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Section 3 - Rapport scientifique et/ou technique

INTRODUCTION
Le carpocapse de la pomme (CP) Cydia pomonella (L.) (Lepidoptera: Tortricidae), est un ravageur

majeur dans les vergers de pommiers. Pour lutter contre le CP, plusieurs pomiculteurs utilisent des
moyens de lutte a risques réduits comme le virus de la granulose (CpGV). La compagnie
guébécoise BIOTEPP inc. fabrique depuis une quinzaine d'années un bioinsecticide a base de
CpGV: le VirosoftM® CP4. Comme plusieurs insecticides biologiques, ce produit posséde une faible
rémanence comparativement a des insecticides de synthése. Notre projet visait a augmenter la
rémanence, la rapidité d'action et la virulence du Virosoft CP4. Dans un premier temps, nous
avons évalué une nouvelle formulation. Dans un deuxiéme temps, nous avons évalué l'addition
d'un adjuvant qui devait étre a propriété anti-UV. Enfin, nous avons évalué qualitativement et
guantitativement en laboratoire l'usage du Virosoft CP4 en mélange avec des pesticides
susceptibles d'étre appliqués conjointement dans un programme de lutte a risques réduits.

OBJECTIFS
Offrir aux pomiculteurs du Québec un outil de gestion de lutte au CP avec une formulation
améliorée du Virosoft CP4.

1. Sélectionner une formulation du Virosoft CP4 plus efficace en termes de rapidité d'action, de
virulence et de rémanence;

2. Evaluer lefficacité de l'adjuvant Stick N Stay;

3. Estimer la compatibilité de Virosoft CP4 en mélange avec différents pesticides biologiques.

METHODOLOGIE ET RESULTATS

Les formulations de Virosoft CP4 (VCP4) ainsi que le Stick N Stay ont été fournies par la
compagnie BIOTEPP Inc. Les produits ont été entreposés selon les conditions stipulées par les
fabricants.

L’ensemble des statistiques a été effectué a l'aide du logiciel R.

VOLET 1 : EVALUATION DE L'EFFICACITE EN TERMES DE RAPIDITE D'ACTION, DE VIRULENCE ET
DE REMANENCE D'UNE NOUVELLE FORMULATION DU VIROSOFT CP4

Le volet 1, réalisé en laboratoire et en verger expérimental, visait a évaluer l'efficacité de la
nouvelle formulation en termes de rapidité d'action, de virulence et de rémanence. Les deux
formulations testées sont les suivantes : 1) VCP4 régulier, formulation de référence (VCP4-1), 2)
VCP4 homogénéisé avec glycérol, nouvelle formulation (VCP4-2).

Volet 1A. Comparaison _en laboratoire de la nouvelle formulation du Virosoft CP4 a différentes
concentrations.

Volet 1A-1 : Comparaison de lavirulence a I’aide de courbes concentrations-réponses

Le VCP4-1 et le VCP4-2 ont été testés a sept concentrations et un traitement a I'eau a servi de
témoin. La mortalité de 64 larves néonates placées individuellement sur une diéte contaminée ou
non (témoin) dans les puits d’'une plaque Elisa a été observée 7 jours aprés l'application du
produit. Chaque traitement a été répété 4 fois.

Les données de mortalité pour les deux formulations ont été analysées a l'aide d’'une régression




paramétrique sur les données de survie des larves (modéle de Weibull avec mortalité maximale
fixée a 100%) (figure 1). Les concentrations létales 50 (Clso), 90 (Cloo) et 95 (Clss), ont été
estimées.
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Figure 1. Courbes concentrations-réponses estimées (x IC 95 %) de la formulation de référence VCP4-1 et
de la nouvelle formulation VCP4-2 sur les larves néonates du carpocapse de la pomme, observées sept
jours postapplication. Les points correspondent a la moyenne estimée de chaque répétition.

La Clso (moyenne = IC a 95%) de la formulation de référence (VCPA-1) a été estimée a 4 993
(3780 — 6 207) Gvs/ml, la Cloo & 38 441 (30 568 — 46 314) Gvs/ml et la Clos & 83 845 (61 455 —
106 236) Gvs/ml. La Clso (moyenne = IC a 95%) de la nouvelle formulation (VCPA-2) a été
estimée a 4 577 (3472 — 5682) Gvs/ml, la Cloo & 31 063 (24 820 — 37 307) Gvs/ml et la Clos &
64 570 (47 836 — 81 304).

Bien que les concentrations létales estimées de la nouvelle formulation soient plus faibles que
celle de la formulation de référence, aucune différence significative n’a été observée entre les deux
formulations pour la Clso (p=0,63316), la Cleo (p=0,18990) et la Clos (p=0,22596).

Dans le rapport d’étape 2020, les analyses de courbes concentrations-réponses présentées
avaient été analysées a l'aide du logiciel PoloJr (Robertson et coll. 2017). L’analyse du présent
rapport a permis de réduire les intervalles de confiance des concentrations |étales estimées.
Toutefois, la conclusion demeure la méme : il n'y a pas de différence significative entre les deux
formulations.

Volet 1A-2 : Comparaison de larapidité d’action des deux formulations ala Clgs de VCP4-1
Le VCP4-1 et le VCP4-2 ont été testés a la concentration létale 95 (Clos) de VCP4-1 qui a été
calculée au volet 1A-1 et un traitement a 'eau a servi de témoin. La mortalité de 32 larves
néonates placées individuellement dans les puits d’'une plaque Elisa a été observée a 3, 5 et 7
jours aprés l'application du produit. Chaque traitement a été répété 4 fois.

Aucune différence significative quant a la mortalité larvaire n'a été observée entre les deux
formulations a la 3¢ journée (p=0,2895), la 5° journée (p=0,2994) et la 7¢ journée (p=0,2472). Pour
plus de détail, consulter le rapport d’étape 2021.

Volet 1B. Evaluation en verger expérimental de la nouvelle formulation du Virosoft CP4 a différentes
doses




Le volet 1B a été effectué dans le verger expérimental de I''RDA au Mont-Saint-Bruno sur des
parcelles non traitées contre le CP et les tordeuses (sauf les pulvérisations du projet). Le VCP4-2 a
été testé a trois doses : 1) 75 ml/ha, 2) 165 mi/ha et 3) 250 ml/ha et un traitement a I'eau a servi de
témoin. Chaque unité expérimentale comprenait 18 arbres et était répétée quatre fois pour chaque
traitement. Quatre pulvérisations de VCP4-2 ou d’eau (témoin) ont été effectuées a l'aide d’'un
pulvérisateur a jet porté et ventilateurs tangentiels Weber. La premiére pulvérisation a été
effectuée lors de I'éclosion des premiers ceufs du CP (2-3 %) et les suivantes ont eu lieu a 7 a 10
jours d’'intervalle. Le nombre de larves en diapause en fin de saison a été évalué par des bandes
pieges de carton ondulé placées a la base de chaque tronc et le nombre de dégats sur pomme fait
par la premiére et la deuxieme génération a été évalué sur 400 pommes/parcelle/génération. Les
dégats ont éte classés en deux catégories : dégat peu profond (< 6mm) et dégat profond (= 6mm).

Le nombre de larves par bande-piége n’était pas significativement différent entre les doses et le
témoin (p=0,6514).

Le pourcentage de pommes endommagées par des larves de carpocapse de la pomme de la
premiere génération (p=0,8248) et de la deuxieme génération (p=0,8013) n’était pas
significativement différent parmi les différentes doses et le témoin.

Pour plus de détail, consulter le rapport d’étape 2021.

VOLET 2 : EVALUATION D'UN ADJUVANT SUR L'EFFICACITE EN TERMES DE RAPIDITE
D'ACTION, DE VIRULENCE ET DE REMANENCE DU VIROSOFT CP4.

L’adjuvant Stick N Stay (SNS) fabriqué par Attune Agriculture (www.attuneag.com) a été
sélectionné par notre partenaire BioTEPP afin d’étre testé en verger expérimental et en laboratoire.
La nouvelle formulation de Virosoft CP4 (VCP4-2) a été utilisée pour ce volet.

Volet 2A. Evaluation en laboratoire d'un adjuvant sur |'efficacité du Virosoft CP4 sous |'effet
des ultraviolets (UV)

Le VCP4-2 avec et sans l'adjuvant Stick N Stay a été testé avec et sans exposition aux UV. Un
traitement a I'eau avec et sans exposition aux UV a servi de témoin. Quatre demi-pommes par
traitement ont été pulvérisées a l'aide d’'une tour de Potter et les traitements sous UV ont été
exposés 1lh a la longueur d'onde de 350 nm, pour un réglage d'irradiance de 765 W/m2
(accumulation d'énergie radiante de 9,36x106 J/m2). A la suite de I'exposition ou non aux UV, 5
larves néonates ont été déposées sur chaque demi-pomme et la mortalité des larves a été
observée 7 jours apres. Chaque traitement a été repété 12 fois.

Les données de mortalité ont été analysées a l'aide d'un modéle linéaire généralisé mixte (GLMM)
avec les variables traitement, UV et interaction traitement et UV avec les répétitions comme effet
aléatoire. La distribution binomiale a été utilisée. L'importance des variables indépendantes a été
testée en comparant 'AIC du modéle complet a ceux de modeles simplifiés. Le modele retenu a
été celui avec effet traitement seulement. Ce bioessai n’a pas permis de détecter d’effet UV sur
leffet du Virosoft. || n’est donc pas possible de conclure sur l'efficacité du Stick N Stay comme
anti-UV. L'entreprise BioTEPP a pris la décision en 2021 de ne pas inclure d’adjuvant dans leur
nouvelle formulation.

Volet 2B. Evaluation en verger expérimental d'un adjuvant sur |'efficacité du Virosoft CP4.
Le volet 2B a été effectué dans le verger expérimental de I''RDA au Mont-Saint-Bruno sur des
parcelles non traitées contre le CP et les tordeuses (sauf les pulvérisations du projet) de 18 a 24
arbres/parcelle et répété quatre fois. Le nombre de larves en diapause a la fin de la saison a été
évalué par des bandes pieges de carton ondulé placées a la base de chaque tronc et le nombre de
dégats sur pomme fait par la premiere et la deuxieme génération a été évalué sur 400
pommes/parcelle/génération. Les dégats ont été classés en deux catégories : dégat peu profond (<
6mm) et dégat profond (= 6mm).




Ce volet a été effectué au cours des étés 2021 et 2022. Pour la deuxieme année du volet, en
concertation avec notre partenaire, certains changements ont été apportés.

En 2021, les traitements étaient 1) VCP4-2 (250 ml/ha), 2) VCP4-2 (250 ml/ha) + SNS, 3) eau
(témoin). Il y a eu gquatre pulvérisations effectuées a l'aide d'un pulvérisateur a jet porté et
ventilateurs tangentiels Weber. La premiéere pulvérisation a été effectuée lors de I'éclosion des
premiers ceufs du CP (2-3 %) et les suivantes ont eu lieu & 7 & 10 jours d’intervalle. Les
pulvérisations avaient lieu le matin vers 8h30. Vingt fruits/parcelle ont été récoltés aprés chaque
pulvérisation puis 24 h, 72 h et 168 h plus tard. Trois larves néonates/pommes ont été déposées et
la mortalité a été observée 7 jours plus tard.

En 2022, les traitements étaient 1) VCP4-2 (250 ml/ha), 2) VCP4-2 (125 ml/ha), 3) eau (témoin). Il
y a eu six pulvérisations effectuées a l'aide d’un pulvérisateur a jet porté et ventilateurs tangentiels
Weber. La premiére pulvérisation a été effectuée lors de I'éclosion des premiers ceufs du CP (2-3
%) et les suivantes ont eu lieu a 7 jours d’intervalle. Les pulvérisations avaient lieu en fin d’aprées-
midi vers 17h. Vingt fruits/parcelle ont été récoltés 12h aprés 4 des 6 pulvérisations. Cing larves
néonates/pommes ont été déposées et la mortalité a été observée 7 jours plus tard.

En 2021, certaines parcelles ont été déplacées en cours d’été, di a un manque de pommes. Ces
déplacements de parcelles ne permettent pas d’analyser correctement les données de dégats sur
pommes et du nombre de larves en diapause. Pour 'année 2021, seules les données de la survie
larvaire seront présentées.

Les données de survie des larves 2021 ont été analysées a l'aide d’'un modéle linéaire généralisé
(GLM) avec une distribution binomiale avec les variables traitements, jours et interaction
traitements et jours (figures 2 a 5). Pour comparer les estimations de la survie larvaire, un test de
Tukey a été utilisé.
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Figure 2. Survie moyenne des larves néonates de CP observée 7 jours aprés avoir été déposées sur des
pommes récoltées immédiatement aprés la pulvérisation
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Figure 3. Survie moyenne des larves néonates de CP observée 7 jours aprés avoir été déposées sur des
pommes récoltées 1 jour aprées la pulvérisation
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Figure 4. Survie moyenne des larves néonates de CP observée 7 jours aprés avoir été déposées sur des
pommes récoltées 3 jours aprés la pulvérisation
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Figure 5. Survie moyenne des larves néonates de CP observée 7 jours aprés avoir été déposées sur des
pommes récoltées 7 jours aprés la pulvérisation

La survie des larves était significativement plus faible pour le traitement VCP4-2 tous les jours (jour
0, p=0,0009; jour 1, p=0,039; jour 3, p<0,0001 et 7, p=0,0013).

La survie des larves était significativement plus faible pour le traitement VCP4-2 + SNS que pour le
témoin lors des jours 1 et 3 (p<0,0001), mais non significative aux jours 0 (p=0,2210) et 7
(p=0,8088).

La survie des larves était significativement plus faible pour le traitement VCP4-2 + SNS que pour le
VCP4-2 au jour 1 (p=0,0003) et 7 (p=0,0314), mais non significative aux jours 0 (p=0,1722), 3
(p=0,4413).

Bande-pieges

En 2022, les données du nombre de larves vivantes et du nombre d’hibernaculum ont été
analysées a laide d'un modéle linéaire généralisé mixte (GLMM) avec comme variable les
traitements et les parcelles considérées comme effet aléatoire. La distribution binomiale négative a
été utilisée. Un test de Tukey a été utilisé pour comparer les moyennes estimées (figures 6 et 7).
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Figure 6. Nombre de larves hibernantes vivantes (moyenne * IC 95 %) par bande-piege dans les parcelles
du verger expérimental
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Figure 7. Nombre d’hibernaculum (moyenne + IC 95 %) par bande-piege dans les parcelles du verger
expérimental




Le nombre de larves vivantes était significativement plus faible pour le VCP4-2 (demi-dose) que
pour le témoin (p=0,0001) et pour le VCP4-2 (pleine dose) (p=0,0249). Le nombre d’hibernaculum
total suivait la méme tendance; il y avait significativement moins d’hibernaculum totaux pour le
VCP4-2 (demi-dose) que pour le témoin (p=0,0003) et pour le VCP4-2 (pleine dose) (p=0,0236).

Dégat sur pommes

Les données de dégats sur pommes de 2022 ont été analysées a laide d’'un modéle linéaire
généralisé mixte (GLMM) avec comme variables les traitements, les générations et linteraction
traitements et génération en considérant les pommiers comme un effet aléatoire. La distribution
binomiale a été utilisée. L'importance des variables indépendantes a été testée en comparant 'AIC
du modele complet a ceux de modeles simplifiés. Pour les dégats totaux et les dégats profonds
(figure 8), le modele retenu a été celui avec effet traitements et générations. Pour les dégats de
surface, le modéle retenu a été celui avec effet générations seulement. Un test de Tukey a été
utilisé pour comparer les moyennes estimées.

Probabilité de dommage en profondeur

Témoin VCP4 (demi-dose) VCP4 (pleine dose)
Traitements

Figure 8. Evaluation des dommages profonds de la G1 et la G2 (moyenne + IC 95 %) sur 400 pommes par
parcelle du verger expérimentale

Le nombre de dégats total et le nombre de dégats de surface n’étaient pas significativement
différents d'un traitement a lautre (p>0,05), mais le nombre de dégats profond était
significativement plus faible pour le VCP4-2 (demi-dose) que pour le témoin (p=0,0086) et pour le
VCP4-2 (pleine dose) (p=0,0086).

Mortalité des larves

En 2022, les données de mortalité des larves déposées sur des pommes qui ont été prélevées 12h
aprés l'application des traitements ont été analysées a l'aide d’'un modele linéaire généralisé mixte
(GLMM). Le modéele avait les traitements comme variable et considérait un effet aléatoire pomme




et pulvérisation. La distribution binomiale a été utilisée. Un test de Tukey a été utilisé pour
comparer les moyennes estimées (figure 9).
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Figure 9. Mortalité des larves néonates de CP (moyenne + IC 95 %) observée sept jours aprés avoir été
déposées sur des pommes récoltées 12h aprés l'application des traitements

La mortalité des larves était significativement plus faible pour le témoin que pour le VCP4
(demi-dose) (p<0,0001) et pour le VCP4-2 (pleine dose) (p=0,0038). La mortalité des larves était
significativement plus élevée pour le VCP4 (demi-dose) que pour le VCP4-2 (pleine dose)
(p=0,0220).

Volet 2C. Evaluation en vergers commerciaux d'une stratégie de lutte avec le Virosoft CP4
et un adjuvant

Le volet 2C a été effectué en 2021 et 2022 dans 4 vergers commerciaux de la Montérégie-Est sur
des parcelles non traitées contre le CP et les tordeuses (sauf les pulvérisations du projet). Dans
chaque verger, 2 traitements ont été testés : 1) VCP4-2 (250 ml/ha), 2) eau (témoin) et chaque
traitement était réalisé sur une superficie d’environ 1 hectare. Le nombre de larves en diapause en
fin de saison a été évalué par des bandes pieges de carton ondulé placées a la base de 40
arbres/traitement. Le nombre de dégats sur pomme fait par la premiére et la deuxieme génération
a été évalué sur 400 pommes/traitement/génération. Les dégats ont été classés en deux
catégories : dégat peu profond (< 6mm) et dégat profond (= 6mm). Un piege Delta appaté de
lattractif combo CM/DA a été placé dans chacune des parcelles afin de relever le nombre de
carpocapses capturés (données non présentées).

En 2021, quatre pulvérisations ont été effectuées a 7 a 10 jours dintervalle. En 2022, six
pulvérisations ont été effectuées a 7 jours d’intervalle. Cette décision de modification du protocole
a été prise en concertation avec notre partenaire BIioTEPP et représente davantage les futures
recommandations de pulvérisation du Virosoft CP4. Dans les deux cas, la premiére pulvérisation a
été effectuée lors de I'éclosion des premiers ceufs du CP (2-3 %).




Bande-pieges

Les données du nombre de larves vivantes et du nombre d’hibernaculum ont été analysées a l'aide
d’'un modéle linéaire généralisé mixte (GLMM) en fonction de traitements, années et interaction
traitements et années avec un effet aléatoire verger. L’importance des variables indépendantes a
éte testée en comparant ’AIC du modéle complet a ceux de modeles simplifiés. Pour le nombre de
larves vivantes, le modéle complet a été retenu, tandis que pour le nombre d’hibernaculum, le
modéle sans l'interaction traitements et années a été retenu. La distribution binomiale négative a
été utilisée. Le test de Student a été utilisé pour comparer les moyennes estimées (figures 10
et 11).
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Figure 10. Nombre de larves hibernantes vivantes (moyenne + IC 95 %) par bande-piége dans les parcelles
des vergers commerciaux en 2022
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Figure 11. Nombre d’hibernaculum (moyenne + IC 95 %) par bande-piege dans les parcelles des vergers
commerciaux pour 2021 et 2022 (données regroupées)




En 2021, il n’y a pas eu de différence entre le nombre de larves vivantes du témoin et du VCP4-2
(p=0,4964). En 2022, il y a eu significativement plus de larves vivantes pour le témoin que pour
VCP4-2 (p=0,0001). Pour le nombre d’hibernaculum total, les données 2021 et 2022 ont été
analysées ensemble puisgu’il n'y avait pas d’interaction entre les traitements et les années. Le
nombre moyen d’hibernaculum total est significativement plus élevé dans le témoin que dans
VCP4-2 (p<0,0001).

Dégats sur pommes

En 2021, les données de dégats sur pommes ont été analysées a laide d’'un modéle linéaire
généralisé mixte (GLMM) en fonction de traitements, générations et interaction traitements et
générations avec un effet aléatoire verger. La distribution binomiale a été utilisée. Le test de
Student a été utilisé pour comparer les moyennes estimées. Pour la G1, il y a eu significativement
moins de pommes endommagées dans le témoin que dans le VCP4-2 pour les dégats totaux
(p=0,0020) et les dégats de surface (p=0,0031). Il n’y avait pas de différence significative pour la
G2 ni pour les dommages profonds (p>0,05). Ces résultats sont fortement influencés par un des
vergers qui avaient des dommages beaucoup plus élevés que les trois autres vergers.

En 2022, les données de dégats sur pommes ont été analysées a l'aide d’'un modele linéaire
généralisé mixte (GLMM) avec une distribution binomiale en fonction de traitements, générations
et interaction traitements et générations avec un effet aléatoire verger et arbre. Le modéle a été
analysé avec des méthodes bayésiennes puisque certains traitements n’avaient aucun dégat. Pour
les comparaisons entre traitements, des valeurs de p approximatives ont été calculées a partir des
distributions postérieures du modele (figure 12).

Probabilité de dommage en profondeur

Témaoin VCP4-2
Traitements

Figure 12. Evaluation des dommages profonds de la génération 1 de CP (moyenne + IC 95 %) sur 400
pommes par parcelle des vergers commerciaux

Le nombre de dégats total et le nombre de dégats de surface ne sont pas significativement
différents d’'un traitement a lautre (p>0,05), mais le nombre de dégats profond de la G1 est
significativement plus faible pour le VCP4-2 que pour le témoin (p<0,001). Il n’y a pas de différence




significative entre le VCP4-2 et le témoin pour le nombre de dégats profond de la G2 (p>0,05).

VOLET 3 : EFFET DE MELANGE DE DIFFERENTS PESTICIDES UTILISES EN AGRICULTURE
BIOLOGIQUE SUR LE VIROSOFT CP4.

Le volet 3 a été effectué en laboratoire en 2021.

Volet 3A : Impact du mélange avec le Bioprotec PLUS sur |'efficacité du Virosoft CP4

Des doses terrain de Bioprotec PLUS (BP) (1,8L/ha) et de VCP4-2 (250 ml/ha) ont été utilisées
pour les essais du volet 3A. Chacun des bioinsecticides a été testé séparément ainsi qu’en
meélange et un traitement a I'eau a servi de témoin. La mortalité de 64 larves néonates placées
individuellement sur une diete contaminée ou non (témoin) dans les puits d’'une plaque Elisa a été
observée 7 jours aprés l'application du produit. Chaque traitement a été répété 4 fois.

Les données de mortalité des larves ont été analysées a l'aide d’'un modeéle linéaire généralisé
(GLM) avec une distribution binomiale et la variable traitements comme facteur. Le modeéle a été
analysé avec des méthodes bayésiennes puisque certains traitements avaient 0% ou 100% de
mortalité. Pour les comparaisons entre traitements, des valeurs de p approximatives ont été
calculées a partir des distributions postérieures du modele (figures 13 et 14).
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Figure 13. Mortalité totale (moyenne et IC 95%) des larves néonates de carpocapse de la pomme observée
7 jours post introduction des CP
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Figure 14. Mortalité induite par le virus (moyenne et IC 95%) des larves néonates de carpocapse de la
pomme observée 7 jours post introduction des CP

La mortalité totale a été significativement plus élevée dans le traitement VCP4-2 que dans les
traitements BP (p=0,001) et VCP4-2 + BP (p<0,001). La mortalité induite par le virus a été
significativement plus faible dans le mélange VCP4-2 + BP que dans le traitement VCP4-2
(p<0,001).

Volet 3B : Impact du mélange de fongicides sur leur compatibilité physico-chimigue avec du
Virosoft CP4

Pour le volet 3B, les traitements suivants ont été testés 1) VCP4-2 (250 ml/ha); 2) mélange de
Kumulus DF (5kg/ha) avec VCP4-2; 3) mélange de bicarbonate de potassium (Bp) (4kg/ha) avec
VCP4-2; 4) mélange de Kumulus DF (5kg/ha) et de bicarbonate de potassium (4kg/ha) avec
VCP4-2; 5) mélange de chaux soufrée (916ml/ha) avec VCP4-2.

Le VCP4-2 a été ajouté 1 minute aprés la dilution des autres produits. Le pH des solutions de
fongicides a été mesuré 1 minute (T1) et 15 minutes (T15) apres l'ajout du Virosoft VCP4-2 et du
SNS. La température de la solution a été prise avant I'ajout du Virosoft VCP4-2 et du SNS ainsi
gu'apres 5, 10 et 15 minutes (données non présentées). La formation de particules de coagulation
et d'un précipité ont été observés apres 5, 10 et 15 minutes et I'épaisseur du précipité a été
mesurée en fin d'expérimentation (données non présentées).

Les données de pH ont été analysées a l'aide d’'un modéle linéaire généralisé (GLM) avec les
variables traitements, temps et interaction traitements et temps comme facteurs. Un test de Tukey
a été utilisé pour comparer les moyennes estimeées (figure 15).
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Figure 15. pH (moyenne + IC 95 %) pour chaque traitement mesuré a l'aide d’'un pH-métre aprés la
préparation des mélanges

Les valeurs de pH étaient statistiquement différentes entre les traitements (p < 0,001), mais non
statistiquement différentes entre T1 et T15 (p=0,6). Il n’y avait pas d’interaction significative entre le
temps et les traitements (p=0,78).

Les valeurs de pH étaient différentes entre tous les traitements (p < 0,0001), sauf entre VCP4-2 +
Bp et VCP4-2 + Soufre + Bp (p=0,9992).

Volet 3C : Impact du mélange de fongicides sur I'efficacité du Virosoft CP4

Pour le volet 3C, les traitements suivants ont été comparés 1) VCP4-2 (250 ml/ha); 2) mélange du
Kumulus DF (5kg/ha) avec VCP4-2; 3) mélange de bicarbonate de potassium (Bp) (4kg/ha) avec
VCP4-2; 4) mélange de chaux soufrée (916ml/ha) avec VCP4-2; 5) mélange du Kumulus DF
(5kg/ha) et du bicarbonate de potassium (4kg/ha) avec VCP4-2; 6) eau (témoin). La mortalité de
64 larves néonates placées individuellement sur une diete contaminée ou non (témoin) dans les
puits d’'une plaque Elisa a été observée 7 jours aprés l'application du produit. Chaque traitement a
été répété 4 fois.

Les données de mortalité des larves ont été analysées a l'aide d'un modéle linéaire généralisé
(GLM) avec une distribution binomiale et la variable traitements comme facteur. Le modele a été
analysé avec des méthodes bayésiennes puisque certains traitements avaient 100% de mortalité.
Pour les comparaisons entre traitements, des valeurs de p approximatives ont été calculées a
partir des distributions postérieures du modele (figure 16).
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Figure 16. Mortalité totale (moyenne = IC 95 %) des larves néonates de CP observée 7 jours post
introduction des CP

La mortalité des néonates a été significativement réduite dans les mélanges VCP4-2 + soufre
(p<0,05) et VCP4-2 + chaux soufrée (p<0,001) par rapport au VCP4-2 seul.

La mortalité des néonates a été réduite, mais de fagon non significative dans le mélange VCP4-2 +
soufre + Bp par rapport au VCP4-2 seul (p>0,05).

CONCLUSION

Dans nos bioessais en laboratoire, nous n‘avons pas détecté de différence significative entre les
courbes doses-réponses de la nouvelle formulation du Virosoft CP4 (VCP4-2) et de la formulation
de référence (VCP4-1). Quoique non significatives, les valeurs des CL50, CL90 et CL95 de la
nouvelle formulation étaient plus faibles que celles de la formulation de référence, indiquant qu’une
guantité virale moindre est nécessaire pour causer la mortalité des larves néonates.

L’adjuvant Stick N Stay (SNS) n’a pas augmenté l'efficacité du VCP4-2 et sa capacité a réduire la
photodégradation du VCP4-2 n’a pas été démontrée autant dans les tests en laboratoire que ceux
réalisés dans le verger. Le produit n’a pas été retenu par notre compagnie partenaire BioTEPP.

En vergers commerciaux et expérimental, les données suggerent qu'appliquer le VCP4-2 & six
reprises a 7 jours d’intervalle durant la saison est préférable a I'application a 4 reprises a 7 a 10
jours d’intervalle. En 2022, nous avons observé une réduction significative du nombre de larves
hibernantes et du nombre de dégats profonds dans les parcelles pulvérisées au VCP4-2
comparativement au témoin. Cependant, a notre grande surprise, nous avons constaté que le
VCP4-2 pulvérisé a demi-dose a été plus efficace que le VCP4-2 pleine-dose en verger
expérimental. Toutefois, il faut noter que ces tests en verger ont été réalisés qu’une seule année et
qu'’il faudrait les répéter au moins deux autres années avant de conclure a leur efficacité.

Le mélange VCP4-2 + Bioprotec PLUS a réduit la mortalité totale des néonates et la mortalité
induite par le virus, suggérant qu’'une application dans le verger de ce mélange réduirait la
mortalité des larves de carpocapse de la pomme. Cependant, les deux bioinsecticides pourraient
étre mélangés dans une cuve pour une pulvérisation en vergers si I'insecte ravageur ciblé n’est




pas le carpocapse de la pomme. Parallelement, le mélange VCP4-2 et le biofongicide bicarbonate
de potassium peut étre envisagé en utilisation en verger sans réduire la mortalité aux larves du
carpocapse de la pomme. Les mélanges avec soufre ou avec soufre et bicarbonate de potassium
pourraient aussi étre envisagés, mais avec une réduction de la mortalité des larves du carpocapse
de la pomme. Une réduction de l'efficacité du VCP4-2 serait plus marquée lorsque mélangée avec
la chaux soufrée. Ces suggestions doivent préalablement étre testées en verger de pommiers
avant de conclure a leur efficacité.
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COMPATIBILITE DU VIROSOFTMC CP4 EN MELANGE AVEC DIFFERENTS PESTICIDES BIOLOGIQUES

. ﬂ
INTRODUCTION

Pour lutter contre le carpocapse de la pomme (CP), Cydia pomonella (L.) (Lepidoptera: . plusieurs 1t des moyens de lutte & risques réduits comme le VirosoftM® CP4, un bio-insecticide  base de virus de la granulose (CpGV),
Pour une lutte efficace, ce bio-insecticide doit étre appliqué  plusieurs reprises pendant une période ol d'autres ravageurs et maladies sont présents, ce qui méne a des mélanges de pesticides.
Pendant cette période, les bio-fongicides sont surtout utilisés pour lutter contre la tavelure et le bio-insecticide Bacillus thuringlensis subsp. kurstaki (Btk) est utilisé pour lutter contre la tordeuse & bandes obliques, Choristoneura rosaceana (Harris) (Lepidoptera: Tortricidae).

Cette étude visait & estimer l'efficacité du VirosoftC CP4 en mélange avec des bio-pesticides susceplibles d'dtre appliqués conjointement.
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MATERIEL ET METHODES

Mélange CpGV + bio-fongicides
Tableau pesticides testés lors des bioessais en laboratoire ‘
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Figure 1. pH (moyenne ¢ IC 95 %) pour chaque traitement mesuré a I'aide Figure 2 +1C 95 %) des d
/ d'un pH-métre aprés Ia préparation des mélanges. CP observée 7 jours post-introduction des CP.
"C""'c?“: / ( « Valeurs de pH statistiquement différentes entre les traitements (p < 0,001). * La mortalité des néonates a été significativement réduite dans les
cﬁv‘s B mais non statistiquement difiérentes entre T1 et T15 (p = 06). Pas mélanges CpGY + soufre et CpGV + chaux soufrée (p <0,001).
va'szwe b o temps et les. =0,78) + La moralté des néonates a été réduite, mais de fagon non
7 = Valeurs de pH différentes entre tous les tratements (p < 0,0001), sauf significative dans le mélange CpGV + soufre + Bp
SPQVIOouke Bp k {re CpGV + Bp et CpGV + Soufre + Bp (p = 0,092
CpGV+Chaux soufrée entre CpG! p et Cpl e +Bpip= ).
CpaV+ Btk = ge CPGV + Bacillus subsp,
[s) b) (2]
3. Dépdt du 1e0- —— — 100- ——
mélange —
0. § an-
CpGV ajouté Temps aprés le Dépotde 6 plde 1 larve néonate de CP/ 25+ 1°C; 65 + 5% RH, 16.8(LD) ] 2 )
= 1 min aprés la mélange mélange sur200 pide  puits 7 post. cP E S
dilution des autres = T1=1min diéte de CP puits CP vivant 5
produits 15 = 15 min Total :64 néonates/ = Réaction au toucher avec un pinceau (A) S
= Répétitions : 3 Période de séchay mélange CP mort i
avant fintroduction des = Mortalité induite par le virus, aucune réaction, :
P:1h Répétitions 4 iquide blanchétre autour ou sortant des larves (B) 0 2o
* Cause de mortalité inconnue, aucune réaction
sans liquide blanchitre (C) =
[c] [c
ose. 00> — —
Analyses statistiques: Wmoin ooV - CoovBek Yomoin cpov 3 e CpovaBer
+ Analyse de la variable pH - Modeles linéaires généralisés (GLM) avec tratements, temps et interaction traitement et temps comme facteurs. Tukey comme ol g
testde comparaison Figure 3 parle virus d CP observées
+ Analyse de la variable mortalité : GLM avec traitement Méthode: 7 P,
+ Lesvaleurs en moyenne (IC)95%. . la dans le traitement CpGV que dans les traitements Btk (p = 0,001) et CpGV + Btk (p < 0.001)
. la par le virus a été faible dans le mélange CpGV + Btk que dans le traitement CpGV (p < 0.001).

DISCUSSIO

* La réduction significative de la mortalité des néonates dans le mélange avec la chaux soufrée pourrait étre associée & une valeur de pH supérieur & 10, connue pour dissoudre les corps diinclusion virale (Harvey and Volkman 1983). Une réduction de la mortalité du CP a également 616
observée lorsque le CpGV était mélangé & des fongicides dans des conditions alcalines (Fritsch et al. 2012).

* La réduction de la mortalité observée dans le mélange CpGV + Soufre (pH < 8) n'a pas pu étre associée & la dissolution des corps dlinclusion viraux dans les conditions alcalines suggérant que le soufre a joué un réle dans la réduction de la mortalité des néonates. Le rdle du soufre n'est
pas clair, mais il est connu pour étre impliqué dans le processus de pénétration de certains virus & travers la membrane cellulaire (Cheng et al. 2020),

* Le mélange CpGV + Btk a réduit la mortalité totale des néonates et la mortalité induite par le virus. Une réduction semblable a été observée par Chancey et al. (1973), suggérant une inhibition de Ialimentation ou une inhibition du passage viral dans les cellules de lintestin moyen. L'effet
alimentaire inhibiteur du Btk sur les larves peut avoir entrainé une réduction de I'absorption de CpGV par les larves et une réduction du nombre de virus qui ont induit la mortalité (Pingel and Lewis, 1999). D'autre part, les deux entomopathogénes provoquent une pathologie dans 'intestin
moyen et le Bt agit plus rapidement que le baculovirus (Knowles, 1994; Granados and William, 1986), ce qui peut avoir causé la mortalité plus rapide des néonates par le Btk que par le CpGV.
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COMPATIBILITY OF CpGV WITH BIOFUNGICIDES
AND BACILLUS THURINGIENSIS SUBSP. KURSTAKI
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INTRODUCTION

* The codling moth Cydia pomonella granulovirus, CpGV, has recently been used in our region to control codling moth, particularly since an increase number of apple growers have adopted low risk pest control
methods.

= For effective control, CoGV must be applied repeatedly covering a period when other pests and diseases are present, which will lead to mixture pesticide applications.

= During this period, biofungicides are sprayed mostly to control apple scab and the Bacillus subsp. kurstaki (Btk) to control obliqt leafroller, Ci

This study focused on the virus activity when the CpGV is mixed with currently used biopesticides.

= We evaluated in laboratory bioassays, the compatibility of the CpGV with biofungicides and Btk at field concentrations.

MATERIALS AND METHO RESULTS

Mixture CpGV + Biofungicides
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(Harris).

Mixtures:
CpGV only
CpGV+PB ~

CpGV+Sulphur )
//é/%

CpGV+Sulphur+PB
CpGV+Lime sulphur
CpGV+ Btk

&
2.pH 3. Mixture 4.CM 5.CM 6.
Measuring Deposition Introduction Incubation Observation

Figure 1. Potential of hydrogen (mean + 95 %

Figure 2. Mortality (mean £ 95 % CI) of

CpGV added Time after mixing 6 pl Mixture 1CMneonate 251 1°C; 65 + 5% RH; 16:8 (L:D) Cl) for each treatment taken by a pH-meter codling moth neonates observed 7 days post
* 1 min after * T1=1min deposition on larvae/ well Larval mortality: 7 d post CM after the preparation of the mixture. CM introduction.
fungicides/ * T15=15min 200p! of CM introduction
Btk dilution * Replicates:3  diet/ 300 yl well  Total : 64 Alive CM = pH values statistically different between * Neonate mortality was significantly
neonates/ * Reacting to stimulation of a brush (A) biopesticides (p < 0.001), but not reduced in the CpGV + sulphur and the
Drying period mixture Dead CM i ; z
before CM « Virus-induced mortality non-reacting, statistically different between T1 and T15 CpGV + lime sulphur mixture (p < 0.001).
introduction: 1 h  Replicates : 4 whittish liquid around or coming out (p = 0.6) with no interaction between time * Highest neonate mortalities were observed

the larvae (B)
= Unknown cause of mortality, non-
reacting, without a whittish liquid (C)

and biopesticides (p = 0.78).

pH values differed between all treatments
(p < 0.0001), but not between CpGV + PB
and CpGV + Sulphur + PB  (p = 0.9992).

but non significantly between CpGV, CpGV
+ PB and CpGV + sulphur + PB mixture.
Lowest neonate mortality in mixture was
observed in the CpGV + Lime sulphur.

Mixture CpGV + Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (Btk)
d concentrations

V for larval bioassays at

Concentrations 100~ —_— (b} —
Commercial products Active ingredients Doses (/ha) (L) _—
Virosoft™c CP4 C:pomanellagraniiovinis 025L  3.56x10°Obs ‘ s 5
strain CMGv4 &
- Bacillus thuringiensis kurstaki 3 : P ==
Bioprotec PLUS® strain EVB113-19 18L 0.65 ml 3 H
P i i i bicarbonate 4 kg 8g
Kumulus® DF Sulphur S5kg 10g A
Lime sulphur Calcium polysulphide 916 ml 9.16 ml — —

Treatments Tressments

Figure 3. Total (left) and virus-induced (right) mortality (mean + 95 % Cl) of codling moth neonates
observed 7 days post CM introduction.
= Total mortality was significantly higher in the CpGV treatment than in Btk (p = 0.001) and in CpGV
+ Btk (p < 0.001) treatments.
= Virus-induced mortality was significantly lower in the CpGV-Btk mixture than CpGV alone
(p <0.001).

DISCUSSION

* The significant mortality reduction of neonates in the mixture with lime sulphur formation could be associated with a pH value greater than 10, known to dissolve the viral occlusion bodies (Harvey and Volkman
1983). Reduction of codling moth mortality was also observed when CpGV was mixed with fungicides under alkaline conditions (Fritsch et al. 2012).

However, when CpGV was mixed with sulphur formulation, alone or with potassium bicarbonate, a reduction, was observed in the mortality of neonate but the pH could not be associated with the reduction.

The mortality reduction observed in the CpGV + sulphur (pH < 8) could not be with the of the viral bodies in alkaline conditions suggesting that sulphur played a role in the mortality
reduction of neonate. However, the addition of PB to the CpGV + sulfur mixture had reduced the neonate mortality. The role of sulphur is unclear, but it is known to be involved in the process of some virus
penetration through the cell membrane (Cheng et al. 2020).

Mixing Btk with CpGV reduced the total mortality of but more y the induced mortality. Such reduction was also observed by Chancey et al. (1973), suggesting an inhibition of feeding or an
inhibition of viral passage into the midgut cells. Inhibitory feeding effect of Btk on larvae may have resulted in reduction of CpGV intake by the larvae and reduction in number of virus that induced mortality (Pingel

Statistical Analysis

GLM with treatments, time and treatments*time as factors with Tukey as a comparison test, for the pH
variable and GLM with binomial distribution and treatments as factors and the Bayesian approach as
comparison test for the morality variable. Values are expressed as mean + 95 % confidence intervals.

and Lewis, 1999). In the other hand, both cause in the midgut and Bt acts more rapidly than baculovirus (Knowles, 1994; Granados and William, 1986), which may have caused more
rapidly the mortality of neonates than CpGV.
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Activités de diffusion et de transfert aux utilisateurs

Cormier, D. et F. Vanoosthuyse. 2022. Compatibilité du Virosoft avec certains fongicides.
Présentation orale aux journées annuelles sur la recherche et I'innovation technologique du groupe
d’experts en protection du pommier, mode virtuel, 10-11 févr.

INTRODUCTION
COMPATIBILITE DU VIROSOFT CP4 * Virosoft CP4 utilisé contre les larves de carpocapse
AVEC CERTAINS FONGICIDES * Applications réguliéres de fongicides
* Est-ce qu’un mélange peut étre approprié?
Daniel Cormier, Ph.D. * pH peut affecter I'efficacité du Virosoft CP4
Franz Vanoosthuyse, M.Sc. * pH varie selon les fongicides

* Evaluer en laboratoire, la compatibilité du Virosoft
CP4 et certains fongicides

» A partir des concentrations retrouvées dans la

cuve de pulvérisation
CcrPGV oA VIROSOFT-NOUVELLE FORMULATION
* Granulovirus: granule + virion h ) * Ajout d’un adjuvant
* Cls, = 1,2 3 5 granules/néonate Q"‘ - Me?”eu're h.omog.énéisation
* Granule doit &tre ingérée " A — Meilleure dispersion

. . . — Produit plus fluid froid
e Granule est dissoute dans des lieux alcalins rocuit pius fitide au frot

(pH>10)
* Libération du virion, puis infection des cellules

Projet en collaboration pour évaluer la
nouvelle formulation

Disponible en 2023

COMPATIBILITE VIROSOFT-FONGICIDES

* Mort s’ensuit dans les 3 jours
* Virosoft CP4: 4 x 10*3 granules/L

FONGICIDES - ETIQUETTES

* Kumulus*™ DF
* Physico-chimique

- Soufre 80% + agitation
— Ne pas mélanger avec des composés diazotés, du
tetradifon ou des huiles
. B2K * Biologique
— Bioessais en laboratoire sur des néonates de
carpocapse de la pomme

— Température

— Bicarbonate de potassium 100%
— Ne pas mélanger avec d’autres pesticides ou
engrais
* Chauxsoufrée

— Polysulfure de calcium 22%




PHYSICO-CHIMIQUE

Traitements

Virosoft (nouvelle formulation)

Virosoft + Kumulus
Virosoft + B2K
Virosoft + Kumulus + B2K

Virosoft + Chaux soufrées

PHYSICO-PHYSIQUE - PROCEDURE

Ajout du CP4

voE W N

Repos pendant 15 minutes

RESULTATS PRELIMINAIRES - pH
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nnes + écart-types

* AT1 et T15 le pH est similaire, sauf Kumulus + B2K
* Chaux soufrée: 10,23 < pH > 10,94

Dissolution du fongicide dans 200 ml H,0
Agitation a 60 TPM pendant 1 min

Agitation a 60 TPM pendant 1 min

PHYSICO-CHIMIQUE

¢ Concentrations utilisées

Virosoft 3,56 x 10° Gv/ml
+ Kumulus DF 10g/L

+B2K 8g/L

+ Chaux soufrée 9,16 ml/L

* Répétitions: 3

VARIABLES MESUREES

* pH
-T1etT15
» Températures
-T1,T5,T10 et T15
* T1 (1 minapréesl'ajout du CP4)
* T5 (5min aprés I'ajout du CP4)
* T10 (10 min apres I'ajout du CP4)
* T15 (15 min apres l'ajout du CP4)
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RESULTATS PRELIMINAIRES - Température
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Virosoft CP4 + Kumulus DF + B2K +KumulusDF +  + Chaux soufrée
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Moyennes + écart-types

* Généralement stable de 1 a 15 minutes, sauf
+ Kumulus + B2K (15 min) S




BIOLOGIQUE

Traitements
Virosoft (nouvelle formulation)
Virosoft + Kumulus
Virosoft + B2K
Virosoft + Kumulus + B2K
Virosoft + Chaux soufrées
Témoin (eau)

BIOLOGIQUE - PROCEDURE

* Diete artificielle dans puits
* Refroidissement pendant 10 min
* Ajout du mélange (traitements)

* Séchage pendant 1h
* Larve placée individuellement
* Unité expérimentale: 64 larves

* Mortalité a 7 jours

CONCLUSION

* Bouillie soufrée
- Réduction significative de la mortalité = incompatible
— Fort probablement associée a un pH > 10

— Dissolution d’une partie des granules dans la cuve
plutdt que dans 'insecte

* B2K
- 100% mortalité = compatible avec Virosoft CP4

— Mais selon I'étiquette; ne pas mélanger avec d’autres
pesticides ! De plus asynchronisme des applications

* Kumulus et kumulus + B2K
— Réduction de la mortalité = in-compatible ? o

BIOLOGIQUE

¢ Concentrations utilisées

Virosoft

+ Kumulus DF

+ B2K

+ Chaux soufrée

* Répétitions: 4

3,56 x 10 Gv/ml
10 g/L

8g/L

9,16 ml/L

RESULTATS- MORTALITE LARVAIRE

Mortalité larvaire (%)
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Virosoft CP4  + Kumulus DF
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* B2K : aucune réduction
* Kumulus: réduction non significative
* Chaux soufrée: réduction significative
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