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A. Réalisations du projet de recherche

- Bref résumé de: Introduction, analyse documentaire, objectifs et jalons
La production de bleuets est actuellement en exparsg Canada et, avec $134 millions $cdn en 2604 (
44000 ha), elle constitue maintenant la productiorticole ayant la plus forte valeur au Canadaplies
forte production se fait dans I'est du Canada (¢, N.-E., N.B. et TN). La mouche du bleugtiagoletis
mendax (Diptera : Tephritidae) (angl. Blueberry magget actuellement I'insecte le plus important d#ece
culture car elle attaque directement les fruitsm@® les larves sont protégées dans les fruitsesalds
pulvérisations dirigées contre les adultes sotiséés comme moyen de lutte en bleuetieres comaiesci
Par ailleurs, I'aire de distribution de la mouchehiieuet est en expansion, notamment dans le s@uédbec
et en Ontario. Pour I'instant, la région du LacrBdiean (Qc), une importante région productrichldeets
du Canada, n’a pas la mouche et peut donc produerporter des fruits exempts de traitements titsdes,
ce qui lui confere un avantage compétitif consibliéralLa perte de cet avantage constituerait égalenme
nouveau probléme environnemental considérable mauy I'instant, les producteurs du Lac-Saint-Jean
n'utilisent pas d’insecticides. Comme plusieurs éegs de plantes hdtes indigénes sont présentes sur
I'ensemble du Québec, il est probable que la Bistion actuelle de la mouche soit limitée par dasddions
abiotiques, notamment des températures hivernalecayseraient de fortes mortalités des pupes. Pour
prévenir I'expansion de la mouche du bleuet, desumes de quarantaines sont en place au niveamnabéb
international.

- Approche/méthodologie (résumé par objectif)
Dans I'état actuel des technologies de lutte digpes, la lutte contre cet insecte repose essttieht sur
I'utilisation d’insecticides agissant comme adudtes. A I'heure actuelle, les sels d’'ammonium (rewes
dans les pieges Pherocon AM) sont reconnus pdrerdts adultes. Des recherches que nous (SG, KéicK
CV) avons effectuées récemment ont conduit a liifleation de composés volatils issus de plantee$6
indigénes de la mouche du bleuet, notamm¥atcinium corymbosum, Vaccinium angustifolium et
Gaylussacia baccata. Plusieurs mélanges de ces composés volatils gientrétre efficaces en conjonction
avec les pieges pour dépister les adultes de lecieoudu bleuet. Comme il n'existe pas de méthode de
piégeage efficace des adultes, premier objectif de notre proposition est de trouver un mélange de
composés volatils ayant une attractivité optimalarde dépistage des adultes. Ces composés seobé a
partir de fruits sauvages ou cultivés. &acond objectifconsiste a définir I'aire de distribution potefigede
la mouche du bleuet dans I'est du Canada, notamsaecdpacité a passer I'hiver. Cette capacité&eraée
en déterminant le point de surfusion des pupes.troisiéme objectif est de développer une méthode
d’identification rapide des larves dans les frafi® que la détection des cargos de bleuets irdestdasse de
facon économique mais sans équivoque, de faconqaedes réglementations concernant la quarantine
cet insecte (au Canada, la mouche du bleuet eistsante a déclaration obligatoire) puissent étygiquées
de facon efficace.
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- Résultats et analyse (apercu par objectif et jalons)
Afin d’atteindre nos trois objectifs, nous proposdes huit activités suivantes:

Pour atteindre les objectifs 1, 2 et 3, nous dsVaire I'activité Al.

A1l- Collecte de pupes de mouche du bleuet en NoueeEcosse pour essais en laboratoire ou enceintes

confinées a AAC-Kentville et AAC/Saint-Jean-sur-Ribelieu.
Explications: Il convient de mentionner que I'on ne peut fdiéevage continu de la mouche du bleuet.
Des fruits infestés doivent étre collectées en abld pupe doit effectuée une diapause obligatbae
moins trois mois en caveau. Les adultes sont disponibles pour faire des expériences en labgeatoi
La collecte des fruits est faite en des régiontefoent infestées, soit en Nouvelle-Ecosse (Au Québe
un suivi du développement des populations serateffepar le dépistage des adultes dans les zones
infestées connues). En date de ao(t 2006, noussiiap, pour fins expérimentales, d’un stock de pupe
collectées en aolt 2005 en Nouvelle-Ecosse.
AAC-Kentville fera des envois de fruits a AAC/Saillean-sur-Richelieu pour fins de bioessais en
tunnel de vol.

Pour atteindre I'objectif 1, nous proposons desféés activités A2, A3, Ad et A5.
A2- Poursuivre l'identification des substances voldes du bleuet nain et en corymbe et autres planse

hétes.
Explications: Pour réaliser une gestion plus efficace de la adheudu bleuet, nous proposons de
développer des attractants appropriés pour cett|ms€e projet de recherche impliquerait donc la
caractérisation chimique des composés volatils rdasf d'hétes, lesquels auraient un fort pouvoir
d’attraction sur les adultes. Les fruits serontemiés des bleuetiers nains commerciaux et degtides
en corymbe a deux occasions, soit tot en saisam,samaine aprés la premiere détection d'adultes de
mouche du bleuet dans des pieges Pherocon AM; fih €le saison, une semaine avant la récolte. De
plus, les fruits seraient composés d'hotes indgéviaccinium sp., Amelanchier sp., Gaylussacia sp.,
Cornus canadensis et Gaultheria procumbens) dans des secteurs ou les piéges auraient indiqué
présence de la mouche du bleuet. Les fruits (mimirditres par site) seront collectés dans 10 gites
récolte pour des hotes indigénes dans des sitestma@gs et 4 sites par récolte dans les sites
commerciaux. Les substances volatiles des fruitsnseextraites en employant plusieurs techniques
(adsorption, I'extraction dissolvante, la distilbaf) pour assurer le recouvrement de plusieurstanbss
volatiles. Les extraits seront scellés et stocké8@&C jusqu'a l'analyse a l'aide des techniques
chromatographiques en phase gazeuse, la spectimmétmasse, l'ionisation de flamme et la détection
par électroantennogramme. Des composés chimiquestsilentifiés employant des composants
volatils standards connus et disponibles et unéotfigque de base de données de spectrométrie de
masse. Des extraits de plantes d'hdte complete®tnmElanges synthétiques seront préparés pour
['utilisation lors de bioessais pour détermingodeivoir d’attraction relatif des extraits.
CommeVaccinium staminium a été identifi€ comme un hdte primaire Rlemendax sur la plupart de
son aire de distribution géographique, nous prap@sd’analyser ses substances volatiles par
chromatographie (head space) et par spectrogrdghieasse, ce qui servira de référence. Nous voulons
aussi analyser les fruits @aylussacia spp., un autre hote sauvage important qui est largedistribué
au Québec. Des recherches précédantes, incluambtiess, ont indiqué la présence de 1400 composés
chimiques dans les fruits. Nous proposons de c@mpihe liste de composés communs a tous les
plantes hétes de. mendax.

A3- Bioessais en laboratoire pour évaluer le pouvoid’attraction relatif des substances identifiées

en A2.
Explications: La réponse d'insecte aux composés chimiquesdséeaminée en employant un systeme
de tubes en Y a deux choix (Heath et al. 1998)netystéme de tunnel de vol (Baker et Linn 1984).
L'attraction relative d'extraits de fruits sauvagesommerciaux sera évaluée. Pour obtenir un rgélan
synthétique efficace, la stratégie est de détenntiiattrait d'extraits totaux et de certaines cos§® Le
but est d'obtenir un mélange de substances valdéilplus efficace et le plus simple pour améfidaie
détection de la présence de la mouche du bleyettentiellement pour étre utilisé comme un attraicta
pour détourner la mouche du bleuet des plantattmmsmerciales. Les insectes employés pour les
bioassais seront obtenus tel que décrit dansvitacAl.

A4- Bioessais en laboratoire pour comparer I'attrativité de différentes plantes hétes, afin d’évaluete
pouvoir d'attraction des extraits par rapport a celui de plantes entiéres.
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Explications : Comme la mouche du bleuet peut se reproduire Bigieprs plantes hotes, il est
raisonnable de penser que ces plantes ont desasoéstqui attirent les adultes. Des populations de
mouches provenant des élevages seront a l'essai wlartunnel de vol tel que celui utilisé lors
d’expériences similaires avec la mouche de la ponjfdeja et al. 1993). On déterminera I'effet
attractif de plantes complétes appartenant a plisiespécesVaccinium angustifolium (plusieurs
cultivars de bleuetiers naingYaccinium corymbosum (plusieurs cultivars de bleuetiers en corymbe)
Vaccinium stamineum (deerberry),Gaylussacia, etc.) reconnues comme étant des plantes hotés de
mouche du bleuet. L'odeur standard utilisée ponrde comparaison sera les sels d’ammonium. On
s’attend a dresser une liste du pouvoir d'attrététivelative des plants entiers, ce qui permettra
possiblement d'aiguiller la recherche de composésapalyse chimique vers des plants plus attractifs
que le bleuetier. Par ailleurs, quoiqu’'une espegissp étre attirante pour une mouche femelle, il
convient de déterminer si une espéce donnée dsbterfiable pour le développement des larves. Ceci
sera effectué en mettant des plants de plusieypéces ou cultivars sous cage (de dimensions
standardisées) et en relachant 50 méles et 50 lemmdhns chacune des cages. Comme index
d’attractivié des plantes hétes, on évaluera leganiage de fruits infestés par des larves.

A5- Dépistage des adultes avec les substances vitdatles plus attractives telles qu’identifiées eA2.
Explications: Cette activité vise a valider les résultats obteanA2 et A3. Des piéges pour capturer
les adultes (résultats obtenus/Ah et A3) seront déployés dans cing bleuetiéres du Quélescpieges
comparés seront : 1) Pherocon AM (= standard, agkscd’ammonium), 2) pieége appéaté avec substance
a (la plus performante pour attirer les adultdsque déterminé eA2 etA3), 3) piege appaté avec la
substance b (la seconde plus performante poueralits adultes, tel que déterminéA et A3) et 4)
piege appéaté avec la substance c (la troisiemepgidermante pour attirer les adultes, tel querdéite
enA2 et A3). Les pieges seront disposés en carré latin dahkeutiere et seront relevés deux fois par
semaine pour estimer la valeur relative des substaa capturer les adultes Remendax. Ces essais
seront faits a I'an deux et trois du projet.

Pour atteindre I'objectif 2, nous proposons desfégs activités A6 et A7.

A6- Dépistage intensif a proximité des zones inféss au Québec et au Nouveau-Brunswick.
Explications: Au Québec, on collectera de fruits sauvages f@epar la mouche du bleuet pour déterminer le
pourcentage d’infestation des fruits, dans le lutiéterminer la contribution de ces plantes comites potentiels
d’'infestation dans un contexte de I'est du CanBdes deux bleuetiéres, on fera des traitementodiiles (selon
Gaul et al. 2005) pour valider cette méthode dé@esles bleuetiéres.

A7- Etude de la survie hivernale
Explications :Le but de cette activité est de déterminer siiladef I'évolution la capacité a résister au froldss
modifiée selon la position géographique de I'hakiBud ou Nord) de la mouche du bleuet. Les eskamirvie au
froid se dérouleront en laboratoire au Centre adherche et de développement en horticulture d'Adftice et
Agroalimentaire Canada a Saint-Jean-sur-Richel@gbec. Lors des expériences, les individus seronfinés
dans un montage en styromousse afin de les immebiliour éviter des données erronées. Des therplesode
Type T (cuivre-constatin) de grosseur 36 sont é&sséians la boite en styromousse et les pupes somtermues en
place entre le thermocouple et la paroi de la ba#e thermocouples sont branchés sur une unitgdisition de
données (Agilent Technologies®) avec un interfaeetrdvail Benchlink® (Agilent Technologies®) le tosera
connecté sur un ordinateur portable. Le dispoditiérmocouple et boite, sera placé dans un cdegélau la
température est d’environ -80°C. La baisse graeluid la température (environ 3°C/min) de l'insesgen suivie
jusqu'a l'atteinte du point de surfusion c’est-eediu moment ou I'eau contenue dans le corps mgekite en gelant
libére une quantité significative de chaleur mesieravec les appareils. Lorsque le point de swfusera atteint,
les cristaux de glace s'étant formés percent lesipaellulaires provoquant la mort de I'insecte.

Des essais de survie a I'hiver seront aussi faickeamps dans le sud du Québec, en Nouvelle-Ecdsaa e
Nouveau-Brunswick dans les municipalités ou la rheuest présente. En octobre, on enfouiera 200 pimpBs
mendax dans des sacs de mousseline placés a 5 cm daos dechaque localité. Les pupes seront récoliges |
printemps suivant afin de déterminer le pourcentigeurvie des pupes a I'hiver. Des données mébgpgoes de

la température du sol seront prises dans le buptitpier le pourcentage de survie a I'hiver.

Pour atteindre I'objectif 3, nous avons proposéaile I'activité A8.

A8- Mise au point d’'une méthode moléculaire pour [dentification des larves de la mouche du bleuet
dans les fruits.
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Explications:Nous proposons d’extraire I'ADN des larvesRienendax pour obtenir des séquences spécifiques qui
nous permettront de déterminer efficacement etleapent si les fruits sont infestés. Des technigiredaires ont
été développées pour d'autres espéces d’insectas.développer les séquences diagnostiques, nopsgons de
nous concentrer sur la région des cytochrome oxyddgsi'utiliser les informations disponibles sier@Bank, et de
nous concentrer sur une série d'amorces avec PCR

Les Résultats sont rapportés ci-aprés par activitéspécifiques.

Al- Collecte de pupes de mouche du bleuet en NoueeEcosse pour essais en laboratoire ou enceintes
confinées a AAC-Kentville et AAC/Saint-Jean-sur-Ribelieu.

Comme la mouche du bleuet ne peut s’élever, nousndecollecter des pupes au mois d’'ao(t de 20008 206 2009. Pour
effectuer les expériences en laboratoire, des popesté collectées de fruits sauvages a la RéskenRin Rigide au Québec et
dans des bleuetiéres de la Nouvelle-Ecosse. Leosténant les pupes doit étre tamisés pour ob@Enpupes, lesquelles doivent
étre placées en caveau froid pendant 3-4 moisadinpause est obligatoire chez cet insecte.

A2- Poursuivre l'identification des substances volies du bleuet nain et en corymbe et autres plansehbtes.

Vaccinium. stamineum plants were were obtained ( thanks to S. varktet, Acadia University). Fruit obtained from thiants
as well as fruit samples provided thanks to J.@®dilhe, Duke University were used to expand knogéedf the volatile
components of host plants. Chemical analysis offihié extracts ofV. stamineum, identified as a primary host plant of the
blueberry maggot, was conducted.

Further chemical analysis of highbush, lowbush, énidoreale fruit samples were conducted to extend the databfgelatile
chemicals identified in fruit of blueberry maggatsh plants.

A3- Bioessais en laboratoire pour évaluer le pouvoi'attraction relatif des substances identifiées e A2.

A4- Bioessais en laboratoire pour comparer l'attrativité de différentes plantes hétes, afin d’évaluede
pouvoir d’attraction des extraits par rapport a celui de plantes entiéres.

A3 et A4.Agnieszka B. Kwasniewska, étudiante de M.Sc. ailersité McGill sous la direction de C. Buddle et\Gncent, a
réalisés des essais en tunnel de vol a AAC/Saart-der-Richelieu avec des extraits de plantes hidies par S. Gaul a
AAC/Kentville. L’acétate d'ammonium a suscité lapforte réponse dans les essais biologiques erltde vol, suivie par un
mélange d’aldéhydes et d'alcools. Globalement,niesiches de Nouvelle-Ecosse répondaient davantagéraitements que
celles du Québec tandis que les mouches males ahibun plus grand nombre de vols. Les mouchestagequis de
I'expérience étaient aussi moins stimulées patr@gements que les mouches naives. A. B. Kwash@wsobtenu sa thése de
M.Sc.avec succes en 2009.

A5- Dépistage des adultes avec les substances \it#atles plus attractives telles qu'identifiées eA2.

Field trials were conducted at 8 commercial siteldva Scotia to assess both vegetative field memagt and volatile
attractiveness. Results are being incorporated thise of previous years.

Pupae of blueberry maggot were collected from Iestbblueberry in Nova Scotia for use in laborataorgld to assess the
attractiveness of selected volatiles. A seriesaétle components, based on chemical compositi@are assessed. Provided
selected blueberry volatile samples for assessfoense by student and for research studies led.Byincent at Saint-Jean-sur-
Richelieu. A. Kwasniewska, successfully complédted M. Sc. using selected components in both labgrand field trials and
found that certain volatile combinations showedngis in attracting blueberry maggot. The resultsenadso reported at a
scientific meetings.

A6- Dépistage intensif a proximité des zones infésts au Québec et au Nouveau-Brunswick.

En 2007 et 2008, les mouches ont été dépistéedaland du Québec, en appui au programme de dgpigeal’ACIA. The
presence of blueberry maggot was monitored in Nemm8wick in selected fields to investigate potdrg@nt sources for range
expansion. Updated results to include the 200%seasre presented. The utility of a linear modgbitedict the date of adult
fruit fly emergence was demonstrated.

A7- Etude de la survie hivernale.
Le point de surfusion des pupes de la mouche diebleété établi a -22. Ceci implique que les températures hibernalesodiu
ne sont pas un frein a I'expansion de la mouchiglelwet au Québec ou dans les provinces adjacentes.

A8- Mise au point d'une méthode moléculaire pour dentification des larves de la mouche du bleuet de les
fruits.

The addition of poly C-10 tails to thHehagoletis spp. CO-1 primers (Set 7) was tested to produdetirma PCR products for
Rhegoletis mendax (RM) andR. pomonella (RP) that could be differentiated by > 5 °C witklting curve analysis (Tm values).
Initial work showed that the PCR primers did proeltite expected PCR products but it appeared thairttmers were degraded
from frequent freeze/thaw cycles. New primers wagered (March 2009) and these primers will beroed for R-T PCR
conditions before further testing with R-T PCR anelting curve analysis.

Another study looked at developing real-time PCRnprs to identifyOpius spp. (parasitic wasps) in the larvae and/or pupae o
RM and possibly RPDNA was extracted from samples of adDfiius spp. collected in NS. The CO-I Bar Code of Lifenpeirs
produced a PCR product of approximately 700 bps FER product was purified and then sequenced &83abp consensus
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sequence. This was BLAST searched on GenBank avdlged a 99.7% match with 100 oth@piinae accessionsOpius
primers (OP-primers) were designed for real-timdRR@th a product length of 160 bp. The OP-primeeravoptimized with
Opius spp. DNA and then tested with 20 samples of RMRRANA from larvae and pupae that were + or — exgpdsOpius.

It was found that nested PCR (BCL primers used, fR€R product purified, diluted and used as teteptar OP-primers),
worked best with the ORyimers, as multiple bands were found in gel ansifigg RM genomic DNA.

Results showed that no PCR band was found witiRBP@NA (larvae and pupae, +orGpius) and the OP-primers. The real-
time PCR assay with melting curve analysis shopmeise as it was able to identify 2 out of 5 RMvée samples that had
been exposed to th@pius wasps. These samples had Ct values under 30 angllies of 73.5 (same as + coni@pius DNA).
Further studies will optimize the real-time PCRagswith Opius standards to determine the limit etiedtion.

- Conclusions et recommandations

En conclusion, les températures hivernales ne s@asun frein a la survie des pupesRienendax. Nous avons effectué des
extraits des composés des plantes hoteR. aeendax et en avons testés un certain nombre en tunnebldet en nature. Les
résultats en tunnel de vol et en nature n’'étaiest goncordants en 2008 et en 2009, ce qui impligueela complexité des
composés en nature a probablement influencé grasmtdmcomportement des adultes face a nos exthNoiss avons d’autres
extraits a tester et croyons que des essais devétie poursuivis.

En mai 2009, le Syndicat des Producteurs de BlaietQuébec nous ont affirmé étre intéressé a piwesoes recherches.
Toutefois, lors de pourparlers en décembre 208910lus ont informés qu'ils remettaient leur impiica financiére a une date
ultérieure a septembre 2010 en raison d’une conjoadifficile sur le plan financier.
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C. Rapport sur les écarts (s'il y a lieu, décrire en quoi les travaux différent du projet de recherche
proposeé)

- modifications apportées aux objectifs et au plan de travail du projet N/A
- modifications apportées a I'équipe N/A
- autres contraintes N/A

D. Evaluation des impacts (s'il y a lieu, décrire de quelle maniére les facteurs de variance ci-dessus
ont influé sur la poursuite du projet)

- modifications apportées aux objectifs N/A
- modifications apportées au plan de travail du projet N/A
- modifications apportées a la mesure du rendement (atteinte des objectifs) N/A

E. Lecons apprises (auto-évaluation du projet)

Il est possible d'extraire des substances bioastqui pourraient servir d'appat pour le dépis@es adultes de la mouche
du bleuet. Toutefois, cette approche devrait éngrquivie et validée davantage afin qu’elle puise transférée comme
outil de dépistage aux utilisateurs. La méme caicfus’applique aux tests moléculaires qui perraiettit de déceler des
larves de mouches dans des cargaisons de blelemsst Iregrettable que ces avancées soient actueiteret
conjoncturellement limitées par un manque de ppéeton financiére des producteurs de bleuets.
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