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Depuis une vingtaine d’années, les mises au point bibliographiques sur les travaux consa-
crés 3 la pathologie des insectes et a la lutte microbiologique ont été nombreuses : depuis
les deux traités originaux de STEINHAUS (1947 et 1949), repris en collaboration avec de
nombreux autres spécialistes en 1963, on a vu paraitre les ouvrages de DE BACH (1964),
MULLER-KOGLER (1965), WEISER (1966), BURGES et HUSSEY (1971), FRANTZ et
KRIEG (1972), AFRIKTAN (1973), EVLAKHOVA (1974)... et on annonce, en 1975, la pu-
blication d’un nouvel ouvrage intitulé « Insect diseases » sous la direction de CANTWELL.

La création de I'Organisation Internationale de Lutte Biologique (O.LL.B.) et de la So-
ciety for Invertebrate Pathology (S.I.P.), la publication régulitre de leurs journaux scientifi-
ques (Entomophaga, Journal of Invertebrate Pathology), I'organisation de Colloques interna-
tionaux (Paris, 1962 ; Wageningen, 1966 ; College Park, 1970 ; Oxford, 1973), de sym-
posiums {Commission de Pathologie des Insectes et de Lutte microbiologique OILB/SROP :
Amsterdam 1970, Montpellier 1971, Saint Christol les Alés 1974) ou de réunions annuelles
(SIP : Oxford, 1973 ; Tempe, 1974 ; Corvallis, 1975} permettent de plus une excellente
diffusion de linformation scientifique ainsi que des échanges directs entre les chercheurs.
Parallelement des réunions analogues se tiennent dans les capitales des pays de I'Est (Novos-
sibirsk 1964, Riga 1968, Kichinev 1971, Bucarest 1973) et les différents Instituts de recher-
che concernés publient lenrs travaux dans différentes revues telles que le Bulletin de I'Institut
d’Etat de Recherches des Moyens de Lutte microbiologique de la Protection des Plantes
{VNIIBACPREPARAT, Moscou), Zakist Roslin (Institut Ukrainien de Protection des Plan-
tes, Kiev), du Bulletin de I'Institut de Recherches de ['Union Soviétique de Lutte biologique
{Kichinev), de Zaschita Rastenii de I'Institt de Recherches de I'Union Soviétique de Protec-
tion des Plantes {Léningrad-Pouchkine), Ekologia-Polska (Vasvovie), Ceska Mykologie (Pra-
gue)...

On comprendra, dans ces conditions, qu’il est de plus en plus ardu de réunir et d’assi-
miler toute cette documentation qui traduit la vitalité croissante de ce secteur particulier de
la protection des plantes ; méme en se limitant & un seul domaine, ce qui n’est pas sans ris-
que pour apprécier objectivement la valeur relative des différents travaux, la synthése des
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résultats obtenus ne peut étre exempte d'omissions involontaires ou lides aux difficultés de
faire traduire certaines publications rédigées en langues peu accessibles (telle le traité ' AOKI,
1957, consacré aux champignons entomopathogénes mais publié en japonais), sans omettre
Uinterprétation personnelle quinstinctivement le lecteur leur donne en fonction de sa propre
expérience,

Si, dans le cas particulier des champignons entomopathogénes, il est possible de dater les
premitres obscrvations scientifiques aux environs des anndes 1830, avec I'ouvrage de BASSI
(1835) sur la muscardine du ver & soie, les recherches se sont principalement développées
d'une part entre 1880 et 1910, époque au cours de laquelle §’iltustrarent BATL (1867) MET-
SCHNIKOFF (1879), KRASSILSTSCHIK (1888), GIARD (1889}..., et d’antre patt i partir
des années 1950, suivant 'élan donné par 12 mise au point de préparations commerciales ento-
mopathogénes 4 base des bactéries Bacillus thuringiensis Berliner ou Bacillus popullice Dutky
(YENDOL et ROBERTS, 1970) '

Un nombre encore limité de laboratoires consacrent leurs activités 4 ce domaine particu-
Yer de la futte microbiologigue, sanf dans les pays de I'Est tels que la Tchécoslovaquie, la
Pologne et surtout 'Union Soviétique oft depuis une vingtaine d’anndes un effort suivi est
fourni pour aboutir 4 des solutions pratiques utilisables en agriculture, mais il est remar-
quable de constater I'intérét croissant pour ce sujet manifesté par des spécialistes apparte-
nant & d'autres disciplines que I'entomologie, qu’il s’agisse de systématiciens, de biochimistes
ou de technologues.

L’ouvrage de base & partir dugquel nous nous proposons d’analyser les publications est
celui de MULLER-KOGLER (Pilzkrankheiten bei Insekten. Anwendung zur biologischen Scha-
dlingsbekampfung und Grundlagen der Insektenmykologie, 1965), véritable source de docu-
mentation pour tout travail consacré aux champignons entomopathogénes. Tous les aspects du
probléme ne pouvant étre évoqués en quelques pages, il sera précieux de se référer, en cas de
hesoin, aux mises au point de COUCH et UMPHLETT sur les Coelomomnvees, de MAC-
LEOD sur les Entomophthorales, de MADELIN sur les Fangi Imperfect:, de MOEWENS sut
les Cordyceps dans le traité de STEINHAUS (1963), de ROBERTS et YENDOL sur ['utili-
sation pratique des champignons dans la lutte contre les insectes et de GUSTAFSSON sur le
probléme particulier des mycoses d’aphides et de cochenilles (in BURGES et HUSSEY,
1971}, _

I. RECHERCHES FONDAMENTALES
§ 1. Position systématique des champignons entomopathogénes.

Alors quiil y a seulement une quinzaine d’années, la littérature spécialisée étant encore
encombrée d'une synonymie particulierement riche pour désigner les genres et espéces de
champignons entomopathogines, malgré les travaux fondamentaux de PETCH (de 1921 &
1948) puis de MAINS (de 1950 & 1959) ; les efforts réalisés au cours des dernidrse anndes
par les systématiciens permettent actuellement d'identifier avec sécurité la plupart des genres
et aspices rencontrées. Le récent ouvrage EVLAKHOVA (1974}, quoique en langue russe,
est un précieux document de référence grice aux nombreuses planches qui Iillustrent.

Rappelons que les champignons entomopathogénes se répartissent dans tous les groupes
systématiques, des Phycomycttes aux Funmgi Imperfecti, en passant par les Ascomycetes et
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les Basidiomycétes, Cependant I'importance relative des différents groupes est trés variable :
les Fungi Imperfecti {Moniliales et Sphaeriales) ct les Phycomycétes (Entomophthorales) cons-
tituent les classes les mieux représentées et les plus fréquentes. On doit cependant leur
adjoindre les Cordyceps (Ascomycgtes Hypocréales) fréguents dans certaines régions du globe
mais 4 biologie et rdle encote mal connus, ainsi gue les Coelomomyces (Phycomycétes Blas-
tocladiales) pathogénes des larves d’Aedes, Ano pheles et Chironomidae.

A Fungi Imperfecti.

Ils regroupent les germes les plus communément émdiés tels Beawveria, Metarrbizium,
Paecilomyces, Spicaria (= Nomuraea), Hirsuteila... MACLEOD (1954) réduisit I'abondante
synonymie du genre Beauveria (Sporotrichum, Isaria, Penicillium, Botrytis...) et proposa de
distinguer les deux seules espices types Beawveria bassiana (Balsamo Vuillemin et Beauveria
tenells (Delacroix) Siemaszko ; récemment DE HQOOG (1972) rérablit le nom Beanveria bron-
griartii (Saccardo) Petch sous lequel ont doit désormais désigner B. zewella,

En ce qui concerne Metarrhizium anisoplise {Metschnikoff) Sorokin, on distingue depuis
les observations originales de JOHNSTON (1915) confirmées uliérieurement par VEEN
(1968), une forme major (dimensions des conidies 7-16 x 2,5-3,5 u) ainsi qu'une forme mi-
nor encore dite « anisoplize » {3-5 x 2,3 u). Récernment GAMS et ROZSYPAL (1973} ont
décrit une nouvelle espéce, Metarrhizium flavoviride, caractérisée par la teinte vert-jaune de
sa sporée typiquement vert foncé chez M. anisopliae et par la morphologie de ses conidies de
forme grossitrement ellipsoide et de taille intermédiaire entre les « major » et les « minor »
(79 x 45-55 u); les mémes auteurs pensent, sur la base des descriptions fournies par
BOROWSKA, GOLONKOWA et KOTULAWA (1970), que l'espice Metarrbizium valuti-
nume, que cenx-ci ont décrite, est trés voisine de M. anisoplize. D’aprés nos propres observa-
tions, M. flavoviride pourrait étre un agent entomopathogéne intéressant pour la lutte biolo-
gique car il provoque une mycose endémique dans les populations de YOtiorrhynchus du frai-
sier en Bretagne.

Le genre Paecilomyces (Paecilomyces farivosus (Holm ex S.F. Gray) Brown et Smith et
Paecilomyces fumoroseus {Wize) BROWN etSMITH (1957) vient d’8tre étudié & nouveau
par SAMSON (1974} qui le découpe en deux sections, section Paecilomyces et section [sa-
dioidea dans laquelle sont regtoupdes les espices entomopathogenes (les 2 précédemment
indiquées ainsi que P. amoenorosens (P. Henn) Samson, nouvelle espéce isolée de latves et
nymphes de coléopteres et de lépidoptéres au Ghana). Si 3 espices de Paecilomyces ont des
stades sexués reconnus parmi les Ascomycites, par contre en ce qui concerne les espéces en-
tomopathogénes toutes les tentatives de culture visant & démontrer leur parenté avec les
formes sexuées des Ascomyedtes Cordyceps et Torrubiella ont jusqu'a présent échoué.

Le gente Akanthomyces (MAINS, 1950) qui développe des synnema semblables & ceux
des Paecilomyces s'en distingue cependant par la disposition particulizre des phialides tont
au long des synnema, alors qu’elles ont une disposition verticillidée chez Paecilomyces. Cepen-
dant SAMSON et EVANS (1974) signalent que Akanthocyces gracilis, pathogéne pour les
chenilles de lépidopteres et les Cercopides au Ghana, peut étre considéré comme une forme
de passage entre les deux genres.

Les mémes auteurs donnent de nouvelles descriptions des genres Gibellula (MAINS,
1950} et Pseudogibellufa (SAMSON et EVANS, 1973), pathogénes d’Arachnides, d"Hymenop-
teres Formticidae et d’'Homoptéres Cercopidae, dont les potentialités d’emploi en lutte micro-
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biologique n'ont pas encore été éprouvées, Il en est d’ailleurs de méme pour les Akanthomy-
ces précédemment cités.

KISH, SAMSON et ALLEN (1974) ont récemment proposé que V'espéce Spicaria rileyi
(Farlow) Charles, déja écartée du genre Paecilomyces par BROWN et SMITH (1957) soit
rattachée au gente Nomuraea décrit par MAUBLANC (1903) sous le nom Nomuraca rileyi
{Farlow) Samson. Cette espéce réputée pour sa croissance lente {alors que l'utilisation d'un
miliea de culture 3 base d'un cocktail commercial de 8 jus de légumes nous donne entidrement
satisfaction & la Minigre) cause des épizooties dans les populations de Trickoplusiani au Texas
(GLETZIN, 1961) et s'avére, d'aprés nos expérimentations un agent entomopathogine aux
potentialités non négligeables (FARGUES et RODRIGUEZ, 1974). Une autre espéce, Nowry-
raca atypicola (Yasuda) Samson est décrite par SAMSON (1974) 4 partir de cultures isolées
essentiellement d’araignées qui, d’aprés KOBAYAST (1941} sont fréquemment atteintes de
cette mycose au Japon,

Le gente Hirsutella {(MAINS, 1951) présente des analogies morphologicues avec le genre
Akantbomyces par la formation de synnema portant des phialides latérales. Celles-ci ont ce-
pendant la particularité de se terminer par un long sterigmate portant i sa pointe une conidie
le plus spuvent englobée de mucus. Pathogénes d'insectes appartenant i tous les groupes sys-
tématiques, le genre compte un assez grand nombre d’espéces parmi lesquelles Hirsutella gi-
gantea Petch (MACLEQD, 1959) et surtout Hirswtella thompsonii Fisher (FISHER, 1950)
qui fait Vobjet d'un programme de recherches et d’applications en Floride pour lutter contre
les pullulations de Vacarien Phyllocoptruta oleivora en plantations de citrus (McCOY, 1969,
1971, 1972).

PROTSENKO (1967) a établi récemment une <lé systématique du genre Aschersonia
(Sphaeropsidales) pathogéne de Coccidae et d’Alenrodidae. Ces espices représentent le stade
conidial d’espices sexuées appartenant au genre Fypocrella (Ascomycites) (cf. PETCH 1921,
MAINS 1959 a et b). Cependant chez la plupart des espices la formation des périthtces est
rare. MAINS (1959b) a décrit 7 espéces pathogénes d’aleurodes en Amérique du Nord, dont
la plus fréquente Aschersonia aleyrodis Weber. Elle se présente sous la forme d’un stroma cir-
culaire convexe, de 0,5 4 5 mm de largeur, entouré d'un fin feutrage mycélien sur 1 mm de
largeur, d’une couleur blanche A ocracée, généralement plus ou moins recouvert d’une sporée
orange 3 I'état frais et percé de quelques orifices périthéciaux. Au début du sizcle (BERGER
1907, ROLFS et FAWCETT 1908) des expérimentations prometteuses furent réalisées en
Flotide contre les aleurodes des citrus. Plus récemment des résultats trés encourageants ont
¢été signalés contre le méme ravageur en République autonome d’Adjarie (URSS) par GA-
PRINDASHVILY et al. (1964).

Signalons enfin deux genres de Moniliales qui comptent des espéces occasionnellement
entomopathogénes : Cepbdlosporium et Sporotrichum. D'aprés BALAZY (1973) seuls Cepha-
losposium Lecanii, C. lefroyi ainsi que les formes conidiennes de Torrubiella alba et de Cor-
dyceps militaris semblent pouvoir étre considérés comme de véritables entomopathogénes.
Cephalosporium puscarium Petch Cepbalosporium thripidum Petch et Acrostalagmus coccidi-
cole Guégen doivent &tre désortnais considérés comme des synonymes de Cephalosporium
lecanii Zimmermann, principalement isolé de cochenilles. De méme Cepbalosporium dipteri-
gensm Petch et C. aphilicola sont des synonymes de Cephalosporium lefroyi Horne. FASSA-
TOVIA (1967) présente une clé systématique des Sporotrichum entomopathogénes (5. marii-
nekii, 5. cejpii et 5. aranearum), leur virulence pour les insectes ayant été démontrée expéri-
mentalement uniquement pour 5. cejpif.

B. Entomophthorales (Phycomycetes)
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Cette classe regroupe & la fois des genres entomopathogénes (Entomopbhthore, Massos-
pora)} et des genres saprophytes ou parasites de végétaux (Basidiobolus, Comidiobulus...) lLa
distinction entre les deux entomopathogénes tient au mode de formation des conidies qui se
développent sur des conidiophores i Vextérieur du corps de Vinsecte {Entomophibora) ou au
contraire uniguement A lintétieur { Massospora).

SOPER (1974} a commencé I'étude du genre Massospora par un revue systématique 3
partir du matériel récolté sur la cigale Okanaga rimosa Say ; parallelement MACLEOD et
MULLER-KOGLER (1970, 1973) ont entrepris une monographie du genre Emtomophthora
qui compte 150 espéces déerites et dont ['espéce tvpe est Entomophtbora (=Empusa) mus-
cae Cohn. A partir des 8 sous-pentes proposés au cours des vingt dernieres années pour clas-
set les différents types : Zygaenobiz (WEISER, 1951), Zoopbthora, Triplosporiun, Entomo-
phaze (BATKO, 19643) Culicicols (BATKQ, 1964b), Strongwellsea (BATKO et WEISER,
1965), Tarichiun: (WEISER, 1965) et Myiphyton (ARX, 1970}, MACLEOD et MULLER-
KOGLER ont tout d’abord décrit les espices dont le stade conidial est inconnu et qui étaient
pour la plupart désignées sous le genre Tarichium {1970), puis les espéces ayant des conidies
pyriformes a sphériques (1973). Ultérieurement ils se proposent de prendre en considération
les especes dont les conidies ont une forme en cloche puis celles possédant des conidies fusi-
formes, ovales ou elliptiques.

.Pour clarifier la situation, avant que cette importante monographie soit achevée, TYR-
RELL et MACLEOD (1972) ont proposé que les espéces produisant des microconidies, et
en particulier Vesptce Entomophthors coronata, décrites sous les noms de genre Delacroixia,
Entomophthora et Conidiobolus, soient regroupées sous le nom générique Conidiobolus sub-
gen. Delacroixia (Sacc. et Syd.) Tyrrell et MacLeod (espéce type : Conmidiobolus coronatus
Cost. Batko).

C. Coelomomycetacege {Physomycétes Blastocladiales).

Caractérisés par leur spécificité pour les moustiques et les chironomides ainsi que par leur
multiplication sous la forme de sporanges dans la cavité générale de l'insecte, les Coelomo-
myces ont retenu l'attention des entomologisteset des responsables de la santé humaine (O.M.
S.) depuis prés de vingt ans. La révision du genre par COUCH (1945) a subi peu de modifi-
cations, quelques espéces nouvelles telles que C. zasmaniensis (LAIRD, 1956), C. opifexi
(PILLAT, 1969) devant y &tre adjointes, compte tenu des validations successives de LAIRD
(1962}, COUCH (1962), WEISER et VAVRA (1964).

D. Ascomycétes.

Ces champignons sexués comptent des genres entomopathogines variés et relativement
mal connus.

SKOU (1972) a présenté une monographie des Ascosphaerales {Euascomycetidae) qui
comprennent les deux genres Beftsiz et Ascosphacra=Bettsia alvei semble étre uniquement
un saprophyte du pollen dans les ruches alors que Ascosphaera apis, A major et A. proliperda
occasionnent la maladie crayeuse du couvain (chalk-brood diesase),

EVLAKHOVA (1974) donne une clé systématique des Myriangiales {Loculoascomyceti-
dae), pathogenes d’Homoptéres Coccoidea (Myriangivn: durizei Mont. et Berk., M, asterinos-
porym B11. et Ev. Miller, M. tuberculans Miles et M. floridanum Hohnel) mais faute de ré-
vision récente du genre il est nécessaire de se reporter aux descriptions de PETCH (1924) et
de MILLER (1940} ou i la monographie générale du genre de von ARX (1963).
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Le genre Cordyceps (Pyrenomycetes Sphaeriales Clavicipitaceae) qui compte de nombreu-
ses esptces pathogines d'insectes trés divers, est par contre bien connu sur le plan systéma-
tique (KOBAYASI, 1949 ; MAINS, 1958} mais 2 peu fait Pobjet de travaux pathologiques
et écologiques (LATGE, 1972).

Les genres Torrubiella (syn. Globulina), Hypocrella {syn. Fleischeria, Hypocreophis,
Moelleriella) et Podonectria, tous de la méme famille des Clavicipitaceae sont également re-
connus entomopothogénes mais ne semblent pas avoir fait 'objet d’études récentes (cf. MUL-
LER-KOGLER, 1965).

§ 2. Pathogenése.

A. Voies et modalités d’infection.

1l est désormais admis que d'une fagon générale l'infection des insectes par les champi-
gnons entomopathogénes se produit par la voie tégumentaire et non pas par le tube digestif,
voie d'entrée privilégiée des bactéries et des virus. On doit cependant mentionner que quel-
ques auteurs tels ACATRINEI et PETCU (1966), BAJAN et KMITOVA (1968) décrivent
Vinfection des larves de doryphore par Beawveriz bassiana 3 travers Pépithélium intestinal.

Alors que DAVID (1967) suggdre que la pénétration du mycélium & travers le tégument
peut étre favorisée par les pores naturels qui le traversent, McCAULEY, ZACHARUK et
TINLINE (1268) excluent cette hypothése et confirment la théorie suivant laquelle aprés dé.
veloppement ou non, & la surface du tégument, de structures appressoriales (ZACHARUK,
1970) des mécanismes de nature physique et enzymatique déterminent la pénétration des hy-
phes infectants (ROBINSON, 1966). Il est fréquemment observé qu'au nivesu des points
d’infection le tégument se mélanise, sans toutefois que ce phénoméne soit absolu. OQAKI et
YANASE {1970) interprétent cette manifestation comme [a conséquence d'une modification
de Pactivité phenoloxidasique du tégument par le champignon. En présence d’un pothogéne
trés virulent, la pénétration du tégument serait assez rapide pour que lactivité phénoloxida-
sique de celui-ci ne soit pas modifiée, alors qu’au contraire une souche peu active perturberait
plus longuement cette activité qui assurerait alors la mélanisation tégumentaire.

Rappelons que le tégument de l'insecte est essentiellement constitué de protéines et de
chitine assocides 4 des lipides et 4 des composés phénoliques. La partie externe ou épicuti-
cule, trés fine est caractérisée par sa teneur en lipides (acides gras et paraffines). SUSSMAN
{1951), KOIDSUMI (1957), EVLAKHOVA et SHEKHURINA (1962) ont démontré Pacti-
vité antifongique de ces lipides épicuticulaires. Suivant les auteurs, leur élimination par vole
physique ou chimique favoriserait ou non la pénétration des champignons. En fait LATGE
{1972) leve cette apparente contradiction en démontrant que ces lipides possédent effectivement
une activité antifongique mais qu’elle ne se manifeste qud de fortes concentrations, bien su-
périeures 4 celles qu'on peut trouver dans P'épicuticule. D'ailleurs GABRIEL (1968), LATGE
(1972), PARIS (1973) ont montré que des champignons aussi différents que Beanveria bas-
stana, Cordyceps militaris ou Beanveria tenslla possédent effectivement une activité lipasicue.

Lloriginalité de I’équipement enzymatique des champignons entomopathogénes tient donc
plus aux systdmes susceptibles d'attaquer le complexe chitine-protéine, puisqu’on estime gue
seulement 10 % des protéines totales du tégument ne sont pas lides, Il est donc nécessaire
qu'une hydrolyse préalable des protéines par une protéase ait lien avant que les chitinases
entrent 4 leur tour en action. Or, dans le cas du tégument des insectes, la sclérotisation des
chaines protéiniques (par polymérisation des chaines de polypeptides tannés par des quino-
nes} assure une stabilité particuligre du complexe chitine-protéine.
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D’apsds les expériences de SAMSINAKOVA, MISIKOVA et LEOPOLD {1971) sur
Beauveria bassiana et Galleria mellonells d'vnepart, de LATGE (1972) sur Cordyceps milita-
ris dautre part, il apparaft qu'outre les lipases déja citées, protéases et chitinases sont efgec-
tivement produites par ces champignons et que les activités lipasiques et protéasiques préce-
dent lactivité chitinolytique. Chez les Entomophthorales, JONSSON a également reconnu
(1968) la production de protéases chez 10 espices différentes. Etant donné qu’il n'a pas été
possible d’¢tablir de corrélation entre la pathogénicité de diverses souches de Beauveria te-
nella pour les larves de Melotontha melolontha et leur activité protéasique (PARIS, 1973}, il
est vraisemblable que d’autres propriétés des souches pathogtnes doivent &tre prises en consi-
dération.

Pour un méme insecte et pour une méme souche de champignon, ces phénomenes infec-
tienx ont des évolutions différentes en fonction du site tégumentaire contaminé pat 'inocu-
lum de spores = aptés contamination ponctuelle de larves 13 de Melolontha melolontha par
1.10 5 conidies de Besuveria tenells au niveau du labium, du Ler tergite thoracique, du 28me
stigmate thoracique, du 72me tergite abdominal, du tergite du telson ou enfin de la région
anale, le développement de la mycose est le plus élevé d’une fagon significative aprés [a conta-
mination du labium (DELMAS, 1973). VEEN (1966) avait d&ji observé que les larves de
Schistocerca gregaria peuvent étre infectées & ce niveau par Metarrbizium anisoplize, mais par
contre OAKI (1961) rapporte que la contamination des chenilles de Bombyx mori au nivean
des pidces buccales n'est pas suivie d’effet. Faute d’érudes histologiques, on ne peut encore
interpréter ces phénomeénes.

Rappelons enfin que certains champignons dits occasionnellement entomopathogénes (Mu-
cor, Aspergillus) ne peuvent infecter l'insecte que par des lésions ou blessures accidentelles
du tégument (HEITOR, 1962 ; VEY, VAGG et DELANOUE, 1967}, ce qui met en valeur
Pimportance de la barriére tégumentaire dans les processus infectieux. Clest d’ailleurs pour
cette raison qu’i notre avis il est préférable d'éviter les expérimentations d'infection par in-
jection artificielle intra-hemocoelienne lorsqu'on se propose d'étudier, sur le plan écologique,
les relations entre un champignon et un insecte. '

B. Développement de Uinfection : mort ou guérison ?

Aprés 1a traversée du tégument, seul Uhypoderme présente localement des altérations
d’une histolyse. Le mycélium se fragmente en éléments de colonisation par bourgeonnement
(blastospores) ou abstriction, alors que les phagocvtes se concentrent autour des points d'in-
fection. VEY (1971) décrit la réaction hémocy taive des chenilles de Galleria mellonella attein-
tes d’'une mycose & Aspergillus niger ; ce sont principalement les plasmatocytes de la formule
sanguine, normalement dispersés dans 'hémolymphe, qui s'agglomérent avtour du champi-
gnon en un ensemble apparemment serré. Les cellules les plus internes semblent subir une lyse
partielle, les plus proches du champignon étant touchées par un processus de mélanisation,
les hyphes eux-mémes étant entourés d’une graine mélanisée, Au bout de quelques jours ce
pseudo-tissu hémocytaire prend un aspect fenilleté (granulome), Ce mécanisme de défense a
pu étre reproduit in vitro price aux techniques de culture de cellules d'invertébrés (VEY,
1967 ; VEY et VAGO, 1971), ce qui a révélé un phénomeéne d’attractivité & distance des hé-
mocytes par les éléments mycéliens ainsi que limpossibilité pour les cellules les plus pro-
fondes du granulome de se détacher et de reprendre leur individualité aprds explantation.

En quelques jours ces formations hémocytaires peuvent atteindre une taille importante,
de lordre du millimdtre et devenir visibles & travers le tégument ; ou bien Iévolution de la
maladie est stoppée 4 ce stade et l'insecte continue son développement jusqu’au stade ima-
ginal en présence de ces granulomes, ou bien le mycélium franchit cette barridre hémocytaire

et linfection se développe.
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VEY et VAGO (1971)distinguent Fimportance relative de ces phénoménes d’enkyste-
ment en fonction du pouvoir entomopathogéne du champignon ; avec des agents faiblement
pathogenes tels Aspergillus niger v. Tiegh il semble que dans certains cas on observe des pro-
cessus prenant la voie de la guérison (VEY et VAGO, 1969} le champignon restant isolé
dans son enveloppe pendant toute la vie de Uinsecte ; avec des parasites de blessure tels
Mucor biemalis Wehmer, Venkystement a une efficacicé assez faible & la fois en raison de la
rapidité du développement des hyphes et de la sécrétion de toxines, mais la guérison peut
cependant arriver dans quelques cas particulier; enfin avec des agents & pouvoir pathogtne
élevé, tels les Beanweria, si on observe une phase initiale de regroupement des hémocytes et
méme de phagocytose, ultérieurement des troubles surviennent dans le processus d’enkyste-
ment, vraisemblablement en raison de ["émission de toxines. La mort survient 3 la fois parce
que la réaction hémocytaire est de trop faible durée et nempeche pas I'émission de blastos-
pores dans hémocoele et surtout sous l'action des toxines puisque les attagues tissulaires
sont encore trés limitées & ce stade. Cependant ZACHARUK (1971) obsetva que ['ultrastruc-
ture des cellules du tissu adipeux, des tubes de Malpighi, du tube digestif, du ganglion abdo-
minal ventral et des muscles est déji modifiée au moment de la mort de l'insecte méme si
on ne détecte pas d’éléments mycéliens 3 leur voisinage (vacuolisation des cytoplasmes, aug-
mentation du nombre et de la taille des lysozomes, dégénérescence des mitochondries).

Le t8le des toxines dans ’évolution ultime des processus infectieux est donc considéré
comme déterminant, Divers auteurs ont en effet identifié divers composés toxiques & partir
de cultures de Beauveria, Metarrhizium, Cordyceps et Entomophthorales. Ainsi, depuis les
travaux originaux de KODAIRA (1961} qui purifia les destruxines A et B 4 partir de filtrats
de culture de Metarrhizium anisoplize, RABERTS {1966a et b, 1969) précisa les conditions
de synthse de ces toxines en fonction de la composition chimique du milieu de culture et
déerivit les symptdmes gu'elles provoquent aprds injection intrahémocoelienne (tétanie). Pa-
rallélement TAMURA, KUYAMA, KODAIRA ot HIGASHIKAWA {1964) puis KUYAMA
et TAMURA (1065) indiquérent la structure chimique de la destruxine B et le procédé con-
duisant 3 sa synthdse totale, alors que SUZUKI, KUYAMA, KODAIRA et TAMURA (1966}
élucidaient la structure de la destruxine A, Ultérieurement SUZUKI, TAGUCHT et TAMU.
RA (1970} puis SUZUKI et TAMURA (1972) ont isolé et décrit les structures de 3 autres
composés toxiques, les destruxines C et D ainsi que la desmethyl-destruxine B. Aprés avoir
identifi€ ces composés dans le filtrat de culture de M. anisoplize, SUZUKI, KAWAKAMI et
TAMURA (1971) les ont 2 leur tour reconnus dans des vers & soie (Bombyx mori) infectés
par ce méme champipnan, ce qui confirme qu'ils peuvent jouer un r8le dans les processus
pathologiques conduisant 4 la mort de Pinsecte.

1l s'agit de depsipeptides cycliques composés de 5 acides aminés et d’un acide gras, dont
la structure présente des analogies avec d’autres polypeptides toxiques tels que la gramicidine S
{Bacillus brevis), la phalloidine (Ammanita pbczllozdes} Vislanditoxine ( Penicillium islandicun)

(cf. LYSENKO et KUCERA, 1971).

Beauveria bassiana émet également des composés toxiques tels la beauvericine {HAMILL.
HIGGENS et GORMAN, 1969 ; DORSCHNEER et LARDY, 1969} qui est également un cy-
clodepsipeptide de strucuure voisine de celle des enniatines des Gibbereila. Des études récem-
ment réalis€es en France (FRAPPIER, communication personnelle) sur deux souches de B.
bassiana et de B, fenella n’ont pas permis de révéler la présence de ce cyclodepsipeptide, mais
par contre celle d'un autre composé de la méme famille, le ténérolide, dont la structure varie
suivant 'espece considérée. Ces résultats confirment ceux de BRIGGS, FERGUS et SHAN-
NON (1966} qui ont décrit la structure d’un isarolide (mélange de cycladepsipepiides) obtenu
3 partir d'une souche d’un Isaria sp. Or DE HOOG (1972), 4 la svite d'un examen morpho-
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logique de cette méme souche (CBS 72271) I'a identifiée comme étant un Beauveria bron-
griartii (=B. tenella). 1] est remarquable de noter la convergence de ces résultats obtenus au
moyen de techniques toralement indépendantes ['une de l'autre.

YENDOL, MILLER ei BEHNKE {1918) ont édié les toxines produites par Entomo-
phthora coronata ( =Conidiobolus coronatus), Entomopbthora viralenta et E. apiculata par
injection aux chenilles de Galleria mellonella et aux imagos de Musca autumnalis. PRASERT-
PHON et TANADA (1969) se sont livtés 3 des études analogues sur Galleria, Bombys mori,
Heliothis zea et Hyalophora cecropia. Par injection intra-hémocoelienne ces toxines ne pto-
voquent pas de paralysie comme les destruxines mais une réaction de mélanisation générali-
sée, ainsi que des perturbations des mues larvaires et imaginales & fortes doses.

La Cordycepine fut isolée de cultures de Cordyceps militaris par CUNNINGHAM, HUT-
CHINSON, MASON et SPRING (1951) et sa structure érudide en dérail par BENTLEY,
CUNNINGHAM et SPRING {1951) puis pas HANNESSIAN, DEJONGH et McCLOSKEY
(1966) mais il ne semhle pas qu'elle ait fait I'objet d’expérimentations sur insectes, alors que
son activité bactéricide a été mentionnée plusieurs fois.

KODAIRA (1961) démontra qu'Aspergilins ochraceus, A. oryzae, A. flavus donnent, en
milien de culture, des composés toxiques pour le ver 4 soie par ingestion. BEARD et WAL-
TON (1969) ont obtenu des résultats comparables sur QOncopeltus fasciatus, Musca domestica
et Aedes atropalpus avec un composé soluble dans I'eau provenant de cultures d'A. flavas var.
columnaris. A partir de ces mémes cultures, TOSCANO et REEVES (1973) ont sépaté par le
chloroforme deux fractions toxiques pour les larves de Culex peus et Culex tarsalis.

L'effet cytotoxique de Pun de ces composés, la beauvericine, a ét€ récemment étudié par
VEY, QUIOT et VAGO (1973} grice a la technique des cellules d’insectes cultivées in vitro.
1'effet le plus marquant, en dehors d'une influence sur la forme, les réactions et la migration
des cellules, concerne les altérations nucléaires (groupement de la chromatine en amas denses
et volumineux). VELITSKAIA (1968) note que les toxines de B. bassiana n’ont pas seulement
une activité sur les insectes mais également sur les protozoaires (paramécies) et les végétaux.
SIKURA et BEVZENKQ (1972) ont établi une corrélation entre la production de toxines par
B. bassiana en culture profonde et la virulence des souches pour Galleria mellonella.

Cette évalution plus ou moins rapide de la toxémie en fanction des propriétés des sou-
ches entomopathogénes considérées explique vraisemblablement gque dans certains cas le cham-
pignon puisse avoir un développement végétatif marqué avant la mort de I'hdte. PRASERT-
PHON et TANADA (1968) ont décrit 1a formation et la circulation des blastospores de Mefar-
rhizium anisoplize ou de Beauveria bassiana et des corps hyphaux (hyphal bodies) d’Entomo-
phthora coronata et I'E. apicalata dans 'hémolymphe de Galleria mellonellz. Quarante huit
heures aprés la contamination tégumentaire des blastospores peuvent étre repérées dans le
sang et aprés soixante heures elles envahissent [’hémocoele, la mort des insectes survenant en
moyenne aptés 72 heures. La multiplication de ces blastospores a été étudiée par OAKI et
YANASE (1970) qui établissent des corrélations entre leur nombre er leur taille et Ja com-
position chimique du milieu nutritif. En général la présence d'acides aminés monoaminomo-
nocarboxyliques (glycine, alanine, isoleucine, leucine, valine) ou aromatiques (phenylalanine,
tyrosine) le sont moins.

Au cours de cette phase de colonisation de 'hémolymphe, les blastospores peuvent étre
phagocytées par les cellules sanguines (KAWAKAMI, 1965) mais ce phénoméne de défense
ne semble &tre réellement efficace qu’en présence de champignons peu virulents.

C. Développement post-mortem du champignon.
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Aprés la mort de I'héte, le champignon poursuit son développement en saprophyte en
colonisant les différents tissus. Il entre alors en compétition avec la flore bactérienne intes-
tinale, particulierement abondante chez certaines espéces d’insectes saproxylophages comme
les Oryctes par exemple.

Or dans la majorité des cas le cadavre des insectes tués par la mycose ne subit pas de
putréfaction bactérienne, ce gui laisse supposer que des substances antibiotiques peuvent étre
émises par le pathogéne. Il a été signalé précédemment que la cordycepine présente une acti-
vité antibactérienne. En ce qui concerne les Beauveris, VINING, KELLEHER et SCHWAR-
TING (1962) ont démontré que l'oosporeine, pigment responsable de la coloration des cada
vres, 2 une activité bactéricide vis-d-vis de Staphylococcus aureus, Bacillus subtillis, Proteus
valgaris, Klebsiella pneumoniae et Pseudomonasaeruginosa. Signalons d'ailleurs qu'outre cette
oosporeine, pigment rouge, des pigments jaunesdénommés tespectivement bassianine et tenelli
ne ont été identifiés (El BASYOUNI, BREWER et VINING, 1968) ; leur structure et
leur bio-synthése ont fait I'objet de travaux récents (McINNES, GAVIN, SMITH, WALTE
R, VINING et WRIGHT, 1964, McINNES,GAVIN, SMITSH, CHI KIT WAT, VINING

et WRIGHT, 1974).

Aprés envahissement complet du cadavre transformé en momie, le développement ulté-
rieur du champignon est conditionné par Ihumidité relative de Vatmosphtre ambiente =
ce n'est que si Phumidité atmosphérique est élevée que le mycélium, aprés avoir 4 nouveau
traversé le tégument, mais cette fois de Dintérieur du corps vers 'extérieur, croit en surface
pour former des conidiophores, origine de Ia reproduction asexuée {conidiospores) ; sinon
le cadre reste A I'état d’une momie dure et cassante, Quelques observations indiquent que
l'agent entomopathogéne pourrait alors se conserver sous la forme de chlamydospores (PRA-

SERTPHON et TANADA, 1968).

D. Particularités de Pinfection au cours de la mue.

Alors qu'il ¢tait habituellement admis que le rejet tégumentaire consécutif aux mues
pouvait assurer une protection de Pinsecte contre l'infection par les champignons, ZACHA-
RUK {1973} FARGUES et VEY (1974} ont annalysé plus en détail les processus pathologiques
au cours de cette phase particulidre et démontré que, dans certains cas, I'infection pouvait
ére au contraire favorisée. Par exemple Beauverin bassiama peut traverser le tégument des
larves du 3éme stade de Leptinotarsa decemlinesta en prémue, coloniser le liguide exuvial
et contaminer secondairement le nouveau tégument en formation soit suivant le processus
classique de Vinfection primaire, soit  travers les zones de lésions tégumentaires occasion-
nées par les adhérences entre les deux téguments sous Yaction du champignon. Des bactéries
peuvent d’ailleurs pénétrer également par ces blessures et provoquer des septicémies mor-
telles.

E. Seusibilisation des insectes aux infections cryptogamiques.

Les expériences d'infection dans les conditions contrdlées du laboratoire {(FERRON,
1967, 1970 ; FARGUES, 1972) ont bien mis en évidence la corrélation entre le nombre de
spores infectantes (inoculum) et la rapidité du développement létal de I'infection. Ces résultats
révelent gue linoculum minimum indispensable est assez élevé = la DL 50 en spores de
Beauveria tenells incorporé au substrat d’élevage des larves de Melolontha melolontha est res-
pectivement de 2.10 4 aprés 145 jours, 8.10 4aprés 100 jours et 1.10 6 aprés 50 jours 2
23° (FERRON, 1967) ; 1.10 3 spores de Metarrhizium anisoplize par gramme de compost
suffisent par contre pour provoquer 100 96 de mortalité au bout de 21 jours chez les larves
d’Oryctes monoceros (DIOMANDE, 1969} ; pour des insectes aériens comme les larves de
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Leptinotarsa decemlineata des 3éme et 4éme stades, le seuil minimum par application directe
sur le tégument de I'insecte est du méme ordre de grandeur (1.10 3) mais il passe 4 environ
50 000 spores par larves lors d'une pulvérisation sur le feuillage (TELENGA, SIKURA et
SMETNIK, 1967).

On a donc cherché 3 augmenter la sensibilité des insectes & la mycose en perturbant leur
état physiologique, soit par des substances chimiques 3 doses réduites, soit par association de
germes entomopathogénes de natures différentes (champignon + bactérie, champignon +
virus, champignon 4 protozoaire...).

Alors que PRISTAVKQ (1966) attribue la sensibilisation des larves de Leptinotfarsa
decemlineata A la mycose & Beanveria bassiana i une altération de la perméabilité de I'épithé-
lium intestinal i la flore bactérienne du tube dipestif, VEY (1967) démontre que la réac-
tion hémocytaire des chenilles de Galleria mellonella 3 une infection & Aspergillus niger peut
étre modifide par une infection simultanée par le virus de la densonucléose.

Des résultats contradictoires ont été obtenus lors de I'emplol de doses réduites d’insec-
ticides chimiques en association avec les champignons entomopathognes. Le synergisme d’ac-
tion décrit par les auteurs soviétiques (TELENGA, 1964), n’a pu étre reproduit, sur le méme
matériel {Leptinotarsa decemlineats) par FARGUES (1973} ; par contre V'addition de doses
réduites d’'HCH, parathion ou trichloronate (en général le cinquitme de la dose conseillée dans
la pratique agricole) & un inoculum de Besuwveria tenells favorise nettement le développement
de l2 muscardine blanche des larves du Hanneton commun {FERRON, 1970, 1971).

Lors de I'association d’agents pathogines de natures différentes, on n'observe un effet
favorable que lorsque Iinfection cryptogamique est pratiquée aprés incubation préalable d'une
maladie bactérienne ou virale {FERRON, HURPIN et ROBERT, 1969 ; FERRON et HUR-
PIN, 1974).

§ 3. Spécificité des champignons entomopathogénes.

§’il est reconnu que les grands groupes de champignons entomopathogénes ont une spé-
cificité marquée pour certains insectes, par exemple les Coelomomyces pathogénes de larves
de moustiques on de chironomides, les Entomopthorales pathogénes des Aphides, diptéres et
certains lépidopteres, par contre cette propriété semble beaucoup moins marquée parmi les
différents genres de Fungi Imperfecti. On ne compte plus les espces d’insectes les plus di-
vers & partir desquels des isolements de Beauveria bessiana ou de Metarrhizium anisopliae ont
été effectués.

Il serait cependant fort imprudent de classer sommairement ces souches en souches trés
virulentes ou peu virulentes sur la seule base de quelques expériences d'infection sur insectes
de référence. En effer, il a été démontré par exemple que senles les souches de Metarrbizium
anisoplise forma major isolées d’Oryctes sp. sont pathogines pour les diverses espéces de ce
genre (FERRON et DIOMANDE, 1969). Les résultats obtenus récemment par FARGUES
et RODRIGUEZ, (1974) sur la pathogénicité des Funpi imperfecti pour les Noctuelles (Mo
mestra brassicae, Cirphis unipuncta, Scotia segetum, Spodoptera litura) sont encore plus dé-
monstratifs = par exemple Beauveria bassiana n° 32 (mycothéque la Minidre) trés virulent
pour les larves de Leptinotarsa decemlineata n'est pathogéne pour aucune des Noctuelles étu-
dides, Metarrhizium anisopliae n° 51 virulent pour les larves d'Oryces est sans action sur les
vers gris, certaines souches de Paecilomyces fumoro roseus sont pathogtnes pour Mamestra
et Spodoptera mais sans action sur Cirphis, Scotia, Nomurea rileyi n® 3 est pathogéne pour
Spodoptera mais ne V'est pas pour Mamestra...
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En utilisant les méthodes électrophorétiques et immunoélectrophorétiques utilisées dans
I'étude des champignons pathogenes de ’homme, FARGUES, DURIEZ, ANDRIEU et PO-
PEYE (1974) ont entamé un travail original de caractérisation des souches par 1'étude des
structures antigéniques et la révélation de leurs activités enzymatiques.

§ 4. Sélection de souches enrdmopdtbogénes plus virulentes.

Cette orientation de recherches qui s’est révélée fructueuse dans d'autres domaines de
la microbiologie n’a encore été que peu abordée, si ce n'est dans le laboratoire de biophy-
sique de U'Institut de Protection des Plantes de Léningrad, et plus récemment & I'Institut Pas-
teur de Paris (S, PARIS).

EVLAKHOVA {1966), EVLAKHOVA et MARTENS (1968) ont utilisé des agents mu-
tagénes chimiques ou physiques et étudié la survie de Beawveriz bassiana en fonction de la
dose et de la puissance du rayonnement ou x. Parmi les mutants morphologiques
ainsi obtenus, un faible nombre possédait une virulence accrue pour les insectes par rapport
aux souches d'origine. Une corrélation entre la virulence et la production d’amylase fut éta-
blie et proposée comme critére de sélection des mutants. Le probleme de la stabilité 3 long
terme de ceux-ci reste néanmoins posé.

La possibilité d'obtenir expérimentalement des hétérocaryons offre actuellement de nou-
velles perspectives. On sait en effet que chez les champignons imparfaits, 4 cycle de repro-
duction sexude inconnu, peuvent se manifester des phénom2nes de parasexualitd. Il est en
effet prouvé qu'un hétérocaryon peut se former entre des hyphes génétiquement hétérogénes,
les noyaux d'un génotype passant dans les cellules 3 noyaux appartenant 4 un autre génotype.
Selon PONTECORVO (1956) la formation d’un hétérocaryon est la phase initiale d’un cycle
parasexuel. D'une fagon spontanée ou induite des noyaux génétiquement hétérogtnes fusion-
nent dans des cellules hétérocaryotiques et forment ainsi un diploide hétérozygote qui, lui-
méme, peut donner naissance & des formes possédant de nouveaux caractdres i la suite de
recombinaisons mitotiques elles-mémes spontanées ou induites. Ce phénoméne permet donc
d’obtenir des hybrides chez les Fungi Imperfecti (YURCHENKO, ZAKHAROV et LEVITIN
1974).

TINLINE (1971) fut le premier 3 décrire ces phénoménes d’hétérocaryose chez Me-
tarrhizium anisopliae, puis récemment YURCHENKO et al, (1974) observérent les mémes
phénomenes chez Beanveria bassiana. Grice aux travaux de LEVITIN, KIRSANOVA et
YURCHENKO (1971) on sait comment obtenir, par I'emploi des rayons UV ou de la nitro-
soguanidine, les mutants monoauxotrophes et diauxotrophes nécessaires i l'obtention expéri-
mentale de ces hétérocaryons,

Cette orientation de recherche est donc 2 suivre avec une particuliere attention au-cours
des prochaines années, car elle est susceptible de donner un nouvel élan i ce secteur de la
lutte microbiologique.

II. RECHERCHES APPLIQUEES

§ 1. Procédés de multiplication massive des champignons entomopathogénes.

La mise au point pratique de procédés de lutte microbiologique contre les insectes im-
plique la production de la matidre active, c’est-d-dire la multiplication du champignen. En rai-
son de la facilité relative avec laquelle la plupart des espéces peuvent &tre multiplides sur
des milieux nutritifs simples (sauf en ce qui concerne les Entomophthorales et les Coelomo-
myces) dans les conditions du laboratoire, on poutrait penser que la mise au point de pro-
cédés industriels de production ne pose pas de difficultés. En fait le probleme n’est pas aussi
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simple et requiert le concours de technologues pour déterminer les conditions économiques
d'une production industrielle. Jusqu'a présent lindustrie privée ne s'est pratiguement pas
intéressée 3 cette question, sauf la firme Nutrilite (USA) qui s’est limitée & produire des
préparations échantiflon de Beawveria bassiana et de Mesarrbizium anisopliae ; par contre, en
Union Soviétique, U'Institut d’Etat de Recherches des Moyens de Lutte microbiologique de
1a Protection des Plantes (VNIIBACPREPARAT, Moscou) poursuit depuis quelques années
des études technologiques sur la production industrielle dune préparation entomopathogéne
4 base de Beatveria bassiana (Beauverine). Pour le reste, ce sont les entomologistes concernés
par ces problémes, qui ont cherché des solutions pratiques, patfois ingénieuses, pour résoudre
ces problémes 4 leur niveau (MULLET-KOGLER, 1967 ; FERRON, 1971).

A. Muyltiplication massive des Beauveria.

Depuis une vingtaine d’années différents procédés de multiplication ont été proposés. Ils
se rattachent aux 3 types suivants :

— culture de surface pout obtenir des conidiospores,
— culture profondeutr pour abtenir des blastospores,
— culture en profondeur pour obtenir des conidiospores.

Pour des raisons technologiques, mais également dans le but d’obtenir une préparation
entomopathogéne de conservation satisfaisante, il parait préférable de s’orienter vers la multi-
plication de conidiospotes en culture profonde. Ce procédé permet en effet l'utilisation des ins-
tallations industrielles de fermentation déjd en place et donne les meilleures garanties de ren-
dement et de conservation. Cependant la physiologie de la reproduction des champignons im-
parfaits sous la forme conidienne en milieu liquide est encore mal connue, ce qui explique
le développement tout récent de cette technologie.

C'est pourquoi les premitres tentatives de multiplication massive des Beauveriz ont été
réalisées sur la base des techniques microbiologiques de labotatoire (cultures sur milieu gé-
losé en récipients stériles). Ce procédé nest évidemment pas industrialisable en raison de son
prix de revient et de son rendement assez faible (dans une fiole de Roux d'un litre on obtient
de 25 & 50 milliards de conidies aprés une quinzaine de jours de culture). Dans une seconde
étape on a alors tenté de multiplier le champignon, toujours sur des substrats nutritifs soli-
des, mais dans des conditions non stériles, soit par addition de substances aatibiotiques (EV-
LAKHOVA, 1966), soit griice 3 un ensemencement massif de blastospores obtenues en fer-
menteur (ZAKHARCHENKO, PRIMAK, GORAL, 1963 ; TELENGA et GORAL, 1966) ;
ZAKITARCHENEKQO, 1967 ; MULLER-KOGLER et SAMSINAKOVA, 1370).

Parallelement, dés 1960 (SAMSINAKOVA, 1962) commencérent les premiéres études
sur-la culture de Beawveria en fermenteur. Dans une premitre étape les efforts se concentrd-
rent sur la production de blastospores (KAWAKAMI 1962 ; GORDON et SCHWARTZ,
1962 : MOLITORIS, 1963 ; TELENGA et GORAL, 1966) ot aboutirent & des réalisations 3
I’échelle pilote (SAMSINAKOVA, 1963, 1966 ;CATROUX, CALVEZ, FERRON et BLAN.
CHERE, CALVEZ, FERRON, CORRIEU et PERINGER, 1973). Cette orientation fut aban-
donnée par la suite en raison des difficultés d*assurer la conservation de la viabilité des blas-
tospores au cours du stockage (tablean 1). '

Des progrés importants furent obtenus en Union Soviétique 4 partir des anndes 1970,
lorsque les conditions d'obtention de conidies en fermenteur furent découvertes. Actuellement
deux procédés sont préconisés d'une part part GORAL (1971) et d'autre part par KONDRA-
TIEV, ALIOSHINA, ILITCHEVA, PERIKHANOVA, SINITSINA, OUPENSKALA et
CHAGOV (1971).
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Les deux procédés présentent des analogies, la différence fondamentale tenant & Pabsence
totale d’azote organique et V'addition de chlorure de calcium dans la composition du milieu de
culture proposé par KONDRATIEV (1971). (cf. tableau n° 2). Avec le milieu de GORAL
on obtient un mélange de blastospores et de conidiospores mais, d’aprés d’auteur, cet inconvé-
nient est compensé par le fait que les conidiospores ont une viabilité supérieure & celle des
conidies multipliées suivant la technique de KONDRATIEV (tableau 2).

Dans ces conditions le rendement aprés 3 & 4 jours de culture est de l'ordre de 2.10 9
conidies par millilitre (GORAL, 1971) 4 5.10 8 - 1.10 9 conidies par millilitre (KONDRA-
TIEV, 1971). Le rendement est variable suivant les conditions de culture et les souches uti-
lisées ; c'est pourquoi les critdres de sélection de celles-ci retiennent particulitrement l'atten-

tion (ALIOSHINA, ILITCHEVA, KONONOVA et KOLJADA, 1972).

Au terme de la fermentation, les conidies sont séparées du milien de culture soit par
filtration sous vide, soit 3 'aide d’un filtre presse. La biomasse de conidies est alors lyophi-
lisée en attendant le conditionnement pour les expérimentations. Habituellement le titre de
la préparation est ajusté 3 6.10 9 conidies par gramme dans une charge de kaolin,

Il semble que ces techniques de fermentation et de conditionnement doivent encore subir
des améliorations pour obtenir une viabilité prolongée des conidiospores.

Tablean »° 1 :
pores de Beauveria.

Composition des milieux de culture proposés pour l'obtention de blas-

pour Beauveria tenella
(CATROUX et al., 1970)

pour Beauveria bassiana

(SAMSINAKOVA, 1964, 1966)

eau 1000 ml eau 1000 ml
glucose 25 ¢ saccharose 30 g
amidon de pomme de terre 25 g extrait soluble de mais 20 g
extrait soluble de mai 20g PO4H2K 226 g
NaC1 ~ 5g PO4NO2H, 12H20 3,80 g
CaCO2 2g MgS04, TH20O 0,123 g
huile végétal 1a2zml FeSO 4, 7H20 0,023 g

Zn SO 4 0,020 g

K2 804 0174 ¢

CaCl2, 2H2 O 0,147 g

Tableau n° 2 : Composition des milieux de culture proposés pour l'obtention de conidies
de Beauveria bassiana.

GORAL (1971)

eau 1000 ml
NaNO 3 2alseg
KH2PO4 2a3g
MgSO 4, 7TH20O 05a2¢g
Saccharose , 20 g

azote aminé ¥ 03 g

* pratiquement la source d’azote aminé
est soit du mofit de bigre soit de Iextrait
soluble de mais.

N.B. Régime technologique = 28-2%9°

KONDRATIEV (1971}
eau 1000 ml
NaNO 3 3acbg
KH2PO4 054 15¢g
MgSO4, 7TH2 0O 02a205¢
Saccharos 03220¢g
CaCl12, 6H 20 7,545 ¢

N.B. Régime technologique = 25 i 28°,
aération de 0,5 & 2 litres 'O 2 par litre
de milieu et par heure.

avec réduction de Pagration lors de la formation des conidies.
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B. Multiplication massive de Metarvbiziuw anisopliae.

KALASHNIKOV (1939) a déerit la multiplication de 1'agent de la muscardine verte sur
milieu solide (fragments de tubercules de pomme de terre) et ADAMEK (1964) a proposé
une technique de culture en milieu liquide. Dans ¢e cas I'addition d’un mouillant (Tween 80
1 0,2 %} au milieu de culture (extrait soluble de mais 30 gr, gloucose 40 gr, extrait de le-
vure 40 gr, pour 1 litre de milieu) parait indispensable.

GORAL et LAPPA (1973) utilisent un procédé mixte de multiplication : dans un pre-
mier temps le champignon est multiplié en fermenteur dans un milieu liquide (2 9 d’extrait
soluble de mais 4+ 6 % de mélange) 4 26-28° pendant 40 & 50 heures ,ensemencement ini-
tial & raison de 9 4 12.10 9 conidies par litre). La fermentation est arrétée lorsque le milien
contient 15 & 20 gr par litre de poids sec. Cette biomasse est alors coulée, sur une épaisseur
de 0,7 3 1 em, dans de grandes cuvettes plates placdes dans une étuve dont la température
initiale de 20° est portée progressivement & 28°. Six jours plus tard la masse mycélienne et
les spores sont recueillies et séchées A une température maximale de 35°. A partir de 100 li-
tres de milieu liquide coulés dans les récipients d'une surface totale de 10 m2 on obtient
jusqu’i 2 kg de préparation titrant 50 3 75.10 9 conidies par gramme, soit au total 100.000 2
150.000.10 9 conidies. :

C. Multiplication massive d'Hirsutella thompsonii.

Pour lutter contre les pullulations de I'acarien Phyllocopiruta oleivora en plantations de
citrus, McCOY, HILL et KANAVEL (1972) se proposent d'utiliser le champignon Hirsutella
thompsonii sous la forme de fragments mycéliens (McCOY, SELHINE, KANAVEL et HILL,
1971). A partir des travaux de base de MacLEOD (1954, 1959 a et b, 1960) sur les exigen-
ces matritionnelles de l'espdce voisine Hirsutella gigantea, il semble que le glucose (5 gr/li-
tre) et le saccharose (10 gr/litre) soient les meillenres sources de carbone, I’extrait de levure
{5gr/litre) et la peptone (0,5 gr/litre) apportant 'azote nécessaire. Dans ces conditions les
auteurs n'ont jamais observé la sporulation du champignon ce qui limite les possibilités de
son utilisation en défense des cultures.

D, Multiplication des Entomopbthorales.

Plus encore qu'avec les espéces précédemment citées, les expérimentations de terrain
avec les Entomophthorales se heurtent aux difficultés de multiplication du champignon. On
sait que ces Phycomycétes ont des exigences nutritionelles particulidres et d’autres part que
leurs conidies ont une durée de vie si bréve qu’il parait illusoire d’envisager de les multiplier
sous cette forme. Clest pourquoi les efforts se tournent vers la multiplication des spores de
résistance, bien que le déterminisme de leur germination soit encore mal connu (MA]JCH-
ROWICZ et SOPER, 1973).

E. Multiplication des Coelomonyces.

La culture des champignons de ce genre sur milieu artificiel n’ayant pu &tre encore ob-
tenue, il est donc nécessaire soit de récolter des insectes malades {larves de moustiques) dans
la nature, soit de multiplier I'inoculum au laboratoire A partir d'un élevage de masse de 'héte.
Ces techniques s’apparentent donc & celles habituellement utilisées pour Bacillus popilliae et
les virus entomopathogines.

COUCH (1972} a récemment précisé dans quelles conditions il est possible de réussit
Pinfection des larves de moustique d’une fagon reproductible (Coelomomyces punciatus sur
larves d'Anopheles guadrimaculatus).
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§ 2. Standardisation et titrage des préparations entomoparbogines.

Bien qu’il n'existe pas encore de formulations commerciales, des recherches sont déve-
loppées pour apprécier les qualités des préparations expérimentales. Les techniques en cours
d'élaboration different de celles internationalement admises pour Bacillus thuringiensis dans
la mesure ol on doit tenit compte du nombte de spotes viables par gramme (MULLER-KO-
GLER, 1967).

Le titre d’une préparation peut fire déterminé par comptage, sous le microscope, 3 I’aide
d'une cellule hématimétrique (type cellule de Malassez Thomz ou Golaev par exemple). Ces
mesures doivent cependant &tre effectuées avec précaution : il est indispensable que les spotes
soient bien dispersées {ce qui peut exiger I'emploi d’un mouillant ou l'utilisation d’un homeo-
généiseur approprié) et bien visibles, ce qui n’est pas toujours le cas en présence d’une charge
inerte (kaolin). MULLER-KOGLER (1967} conseille alors de diluer la suspension de spores
dans un volume égal de lactophénol additionné de bleu coton 4 0,1 9. On sait en outre que
Putilisation de la technique des cellules hématimétriques, 2 la longue fastidieuse, suppose
une erreur systématique élevée, de 'ordre de 10 %. C'est pourquoi nous proposens I'emploi
d’un compteur automatique de particules (type Coulter Counter) équipé d'un tube 3 orifice
adapté 4 la taille des conidies dénombrées (tuhe 3 orifice de 70 ou 100 ). L’acquisition
d’un te] appareil se justifie dans un laboratoire de contréle en raison des avantages qu’il pro-
cure : rapidité et fiabilité de la réponse. Il permet en outre de déterminer le pouvoir germi-
natif des conidies aprés culture d’'vn inoculum en milieu liquide (pendant 20 heures seule-
ment, alors que la technique classique des dilutions sur boites de Petri (CLERK et MADE-
TIN, 1965), ou mieux celle de la culture surlame proposée par MULLER-KOGLER {19603
néeessitent des  délais d’incubation beaucoup plus longs (FERRON et DEQTTE, en pré-
paration).

L'estimation du pouvoir pathogéne d'une préparation n’est pas encore standardisée, faute
d'une technique de titrage biologique éprouvée et surtout compte tenu de V'inexistence d'une
préparation étalon de référence. Les problémes de spécificité évoqués précédemment ne sont
pas étrangers non plus 3 la difficulté du probléme. Actuellement, 'appréciation de I'efficacité
de la Beauverine est éprouvée, dans les laboratoires soviétiques, par contamination contrdlée
des imagos de Musca domestica ; cependant il n'y a pas encore de norme retenue, et chaque
Institut utilise une technique qui lui est propre. FERRON et ROBERT (1975) proposent
Pemploi de la Bruche du haricot, Acanthoscelides obtectus, comme insecte test, mais les délais
nécessaires pour obtenir la réponse (15 jours 33 semaines) paraissent trop longs pour les be-
soins des technologues. Il est vraisemblable que dans les prochaines années ces techniques se-
ront normalisées et pourront étre utilisées couramment. Elles ne concernent cependant gue
les Fungi Imperfecti et devront certainement étre adaptées aux particularités biologiques des
autres champignons entomopathogénes.

§ 3. Innocnité des champignons entomopathogénes pour les vertébrés.

La manipulation de grandes quantités de spores dans les industries et laboratoires de
contrdle, ['utilisation de formulations agricoles pour les expérimentations de tetrain, ’homo-
logation future de préparations commerciales impliquent que des précautions préalables soient
prises, et en particulier que l'innocuité de ces agents entomopathogines pour les vertébrés soit
établie (IGNOFFQ, 1973). Cette question est d’actualité pour tous les types de germes ento-
mopathogénes ce qui a incité la Society for Invertebrate Pathology i créer un Groupe de tra-
vail consacré & ce probléme qui est dlargi aux autres espices animales des biocoenoses consi-
dérées (LLAIRD, 1973),
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IGNOFFO (1973) 2 rassemblé les informations connues a4 ce jour et conclu gque Beau-
veriz n'est « relativement pas toxique ou pathogene pour vertébrés » (cf. tablean 3). Ces con-
clusions s’appuient principalement sur les travaux expérimentaux de MULLER-KOGLER
1967), de NESTERENKO et RUDICHENKO (1968), SCHAERFFENBERG (1968} ainsi
que sur le dossier présenté par WESTALL et REHNBORG (Société Nutrilite Products) an
Groupe de travail ad hoc de Ia SIP. L’appréciation d’IGNOFFO (1973), qui laisse subsister
un doute, est vraisemblablement die aux réactions individuelles de types allergique qui peu-
vent se produire lors de la manipulation de grandes quantités de spores 4 V'état sec (matidre
active en poudre par exemple). Ces inconvénients peuvent &tre évités par le port de vétements
de protection et d’'un masque,

Si la nature et le type des expériences de contrble ne sont pas encore précisés ainsi que
cela a été fait par les virus (Réunion FAO/WHO sur les virus d'insectes, 1973), on peut
cependant retenir comme guide les protocoles utilisés par WESTALL et REHNBORG, NES-
TERENKQO et RUDICHENKQ (1968) pour Beauveria, IGNOFFO, BARKER et McCOY
(1973) pour Hirsutells thompsonii, SOPER et RYAN (1974) pour Entomophthora thaxthe-
rigna ; et surtout les recommandations de contrdles de I'Agence américaine de Protection de
'environnement pour les agents mictobiens en général (d’aprés WHO Technical Report Series
n® 531).

a) Dans tous les cas, action d’une simple dose de I'agent microbien par voie orale sur 2
espices de vertébrés, sur culture de tissu de vertébré et d’homme, par scarification dermique
sur lapin, par inhalation sur rat, par examen de I'irritation de l'eeil sur lapin et paralltlement
action de doses répétées par alimentation durant 90 jours sur rats et une autre espéce de ver-
tébré.

b) Suivant les vésultats précédents et en fonction de la formulation de la préparation :
applications répéiées pendant 21 jours sur le derme de lapins, inhalation répétées pendant 14
jours a des rats, test de Landsteiner sur cobaye pour révéler des réactions allergiques de la
peau, test sur cobaye pour mettre en évidence une allergie du systdme respiratoire. études de
la reproduction et des risques tératogénes sur rats.

c) En particulier pour les champignons, études i long terme sur les risques cancérigénes.

d) Persistance et multiplication de I'agent microbien chez les mammiferes, études sérolo-
giques, mutations, contrdles chimiques et biologiques visant 4 s’assurer de la conformité de la
préparation,

e) Essais sur les insectes utiles, la faune sauvage et les plantes : toxicité pour les abeil-
les, poissons, oiseaux et plantes.

LAIRD (1973) a récemment rassemblé les documents concernant 'impact des germes
entomopathogénes sur Uenvironnement et suggére que les expérimentations de terrain soient
complétées par des observations pathologiques sur la faune des biocoenoses assocides.

§ 4. Bases écologiques de Putilisation des champignons entomopathogénes dans la prati-
que agricole.

YENDOL et ROBERT (1970) rappcllent que les préparations entomopathogenes peu-
vent étre utilisées suivant les 3 concepts suivants :

— Colonisation visant & introduire d’une fagon permanente 'agent pathogéne dans la
population héte ;
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— Insecticide microbien, supposant la répétition des interventions en fonction des be-
scins comume avec un insecticide chimique ;

— Lutte intégrée, la compatibilité de P'agent pathogine avec les autres facteurs naturels
et artificiels de régulation des populations étant prise en considération de manitre 3 définir
une stratégie de lutte aussi harmonieuse qu'efficace.

A notre avis, ces 3 concepts se résument 2 2 démarches complémentaires suivant lesquel-
les on envisage senlement [effer immédiat d’une application ou an contraire les conséquences
i long terme d'une infection.

En raison de la différence de nature entre une préparation chimique qui provogue une
intoxication et une préparation microbiologique qui détermine un processus infectieux, on ne
doit pas négliger les effets secondaires (épidémiologie, modification du potentiel biotique des
survivants) dont I'importance est cncore mal appréciée. :

Etant donné que le champignon se multiplie sur ou dans le cadavre de Vinsecte, on peut
en effer considérer que chaque insecte tué par la mycose est un foyer potentiel dinfection
susceptible de maintenir I'inoculum pathogéne dansla biocoenose considérée d’une génération &
la suivante, ou d'une annde sur I"autre. Les milieux agricoles permanents, non perturbés par
les rotations des cultures, paraissent évidemment particulitrement propices 3 ces érudes. Cel-
lesci sont lides & la connaissance de P'écologie du germe dans le milieu natrel, qui peut étre
d’autant plus déterminante que les possibilités de développement saprophyte de agent ento-
mopathogéne sont grandes.

CLERK (1969) a vérifié que des extraits agueux de sols non stérilisés inhibent la ger-
mination des conidies ainsi que la croissance des tubes germinatifs de Beanveria bassiana et de
Paccilamyces farinosus, Ce pouvoir inhibiteur peut étre artificiellement réduit par 'addition
de glucose. Ces observations s’apparentent au phénoméne plus général de fongistatisme des
sols (WARCUP, 1967 ; PARK, 1967). Les microorganismes du sol en sont vraisemblablement
responsables puisque la filtration ou la stérilisation de ces extraits aqueux leur font perdee
cette propriété. Dans les conditions naturelles la présence d’un insecte suffit 4 lever cette in-
hibition mais la nature de ce phénoméne est inconnue (WARTENBERG et FREUND, 1961).
Tl n’est donc pas exclu d'imaginer que 'incorporation au sol de substrats nutritifs permettant
le déplacement de certains équilibres microbiens puisse favoriser le développement des my-
coses des insectes souterrains. Cette technique est & I'étude en phyvtopathologie pour afvoriser
au contraire la flore antagoniste des agents pathogines pour les plantes.

Les études sur le développement de Beanveria ou d'autres champignons entomopathogs-
nes en présence de la flore fongique associde présente dans les sols sont encore peu dévelop-
pées {(BLONSKA-PAWLAK, 1962 ; LAINE et NUORTEVA, 1970). A notre connaissance
les interactions susceptibles de se manifester au niveau de la phyllosphre n'ont pas encore
éié prises en considération.

Linfluence des conditions climatiques sut le développement des mycoses d'insectes a par
conire été évoquée maintes fois (MACLEOD, CAMERON et SOPER, 1966 ; MOORE,
1973 ; SCHAERFFENBERG, 1964 ; WALSTAD, ANDERSON et STAMBAUGT, 1970).
Les températures optimales pour le développement des champignons entomopathogénes va-
rient entre 20 et 30° C. On peut occasionnellement observer des différences sensibles de crois-
sance en fonction de la température pour différentes souches d’'une méme espéce ; par exem-
ple il a été signalé, et nous avons observé que quelgues souches de Merarrbizium anisoplize
se développent mieux 4 20° C qu'a 28° C, température optimale pour la majorité des souches
de ce genre. MACLEOD et al. (1966) rapportent méme des cas dépidémies & Emromoph-
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thora 3 des températures voisines de 0°. Des études complémentaires sur cet aspect parti-
culier pourraient donc apporter des informations précieuses sur les potentialités d’emploi des
champignons entomopathogénes.

Lhumidité relative de V'ambiance est également souvent évoquée comme un facteur dé-
terminant le succes de linfection, On admet en général que les sporse de champignons patho-
génes ne peuvent germer qu’en présence dunfilm d’eau liquide ou d'une atmosphére saturée
en cau. Cependant plusicurs auteurs {¢f. MULLER-KOGLER, 1965) ont mis en évidence que
Iinfection des insectes est possible & des hygrométries basses (45 a 50 % HR), ce qui laisse
supposer que le microclimat an niveau du tégument de insecte joue un rdle particulier. Le
développement saprophyte du mycélium aprés la mort de lhbte est cependant étroitement
lié aux humidités élevées. Ce n’est qu’en atmosphére saturée que le champignon se développe
i Dextérieur du cadavre et sporule, ce qui a évidemment des conséquences directes sur le po-
tentiel épizootique d’une infection (BAJAN et KMITOVA, 1968). REMAUDIERE et MI-
CHEL (1971), ROBERT, RABASSE et SCHELTES (1973) se sont particulitrement attachés
4 décrire les processus épizootiques des infections & Entomophthora dans des populations de
pucerons en fonction de Iévolution des conditions climatiques.

On ne peut également négliger Pinfluence de la dessication des spores emportées par le
vent ou projetées, dans le cas des Entomophthorales, et du rayonnement ultra-violet sur la
viabilité des spores.

Enfin les processus épidémiologiques sont conditionnés également par la densité de la
population d'insectes et celle du champignon entomopathogéne. ROBERT et al. {1973) confir-
ment des observations de BOMBOSCH (1963) sur I'indépendance entre le développement de
I’épizootie 3 Entomophthorale et la densité des populations de pucerons. L’'importance et la
distribution de 'inoculum pathogéne paraissent donc avoir un rdle prépondérant. SOPER
{daprés MACLEOD et al., 1966) confirme cette hypothése en comparant I’évolution dans le
temps de Ja mycose & Entomophthora aphidis sur Schizolachnus piniradiatze en fonction de

la densité initiale de I"inoculum pathogéne, et ROBERT et al. (1973) estiment que le seuil

épidémigue de l'entomophthorose d’Aphis fubae en Bretagne est de 300 pucerons infectés au
minimum par tige de féverole,

On a, jusqu'd présent, accordé peu d’intérét an devenir des insectes survivants i une in-
fection ; pourtant les auteurs soviétiques ont maintes fois rapporté (FERRON, 1970} que leur
potentiel biotique est altéré (réduction de la longévité des imagos, diminution de la fécondité,
altération du processus d’entrée en diapause). SIKURA et GRITSAENKQ (1973) ont 4 nou-
vean attiré I'attention sur ce phénomeéne dans le cas de Carpocapsa pomonella infecté par
Beaunveria bessiana (PRIMAK, 1967). Ainsi la fertilité des imagos survivant 3 un traitement
sur la 28me génération annuelle est réduite de 2,5 4 6,5 fois par rapport au témoin. Ces au-
teurs préconisent Pemplol de la Beauverine pour obtenir une réduction progessive des popu-
lations de ce ravageur. Des observations semblables ont été faites sur Leptinotarsa decemli-
neata (JIGAEV, 1963 ; SIKURA et SIKUURA. 1967 ; SIKURA, 1968). Pour DIEHTIA-
ROVA (1967) ces phénoménes pourraient étre dis aux modifications du métabolisme des ré
serves protéo-glucidiques de linsecte sous Taction du champignon entomopathogéne.

§ 5. Expérimentations de plein champ avec des champignons entomopathogénes.
A. Beauveria Bassiana contre Leptinotarsa decemlineata.

Ce programme d’applications se développe depuis plus d'une dizaine d’années en Union
Soviétique (FERRON, 1970). Alors que jusqu’d ces dernitres années les auteurs soviétiques
préconisaient d’utiliser une association beauverine + dose réduite d'insecticide (2 kg de Beau-
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verine/ha 3 6.10 9 conidies au gramme - dose réduite de DDT ou de PKP), les techerches
s'orientent actuellement vers Uemploi de la Beauverine seule & plus forte dose (1 3 1,5 kg de
Beauverine/ha 4 30.10 9 conidies au gramme, soit de 3 & 4 fois plus que précédemment)
de manitre 3 obtenir surtout une réduction des populations larvaires (la mortalité différée au
stade imaginal n’est évidemment pas sans intérét mais survient aprés I'époque des dégits aux
cultures). Fn général deux traitements successifs sont pratiqués (LAPPA et GORAL, Institut
Ukrainien de Protection des Plantes, Kiev, communication oraled.

B. Beauveria bassiana contre Carpocapsa pomonella.

En Ukraine, dans le distrit de Zaporoje, ol le ravageur des pommes se développe pen-
dant 2 générations annuelles, la Beauverine n’est employée qu’au cours de la deuxiéme généra-
tion car les traitements fongicides ne sont alots plus nécessaires.

Trois pulvérisations de Beauverine (1 kg/ha 4 6.10 9 conidies/gramme} en association
avec une dose réduite au cinquitme ou au dixitme de Chlorophos, Rogor ou Phosalone sont
ainsi pratigudes depuis plusieurs années. Le pourcentage de fruits attaqués varie, suivant les
années, de 6 4 18 % contre 18 4 50 % dans les lots témoins. Ce n'est qu’d partir de 1973
qu'ane protection plus satisfaisante des vergers a été obtenue (1 % de fruits attaqués contre
1 % dans le témoin} en augmentant la dose de Beauwverine (1 kg/ha 3 24.10 9 conidies/
gramme) JIGAEV, Institut Ukrainien de Protection des Plantes, communication personnelle).

Par contre, dans la région de Kiev, le Carpocapse n'a régulitrement qu’une génération
annuelle. L’emploi de }a Beauverine est donc lié au programme de traitements avec les fon-
gicides. Les interventions phytosanitaires sont alors espacées les unes des autres de 10 4 12
jours (3 traitements par Beawwveriz). Quand on emploie la Beauverine pure, le pourcentage
de fruits attaqués reste sensiblement le méme (24 9 contr e33 9% dans le témoin) quelle que
soit la concentration de I'inoculum pathogéne (2kg de Beauverine/ha 4 6.10 9, 12.10 9 ou
30.10 9 conidies/gramme). Avec addition de Chlorophos au cinquitme de la dose normale,
ce pourcentage est abaissé & 16 9 (avec la Beauverine i 6.10 9 conidies/gramme), et 3 11 %
en portant 'inoculum de Beawwerine & 3 kg/ha (DROSDA, Institut Ukrainien de Protection
des Plantes, communication personnelle).

Comme dans le cas de la lutte contre le doryphore, I'évolution des recherches va vers
une augmentation de l'inoculum entomopathogéne.

A TInstitut de Recherches Scientifiques des moyens biologiques de Protection des Plantes
de I'Union Soviétique (Kishinev, Moldavie}, 1a mise an point d’un procédé biologique de
lutte contre le Carpocapse est poursuivie en s’inspirant de la théorie de TELENGA qui préco-
nise 'association des préparations biologiques et de doses réduites d'insecticides chimiques.

Dans un verger d’une cinquantaine d’hectares, constitué d'une part d’arbres dgés de 17
1 18 ans er d'autre part d’une jeune plantation de 6 & 7 ans, lc programme de traitements
comprend des insecticides chimiques aux doses normales (1), I'Entobactérine (Bacillus thurin-
giensis) i 3 kg/ha associde 4 un insecticide chimique au dixiéme de la dose normale (2), la
Beauverine (2.10 9 spores/g) 4 2 kg/ha associée également a un insecticide chimique au di-
xidéme (3) (ces deux combinaisons étant uniquement employées contre la 2eme généraiion de
Carpocapse, la lutte étant exclusivement chimique au cours de la lere génération), I'Entobac-
térine & 5 kg/ha contre les 2 pénérations (4), er un témoin (3). Chaque parcelle élémentaire
a donc une superficie de 6 & 8 hectares et regoit les mémes traitements chaque année depuis
1971. Ces traitements se décomposent ainsi :

— Contre lalére génération de Carpocapse : 2 traitements ;
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— Contre la 2eme génération de Carpocapse : ou bien 3 traitements avec les insecticides
chimiques, ou bien 4 traitements avec les préparations biologiques assocides aux doses ré-
duites d’insecticides chimiques.

Au terme de la campagne 1971, le nombre de fruits atiaqués dans le vienx verger était
sensiblement le méme (9 4 11 20) dans les variantes (1), (2) et {3), conire respectivement
24 % dans la variante (4) et 80 et 85 9% dans le témoin (5). Dans Je jeune verger, les mé-
mes contrdles donnaient 1 3 3,5 % de fruits attaqués pour les variantes (1), {2) et (3) contre
52 % dans le témoin. Dans ce dernier cas PEntobactérine 4 5 kg/ha contre les deux généra-
tions de Carpocapse n'érait pas appliquée.

Lan 1972 les résultats furent mawvais (30 3 30 9 de fruits attaqués en 1, 2 et 3, contre
95 9 dans le témoin), vraisemblablement en raison des mauvaises conditions climatiques qui
provoquérent une sortic trés échelonnée du ravageur et perturbérent la mise en ccuvre du
programme de traitements. Fn 1973, au moment ol je recueillis ces informations (SIMCHUK,
communication personnelle) les résultats de la campagne n'étaient pas encore complétement
analysés mais semblaient s'apparenter 4 ceux de l'année 1971,

11 faut évidemment tenir compte des conditions économiques d’exploitations des vergers
en Union Soviétique lors de fa discussion de ces tésultats. Alors qu’en Europe occidentale, il
faut actuellement obtenir une protection quasi totale des vergers contre le Carpocapse (99 %
des fruits sains au minimum), par contre on admet, en Union Soviétique, un refus de Pordre
de 10 % car parallelement 4 la commercialisation de fruits de table, la production d’alcool
de fruit est une source de revenue non négligeable.

C. Beanveria bassiana contre les Nocturelles,

La lutte microbiologique contre les lépido pteres Noctuidae est actuellement inscrite au
programme de différents institats, 3 travers le monde, mais il s’agit d’une orlentation encore
récente si on exclut les travaux américains sur les maladies & virus de Trichoplusia wi.

Drapres SIKURA {1974) quelques expériences en plein champ ont été réalisées en Asie
Centrale par CHARAFOUTDINOF (1970) 4 l'aide de B. bassigna conire Laphvgma exigna
(réduction de 76 % de la population en plein champ). Contre Agrotis segetunz, en Moldavie,
SIKURA et TKATCH (1974) ont également employé la Beauverine : 46 % de mortalité
avec la Beauverine seule, 80 9 avec I'association Beauverine 4+ Chlorophos a dose réduite,
16 % avec le chlorophos 4 dose réduite seule, 10 % dans le témoin,

Rappelons que FARGUES et RODRIGUEZ (1974} ont indiqué que les souches de B.
bassiang semblent moins pathogénes pour les Nocturelles que d’autres Fungi Imperfecti tels
que Nowmuraea rileyi ou Paecilomiyces fumoso rosews.

D Beawveria tenclla contre Melalontha melolontha.

Les vers blancs ou larves du Hanneton commun sont sensibles 4 des infections cryptoga-
miques, virales, bactétiennes.,. mais parmi tous les germes éprouvés, le champignon Beauveria
tenella paratt étre le plus prometteur (HURPIN et ROBERT, 1972). Daprés des études de
laboratoire (FERRON, 1967) la quantité minimum de spores 4 épandre au champ est de
1.10 14 par hectare soit approximativement 10 fois plus que ce qui est utilisé pour des in-
sectes aériens. Les résultats de traitements 3 la surface du sol, sans incorporation mécanique de
Tinoculum, se sont révélés fusqu’a présent décevants : les contriles de I’état sanitaire des lar-
ves récoltées par sondage et placées en quarantaine au laboratoire révelent que la contamina-
tion des insectes a été effectivement réussie mais 1’évolution de la maladie dans les conditions
naturelles est trop lente pour réduire d’une fagon significative les niveaux de population
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(FERRON, 1973). Des expériences en cours, par I'inoculation du sol en profondeur a I'aide
d'injecteurs tractés, semblent donner des résultats plus satisfaisants.

F. Metarrbizium anisopliae contre Mabanarva posticaia Stal. (Homopiére Cercopidae) au
Brésil.

Des résultats satisfaisants de lutte contre M. posticata en culture de canne & sucre dans.
la partie nord-est du Brésil sont signalés par GUAGLIUMI, MARQUES, MENDOMNCA
FILHO et MENEZES (1969), et GUAGLIUMIT (1971). Les doses de spores ne sont pas pré-
cisées mais Ia mortalité obtenue retient Dattention {65 9 des nymphes et 31 9% des adultes),
dautant plus qu'une extension de Dinfection hors des zones traitdes est observée.

F. Metarrbizium anisopliae contre QOryctes vhinoceros a Tonga.

Alors que la lutte contre les pullulations d’Oryctes Rbinoceros dans les iles de 'Océan
Pacifique sud s’otiente vers Fintroduction du Rhabdionvirus, YOUNG (1974) rapporte une
expérimentation réalisée en 1969 et 1970 4 Vaide de M. Amisoplise dans lile Tongatapu
{Tonga}.

Le champignon fut introduit dans les gites larvaires constitués par des troncs de cocotiers
en décomposition. Alors que la mycose se développa bien dans les gites artificiellement con-
raminés, aucune extension de la maladie ne fut observée, a 1a différence de la virose & Rhab-
dionvirus qui colonisa progressivement I'fle grice 4 sa dispersion par les imagos. La poten-
tialité épidémique du virus lui confere évidemment un avantage déterminant qui justifie le
développement des recherches et des applications dans cette voic.

G.Hirsutella Thompsonii contre Phyllocopiruta Oleivora en Floride.

McCOY, SELHIME, KAVANEL et HILL (1971) ptréconisent des applications du cham-
pignon H. thompsonii contre Pacarien Phyllocopivuta oleivora dans les plantations d’orangers.
Bien que la multiplication de masse de 'agent pathogéne se fasse sous la forme d’éléments
mycéliens, et non pas de conidiospores, les résultats obtenus paraissent trés satisfaisants : 1
semaine aprés le traitement, la population d’acariens décline rapidement et se maintient en-
suite & un faible nivean pendant plus de 3 mois. Les auteurs attribuent cette réussite & la
conjugaison de facteurs favorables, parmi lesquels la haute virulence de Fagent pathogéne,
la richesse de I'inoculum utilisé et les conditions climatiques subtropicales de la Floride.

Si on doit scoligner Yoriginalité de ces travauz, en raison du fait que jusqu’d présent au-
cun programme de lutte contre les acariens 4 I’aide de champignons entomopathogénes n’avait
été préconisé, rappelons cependant les observations des collégues tchéques sur la sensibilité
de ces arthropodes aux mycoses : alors que SAMSINAK (1964} et MARAN (1968) rappor-
tent que ni Tyrophagus putrescentiae, ni Acarus siro ne sont sensibles aux muscardines 2
Beanveria Bassiana on B. Tenella, SAMSINAKOVA et SAMSINAK (1970} soulipnent que les
acariens peuvent jouer le rdle de vecteurs, ce qui fut confirmé lors d’une étude plus détaillée
{SAMSINAKQOVA, KALAKOVA, DANIEL, DUSBABEK, HONZAKOVA et CERNY, 1974).
De plus Ixodes ricimus est sensible aux mycoses 4 B. bassiana, B. tenella et Paecilomyces fu-
moso (GORSHKOVA, 1966, 1967) alors que des entomophthoroses se développent sur Te-
tranychus altaeae, Veigaia nemorensis et Proctolaclaps pygmeaens (WEISER, 1968 ; WEISER
et DANIEL, 1969). 1l serait donc souhaitable de tenir compte de ces informations et de con-
tréler Iélat sanitaire des populations d’acariens lors des expérimentations réalisées dans la na-
ture avec des préparations entomopathogénes.

H. Aschersonia aleyrodis contre les Aleurodes en Georgie.
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En 1964, GAPRINDASHVILI, ISARLISHVILI et MOSULISHVILI ont signalé des
résultats  encourageants aprés Uemploi d’une préparaiion expérimentale du champignon
Aschersonia aleyrodis contre Ualeurode du citronnier (mortalité larvaire de 81 4 96 %). §il
paraft néeessaire de pratiquer des pulvérisations sur chaque arbre, en raison d'une dispetsion
naturelle trop faible de 1'agent pathogéne, par contre I'infection se maintient d’'une année sur
Pautre dans les conditions climatiques de la République autonome d’Adjarie. Je n’ai malheu-
remsement pu recueillir d’informations récentes sur le développement d’un objet de lutte qui
concernait les plantations de citrus de cette région.

1. Entomophthora sp. conire les Aphides.

Les travaux de GUSTAFSSON (1965,1966, 1969} sur les mycoses & Entomophtho-
rales &’ Apbis fabae et de Myzus persicae ne concernent matheurensernent pas les expérimen-
tations en plein champ. TSINOVSKII et EGINA (1972) rapportent les résultats de leurs ex-
périences de lutte contre Apbis pomi, Dysaphis weali, Lacknus persicae, Rbhopalosiphon padi
et Apbis frangulae avec Entomophthora thaxteriana et E. sphaerospernia. En serre une prépa-
ration expérimentale des deux champignons, contenant 4 1a fois conidies et mycélium, s’avére
efficace contre Aphis frangulae, alors que dans Ja nature la mortalité de Rbopalosiphon padi
arteint 92 9% das 48 hevres aprés le traitement par E. thaxteriana. Le développement de telles
expérimentations est évidemment conditionné par la mise au point de procédés de maultiplica-
tion massive de ces champignons.

T. Champignons pathogénes de moustiques.

Il v a une dizaine d’années, seuls les Coelomomyces (Blastocladiales) étaient reconnus
comme pathogines de moustiques et susceptibles d’apporter une sclution biologique 4 la lutte
contre ces vecteurs de maladies. Des informations récentes montrent que d’autres champi-
gnons entomopathogénes ont des potentialités non négligeables,

Les populations de moustiques subissent une mycose & Coelomomyces & 1'état endémique
{moins de 10 9 des individus sont naturellement contaminés) mais occasionnellement de véri-
tables épizooties se développent (UMPHLETT, 1969 ; CHAPMAN et GLENN, 1972). Qua-
tre tentatives d'introduction de ces pathogénes se soni soldées par des succds (TLAIRD, 1967) ;
MUSPRATT, 1963 ; COUCH, 1972 ; GAD et SADEK, 1968), mais il reste & préciser les

diftérentes phases du cvcle de cet agent entomopathogéne su surtout & mettre au point une
technique de multiplication massive in vitro.

La potentialité des Lagenidium (Phycomycétes Lagenidiales) pour la lutte contre les
moustiques n’a été révélée qu'au cours des dernigres années {McCRAY, UMPHLETT et FAY,
1973 a ; McCRAY, WOMELDORF, HUSBANDS et ELTASON, 1973 b). Leur large spectre
d’activité pour les différentes espices de moustiques, leur développement rapide et leur effi-
cacité, la possibilité de les multiplier facilement sur des milieux artificiels conférent aux Lage-
~idium des potentialités non négligeables, A V'inverse leur inefficacité sur Anopheles, leur sen-
sibilité au NaCl et polluants organiques et surtout la trés faible viabilité des sporanges et
zoospores constituent des inconvénients.

UMPHILETT er HUANG (1972} ont obtenu des résultats satisfaisants en Caroline du
Nord contre Culex restuans (disparition des moustiques 6 jours aprés le traitement), alors
quen Californie, McCRAY, WMELDORF, HUSBANDS et ELTASON (1973 b) relatent des
résultats analogues sur deux espices de moustiques résistants aux insecticides chimiques, Aedes
wigromaculiy et Culex farsalis.

De nombreuses mycoses A Eutomophthora ont été signalées sur imagos de moustiques
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(BATKO, 1966 ; JENKIS, 1964 ; ANDERSON et RINGO, 1949}, et des travaux ont été
consacrés plus particulierement 4 E. comglomerata (GOL'BERG, 1969 ; IL'CHENKQ, 1968 ;
KUPRIYANOVA, 1966), E. destrens (NOVAK, 1967, 1967 ; WEISER et BATKO, 1966),
E. aguatica (ANDERSON et RINGO, 1969) ; cependant, comme souvent dans le cas des En-
tomophthorales, on ne mentionne pas d’expérimentations de terrain.

Parmi les Fangi Imperfecti, on relate seulement une épizootie naturelle & Beawveria fe-
nellz dans une population d’Aedes sierrensis en Californie {SANDERS, 1972 ; PINNOCEK,
GARCIA et CUBBIN, 1973). Auparavant CLARK, KELLEN, FUKUDA et LINDEGREN
(1968) avaient réalisés des infections expérimentales sur Anopbeles albimanus, Culex pipiens,
Culex tarsalis, Aedes aegyptis et Aedes sierrensis. Seules les espéces dont les valves périspira-
culaires n'étaient pas infectées par le champignon {Ae. zegypii et Ae. siervensis) échappaient
3 la mycose. Lors d’application dans la nature CLARK et al. {(1968) ont obtenu une réduc-
tion des populations larvaires de Culex pipiens variant de 69 4 95 9 deux semaines aprds le
traitement. Avec B, fewellz (4 raison de 5.10 3 ou 5.10 5 Blastospores par millilitre d’eau),
PINNOCK et al. (1973} observent une diminution des populations imaginales d’Adedes sier-
rensis de 53 2 71 9.

ROBERTS (1967, 1970) a également démontré que certaines souches de Metarrhizium
anisopliae sont pathogénes pour les larves de moustique. Des réductions de populations de
Culex pipiens pipiens et d'Aedes sollicitans atreignant 85 3 98 9% ont été obtenues dans des

mares artificielles (ROBERTS, 1974).
I11. CONCLUSION

Cette analyse bibliographique des travaux consacrés aux champignons entomopathogénes
au cours des dix derniéres années traduit évolution spectaculaire de lintérét croissant que
hii portent les chercheurs de toutes disciplines. Alors qu’autrefois seuls les entomologistes
s'effarcaient de démontrer les potentialités de ces germes pour la lurte biologique contre les
insectes vecteurs de maladies humaines ou ravageurs des cultures et des foréts, actuellement
les systématiciens, pathologistes, biochimistes, technologues contribuent a cet efforts par U'em-
ploi de leurs propres connaissances et techniques.

Parmi les thémes étudiés, cenx qui prennent une place répondérante sont ceux qui concer-
nent la caractérisation biochimique des souches, leur spécificité pour les insectes et leur inno-
cuité pour les vertébrés, les phénomeénes de défense de I'insecte (enkystement), les processus
d’enchainements de maladies et de synergie, 'établissement des relations dose-mortalité préa-
lables 2 la mise av point de titrages biologicues,la multiplication massive de ces microorganis-
mes en culture profonde... La sélection, sur des bases génétiques, des souches les plus virulen-
tes et les plus propres 4 une multiplication industrielle n’en est qu'd ses tous débuts mais
ouvre des perspectives prometteuses.

L’écologie et la biologie des germes emplo yés restent malheureusement un  secteur dé-
laissé, ce qui a pour conséquence directe de re tarder I’évolution des concepts d'utilisation des
préparations en plein champ. Un certain nomb re d’'informations convergentes sur les possibi-
lités d'infecter les insecres par les champignons lersque Phumidité relative de 1'atmosphere
ambiante n'est pas saturde lévent cependant Uhypothése que de nombreux anteurs opposaient
& Déventuelle utilisation de ces agents pathogénes comme moven de lutte. KALVISH (1974)
a d'ailleurs rapporté tout récemment que les souches d’une méme espéce (Beauveria tennela,
B. Bassiana, Metarrbizium anisopliae et Paecilomyces farinosus) germent et sporulent de
facons sensiblement différentes suivant leur origine géographique. Ainsi les souches provenant
des régions septentrionales de 'Union Soviétique germent et sporulent i des températures
plus basses que celles venant des zones méridio nales ; celles issues de régions climatiques hu-
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mides sont plus sensible & une réducton de Phumidité armosphérique relative que celles pro-
venant de pays secs... Il est donc possible de tenir compte de ces caractéristiques lors du choix
oun de la sélection de souches en fonction des conditions climatiques du biotope d’étude
considéré,

Il reste enfin aux agronomes de concevoir [utilisation pratique de ces agents biologiques
suivant des principes qui ne doivent pas nécessalrement s’inspirer de ceux de la lutte chimi-
que. Si Uefficacité dune intervention phytosanitaire doit évidemment rester leur préoccupa-
tion premiére, le mode d’action particulier des agents entomopathogénes doit les conduire 2
aberder les problemes d'une facon plus large, en tenant compte par exemple des répercussions
a long terme apportées dans la biocoenose considérée par Pintroduction ou la multiplication
artificiclle d'un inoculum pathogéne, non pas inerte, mais au contraire bien vivant et de ce
fait confronté aux phénomtnes de compétition et incorporé aux chaines tropiques des écosys-
temes. I a été maintes fois signalé qu'une morialité différée importante se manifeste au stade
imaginal alors que souvent seuls les stades larvaires ravagent les cultures. Pour tenir compie
de cette propriété il faut donc envisager la lutte non plus au niveau de la parcelle individuelle
mais en fonction de la distribution des papulations du ravageur et définir une stratégie collec-
tive conduisant 2 leur régression progressive et permanente non pas immédiate et éphémére
comme avec les perticides chimiques,
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