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Des outils mo

Chauves-souris prédatrices
des tordeuses : c’est confirmé !

eculaires ont mis en évidence la prédation des imagos de tordeuses
de la vigne par des chauves-souris, alias chiroptéres.
@ DACIANA PAPURA*, YOHAN CHARBONNIER**, ADRIEN RUSCH*, PAULA INZIRILLO* ET GILLES SENTENAC***

*UMR 1065 Santé et agroécologie du vignoble (Save), Inra/Bordeaux Sciences Agro - Villenave-d'Ornon. **Ligue pour la protection des oiseaux (LPO), délégation
Aquitaine - Bourrou. ***Institut francais de la vigne et du vin (IFV) - Beaune.

ivers travaux, notamment

ceux présentés dans les

pages précédentes (p. 38

a 44), ont établi que des
chauves-souris fréquentent les vignes,
profitent de la diversité du paysage
et ont une activité de prédation d’in-
sectes. Il restait a savoir si ces chirop-
teres sont des auxiliaires de la culture
en consommant des tordeuses de la
vigne... ou pas.

Ravageurs de la vigne :

penser régulation naturelle
Une voie prometteuse pour réduire

la dépendance aux « phytos »

Dansles systémes agricoles actuels, la ges-
tion des populations de bioagresseurs est
fortement dépendante des produits phy-
tosanitaires de synthese. La protection sur
vigne est particulierement intensive, avec
unIFT de 12,5. Cette culture consomme a
elle seule 15% de la quantité totale de pro-
duits phytosanitaires employés en France,
alors qu’elle recouvre moins de 4% de la
surface agricole utile du pays (Butault et
al., 2010).

Face aux enjeux sanitaires et environnemen-
tauxactuels, le renforcement des régulations
biologiques dans les agrosystémes apparait
comme une voie prometteuse pour réduire
la dépendance aux produits phytosanitaires.
En effet, la régulation des bioagresseurs
des cultures par des auxiliaires spontanés

semble représenter un service important
rendu par la biodiversité et contribuant
significativement & la production agricole
(Losey et Vaughan, 2006).

Le régime alimentaire des chiroptéres
sur vigne encore peu connu

Il est aujourd'hui démontré que les com-
munautés d’auxiliaires et les services de
régulation associés sont déterminés par des
processus agissant a des échelles spatiales
multiples allant de la plante au paysage, en
passant par la parcelle cultivée (Rusch et al,
2010 ; Tscharntke et al., 2012).

Il est, par exemple, bien connu que le main-
tien d’espaces non cultivés, tels que foréts
ou prairies extensives, permet d’entrete-

< Vignoble de Huchey-Halde,
dans le Bordelais, un des
sites oll une étude a permis
de constater le rdle des
chauves-souris face aux
tordeuses de la grappe.

v Dégats de ver de cochylis
sur grappe.
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nir un pool d’especes d’ennemis naturels,
voire d’augmenter parfois les services de
régulation naturelle rendus par certaines
espeéces/communautés. Le maintien d’'une
plus grande hétérogénéité paysagére peut
ainsi permettre de réduire les dégats et le
nombre de traitements phytosanitaires
(Karpetal, 2013).

Cependant, il existe des manques de
connaissances scientifiques qui limitent
fortement la mise en place d’infrastructures
agroécologiques dans les paysages viticoles
pour conserver certaines especes et aug-
menter leurs roles fonctionnels.

Ainsi, nous pouvons constater un défaut
d'information autour du régime alimentaire
etdurole fonctionnel d’espéces appartenant

m—

¥ ETUDE - Une étude réalisée
en2016et2017 al'inra de Bor-
deaux, avec la collaboration de
I'Institut francais de la vigne et
du vin de Beaune, de la Ligue
pour la protection des oiseaux
et d’Eliomys, porte sur la mise
en évidence de I'implication
des chauves-souris, en tant
que prédateurs généralistes,

dans le contrdle biologique des
tordeuses de la vigne (eudémis,
cochylis et la pyrale).

Pour vérifier la consommation
de tordeuses par les chauves-
souris, un outil moléculaire de
type « PCR diagnostique » a été
mis au point. Celui-ci permet
d’amplifier de I’ADN de tor-
deuse digéré et retrouvé dans

les feces des chauves-souris
en utilisant des amorces spé-
cifiques.

* RESULTATS - Les analyses
par PCR diagnostique d'un
sous-échantillon de 144 feces
ont révélé que 74,1% des
échantillons analysés étaient
porteurs de traces d’ADN de

tordeuses de la vigne dans le
vignoble girondin et 75% dans
le vignoble bourguignon.

Nos résultats révelent donc
que les especes de chiroptére
étudiées représentent poten-
tiellement un groupe d’enne-
mis naturels pouvant jouer un
role dans la régulation naturelle
des tordeuses de la vigne dans

les paysages viticoles et ainsi
participer a la diminution de
I'utilisation de produits phyto-
sanitaires au vignoble.

» MOTS-CLES - Vigne, chirop-
téres, chauve-souris, pipistrelle,
eudémis, cochylis, tordeuse
de la vigne, prédation, ADN,
séquencage, PCR diagnostique.
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« Une sérotine commune, recueillie au centre de
soins LPO Aquitaine. Celle-ci sera relachée dans
son habitat naturel. ’

a différents groupes d’ennemis naturels.
Parmi 'ensemble des especes auxiliaires,
plusieurs especes de chiropteére, qui sont
toutes insectivores, apparaissent intéres-
santes a étudier.

Le chiroptére, un bon modéle d’'étude
Les services de régulation naturelle fournis
par les chiroptéres ont été démontrés en mi-
lieu tempéré sur des ravageurs comparables
aux tordeuses de la vigne tels que les carpo-
capses et les pyrales du pommier (Jayet al.,
2012),la pyrale du mais (Lee et McCraken,
2005), la pyrale duriz (Puig-Montserrat et
al., 2015) ou encore la processionnaire du
pin (Charbonnier et al., 2014).

Le mode de chasse et le régime alimentaire
des chiroptéres européens en font un tres
bon modele d’étude pour évaluer leur lien
trophique avec les ravageurs de la vigne. En
effet, la majorité des especes de ravageurs
de la vigne sont des insectes (tordeuses de
lavigne, cicadelles, drosophiles...), dont les
adultes ont majoritairement une activité de
vol nocturne.

Au cours de différentes études départemen-
tales, la fréquentation de I'espace viticole
girondin ou bourguignon par les chiropteres
a été confirmée a maintes reprises. Cepen-
dant, sile role des chauves-souris comme
auxiliaires de la vigne est souvent mis en
avant, la preuve faisait encore défaut.

Caractériser les liens trophiques

Au regard de 'important questionnement
des scientifiques et des acteurs de la profes-
sion autour de la conservation des chirop-
teres et de leur role comme auxiliaires de la
vigne, il apparait nécessaire de mener une
étude pour caractériser les liens trophiques
entre communautés de chiropteres et tor-
deuses de la grappe.

A notre connaissance, peu d’articles sont
consacrés a I'effet de la matrice viticole
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sur l'activité et la richesse des chiropteres
(Assandri, 2016 ; Froidevaux et al., 2017 ;
Sentenac et Rusch, 2017), et encore trop peu
d’'informations sont disponibles pour préco-
niser des mesures favorables a 'amélioration
de la capacité d’accueil du vignoble.

De plus, aucune référence n’existait sur le
role d’auxiliaire qu’ils seraient susceptibles
de jouer contre les ravageurs dela vigne. La
part du régime alimentaire
qu'occuperaient les princi-

pales espéces d’insectes

B il

Développement de 'outil

moléculaire PCR diagnostique

Séquencage et analyse

des fragments amplifiés

La méthode moléculaire de PCR diagnos-

tique consiste a utiliser des amorces spéci-

fiques afin d’amplifier des fragments courts

d’ADN d’eudémis (Lobesia botrana), de

cochylis (Eupoecilia ambiguella) et de la
pyraledelavigne (Sparga-
nothis pilleriana) a partir de
I’ADN extrait de feces des

ravageurs de lavigne, plus Les services de chauves-souris.
particuliérement les tor- régu I atlon Pour le développement de
deuses de la vigne, restait ces amorces, un fragment
doncinconnue. naturelle d’ADN mitochondrial de
650 pb (région cytochrome

Lintérét de développer
un outil moléculaire
Dans ce contexte, nous
avons mené une étude avec
comme objectifs :

—de développer un outil
moléculaire de type « PCR
diagnostique » afin de
mettre en évidence la présence, ou non,
de’ADN de tordeuses de la vigne dans les
restes alimentaires (feces) des chauves-
souris, démontrant ainsi leur capacité, ou
non, & Consommer ces ravageurs ;

—de vérifier cet outil moléculaire in natura,
en analysant des échantillons de feces de
chauves-souris principalement collectés
sous des gites diurnes ou des reposoirs
nocturnes situés dans des vignobles de la
Gironde et de la Cote-d’Or, ou dans leur
environnement proche.

fournis par les
chiroptéres ont
été demontres
sur pPOMmMmier.

oxydase 1, CO1) a été ci-
blé et amplifié a partir de
’ADN de chacune des trois
especes de tordeuses déja
citées et, pour chacune, sur
plusieurs individus prove-
nant des régions géogra-
phiques différentes, afin de
couvrir une plus grande variabilité intra-
spécifique.
Ala suite du séquencage et a 'analyse des
fragments amplifiés, plusieurs zones, a la
fois variables inter-espéce mais conservées
au sein de l'espece, ont été identifiées. Elles
ont été ciblées pour le développement de
ces amorces spécifiques.
Parmi un grand nombre des amorces testées,
nous avons retenu :
—les couples d’amorces Lb-nb4F/Lb-nb3R et
Lb-nb5F/R qui amplifient spécifiquement
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Fruitiéres et Légumiéres,
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Fig. 1: Détectabilité de I'ADN d’eudémis dans les féces de la
pipistrelle de Kuhl en fonction du temps écoulé aprés I'ingestion

Aucune chauve-souris n'a été capturée, ni encore moins blessée, pour réaliser ce test.

Protocole PCR diagnostique mis au point pour la détection
de I’ADN de tordeuses de la vigne dans les féces des chauves-souris

ur.r':.a \'-rt

Chauves-souris du centre de soin nourrie
avec des chrysalides d'eudémis et cochylis
e X

Prélevement des féces a différents temps
post-ingestion:2 h,4h, 6 h,10h, 24 h et 48 h

Détection d’ADN (%)

(= 100
i) Extraction d’ADN 80 N
/ + PCR 60 N\~
avec les amorces A\
spécifiques 40
tordeuses de lavigne  2g
0

2h 4h 6h 10h 24h 48h
Période post-ingestion
pour I’ADN d’eudémis

4= Amplification 186 pb
4= Paire diméres

Fragment de 186 pb amplifié dans les féces positives

avec les amorces spécifiques eudémis Lb-nb4F/Lb-nb3R

< Les tests ont
démontré qu'il est
possible de détecter

d’eudémis jusqu‘a
48 h post-ingestion.

les traces d’ADN digéré

des fragments courts ’ADN digéré d’eu-
démis (186 pb et respectivement 137 pb);

— le couple d’amorces Ea-nbF/R qui amplifie
un fragment court (175 pb) au niveau de
'ADN de cochylis mais aussi de la pyrale
delavigne.

Spécificité des amorces

Ces trois couples d’amorces ont été testés
pour leur spécificité & amplifier uniquement
'ADN des tordeuses de la vigne. Nous avons
vérifié qu'ils wamplifient pas FADN d’autres
proies taxonomiquement proches, qui peu-
vent se trouver dans le méme environne-
ment viticole (voir tableau).

Sensibilité des amorces :

tests alimentaires réalisés

La sensibilité des amorces & détecter la pré-
sence des traces PADN digéré des tordeuses
dans les feces des chauves-souris a été es-
timée via des tests alimentaires (Figure 1).
Lobjectif a été de déterminer la fourchette
de temps de digestion de ces proies, entre
les premieres feces détectées positives et
celles que nous avons pu collecter jusqu’a
48 h post-ingestion.

Ces tests ont pu étre réalisés avec des
chauves-souris blessées, se retrouvant en
captivité au centre des soins LPO Aquitaine
(lien dans « Pour en savoir plus » p. 51) pour
étre soignées puis reldchées dans leur ha-
bitat naturel.

Trois pipistrelles de Kuhl (Pipistrellus kuhlii)
ont été nourries en une seule fois avec une
ou plusieurs chrysalides d’eudémis ou co-
chylis (les deux espéces de tordeuse de la
vigne entretenues en élevage a I'Inra, UMR
Save). Les féces, récupérées dans des condi-
tions stériles a des intervalles réguliers post-
ingestion (2h,4h,6h,10h, 24 het 48 h)
ont été analysées par PCR diagnostique en
utilisant les trois couples d’amorces retenus.

Haut niveau de détectabilité

Les résultats montrent qu’il est possible de
détecter spécifiquement les traces ’ADN
digéré d’eudémis jusqu'a 48 h post-ingestion
avec les deux couples d’amorces, Lb-nb4F/
Lb-nb3R et Lb-nb5.

Les feces récupérées jusqu’a deux heures
apres I'ingestion sont positives 4 90 %, et
ce haut niveau de détectabilité est conservé
jusqu'a 6 heures post-ingestion. Au-dela de
cet intervalle, le pourcentage de détection
baisse, mais il est encore de lordre de 70 %
448 h post-ingestion.

Pour cochylis, le méme type de résultats a
été obtenu : 73 % des guanos étaient en-
core positifs apres 6 h post-ingestion. En
revanche, nous ’avons pas eu la possibilité
de prolonger ce test au-dela de 6 h.
Cesrésultats sont représentatifs du proces-
sus de digestion chez les chauves-souris.
Tout d’abord, une partie de la proie consom-
mée passe dans le tractus digestif sans étre
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Résultats du test de spécificité réalisé pour les trois couples d’amorces Lb-nb4F/Lb-nb3R, Lb-nb5 et Ea-nb

Autres especes d'arthropodes dans I'environnement viticole ou mix vigne/pommiers
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digérée, ce qui permet de la détecter tres
rapidement. Puis le reste de la proie est
digéré dans le bol alimentaire, cependant
il reste encore détectable 48 heures post-
ingestion. La dégradation de ’ADN par la
digestion conduira petit & petit & une moins
bonne détection.

Un outil sensible

Ces tests confirment que la détection de
'ADN des tordeuses de la vigne a partir de
feces de chauves-souris est réalisable, et ca-
ractérisent la grande sensibilité de détection
del'outil développé. La forte détectabilité de

5 litres.

I'ADN digéré des tordeuses au cours des 48 h
post-ingestion (pour la pipistrelle de Kuhl)
nous a permis d’envisager la mise en ceuvre
d’'une premiére étude sur des féces obtenues
in natura dans des contextes viticoles.

Analyse des féces de chauves-
souris dans le paysage viticole
Tests en Gironde et en Bourgogne
Afin de tester la sensibilité et la reproduc-
tibilité de cette approche pour mettre en
évidence la présence de traces d’ADN de
tordeuses de la vigne dans les restes alimen-
taires des chiropteres sur des échantillons

5 litres

REP'CLAC ®Gibier

retrouvés in natura, des collectes des féces
ont été réalisées dans les régions viticoles
de Gironde et de Bourgogne.

Ces collectes ont eu lieu de facons répétées
en 2016 et 2017, pendant la période de vol
des tordeuses de la vigne, dans des sites
dontl'environnement est fréquenté par ces
ravageurs.

Sur'ensemble du dispositif, les deux années
confondues, plusieurs milliers d’échantillons
ont été ainsi collectés. Un total de 144 feces
ont été analysées : trente-six féces collectées
en 2017 sur quatresites girondins (chateaux
Brethous, Corbin, Saint-Aubin, et Vignonet

REP'CLAC ®Sanglier

Répulsif concentré a action olfactive et gustative contre
les attaques de cervidés.

Vignes, arbres fruitiers, arbres d’ornement, plants
forestiers et maraichage.

Composition : graisse de mouton émulsionnée 64 g/kg

‘Stop gibier+, détenteur Société Morp!

attaques de lapins et liévres.

Vignes, arbres fruitiers, arbres d’ornement, plants

forestiers.
Composition : huile de poisson 157 g/l

Répulsif concentré a action gustative contre les

marque Stop Sanglier+, détenteur Sociét

Agir en préventif 1 & 2 mois avant la récolte.

: huile de poisson, poivre, sur support |

AEDES PROTECTA SAS ¢ ZAC de la Plaine 13440 CABANNES Tél. 04 90 02 16 20 » contact@an-protecta.eu

Croquettes alimentaires répulsives pour lutter
| contre la présence des sangliers.
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~ Eglise de Vignonet (Gironde). Des feces de
pipistrelle commune (Pipistrellus pipistrellus)
ont été collectées sur ce site.

église) et cent huit feces collectées en 2016
sur trois sites bourguignons (chateau de
Monthélie, Blagny et Melin).

Espéces de chauve-souris détectées
En Gironde, les feces ont pu étre identifiées
etattribuées a trois espéces de chiroptére :
~la pipistrelle commune (Pipistrellus pi-
pistrellus) trouvée au chateau Brethous
et Vignonet église ;
~lapipistrelle de Kuhl (P. kuhlii) trouvée au
chéteau Brethous et au chiteau Corbin ;
~loreillard gris (Plecotus austriacus) présent
aux chateaux Corbin et Saint-Aubin.
En Bourgogne, les féces analysées appar-
tenaient a deux especes de chiroptére : le
petitrhinolophe (Rhinolophus hipposideros)
trouvé sur le site du chateau de Monthélie
etaBlagny et une pipistrelle (P. pipistrellus
ou P. pygmaeus) trouvée a Melin.

Présence d’ADN de tordeuses

Des taux élevés de féces positives, autre-
ment dit dans lesquelles il a été possible
de détecter des traces d’ADN de tordeuses
de lavigne, caractérisent les deux régions

Fig. 2 : La prédation démontrée
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Représentation des taux de détection par PCR diagnostique des traces d’ADN d’eu-
démis et cochylis ou pyrale de la vigne dans les échantillons de féces collectés en
2016 et 2017 sur les sites viticoles de Gironde et Bourgogne.

Sites de prélévement
© Centre de soin LPO
O Chéateau Brethous

@ Chéateau Corbin

© Chéteau Saint-Aubin
@ Eglise de Vignonet

viticoles : 74,1 % de positives dans le vi-
gnoble girondin et 75 % dans le vignoble
bourguignon.

En Gironde, la présence de PTADN d’eudé-
mis et de cochylis ou de pyrale de la vigne
(sachant que 'amorce Ea-nb ne permet pas
de différencier les traces d’ADN digéré de
cochylis de celles C’ADN digéré de pyrale
de la vigne) a pu étre mise en évidence
dans 91,6 % des feces testées au chateau
Brethous, 83,3 % a Vignonet, 68,7 % au
chéateau Saint-Aubin et 33,3 % au chateau
Corbin (Figure 2 A).

En Bourgogne, la présence de ’ADN d’eu-
démis, de cochylis ou de pyrale de la vigne

Phytobac‘
Optimisé

par_ g,

Biot1

Plus de dix ans d'expertise
dans la gestion de vos
effluents Phytosanitaires

Guanos positifs pour
I Fudémis
B Cochylis/pyrale

[ Guanos négatifs

] Eudémis
+ cochylis/pyrale

Sites de
prélevement
O Monthélie
O Melin
© Blagny

N=59

Bourgogne

apu étre mise en évidence dans 68,2 % des
feces analysées a Monthélie, 84,7%2 Blagny
et 55,6 % a Melin (Figure 2B).

Une étude inédite

L'ensemble de nos résultats montre que,
grace au développement de ce nouvel ou-
til moléculaire, il est possible de détecter
spécifiquement les traces ’ADN digéré
d’eudémis, cochylis ou pyrale de la vigne
dans les feces des chauves-souris. A notre
connaissance, ce travail représente la pre-
miere étude démontrant la consommation
de tordeuses de la vigne par les chauves-
souris. Cette approche semble donc étre

TRAITER VOS EFFLUENTS PHYTOSANITAIRES

AVEC LES MICRO-ORGANISMES DU SOL

www.biotisa.com
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une méthode prometteuse, permettant de
détecter les deux ou trois espéces de tor-
deuses de la vigne consommées. En effet,
ces proies au corps mou sont habituelle-
ment tres difficiles a identifier par d’autres
approches a partir des feces des chiropteres
(Kunz et Parsons, 2009).

Le statut de prédateur d’'imagos de tordeuses
delavigne par certaines espéces de chauves-
souris est a présent démontré. Il reste ce-
pendant a évaluer quantitativement le role
fonctionnel des chauves-souris au vignoble.
Il conviendra également, afin d’étre en me-
sure d’'optimiser ce service de régulation,
de poursuivre des études relatives a 'effet
des systemes de cultures (Froidevaux et
al.,, 2017), de la composition du paysage
(Sentenac et Rusch, 2017), ou de la confi-
guration du paysage sur les communautés

Eurofins Agrosmence
Services

\The Logical Choice

Fort de 30 années d'expertise, le réseau Eurofins Agroscience
Services vous accompagne pour vos projets REtD Biocontrole

de chiropteres.

POUR EN SAVOIR PLUS

CONTACT:
daciana.papura@inra.fr

LIENS UTILES : http://Ipoaquitaine.
org/index.php/centre-de-soin/le-centre

https://wwwé.bordeaux-aquitaine.inra.
fr/sante-agroecologie-vignoble
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