes
(Fig. 4A). Asobara japonica a attaque avec succes toutes les espéces de mouches
européennes testées et D. suzukii (Fig. 4A). Les deux populations de G. brasiliensis ont a
peine attaque les larves de D. hydei, D. immigrans et C. capitata, et aucune descendance n'a
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émergé de ces hoétes (Fig. 4B). Aucune émergence de parasitoides n'a éte observée pour la
population de G. brasiliensis de Tokyo (G1) sur D. melanogaster et D. subobscura, et les
quelques tentatives de ponte sur le dernier héte ont toutes été encapsulées. En revanche, G.
brasiliensis de Kunming (un mélange de G1 et G3-4) a parasité D. melanogaster, et deux
spécimens ont émergé de D. subobscura. Méme sur D. suzukii, G1 G. cf. brasiliensis
(population de Tokyo) s'est rarement développée a partir de la diete mixte, alors que la
population mixte de Kunming a obtenu de bien meilleurs résultats sur D. suzukii en diete
mixte (Fig. 4B).
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Figure 4 : Parasitisme apparent moyen (£ SE) causé par des parasitoides exposés a des larves
de divers hétes dans (A) une diéte artificielle et (B) des myrtilles ou une diéte mixte. Le
parasitisme apparent a été calculé comme la proportion d'émergence de parasitoides par
rapport au nombre total d'insectes qui ont émergé (entre parentheses : nombre de réplicats =
femelles incluses dans le calcul). Pour chaque parasitoide et chaque expérience, les barres
avec les mémes lettres indiquent qu'il n'y a pas de différence significative entre les
traitements (Girod et al. 2018c).

Des tests supplémentaires en condition de non-choix (Seehausen et al. 2020) ont été effectués
avec des G. cf. brasiliensis de sept origines différentes en Asie en utilisant trois combinaisons
d'hétes et de milieux nutritifs : (1) larves de D. suzukii se nourrissant de myrtilles, (2) larves
de D. suzukii se nourrissant d'une diete artificielle, et (3) larves de D. melanogaster se
nourrissant d'une diéte artificielle. Des femelles de G. cf. brasiliensis accouplées et naives
(c'est-a-dire jamais exposees a des hétes pour la ponte) de 3-4 j ont ensuite été libérées
pendant 48 h individuellement dans des tubes en plastique contenant I'un des trois milieux.
Toutes les femelles ont ensuite été génétiqguement identifiées sur la base du CO1. Le résultat a
montré que les femelles des trois populations de G1 (Dali, Tokyo et Xining) parasitaient
facilement D. suzukii en se nourrissant de fruits frais, mais qu'une seule femelle parasitait D.
suzukii et une autre I'h6te non ciblé D. melanogaster en se nourrissant d'un régime artificiel.
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Les femelles des populations du G3-4 (Hasuike, Fumin et Shiping), ainsi que la population
mixte de Kunming, parasitent couramment la drosophile en se nourrissant des deux milieux
(Fig. 5). La probabilité moyenne (x SE) que des femelles parasitoides (POF) parasitant D.
melanogaster se nourrissent d'un régime artificiel était significativement plus faible pour les
individus G1 (2,1 £ 2,1 % ; n = 47) que pour les individus G3 (72,2+6,1% ;n=54;y2 =
62,13 ;df = 1,99 ; P <0,0001).
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Figure 5 : Variation du parasitisme apparent par Ganaspis cf. brasiliensis de différentes
origines en Asie parasitant deux espéces hotes se nourrissant de deux milieux nutritifs. Trois
conditions experimentales ont été testées dans ce test sans choix : Drosophila suzukii sur
myrtille (rouge uni), D. suzukii sur diéte artificiel (rouge rayé), et D. melanogaster sur diéte
artificiel (noir rayé). La moyenne et I'erreur standard sont indiquées pour chaque condition
expérimentale. Les parasitoides provenant de différents endroits en Chine (Dali, Xining,
Kunming, Fumin et Shiping) et au Japon (Tokyo et Hasuike) sont regroupés selon leur
affiliation moléculaire, le groupe étendu 1 (G1) et les groupes fusionnés 3-4 (G3-4), les
individus de Kunming étant un mélange des deux groupes. Pour chaque origine de
parasitoide, 20 réplicas par combinaison espéce-héte-milieu nutritif ont été testés (n total =
420) (Seehausen et al. 2020).

Un troisieme test de laboratoire non-choix (Seehausen et al. 2020) a été effectué sur deux
especes non cibles, D. melanogaster et Drosophila simulans Sturtevant, sur soit une diéte
artificielle, soit des myrtilles, afin d'évaluer s'il existe des différences entre les deux groupes
génétiques de parasitoides en ce qui concerne le parasitisme des espéces non ciblées sur
différents milieux nutritifs. Pour les deux populations G1 (Tokyo et Xining), le parasitisme
des deux especes hotes était significativement plus élevé sur les fruits par rapport a la diéte
artificielle, alors que pour la population G3-4 de Hasuike, il n'y avait pas de différence
significative de parasitisme des deux espéces hotes entre les fruits et la diéte artificielle (Fig.
6).
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Figure 6 : Variation du parasitisme apparent de Ganaspis cf. brasiliensis a partir de deux
groupes moléculaires parasitant deux espéces hotes non cibles se nourrissant de deux milieux
nutritifs. Quatre conditions expérimentales ont été testées dans ce test sans choix : Drosophila
melanogaster sur myrtille (noir uni), D. simulans sur myrtille (gris uni), D. melanogaster sur
diete artificielle (noir rayé), et D. simulans sur diéte artificielle (gris rayé). Chaque condition
a été testée avec des parasitoides provenant de différents endroits au Japon (Tokyo et
Hasuike) et de Chine (Xining), en comparant deux affiliations moléculaires : le groupe 1
élargi (G1) et les groupes 3-4 fusionnés (G3-4). La moyenne et I'erreur standard sont
indiquées pour chaque condition expérimentale. Les barres avec les mémes lettres minuscules
ne sont pas significativement différentes a a = 0,05 selon le test HSD de Tukey. Pour chaque
origine de parasitoide, 10 réplicas par combinaison espece-hote-milieu nutritif ont été testés
(n total = 120) (Seehausen et al. 2020).

Dans des observations non publiées de 10 minutes de femelles parasitoides placées sur des D.
suzukii se nourrissant soit de diéte artificielle soit de myrtilles fraiches dans des conditions de
non-choix, plus de 60% des femelles des populations G1 ont attaqué des larves de D. suzukii
dans des myrtilles et aucune n'a attaqué de larves dans la diete artificielle. En revanche, les
femelles des populations G3 ont attaqué les larves presque aussi fréeqguemment dans la diete
que dans les myrtilles (Fig. 7).
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Figure 7 : Probabilité moyenne (xSE) de parasitisme par Ganaspis cf. brasiliensis de
différentes origines au Japon (Hasuike, Tokyo) et en Chine (Dali, Kunming, Ximing) exposés
pendant 10 minutes a des larves de Drosophila suzukii se nourrissant soit de (barres noires)
diéte artificielle, soit de (barres grises) myrtilles. Les différentes lettres au-dessus des barres
indiquent une différence significative entre I'origine et le traitement alimentaire (p<0,05). G1
et G3 font référence au groupe phylogénétique correspondant du parasitoide basé sur le CO1
(Nomano et al. 2017).

Pour déterminer si la différence entre les deux groupes géenétiques de parasitoides dans leur
affinité au milieu nutritif de I'note est également vraie lorsqu'on a le choix entre différentes
especes d'hétes et différents milieux, un essai a trois choix a été réalisé (Seehausen et al.
2020), les choix étant D. suzukii sur myrtille, D. melanogaster sur myrtille et D.
melanogaster sur milieu artificiel. Les résultats de I'essai ont montré une différence
significative de parasitisme entre les choix pour les populations G1 (Tokyo et Xining), mais
pas pour la population G3-4 (Hasuike ; tableau S5). Pour les deux populations G1, le
parasitisme de D. suzukii sur les fruits était significativement plus élevé que celui de D.
melanogaster sur les fruits ou la diéte artificielle. Une seule femelle du G1 de Tokyo et
aucune de Xining ont attaqué D. melanogaster sur diéte artificielle (Fig. 8).
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Figure 8 : Variation du parasitisme apparent de Ganaspis cf. brasiliensis a partir de deux
groupes moléculaires parasitant deux especes hotes et deux milieux nutritifs dans des tests a
trois choix. Trois conditions expérimentales ont été testées dans ce test de choix : Drosophila
suzukii sur myrtille (rouge uni), D. melanogaster sur myrtille (noir uni), et D. melanogaster
sur diete artificielle (noir rayé). Les tests ont été effectués avec des parasitoides de deux
groupes génétiques, le groupe 1 étendu (G1) et les groupes 3-4 fusionnés (G3-4), originaires
de différents endroits du Japon (Tokyo et Hasuike) et de Chine (Xining). La moyenne et
I'erreur standard sont indiquées pour chaque condition expérimentale. Les barres avec les
mémes lettres minuscules ne sont pas significativement différentes a a. = 0,05 selon le test
HSD de Tukey. Au total, 68 guépes femelles ont été testées : 20 provenant de Hasuike, 24 de
Tokyo et 24 de Xining (Seehausen et al. 2020).

En outre, un essai biologique a quatre choix a été réalisé (Seehausen et al. 2020) pour évaluer
si la spécificité de I'habitat de G1 et la généralité de G3-4 G. cf. brasiliensis sont également
valables lorsqu'on offre des choix plus naturels de fruits frais et en décomposition. Dans ce
test biologique, des réponses opposées en matiere de parasitisme entre les groupes génétiques
G1 et G3-4 ont été enregistrées : G1 de Tokyo a parasité des hotes dans les fruits frais
nettement plus souvent que dans les fruits en décomposition, indépendamment de I'espéce
d'héte testée (D. suzukii et D. melanogaster). Pour le G3-4 de Hasuike, cependant, il y a eu
une interaction significative entre les especes hotes et le statut du fruit, avec un parasitisme
significativement plus élevé de D. melanogaster se nourrissant de fruits en décomposition,
par rapport aux fruits frais (Fig. 9).
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Figure 9 : Variation du parasitisme apparent de Ganaspis cf. brasiliensis a partir de deux
groupes moléculaires parasitant deux espéces hotes sur des fruits frais et en décomposition
dans des tests a quatre choix. Quatre conditions expérimentales ont été testées dans les tests
de choix : toutes les combinaisons des hotes Drosophila suzukii (rouge) et D. melanogaster
(noir) se nourrissant de myrtilles fraiches et en décomposition. Les tests ont été effectués
avec des parasitoides de deux groupes génétiques, le groupe 1 étendu (G1) et les groupes
fusionnés 3-4 (G3-4), originaires de deux endroits au Japon (Tokyo et Hasuike). La moyenne
et I'erreur type sont indiquées pour chaque condition expérimentale. Les barres avec les
mémes lettres minuscules ne sont pas significativement différentes a a = 0,05 selon le test
HSD de Tukey. Au total, 27 et 22 femmes originaires de Tokyo et de Hasuike ont été testées,
respectivement (Seehausen et al. 2020).

Les résultats d'une expérience non publiée avec un olfactometre a quatre bras confirment les
choix décrits ci-dessus. G1. G. cf. brasiliensis de prés de Tokyo, au Japon, étaient attirés par
les odeurs de myrtilles fraiches mais repoussés par celles en décomposition (Fig. 10A). De
plus, les odeurs de myrtilles fraiches infestées par D. suzukii ont attiré les parasitoides alors
que celles des myrtilles non infestées ne I'ont pas fait (Fig. 10B) et les odeurs des myrtilles
infestées étaient clairement attirantes alors que celles des myrtilles infestées par la diéte
artificielle ne I'étaient pas (Fig. 10C).
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Figure 10 : Nombre moyen (xSE) de G1 Ganaspis cf. brasiliensis de pres de Tokyo, Japon,
par bras d'un olfactométre a quatre bras avec deux bras vides comme témoins (regroupés dans
cette figure) et deux bras contenant des sources d'odeur, qui ont varié pour chacun des trois
essais : (A) myrtille fraiche et pourrie, (B) myrtille fraiche et myrtille infestée par des larves
de Drosophila suzukii, et (C) myrtille infestée et diéte artificielle contenant des larves de D.
suzukii. Pour chaque essai biologique, 20 femelles parasitoides inexpérimentées ont éte
relachées dans la chambre principale de I'olfactometre et le nombre de parasitoides par bras a
été compté apres 24 h.

La découverte que G. cf. brasiliensis est probablement un complexe d'au moins deux espéeces
soeurs et que I'une d'entre elles peut clairement étre associée a une plus grande spécificité
d'habitat pour les fruits frais, montre I'aptitude de G1 G. cf. brasiliensis a contréler D. suzukii
et permet de se concentrer sur cette espéece pour les efforts de développement d'un
programme de lutte biologique classique. La différence d'habitat naturel entre D. suzukii
immatures se développant dans les fruits frais mars et les autres especes de drosophiles
frugivores dans les fruits en décomposition pourrait traduire la spécificité d'habitat de G1 G.
cf. brasiliensis en une spécificité d'hdte. Si elles sont entierement spécifiques aux fruits mars
dans des conditions naturelles, les guépes G1 ne parasiteront que D. suzukii dans son aire de
répartition envahissante.

Etudes sur le terrain (gamme d'hotes écologiques) :

Sur la base des spécimens de museées et de I'analyse de matériel collecté sur le terrain, G1 G.
cf. brasiliensis est décrit dans la littérature comme spécifique a D. suzukii (Nomano et al.
2017). Cependant, des expériences approfondies sur le terrain concernant la spécificité d'hote
de G. cf. brasiliensis font défaut. Deux études sur les Drosophila spp. attaquant le cerisier
sauvage au Japon ont trouvé des G1 G. cf. brasiliensis émergeant de pupes de D. suzukii
provenant de fruits mdrs sur la plante et de fruits récemment tombés, mais on ne sait toujours
pas quand les hotes ont été attaqués et si d'autres especes de Drosophila ont également été
attaquees (Kasuya et al. 2013 ; Matsuura et al. 2017).

Au cours de plusieurs enquétes en Asie, les G. cf. brasiliensis (quel que soit leur groupe
génétique) n'ont toujours été collectées qu'a partir de fruits frais mdrs et n'ont jamais été
obtenues a partir d'appats a fruits, tels que des tranches de banane (Kasuya et al. 2013 ; Daane
et al. 2016 ; Giorgini et al. 2019 ; Girod et al. 2018c), ce qui indique un degré élevé de
spécificité de I'habitat pour les fruits frais dans les conditions de terrain.

Au Canada, le G1 G. cf. brasiliensis n'a été trouvé jusqu'a présent qu'émergeant de pupes de
D. suzukii, cependant, les résultats disponibles ne concernent qu'une seule saison de plein
champ (2019) et les recherches sont en cours (P. Abram, communication personnelle).
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Ces resultats confirment I'hypothése selon laquelle la gamme d'hétes écologiques de G1 G.
cf. brasiliensis est limitée aux espéces de drosophiles se nourrissant de fruits frais. Alors
qu'en Asie, cela peut inclure quelques autres espéces de drosophiles, par exemple D.
pulchrella et D. subpulchrella, en Europe et en Amérique du Nord, D. suzukii est la seule
espece qui attaque les fruits frais et donc, le parasitoide serait spécifique a lI'espece cible.

2.8.5 Description des organismes associés potentiels (ennemis naturels, pathogénes,
commensaux) et méthodes visant a les éliminer

Aucun agent pathogene, prédateur ou hyperparasitoide n'a été retrouvé dans la collection
originale de G. brasiliensis provenant de différentes origines en Chine et au Japon. Les
colonies du parasitoide sont en quarantaine depuis 2015, donc tout organisme associé qui
pourrait étre nuisible devrait avoir été détecté a ce jour. Les matériaux hdtes accompagnant le
parasitoide proviennent de Chine et ont été congelés a -80°C pendant au moins 72 heures
avant d'étre retirés du laboratoire de quarantaine.

2.8.6 Résistances et sensibilités particulieres (froid, sécheresse, produits
phytosanitaires, etc.)

Une expérience qui n'a pas encore été publiée a été menée en collaboration avec le Dr Jana
Collatz et Nina Haner de I'Agroscope Zurich-Reckenholz, pour tester la tolérance au froid de
différents stades de vie de G1 G. cf. brasiliensis. Des myrtilles ont été exposées pendant 24 h
a D. suzukii et incubées a 22°C pendant 24 h supplémentaires pour permettre I'éclosion des
oeufs. Les myrtilles infestées ont ensuite été exposées pendant 24 h a G1 Ganaspis cf.
brasiliensis pour le parasitisme. Les larves de D. suzukii parasitées dans les myrtilles ont
ensuite été élevées a 22°C jusqu'a ce que le stade de développement souhaité du parasitoide
soit atteint. Le temps d'élevage pour atteindre les différents stades de vie du parasitoide était
le suivant : ceuf : pas d'incubation ; larve de parasitoide dans la larve de D. suzukii : 3 j ; larve
de parasitoide dans le puparium de D. suzukii : 7 j ; prénymphe ou nymphe de parasitoide
dans le puparium de D. suzukii : 14 j ; adulte : environ 30 jours (selon le sexe). Pour chaque
stade parasitoide subadulte, 24 myrtilles contenant des D. suzukii potentiellement parasités
ont été soumises a un traitement par le froid, ainsi que 12 males adultes, 8 femelles vierges et
8 femelles accouplées. L'exposition au froid a commencé par une période d'acclimatation de
7 jours a 10°C, suivie de 7 jours a 5°C. L’exposition était 7 jours a 0°C et ensuite une re-
acclimatation progressive (une semaine a 5°C et 10°C) aux conditions d'élevage standard
(22°C). D'autres nymphes de parasitoides ont également été exposées pendant 28 jours a 0°C.
Apres la ré-acclimatation, I'émergence des parasitoides et des mouches a été contrélée chaque
semaine pendant 3 a 5 semaines, en fonction du stade de développement traité. La survie des
adultes a été évaluée 24 et 48 h apres la fin de la période de ré-acclimatation. Pour chaque
stade de vie des parasitoides subadultes, 9 myrtilles qui ont été exposées a D. suzukii et G. cf.
brasiliensis en méme temps que celles soumises au traitement par le froid ont été élevées a
22°C en continu pour évaluer le succés du parasitisme sans traitement par le froid (contréle).

Les résultats ont montré que (1) aucun des parasitoides adultes n'a survécu au traitement par
le froid ; (2) tous les stades de vie des parasitoides subadultes peuvent survivre a une période
de froid de 7 jours sans différences substantielles par rapport aux témoins ; et (3) les pupes
des parasitoides peuvent également survivre a une période de froid de 28 jours sans
différences substantielles par rapport aux témoins (Figure 11).

Ainsi, G1 G. cf. brasiliensis est capable de survivre, aux stades de développement subadultes,
aux chutes de température, comme celles qui se produisent au printemps ou a I'automne en
Suisse. En outre, les résultats montrent que le stade prénymphal ou nymphal qui est
soupgonné d'entrer en diapause induite par les basses températures (Hougardy et al. 2019) est
dans une certaine mesure résistant au froid et peut supporter 28 j a 0°C.
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Figure 11 : Proportion de Drosophila suzukii parasitée avec succes par G1 Ganaspis cf.
brasiliensis lorsque (barres noires) soumise au traitement par le froid a différents stades de
développement ou (barres grises) élevée a température ambiante comme témoin. Les
traitements au froid consistaient en un refroidissement progressif et en 7 jours a 0°C. Seul le
stade nymphal du parasitoide a également été soumis & 28 jours a 0°C (Pupa (long)).

D'autres résistances ou sensibilités particuliéres (par exemple a la sécheresse ou aux
pesticides) peuvent étre supposees mais n'ont pas encore été étudiées. Cependant, en tant
qu'endoparasitoide de D. suzukii, la survie de G. brasiliensis est étroitement liée a la survie de
son hote. Par conséquent, on peut supposer que les sensibilités connues pour les stades
immatures de D. suzukii, telles que les conditions de chaleur et de sécheresse extrémes,
s'appliquent également au parasitoide.

2.8.7 Répartition géographique actuelle

Tous les groupes génétiques de G. brasiliensis sont présents en Asie, mais le groupe G1 n'a été
enregistré qu'en Asie de I'Est (Chine, Japon et Corée du Sud) et en 2019, pour la premiére fois
au Canada, en Colombie-Britannique (points rouges sur la figure 12). D'autres spécimens
historiques de G. brasiliensis (trouvés au Musée national d'histoire naturelle, Smithsonian
Institution, Washington DC, USA, et au Musée d'histoire naturelle, Paris, France) ont tous été
collectés dans les Caraibes et au Panama, tandis que la plupart des spécimens récemment
collectés ont tous été trouvés au Japon, en Corée du Sud et en Chine. Un récent réexamen de
la morphologie a confirmé que certains spécimens précédemment signalés comme G.
xanthopoda ou Ganaspis sp. dans la littérature en Indonésie, en Malaisie, en Thailande, aux
Philippines, a Hawai, en Ouganda, au Bénin et au Brésil sont G. brasiliensis (Carton et al.
1986, Schilthuizen et al. 1998, Kacsoh et Schlenke 2012, Kimura et Suwito 2012, 2015,
Buffington et Forshage 2016, Daane et al. 2016, Nomano et al. 2017, Girod et al. 2018c,
Giorgini etal. 2019, Seehausen et al. 2020). Les informations les plus récentes sur la répartition
mondiale de G. brasiliensis ont été ajoutées pour le Mexique (Gonzalez-Cabrera et al. 2020) et
le Canada (Abram et al. 2020). Etant donné que toutes les lignées sont présentes en Asie de
I'Est et compte tenu de l'origine asiatique du D. suzukii et du fait que G. brasiliensis était I'un
des parasitoides dominants directement prélevé sur les fruits d'hotes sauvages infestés par le
D. suzukii en divers endroits d'Asie de I'Est, I'ancétre commun des difféerentes lignées se trouve
probablement en Asie et I'espece pourrait avoir été introduite sur les autres continents, a savoir
les Amériques et I'Afrique (Buffington & Forshage 2016, Nomano et al. 2017). La figure 12
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indique que nos connaissances sur la répartition de G1 G. cf. brasiliensis en Asie sont plutét
limitées et que davantage de données sont nécessaires, en particulier dans les régions tempérées
d'Asie.

Figure 12 : Distribution actuelle connue de Ganaspis brasiliensis. Les points rouges
indiquent les endroits ou le groupe génétique G1 a été trouve et les points jaunes ceux ou
d'autres groupes génétiques ont été trouves ou n'ont pas encore été identifies.

Drosophila suzukii est originaire d'Asie du Sud-Est et a été détectee pour la premiére fois aux
Etats-Unis (Californie) et en Europe du Sud (ltalie, Espagne) en 2008 (Asplen et al. 2015).
Depuis lors, I'espéce s'est rapidement développée et est maintenant présente dans la majeure
partie de I'Europe (EPPO 2021). En Suisse, elle a été trouvée pour la premiére fois en juillet
2011 sur des myrtilles dans le canton du Tessin et sur des framboises dans le canton des
Grisons (Baroffio et Fischer 2011). Elle est maintenant largement répandue dans toute la
Suisse sauf dans les régions alpines a haute altitude, et est présente dans les cantons du Tessin
et du Jura, ou les lachers expérimentaux en cage de G1 G. cf. brasiliensis seront effectués
(Kenis et al. 2016).

2.8.8 Persistance et multiplication dans les conditions suisses

Les résultats des données de performance en fonction de la température présentés ci-dessus au
point 2.8.3 sont utilisés ici pour développer un modele CLIMEX préliminaire afin de prévoir
I'adéquation climatique de G1 G. cf. brasiliensis pour le climat européen, et en particulier pour
le climat plus complexe de la Suisse. Le modéle est préliminaire car jusqu'a présent,
relativement peu de données de distribution sont disponibles et certains des parameétres
biologiques du parasitoide qui peuvent étre utilisés dans CLIMEX (c'est-a-dire le seuil
supérieur de température pour le développement et la réaction a I'numidité) restent a étudier.

CLIMEX utilise un indice de croissance annuel (=Growth Index ; IG) pour décrire le potentiel
de croissance de la population en fonction de la température et de I'humidité du sol dans des
conditions favorables, et des indices de stress (froid, humidity, chaleur, sécheresse) pour
déterminer I'effet du stress abiotique sur la survie dans des conditions défavorables. Les indices
de croissance et de stress sont calculés chaque semaine, puis combinés en un indice annuel
global d'adéquation climatique, I'indice écoclimatique (Ecoclimatic Index ; El), qui va de EI=0
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pour les endroits ou I'espece n'est pas capable de persister a EI = 100 pour les endroits qui sont
optimaux pour l'espéce. Toutefois, dans les climats tempérés, la valeur maximale de I'lE est
plutdt proche de 50 et des valeurs >20 sont suffisantes pour supporter des densités de
population importantes (Sutherst et al. 2007).

Les résultats du modele préliminaire CLIMEX montrent que

1)

2)

3)

4)

G1 G. brasiliensis devrait avoir une répartition assez large en Asie du Sud-Est qui reste a
vérifier (figure 12A). Une tentative d'étude plus approfondie de la répartition des différents
groupes génétiques du parasitoide en Asie en 2020 a échoué en raison des restrictions de
voyage liees a COVID-19 ;

une grande partie de I'Europe centrale et meridionale devrait convenir au parasitoide
(EI>20), en particulier le nord de I'ltalie, la cote du nord-est de I'Espagne et la c6te nord du
Portugal (figure 12B) ;

en Suisse, les régions tempérées et continentales aux étés chauds devraient étre propices au
parasitoide (physiogéographiquement, cela correspond principalement aux zones de faible
altitude du Jura et du Plateau central). Les vallées plus chaudes, telles que la vallée du Rhin
et le Rhone, élargissent encore la répartition potentielle dans les Alpes. En outre, une grande
partie du canton du Tessin devrait également convenir au G1 G. cf. brasiliensis (figure
12C);

en combinant les modeles CLIMEX pour D. suzukii (moitiés bleues dans la figure 12D ;
Marc Kenis, non publié) et G1 G. cf. brasiliensis (moitiés rouges dans la figure 12D), la
distribution potentielle du parasitoide en Europe dépasse celle de I'néte, ce qui démontre le
potentiel d'un contréle réussi dans toutes les zones envahies.

¥ geodata © swisstopo | Climex | FiBlL

Figure 12 : Cartes CLIMEX de la distribution prévue du G1 Ganaspis cf. brasiliensis et de
I'abondance relative (indice écoclimatique) en (A) Asie (les points verts représentent la
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distribution indigéne connue du parasitoide dans la littérature), (B) Europe, (C) Suisse, et (D)
distribution prévue combinée de Drosophila suzukii (bleu) et G1 G. cf. brasiliensis (rouge) en
Europe.

2.8.9 Indications concernant un comportement envahissant des organismes devant
étre disséminés ou d’organismes voisins dans d’autres régions

La seule introduction et I'établissement accidentel confirmé de G1 G. cf. brasiliensis est
connu de la Colombie-Britannique, Canada (Abram et al. 2020). Seules deux années (2019 et
2020) de collectes sur le terrain ont été effectuées jusqu'a présent, mais les données montrent
que le parasitoide est sirement distribué de la cote ouest de Vancouver a Hope, a lI'extrémitée
est de la vallée du Fraser et a I'extrémité sud du canyon du Fraser (P. Abram, communication
personnelle ; voir les points de la Fig. 13). Il est intéressant de noter que ces points de
distribution connus correspondent bien a la distribution prédite par le méme modéle CLIMEX
que celui présenté ci-dessus (Fig. 13).

Figure 13 : Distribution de Ganaspis brasiliensis en Colombie britannique, Canada, telle que
prédite par l'indice écoclimatique dans CLIMEX (champs colorés) et observée par des
enquétes de terrain effectuées en 2019 et 2020 (P. Abram, communication personnelle).

Un autre parasitoide asiatique de D. suzukii, espéce Leptopilina japonica, également
Figitidae, a été trouvée dans la méme zone de Colombie-Britannique décrite ci-dessus, a la
différence qu'elle est également obtenue d'autres drosophiles que D. suzukii (Abram et al.
2020). Cette espece plus généraliste a également été récemment trouvée pour la premiére fois
en Italie (Puppato et al. 2020). Elle est apparue a partir d'échantillons de cerises collectés sur
six sites dans la région du Trentin en 2019 et 2020, ce qui suggére que L. japonica a déja
colonisé une zone relativement étendue. Cependant, on ne sait toujours pas quelles espéces de
drosophiles ont été attaquées par L. japonica en Italie.
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3 Réalisation de la dissémination expérimentale

3.1 Description de la dissémination expérimentale, y compris des méthodes, et
indication des quantités d’organismes qui seront disséminés

Expérience A : Spécificité de I'hote et de I'habitat

Cette expérience vise a déterminer si la découverte en laboratoire de la spécificité de G1 G.
cf. brasiliensis pour les larves de drosophile se nourrissant de fruits mirs et en cours de
maturation, et non de fruits en putréfaction, est vraie aussi dans des conditions quasi
naturelles. Au moins trois grandes cages de terrain avec un maillage trés fin (par exemple,
BioQuip, 1,8 x 1,8 x 1,8 m; maillage 32 x 32) seront installées dans un endroit ombragé. Les
bords inférieurs des parois seront creusés dans le sol pour une meilleure stabilité et pour
éviter que les insectes ne s'échappent. De plus, le sol de la cage sera rempli de sable comme
mesure de sécurité supplémentaire. Les fruits en cours de maturation sur des plantes en pot
(par exemple, des plants de myrtilles) seront exposés a D. suzukii pendant 24 h dans une cage
séparée dans des conditions de laboratoire. Dans le méme temps, les fruits en décomposition
(par exemple des myrtilles) seront exposes a D. melanogaster pendant 24 h dans une cage
séparée au laboratoire. Les plantes en pot seront ensuite placées dans les cages de terrain (2-3
plantes par cage) et les myrtilles en décomposition placés dans des conteneurs ouverts (avec
dispositif anti-fourmis) sur le sol. Environ 20 femelles de G1 G. cf. brasiliensis seront
relachées dans la cage pendant 2-3 jours. Les fruits en décomposition au sol peuvent étre
aspergés d'eau si les conditions sont trop séches. Ensuite, tous les fruits seront collectés et
élevés au laboratoire dans des boites en plastique ventilés pour compter les mouches et les
parasitoides émergents pour une détermination de (1) la spécificité de I'néte et de I'habitat du
parasitoide, et (2) I'efficacité du parasitisme dans les cages de terrain mesuré par le
parasitisme apparent. L'expérience sera répétée 2 a 3 fois au cours de la saison, en fonction de
la disponibilité des parasitoides et des plantes a fruits mdrs. Ainsi, I'expérience est reproduite
dans deux zones de Suisse (Tessin et Jura), dans trois cages dans chaque zone, et 2-3 fois tout
au long de la saison.

Expérience B : Phénologie et synchronie avec D. suzukii

L'objectif de cette expérience est de déterminer le nombre de générations que le parasitoide
G1 G. cf. brasiliensis et son hoéte cible D. suzukii effectuent dans les cantons du Jura et du
Tessin, afin de déterminer la synchronisation du systeme héte-parasitoide (surtout au début et
a la fin de la saison) dans des conditions quasi naturelles. Dans les grandes cages extérieures
susmentionnées, des cages plus petites seront installées contenant des myrtilles (pas sur des
plantes) infestés de larves de D. suzukii. Des adultes de G1 G. cf. brasiliensis fraichement
émergeé seront relachés dans ces cages plus petites pour parasiter D. suzukii. Les myrtilles
infestées seront renouvelées une fois par semaine et transférés dans une cage vide pour
déterminer les temps de développement jusqu'a I'émergence de la mouche et de son
parasitoide. Les adultes émergés seront utilisés pour un élevage continu de la méme maniere
pour déterminer le nombre de générations possibles et la synchronie du systéme hote-
parasitoide sous climat suisse, notamment en fin de saison (automne 2021) et au début de la
suivante saison (printemps 2022).

Expérience C : Survie hivernale

G1 Ganaspis cf. brasiliensis ne peut étre un agent de lutte biologique classique efficace que
s'il peut s'établir dans I'environnement et survivre aux conditions hivernales européennes.
L'objectif de cette expérience est donc d'évaluer la capacité du parasitoide a survivre aux
différentes conditions hivernales dans les cantons du Jura et du Tessin. A la fin de 2021, les
derniers stades parasitoides de I'expérience sur la phénologie décrite ci-dessus seront places
dans des conteneurs scellés et ventilés et laissés jusqu'au printemps 2022 dans des conditions
naturelles dans un endroit ombragé au niveau du sol pour mesurer la survie hivernale. Si
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suffisamment d'individus hivernants sont disponibles, certains d'entre eux seront sortis de la
cage tous les mois a partir de janvier pour évaluer leur survie. D'autres peuvent étre dissequés
pendant I'hiver pour confirmer le stade de développement hivernal du parasitoide.

3.2 Calendrier

Les expériences sont proposéees pour étre menées entre juin 2021 et juin 2022 (voir tableau 1
ci-dessous). Si la présente requéte est autorisée d'ici la, les cages de terrain de grande taille et
les cages plus petites qui s'y trouvent seront mises en place en juin ou juillet 2021 dans les
deux cantons, le Jura et le Tessin. L'expérience A sur la spécificité du parasitoide sera menée
a trois reprises entre la mi-juin et la mi-octobre, en fonction de la disponibilité des fruits mdrs
et des conditions météorologiques. L'expérience B sur la phénologie du parasitoide dans les
petites cages commencera des que possible apres l'autorisation (par exemple en juin) et se
poursuivra par I'expérience C sur la survie hivernale du parasitoide avec I'apparition de basses
températures. Pour cette derniére expérience, des dissections seront effectuées chaque mois et
la survie sera évaluée en avril ou en mai, en fonction des conditions météorologiques. Les
parasitoides ayant survécu a I'hiver seront ensuite utilisés pour évaluer la phénologie et la
synchronisation avec D. suzukii au printemps 2022.

Tableau 1 : Calendrier des expériences proposées sur (A) la spécificité de I'hote, (B) la
phénologie, et (C) la survie hivernale de G1 Ganaspis cf. brasiliensis dans des grandes cages
de terrain entre juin 2021 et juin 2022.

Exp. | Jun | Jul [ Aug | Sep | Oct | Nov | Dec | Jan | Feb | Mar | Apr | May | Jun
| |E1 |E2 |E3 |
Start | End
Start End

O|m>

3.3 Interventions sur le site de dissémination avant, pendant et aprés la dissémination
expérimentale

Avant le début des expériences, de grandes cages de terrain (1,8x1,8x1,8 m) a mailles fines
(32x32) seront installées. Les bords inférieurs des parois seront creusés dans le sol pour une
plus grande stabilité et pour éviter que les insectes ne s'échappent. En outre, le sol de la cage
sera rempli de sable comme mesure de sécurité supplémentaire. Autour des cages, des
cultures fruitiéres et des pieges jaunes collants seront placés pour surveiller les fuites et éviter
une éventuelle dispersion. Dans les grandes cages, deux cages plus petites seront installées
dans lesquelles les parasitoides seront lachés pour lI'expérience de phénologie (B) et contrblés
une fois par semaine entre juin et novembre 2021. Pour I'expérience de spécificité (A), les
parasitoides, avec des plantes infestées par D. suzukii et D. melanogaster et des fruits en
décomposition, seront placés directement dans les cages 2 ou 3 fois entre juin et octobre.
Apres 2-3 jours, tous les fruits se trouvant dans les cages seront collectés et tous les restes de
plantes seront retirés des cages dans des sacs en plastique qui seront congelés a -20°C pour
éliminer tous les parasitoides cachés. En novembre ou décembre 2021, les spécimens
hivernants de I'expérience B seront collectés, placés dans des conteneurs scellés et ventilés, et
laissés jusqu'au printemps 2022 dans des conditions naturelles dans un endroit ombragé au
niveau du sol pour mesurer la survie hivernale. De janvier a mai 2022, des spécimens seront
collectés dans ces conteneurs et apportés au laboratoire pour déterminer le stade d'hivernage
et la survie. Les individus hivernants seront également utilisés pour la poursuite de
I'expérience de phénologie (B) visant a évaluer la synchronisation du systéme parasitoide-
hote au printemps 2022. Apres les expériences, la couche de sable au fond des cages sera
recueillie dans des sacs en plastique et également congelée a -20°C.
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3.4 Techniques prévues pour I'inactivation des organismes a la fin de la
dissémination

Au début des expériences, des cultures fruitieres (par exemple des fraises et/ou des myrtilles)
infestées par D. suzukii seront plantées autour des cages pour attirer vers ces plantes les
parasitoides qui pourraient s'échapper (plantes-pieges). Ces plantes seront surveillées et
périodiquement échangées avec de nouvelles. Les fruits de ces plantes seront collectés et tous
les individus qu'elles contiennent seront élevés en laboratoire pour évaluer le parasitisme
éventuel par des G. cf. brasiliensis échappés. Bien qu'elles soient principalement destinées a
la surveillance, les plantes-piéges décourageront également les individus échappés de se
disperser davantage et de piéger une éventuelle progéniture. En outre, des piéges jaunes
collants seront placés autour des cages et surveillés périodiquement. A la fin de I'expérience
sur la spécificité des hotes, les plantes et les restes de fruits seront retirés des cages de terrain
en les enveloppant dans des sacs en plastique et immédiatement amenés a un congélateur a -
20°C pendant au moins 72 h pour tuer tous les parasitoides qui pourraient se trouver dans le
matériel vegétal. Par conséquent, tous les hotes possibles du parasitoide seront retirés de la
cage et les parasitoides adultes restants mourront de faim ou géleront a la fin de I'année. Au
printemps 2022, la couche de sable au fond des cages sera recueillie dans des sacs en
plastique et également congelée pendant au moins 72 h a -20°C.

4 Site de la dissémination expérimentale

4.1 Situation géographique, dimensions du site de dissémination et description de
I’environnement proche

Il est prévu de procéder a des lachers en cage sur deux sites en Suisse, I'un dans le canton du
Tessin et l'autre dans le canton du Jura. Le premier site est situé sur le terrain expérimental a
c6té du batiment d'Agroscope, a A Ramél 18, 6593 Cadenazzo, Tessin, Suisse. Le site fait
environ 2 ha, a 1,5 km du centre du village de Cadenazzo et est cl6turé. Il est entouré de
champs, les cultures fruitieres commerciales dans des tunnels sont & environ 300 m (Fig. 14).

Figure 14 : Site d'Agroscope a Cadenazzo, Tessin, et environs directs ou des cages de terrain
de grande taille pourraient étre placées pour les lachers de G1 Ganaspis cf. brasiliensis.
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Le deuxieme site est situé sur le terrain d'expérimentation a cété du batiment de CABI, rue
des Grillons 1, 2800 Delémont, Jura, Suisse. Le site d'environ 1,2 ha est situé dans les
collines sur versant sud au-dessus de Delémont, a environ 1,5 km de distance linéaire du
centre-ville (Fig. 15). Il est quelque peu isolé car la route ne mene qu'a quelques petits
élevages de beétail et a un restaurant au sommet de la colline. Au nord, a I'est et a I'ouest, le
site est entouré d'une forét mixte (dominée par le hétre et le sapin) et au sud, a cété d'un
champ ou poussent genéralement des cultures céréaliéres. 1l y a trés peu de cultures fruitieres
dans un rayon de 2 km.

Figure 15 : Site de CABI a Delémont, Jura, et alentours directs ou des cages de terrain de
grande taille pourraient étre placées pour les lachers de G1 Ganaspis cf. brasiliensis.

4.2 Propriétés climatiques, géologiques et pédologiques du site de dissémination et
de I’environnement proche

Le site de Cadenazzo, au Tessin, est situé au sud des Alpes, a 200 m au-dessus du niveau de
la mer, dans la plaine de Magadino, entre le mont Ceneri au sud et le pic Sassariente au nord.
De plus, elle se trouve a 5 km & I'est de I'extrémité nord du lac Majeur et & un km au sud du
Tessin. En raison de sa situation au sud des Alpes, le site est généralement abrité des vents
froids du nord et le lac Majeur tout proche lui confére un climat relativement doux en hiver,
ou les chutes de neige et les gelées sont assez rares, alors qu'il est chaud mais pas oppressant
en été. Les températures moyennes vont d'environ 1°C (moyenne basse = -3,4°C) en janvier a
22°C (moyenne haute = 27,6°C) en juillet. Le climat est assez pluvieux, surtout a la fin du
printemps et en été (précipitations moyennes en mai = 227 mm) en raison des orages de
I'apres-midi et en automne (précipitations moyennes en septembre = 220 mm) lorsque les
pluies sont dues a des masses d'air chaud provenant de la mer Ligurienne. Les précipitations
annuelles moyennes s'élévent a environ 1800 mm a Cadenazzo.

Le site de Delémont, dans le Jura, est situé a I'extréemite nord de la vallée de Delémont, une
large dépression des montagnes du Jura. Il se trouve a environ 540 m au-dessus du niveau de
la mer sur un versant sud, et a environ 1 km au nord du ruisseau La Golatte, qui se jette apres
environ un kilomeétre de plus a I'est dans la riviére Sorne. Les montagnes du Jura sont la
premiére région a étre touchee par des fronts qui atteignent la Suisse depuis l'ouest. Les
précipitations moyennes y sont donc plus importantes que sur le Plateau suisse. Le nombre
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moyen de jours de précipitations est d'environ 10 par mois et les précipitations annuelles
moyennes s'élevent a environ 950 mm, les mois de mai a aodt étant les plus humides (96-105
mm de précipitations moyennes par mois). Les orages sont fréquents en été et dans les hautes
vallées du Jura, des mares d‘air froid caractéristiques peuvent se former en hiver avec des
jours de neige fréquents entre décembre et février (chute de neige moyenne de 8 a 12 cm). A
Delémont, les températures moyennes quotidiennes varient de 0,4°C (moyenne basse = -
2,5°C) en janvier a 18,8°C (moyenne haute = 25,1°C) en juillet.

4.3 Flore et faune, y compris les plantes et les animaux utiles ainsi que les espéces
migratrices

Cadenazzo a une superficie d'environ 8,4 km?, dont 30 % sont utilisés a des fins agricoles. La
majorité des terres agricoles sont utilisées pour les céréales, mais environ 5 % sont utilisées
comme paturages alpins et 4 % pour des vergers (par exemple, de pommiers) ou des cultures
de vignes sur les pentes. Environ 25 % de la superficie totale est boisée, principalement un
mélange de différentes espéces de feuillus sur les pentes des montagnes. Dans ces foréts et
aux alentours, on sait également que plusieurs espéces non cultivées sont utilisées comme
hotes par Drosophila suzukii (Kenis et al. 2016). Le reste des terres est constitué de batiments
ou de routes, de plans d'eau et de terres improductives.

Sur la superficie totale de Delémont (22 km?), 37 % sont utilisés a des fins agricoles, la
plupart étant des champs de blé d'hiver, de mais ou de colza. On ne trouve que des arbres
fruitiers ou des baies éparses, le plus souvent dans des jardins privés. On trouve également
des prairies pour les vaches laitiéres ou a viande. Environ 42 % de la superficie est boisée,
avec une prédominance de hétres et de sapins. Dans ces foréts et sur leurs bords, les fruits
sauvages (tels que les Rubus spp. ou Sambucus spp.) qui sont connus pour étre attaqués par
Drosophila suzukii sont courants (Kenis et al. 2016). Environ 20% de la zone est peuplée, le
1% restant étant constitué de rivieres, de lacs ou de terres improductives.

A notre connaissance, aucune espéce migratrice présentant un intérét pour les lachers en
cages faisant I'objet de la pétition n'est présente dans ces zones.

4.4 Description de I’écosystéme

Les deux sites peuvent étre décrits comme des écosystémes agricoles entourés de foréts.
Alors que le site de Cadenazzo se trouve plutot au milieu de la vallée, son environnement
direct est constitué de champs avec diverses cultures. Le site de Delémont, en revanche, est
situé sur une prairie a c6té d'une lisiére de forét au nord et d'un champ agricole au sud.

5 Effets potentiels

5.1 Effets sur I’étre humain et les animaux, en particulier risques pour leur santé (p.
ex. effet allergéne ou toxique, irritation de la peau, transmission de maladies)

Le parasitoide Ganaspis cf. brasiliensis ne provoque aucune maladie chez les humains ou les
plantes, mais il est possible qu'en cas d'évasion de la cage de terrain, le parasitoide attaque et
tue des espéces de drosophiles indigénes, en particulier les especes que I'on trouve
occasionnellement sur des fruits Iégérement endommageés ou trop madrs comme D.
melanogaster. Le risque de telles attaques est classé comme faible (les détails sont décrits ci-
dessus au point B 2.8.4). En tant que parasitoide obligatoire des larves de drosophiles, en
particulier D. suzukii et les especes étroitement apparentées, G. cf. brasiliensis n'entrent que
rarement en contact direct avec les humains ou d'autres vertébreés et, si tel est le cas, sont
incapables de piquer ou de mordre.
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5.2 Effets sur I’environnement et la diversité biologique

5.2.1 Effets sur les processus environnementaux ou sur des fonctions importantes du
sol

En cas d'évasion des cages de terrain, G1 G. cf. brasiliensis peut s'établir dans
I'environnement et attaquer fortement la mouche envahissante Drosophila suzukii qui se
développe dans les fruits. Le parasitoide pourrait agir comme un ennemi naturel dominant et
éventuellement diminuer fortement les populations de D. suzukii et leur attaque des fruits. Il
existe un risque relativement faible (voir section B 2.8.4) que le parasitoide attaque
également des espéces de drosophiles indigénes telles que D. melanogaster, qui sont
principalement des décomposeurs de matieres organiques. Cependant, comme G1 G. cf.
brasiliensis est spécialisé dans les especes de drosophiles qui s'attaquent aux fruits en cours
de maturation, une niche qui, en Europe, n'est occupé que par D. suzukii, on ne s'attend a
aucun effet sur les processus de décomposition.

5.2.2 Potentiel de fixation et de propagation sur le lieu de dissémination

Bien que les expériences décrites ci-dessus soient menées dans des cages de terrain de grande
taille, on ne peut pas exclure que les parasitoides relativement petits puissent s'échapper des
cages et s'établir dans I'environnement. Comme décrit au point B 2.8.8, le climat général des
sites d'expérimentation et de leurs environs est propice a I'établissement et a la multiplication
du parasitoide et on peut donc s'attendre a ce qu'il se propage en Suisse.

5.2.3 Réle écologique attendu sur le lieu de dissémination, identification et
description des organismes cibles, conséquences des effets sur les organismes
cibles

En tant gqu'agent de contrdle biologique potentiel, G1 G. cf. brasiliensis devrait agir comme
un ennemi naturel dominant de I'envahissante Drosophila suzukii (cible) et supprimer cette
espece en attaquant ses larves et en tuant les pupes. Dans le cas d'une éventuelle évasion des
cages de terrain, le parasitoide peut s'établir dans I'environnement, se propager et entrainer
une suppression a long terme et a I'échelle de la zone des populations de D. suzukii. 1l est
prévu que grace a cette lutte biologique contre D. suzukii, les dommages causés aux fruits en
cours de maturation peuvent étre réduits en dessous d'un seuil économiquement tolérable.

5.2.4 Ennemis indigénes des organismes cibles sur le lieu de dissémination
susceptibles d’étre indirectement touchés par les effets

Une enquéte de terrain menée dans plusieurs régions fruitiéres de Suisse pendant deux années
consécutives, utilisant D. melanogaster comme héte sentinelle dans des piéges de terrain, a
démontré la présence de huit espéces de parasitoides hyménopteres qui sont des ennemis
naturels possibles de la cible D. suzukii. Des essais ultérieurs en laboratoire sans choix avec
les espéces collectées sur le terrain ont démontré que les parasitoides larvaires Asobara
tabida, Leptopilina boulardi et L. heterotoma ne pouvaient pas utiliser D. suzukii pour se
reproduire. En revanche, les parasitoides nymphaux Pachycrepoideus vindemmiae,
Trichopria drosophilae, Vrestovia fidenas et Spalangia erythromera se sont tous développés
avec D. suzukii comme hotes (Knoll et al. 2017). Des expériences avec des parasitoides
asiatiques de D. suzukii ont montré que les adultes de G. cf. brasiliensis sont capables de
discriminer des hotes précédemment parasités par d'autres endoparasitoides larvaires tels que
Leptopilina japonica, ce qui entraine un effet additif sur la suppression de I'néte (Wang et al.
2019b). Cependant, le résultat de la compétition entre le parasitoide larvo-pupal G. cf.
brasiliensis et les parasitoides nymphaux reste a étudier. Dans tous les cas, les ennemis
naturels indigénes qui attaquent D. suzukii ou des especes indigenes de drosophiles devraient
étre tres peu ou pas du tout affectés par G. cf. brasiliensis qui peut s'échapper des cages de

34



terrain, car le parasitoide est tres spécifique aux hotes se développant dans les fruits frais, une
niche qui en Europe n'est occupée que par D. suzukii.

5.2.5 Effets directs et indirects potentiels sur les organismes non

Comme mentionné ci-dessus, un G. cf. brasiliensis échappé peut attaquer certaines espéces
communes de drosophiles telles que D. melanogaster dans les fruits endommagés ou trop
mars. Cependant, D. melanogaster est trés compétitif car il nécessite moins de nutrition et se
développe plus rapidement que D. suzukii ; ses effectifs sont souvent trés supérieurs a ceux de
D. suzukii sur les fruits en décomposition, surtout pendant les saisons post-fruits (Wang et al.
2016a). Drosophila suzukii exploite une niche disponible en utilisant des ressources fruitiéres
au stade de la maturité ou du mdrissement (Mitsui et al. 2007, Poyet et al. 2014, Poyet et al.
2015), avant qu'elles ne soient disponibles pour d'autres especes de Drosophila, qui infestent
géneralement les fruits trop mars ou en putréfaction. Bien que G. cf. brasiliensis ait une forte
préférence pour les larves de drosophile dans les fruits mdrs ou en cours de maturation, on ne
peut pas exclure qu'il s'attaque a D. melanogaster ou a son proche parent D. simulans. Cela
peut entrainer une concurrence interspécifique mineure entre G. cf. brasiliensis et les
parasitoides résidents qui utilisent des Drosophila spp. indigénes comme hétes communs.

5.2.6 Concurrence potentielle avec les espéces indigénes ou éviction de ces espéeces
Comme mentionné ci-dessus, il est possible que G. cf. brasiliensis soit en concurrence avec
les parasitoides indigénes de la drosophile. Cependant, comme le parasitoide asiatique est tres
spécifique des larves qui attaquent les fruits mars ou en cours de maturation et des autres
espéces de drosophiles en Europe, seul D. suzukii occupe cette niche écologique, le
parasitisme des especes non ciblées et donc les rencontres avec des parasitoides indigénes
chez des hotes non ciblés devraient étre rares ou inexistantes et donc aucune compétition
significative ne devrait avoir lieu. Pour la méme raison, il est tres peu probable qu'une espece
indigéne soit affectée par G. cf. brasiliensis.

5.2.7 Potentiel d’hybridation avec des souches ou des biotypes indigénes

Il n'existe pas de souche, de biotype ou d'espéce du complexe d'especes de Ganaspis
brasiliensis en Europe. Cing especes de Ganaspis ont été décrites en Europe (Forshage et
Nordlander 2008). Ganaspis mundata Forster est I'espece européenne la plus commune mais
elle est morphologiquement tres différente de G. brasiliensis (Buffington et Forshage 2016)
et, donc probablement génétiquement tres distincte. On sait trés peu de choses sur les quatre
autres especes, mais aucune d'entre elles n'a été signalée en Suisse (Fauna Europaea 2020) et
aucune n'est connue comme étant associée a des Drosophilidae attaquant les fruits frais ou
pourris, ce qui limite fortement la probabilité de rencontre avec G. cf. brasiliensis. Des
expériences de laboratoire ont démontré I'incompatibilité reproductive par un isolement pré-
accouplement (aucun accouplement n'a lieu) entre les groupes génétiques G3-4 et G1 de G.
cf. brasiliensis (Seehausen et al. 2020). Ainsi, le risque d'hybridation avec les especes
européennes de Ganaspis qui sont génétiquement plus distinctes est extrémement
improbable.

5.2.8 Effets sur les plantes

Ganaspis cf. brasiliensis est un parasitoide obligatoire des Drosophila spp. et en tant que tel,
il est incapable d'attaquer directement les plantes ou de se nourrir de maniere destructrice de
matériel vegétal pour son déeveloppement. Une fuite accidentelle du parasitoide des cages de
terrain peut cependant conduire indirectement a une augmentation de la santé des plantes et
de la sécurité alimentaire : en réduisant potentiellement les populations de D. suzukii, le
niveau global d'attaque des fruits mdrissants devrait diminuer et donc la décomposition
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précoce des fruits sera empéchée, sécurisant la production de la nourriture et les sources de
nourriture pour les humains et les animaux.

5.2.9 Autres effets potentiellement significatifs
Aucun

6 Mesures de sécurité

6.1 Mesures préventives

6.1.1 Méthodes et procédures appliquées pour éviter ou réduire au minimum la
propagation des organismes en dehors du site de dissémination

Comme décrit en detail ci-dessus, les parasitoides et leurs hotes seront relachés dans des
cages de terrain de grande taille, réduisant ainsi la possibilité de propagation dans
I'environnement au moyen d'une barriere physique. Toutefois, en raison de la petite taille des
parasitoides, la prévention de la fuite et de la propagation de G. cf. brasiliensis ne peut étre
garantie. Des pieges jaunes collants et des plantes piéges (par exemple avec des baies
infestées par D. suzukii qui attirent les individus qui s'échappent) seront placés autour des
cages de terrain. Cependant, il faut comprendre que ces mesures sont principalement
destinées a la surveillance et peuvent réduire les possibilités mais ne peuvent pas empécher la
propagation du parasitoide au-dela du site expérimental.

6.1.2 Méthodes et procédures appliquées pour empécher les personnes non
autorisées d’accéder au site

Les expériences se dérouleront dans des cages de terrain et sont donc généralement protégées,
méme si des cas de de vandalisme ne sont pas a exclure. Toutefois, les deux sites
d'expérimentation sont situes dans des zones assez isolées, la zone résidentielle générale de la
ville la plus proche étant & au moins 1 km. Les deux sites se trouvent également sur des
propriétés institutionnelles qui ne sont généralement pas accessibles au grand public. Dans le
cas de Cadenazzo, le site appartient a Agroscope et est cloturé, uniquement accessible par des
portes qui sont généralement fermées lorsque le personnel de I'institut est absent. Le site de
Delémont n'est pas cléturé, mais n'est accessible par des intrus qu’en traversant un champ.

6.1.3 Méthodes et procédures appliquées pour empécher d’autres organismes de
pénétrer dans le site

Comme les expériences se dérouleront dans des cages de terrain de grande taille, les
organismes autres que les petits mammiferes ou les arthropodes qui passent par le sol sont
généralement empéchés d'y pénétrer. La clbture du site de Cadenazzo constituera une barriére
supplémentaire.

6.2 Elimination des déchets

6.2.1 Type et quantité de déchets produits

Les déchets produits au cours des expériences seront du matériel végétal, de la terre de
rempotage et des insectes morts, mais peuvent également comprendre des récipients
d'élevage et du matériel de nettoyage (par exemple, des serviettes en papier). La quantité de
déchets produits varie en fonction de I'expérience menée. Pour I'expérience 1 Spécificité de
I'ndte et de I'habitat, 3 plantes par cage seront utilisées 2 a 3 fois pendant la saison. Ainsi,
dans chacun des deux sites, un maximum de 9 plantes avec leur terreau devra étre éliminé en
méme temps pour toute répétition de I'expérience. Les quantités de déchets issus de
I'expérience 2 Phénologie et synchronisation avec la cible et 3 Survie en hiver ne sont que 10
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a 20 fruits (des myrtilles) pouvant contenir des insectes morts et des récipients d'élevage en
plastique par semaine.

6.2.2 Dangers éventuels

Le matériel végétal, le terreau et les récipients d'élevage contiennent potentiellement des
individus vivants de G. cf. brasiliensis. S'il n'est pas éliminé correctement a la sortie des
cages de terrain, le risque est que le parasitoide soit libéré dans I'environnement ou il peut
s'établir et se propager davantage. Cependant, étant un parasitoide obligatoire des Drosophila
spp., G. cf. brasiliensis ne présente aucun danger pour les humains, les autres animaux ou les
plantes.

6.2.3 Description de la procédure prévue pour I’élimination des déchets

Tous les déchets issus des expériences menées dans les cages de terrain seront mis dans des
sacs en plastique a I'intérieur des cages de terrain et stockés directement pendant au moins
trois jours a -20°C dans des congélateurs situés dans le batiment de I'institution de recherche
(Agroscope a Cadenazzo ou CABI a Delémont). Apres congélation, les déchets seront
éliminés dans les ordures ménageres générales destinées a l'incinération.

6.3 Plans d’urgence

6.3.1 Méthodes et procédures de contrble des organismes au cas ou ils se
propageraient de maniére inattendue

En cas d'évasion accidentelle des cages de terrain, I'établissement et la propagation ultérieurs
dans I'environnement peuvent étre considérés comme irréversibles et aucune methode ou
procédure n'est disponible pour contréler le parasitoide.

6.3.2 Méthodes de décontamination des zones touchées du site
Aucune méthode n'est disponible pour décontaminer les zones ou G. cf. brasiliensis s'établit
en cas de fuite accidentelle des cages de terrain.

6.3.3 Méthodes d’élimination ou de traitement des plantes, des animaux, des sols,
etc., affectés par la propagation indésirable des organismes

Comme le parasitoide et ses hotes sont trés petits et présents pratiquement partout dans
I'environnement, il n'existe aucune méthode pour traiter les plantes, les animaux, le sol, etc.
affectés par la propagation des organismes.

6.3.4 plans de protection de I’étre humain et des animaux ainsi que de
I’environnement et de la diversité biologique en cas d’effets indésirables

En tant que parasitoide obligatoire des larves de drosophiles, en particulier de D. suzukii et
des espéces proches, G. cf. brasiliensis n'entre que rarement en contact direct avec les
humains ou d'autres vertébrés, et s'il le fait, il est incapable de piquer ou de mordre. Ganaspis
cf. brasiliensis ne provoque pas non plus de maladie chez les humains ou les plantes, mais il
est possible qu'en cas d'évasion de la cage de terrain, le parasitoide attaque et tue les espéces
de drosophiles indigenes, comme D. melanogaster. Sur la base d'expériences en laboratoire,
le risque de telles attaques est classé comme étant faible (les détails sont décrits ci-dessus
dans la section B 2.8.4) et les expériences en cage de terrain sont congues pour évaluer la
spécificité du parasitoide également dans des conditions plus naturelles. Toutefois, si le
parasitoide s'‘échappe des cages de terrain, il n'est pas possible de le contrdler ou de protéger
toute espece non visee contre ses attaques.
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C. Résultats d’essais antérieurs

1. Résultats d’essais préliminaires en milieu confine pour déterminer la sécurité
biologique

Les résultats des expériences de laboratoire visant a déterminer la sécurité biologique du
lacher de G. cf. brasiliensis dans I'environnement (en particulier sa spécificité pour les
especes cibles) sont décrits en détail ci-dessus (voir section B 2.8.4) et ne seront donc
résumes qu'ici.

En raison de la grande abondance de G. brasiliensis et de son importance comme facteur de
mortalité de D. suzukii en Asie (Daane et al. 2016 ; Girod et al. 2018a ; Giorgini et al. 2019),
ainsi que dans des conditions de laboratoire (Girod et al. 2018b ; 2018c ; Wang et al. 2018 ;
2019b ; 2020), ce parasitoide a été suggéré a plusieurs reprises comme agent de lutte
biologique contre D. suzukii. Cependant, les incertitudes concernant son statut taxonomique
et son degré de spécificité par rapport a D. suzukii ont longtemps jeté le doute sur sa
pertinence comme agent de lutte biologique classique.

Des études moléculaires ont révélé une différenciation génétique des souches asiatiques de G.
brasiliensis, divisant I'espéce en quatre a cing groupes génétiques (appelés G1-G5), cette
structuration moléculaire étant confortée par différentes spécificités d'hdtes (Nomano et al.
2017), ainsi que par d'autres différences de biologie et de comportement de populations
d'origines diverses en Asie (Girod et al. 2018b ; 2018c ; Hougardy et al. 2019).

En utilisant une combinaison d'analyses moléculaires et d'expériences de croisement,
Seehausen et al. (2020) ont recueilli des preuves que G. cf. brasiliensis est un complexe d'au
moins deux especes cryptiques (appelées désormais G1 et G3-4 ; sensu Seehausen et al.
2020). D'autres expériences de choix et de non-choix avec différentes especes de drosophiles
et leurs substrats alimentaires ont montré que les femelles de ces deux groupes génétiques
présentaient des différences en termes d'especes hotes et de spécificité de I'habitat : les
individus du groupe G3-4 parasitaient facilement quelques especes de drosophiles quelle que
soit leur source de nourriture, tandis que les individus du groupe G1 sont presque
exclusivement spécifiques aux larves qui se nourrissent dans les fruits en cours de maturation.

Drosophila suzukii est connue pour pondre et se développer dans les fruits frais et en
décomposition, mais a sa niche écologique principale dans les fruits frais (Keesey et al.
2015). Contrairement aux espéces de drosophiles sympatriques des zones envahies (y
compris en Europe), les femelles de D. suzukii sont capables de pondre des ceufs a l'intérieur
des fruits mdrs non blessés grace a leur ovipositeur dentelé sclérosé (Karageorgi et al. 2017).
Il est suggéré que la différence d'habitat naturel entre les larves de D. suzukii se développant
dans des fruits frais et mars et les larves d'autres especes de drosophiles frugivores dans des
fruits en décomposition (Karageorgi et al. 2017) convertit la spécificité d'habitat de G1 G. cf.
brasiliensis en une spécificité d'héte. Si elles sont entiérement spécifiques aux fruits mdrs
dans des conditions naturelles, les guépes G1 ne parasiteront que D. suzukii dans son aire de
répartition envahissante. Au cours de plusieurs études en Asie, les G. cf. brasiliensis ont
toujours été collectées uniquement sur des fruits frais mdrs et n'‘ont jamais été obtenues a
partir d'appats a base de fruits, tels que des tranches de banane (Kasuya et al. 2013 ; Daane et
al. 2016 ; Girod et al. 2018a ; Giorgini et al. 2019), ce qui indique un degré élevé de
spécificité d'habitat pour les fruits frais, méme dans des conditions de terrain.

Ainsi, la découverte que G. cf. brasiliensis est un complexe d'au moins deux especes
congéneres et que I'une d'entre elles peut clairement étre associée a une plus grande
spécificité d'habitat pour les fruits frais (Seehausen et al. 2020), démontre la sécurité
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biologique et donc la pertinence de G1 G. cf. brasiliensis comme moyen de lutte contre D.
suzukii.

2. Données, résultats et évaluations de disséminations expérimentales réalisées avec
les mémes organismes dans des conditions climatiques et dans un environnement de
faune et de flore comparables

Mis a part lI'introduction accidentelle de G1 G. cf. brasiliensis au Canada (voir section B
2.8.9) décrite ci-dessus, aucune dissémination experimentale n'a encore été effectuée avec
cette espece. Cependant, la décision d'une demande de lacher de ce parasitoide est en cours
en Californie, Etats-Unis.
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D. Etude et évaluation du risque (annexe 4 de I'art. 21 de
'ODE)

Conformément a 1'annexe 4 de l'article 21 de I’Ordonnance sur la dissémination dans
I’environnement, nous identifions ici les dangers, déterminons les risques et justifions la prise
de ces risques liés aux lachers de G1 Ganaspis cf. brasiliensis décrits ci-dessus dans la
section A.

Depuis 2014, CABI, avec d'autres institutions dans le monde, a étudié les ennemis naturels de
D. suzukii en Asie pour le développement d'un programme de lutte biologique classique. Au
cours de plusieurs études en Asie, I'endoparasitoide primaire Ganaspis brasiliensis a été
identifié par plusieurs groupes de recherche comme un agent de lutte biologique possible en
raison de sa grande abondance et de son importance comme facteur de mortalité de D. suzukii
en Asie (Daane et al. 2016 ; Girod et al. 2018a ; Giorgini et al. 2019). Pour étudier le
parasitoide en détail, en particulier le risque qu'il peut représenter pour les espéces non cibles
en Europe, il a été importé en Suisse dans un laboratoire de quarantaine de niveau 3 de CABI
a Delémont, Jura, en vertu de I'article 2 de I'ordonnance suisse sur l'utilisation confinée. Dans
une série d'études en laboratoire, il a été déterminé que G. cf. brasiliensis est un complexe
d'au moins deux espéces cryptiques et que les individus d'un groupe génétique (appelé G3-4)
parasitent facilement quelques espéces de drosophiles quelle que soit leur source de
nourriture alors que les individus de l'autre groupe (appelé G1) sont presque exclusivement
spécifiques aux larves qui se nourrissent dans les fruits en cours de maturation (Seehausen et
al. 2020). Comme, parmi les drosophiles, seule D. suzukii attaque les fruits en cours de
maturation dans sa zone d'invasion, les espéces non cibles ont un trés faible risque d'étre
attaquees par les parasitoides G1. En outre, dans son aire de répartition d'origine, G. cf.
brasiliensis n'a toujours été prélevé que sur des fruits frais mars infestés par D. suzukii (et ses
proches parents D. pulchrella et D. subpulchrella, absents en Europe) et n‘a jamais été obtenu
a partir d'appats a base de fruits, tels que des tranches de banane (Daane et al. 2016 ; Girod et
al. 2018a ; Giorgini et al. 201 ; Kasuya et al. 2013), ce qui indique un degré élevé de
specificité de I'nabitat pour les fruits frais dans les conditions de terrain. Sur la base de ces
informations, il a été déterminé que G1 G. cf. brasiliensis semble étre bien approprié comme
agent de lutte biologique (Seehausen et al. 2020). Comme derniere étape avant les lachers en
plein champ, il est prévu d'utiliser ce parasitoide dans les lachers expérimentaux en cage de
terrain, qui font I'objet de la présente demande, afin de déterminer si la spécificité de I'n6te
qui a été évaluée en laboratoire se vérifie dans des conditions quasi naturelles en Suisse et en
Europe.

Pour les expériences prévues, le G1 G. cf. brasiliensis et ses hotes (potentiels) D. suzukii
(cible) et D. melanogaster (non cible) seront lachés dans des cages de terrain a mailles fines
et de grande taille, ce qui réduira le risque de propagation dans I'environnement au moyen
d'une barriere physique. Toutefois, en raison de la petite taille des parasitoides et de la
capacité des adultes a voler, la prévention de la fuite et de la propagation ultérieure de G. cf.
brasiliensis ne peut étre garantie et le risque de fuite des cages n'est pas négligeable. Méme
I'installation de piéges et de plantes-piéges autour des cages de terrain sert plutdt a surveiller
une éventuelle fuite qu'a prévenir la propagation. Comme décrit au point B 2.8.8, le climat
général des sites d'expérimentation et de leurs environs est propice a I'établissement et a la
multiplication du parasitoide et on peut donc s'attendre a ce qu'il se propage en Suisse. Un tel
établissement et une telle propagation dans I'environnement peuvent étre considérés comme
irréversibles et aucune méthode ou procedure n'est disponible ou connue pour contrdler le
parasitoide une fois qu'il s'est échappé.
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En cas d'évasion accidentelle des cages de terrain, aucun humain ne peut étre blessé par G. cf.
brasiliensis. En tant que parasitoide obligatoire des larves de drosophiles, le parasitoide entre
rarement en contact direct avec I'nomme ou d'autres vertébres, et s'il le fait, il est incapable de
piquer ou de mordre. Il ne causera pas non plus de dommages ou de maladies chez les
humains, les autres vertébres, les plantes ou les invertébrés autres que les drosophiles. Plus
précisément, on ne connait aucun effet du parasitoide sur les insectes autres que les especes
dont les larves se nourrissent de fruits, et il est trés peu probable qu'il en soit ainsi en raison
de la grande spécificité de I'n6te déterminée par les études de laboratoire décrites ci-dessus.
Cependant, en cas d'évasion des cages de terrain, on prévoit que G1 G. cf. brasiliensis
s'établit dans I'environnement et attaque fortement D. suzukii, espece exotique envahissante
qui se développe dans les fruits. Le parasitoide pourrait agir comme un ennemi naturel
dominant et éventuellement diminuer fortement les populations de D. suzukii et leur attaque
des fruits. Méme s'il est évalué comme étant relativement faible (voir détails dans la section
B 2.8.4), le risque que le parasitoide attaque et tue aussi occasionnellement des espéces de
drosophiles indigénes, comme D. melanogaster, ne peut étre exclu. Les espéces de
drosophiles indigénes jouent un rdle écologique important en tant que décomposeurs et en
tant que participants de réseaux trophiques complexes (Savage 2002). Un parasitisme
important de ces mouches des fruits indigénes par un agent de lutte biologique généraliste
importé peut avoir des conséquences négatives sur I'écosysteme, mais il est trés peu probable
qu'il se produise dans le cas de G1 G. cf. brasiliensis pour les raisons suivantes : Comme I'ont
déterminé les tests de choix en laboratoire, les G1 G. cf. brasiliensis s‘attaquent presque
exclusivement (peut-étre méme exclusivement en plein champ) aux larves de drosophiles
dans les fruits mdrs et en maturation, une niche qui, en Europe, n'est exploitée par aucun
drosophile indigene. Ainsi, si un parasitisme se produit dans d'autres substrats alimentaires
typiques des especes de drosophiles (par exemple les fruits en décomposition), on peut
s'attendre a ce qu'il soit trés faible et donc qu'il n'entraine pas le déclin d'une espéce.
Certaines espéces, telles que D. melanogaster ou D. simulans se nourrissent principalement
de matériel en décomposition mais peuvent occasionnellement étre trouvées dans des fruits
blessés ou légerement pourris, auquel cas elles peuvent étre attaquées par G1 G. cf.
brasiliensis. Cependant, la proportion d'individus de ces hdtes non ciblés qui seront affectés
par le parasitoide sera minime. En outre, D. melanogaster et D. simulans sont tres compétitifs
car ils nécessitent moins de nutrition et se développent plus rapidement que D. suzukii ; leur
nombre est souvent trés supérieur a celui de D. suzukii sur les fruits pourris (Wang et al.
2016a).

Une enquéte de terrain menée dans plusieurs régions fruitiéres de Suisse pendant deux années
consécutives, utilisant D. melanogaster comme hote sentinelle dans des piéges de terrain, a
démontré la présence de huit especes de parasitoides hyménopteres qui sont des ennemis
naturels possibles de D. suzukii. Ensuite, des essais non-choix en laboratoire avec les especes
collectées sur le terrain ont démontré que les parasitoides larvaires Asobara tabida,
Leptopilina boulardi et L. heterotoma ne pouvaient pas utiliser D. suzukii pour se reproduire.
En revanche, les parasitoides nymphaux Pachycrepoideus vindemmiae, Trichopria
drosophilae, Vrestovia fidenas et Spalangia erythromera se sont tous développés avec D.
suzukii comme hotes (Knoll et al. 2017), et donc, la compétition entre ces parasitoides et G.
cf. brasiliensis est théoriquement possible. Des expériences avec des parasitoides asiatiques
de D. suzukii ont montré que les adultes de G. cf. brasiliensis sont capables de discriminer
des hétes précedemment parasités par d'autres endoparasitoides larvaires tels que Leptopilina
japonica, ce qui entraine un effet additif sur la suppression de I'hdte (Wang et al. 2019b).
Cependant, le résultat de la compétition entre le parasitoide larval-pupal G. cf. brasiliensis et
les parasitoides larvaires reste a étudier. Dans tous les cas, les ennemis naturels indigénes qui
attaquent D. suzukii ou des especes indigenes de drosophiles devraient étre tres peu ou pas du
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tout affecteés par G. cf. brasiliensis qui peut s'échapper des cages de terrain, en raison de la
specificité mentionnée précédemment du parasitoide pour les hotes se développant dans les
fruits frais, une niche qui en Europe n'est occupée que par D. suzukii.

L'hybridation avec des souches indigénes, des biotypes ou des especes sceurs est également
tres peu probable, car il n'existe pas de souche, de biotype ou d'espéce indigéne du complexe
d'especes de G. brasiliensis en Europe et les cinqg espéces européennes de Ganaspis décrites
(Forshage & Nordlander 2008) ne sont pas connues pour étre associées a des drosophiles
attaquant des fruits frais ou en décomposition, ce qui limite fortement la probabilité de
rencontrer G1 G. cf. brasiliensis. En outre, des expériences de laboratoire ont démontré une
incompatibilité reproductive par un isolement pré-accouplement (aucun accouplement n'a
lieu) entre les groupes génétiques G3-4 et G1 de G. cf. brasiliensis (Seehausen et al. 2020).
Ainsi, le risque d'hybridation avec les especes européennes de Ganaspis qui sont
génetiquement plus distinctes est extrémement improbable.

A notre connaissance, G. cf. brasiliensis est un parasitoide obligatoire de Drosophila spp. et,
en tant que tel, il est incapable d'attaquer directement les plantes ou de se nourrir de maniére
destructrice du matériel végétal pour son développement. Toutefois, en cas de fuite
accidentelle du parasitoide des cages de terrain, on s'attend a ce que le parasitoide entraine
indirectement une amélioration de la santé des plantes et de la sécurité alimentaire : en tant
qu'agent de lutte biologique, G1 G. cf. brasiliensis devrait réduire les populations de D.
suzukii et donc le niveau global d'attaque des fruits a repousse. Ainsi, on pense que la
décomposition précoce des fruits suite a I'attaque par D. suzukii est minimisée, ce qui sécurise
la production et les sources de nourriture pour les humains et les animaux.

Comme détaillé dans I'introduction, cette dissémination est justifiée en raison (1) de
I'invasion généralisée de D. suzukii en Europe et des dégats dévastateurs causés par ce
ravageur aux cultures de petits fruits ; (2) de la nécessité de développer des stratégies de lutte
durables a I'échelle de la région, telles que la lutte biologique, qui pourraient faire baisser les
populations de D. suzukii dans les habitats cultivés et non cultivés ; et (3) de I'absence
actuelle d'ennemis naturels efficaces de D. suzukii dans toutes ses régions envahies en Europe
et en Amérique. Nous pensons que globalement, le faible risque (représenté par l'attaque
occasionnelle de certaines especes indigenes de drosophiles en cas d'évasion) de lacher de G1
G. cf. brasiliensis dans des cages de terrain pour une derniére vérification de sa spécificité
par rapport a D. suzukii avant de le lacher en plein champ, est justifié par rapport aux dégats
causés par D. suzukii au secteur fruitier en Europe et dans le monde.
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E. Plan de surveillance

Des efforts pour surveiller I'éventuelle évasion de G1 Ganaspis cf. brasiliensis des cages de
terrain seront faits pendant les expériences et pendant la saison de croissance de I'année
suivant les expériences. Nous exposons ici les méthodes spécifiques de ce plan de
surveillance.

1) Surveillance pendant les expériences

Au début des expériences, des cultures fruitieres (par exemple des fraises et/ou des myrtilles)
infestées par D. suzukii seront plantées autour des cages pour attirer vers ces plantes les
parasitoides qui pourraient s'échapper (plantes-pieges). Ces plantes seront surveillées et
périodiquement échangées avec de nouvelles. Les fruits de ces plantes seront collectés et tous
les individus qu'elles contiennent seront élevés en laboratoire pour évaluer le parasitisme
éventuel par des G. cf. brasiliensis échappés. Bien qu'elles soient principalement destinées a
la surveillance, les plantes-piéges décourageront également les individus échappés de se
disperser davantage et de piéger une éventuelle progéniture. En outre, les fruits poussant a
moins de 500 m des sites expérimentaux seront collectés et élevés au laboratoire pour
surveiller la fuite du parasitoide. De plus, des piéges jaunes collants seront placés autour des
cages et contrdlés périodiquement pour détecter la présence de G. cf. brasiliensis.

2) Surveillance aprés les expériences

Pendant la saison de croissance (mai-septembre), apres la libération dans des cages, les fruits
poussant a moins de 500 m des sites expérimentaux seront a nouveau collectés et élevés en
laboratoire pour surveiller la fuite du parasitoide.

Plusieurs études menées en Asie ou G. cf. brasiliensis est naturellement présent ont montré
que la collecte de fruits mars sur les plantes est une méthode valable et efficace pour détecter
la présence du parasitoide dans le milieu naturel (Daane et al. 2016 ; Girod et al. 2018a ;
Giorgini et al. 2019).

F. Information pour le public

Nous ne sommes pas opposés a informer le public du fait que des lachers expérimentaux de
G1 Ganaspis cf. brasiliensis seront effectués dans des cages de terrain en Suisse comme
derniére étape, avant les lachers en plein champ, pour évaluer la spécificité du parasitoide
pour Drosophila suzukii dans des conditions quasi naturelles.
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