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INTRODUCTION

Les développements intervenus dans la lutte contre les insectes
nuisibles et la sensibilisation de 1'opinion publique aux problémes de toxi-
cologie et plus particuli@rement & ceux posés par les résidus pesticides, ont
rendu trés urgente la nécessité de mettre au point de nouveaux moyens de lutte
contre les ravageurs des cultures.

Mais, il y a déja plus d'un sidcle, alors que les interventions
par des moyens chimiques contre les insectes nuisibles &étaient trds limités et
peu efficaces, les précurseurs de la lutte biologique avaient montré la possi-
bilité d'utiliser les organismes entomopathogénes dans la lutte contre ces
ravageurs (METSCHNIKROFF, 1879).

Cependant, 1'euphorie provoquée chez les entomologistes par les
premidres observations devait trés vite se transformer en déception aprés des
&checs répétés. I1 fallut attendre les années 1950, avec les problémes posés
par 1'emploi généralisé de la lutte chimique, pour que les méthodes de lutte
biologique regagnent 1'intér&t de l'opinion et des pouvoirs publics. C'est en
effet au cours de cette période que,dans de nombreux pays (Etats-Unis d'Améri-
que, Union Soviétique, France), des laboratoires ont &té cré&és pour é&tudier
les possibilités d'utilisation des germes pathogénes contre les insectes ra-
vageurs des cultures.

Le groupe des microorganismes pathogénes pour les insectes est
trds vaste et trés divers. Depuis les premiéres muscardines observées sur le
ver 3 soie par les sériciculteurs italiens et frangais, de nombreux autres
types de gerras ont EtZ recensés et nombre d'entre eux ont €té expérimentés
avec svccés, entrainant souvent leur utilisation sur une grande &chelle.
L'essentiel des travaux cffectués dans ce domaine se trouve dans les synthéses
de : ANGUS et HEIMPEL (1959) :; BUCHER (1956) ; FRANZ (1961) ; HURPIN (1961 et
1968) ; TFERDON (19567) ; BURGES et al. (1971).

De par leur importance historique, mais aussi de par le nombre
trds élevé d'espdces pathogénes connues, et enfin, de par la facilité d'obser-
vation de leurs symptOmes, les champignons entomopathog@nes occupent une plzce
de premier ordre dans ce groupe des microorganismes pathogénes.

Le traveil que nous avons effectué & La Miniére a consisté en
1'étude des conditicns d'infection des Fungt Imperfecti sur Chilo suppressalis
(LépidootéLe, Pyralidae, Crambinae), qui vit en foreur, 3 1'état larvaire dans
la tige du riz {Oryza sativa).

Cette cérZale qui est la nourriture de base de plus de la moitir
de la population du Globe et qui occupe le 1/5 des surfaces cérdalidres du
monde (soit environ 124 miliions d'ha) subit de graves dégits diis 3 cette
pyrale. Les aires de pullulation de celle~ci sont aujourd'hui le lieu d'inter-
ventions chimiques d'une rare intensit&, mais, malgré le nombre important de
ses pr@dateurs, parasitesz et pathogénes, la litt&rature ne signale pas d'uti-
lisation de m&thode biologique de lutte contre ce borer.
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Le Chilo suppressalis a été depuis trés longtemps 1'objet
d'une attention particulidre de la part des entomologistes, qui ont déji
précisé les points principaux de sa biologie, de son écologie et de son
éthologie (KUWANA, 1929 ; GOMEZ-CLEMENTE, 1948 ; KIRITANI et IWAO, 1964) et
qui ont réussi & mettre au point son &levage de masse (KAMNO, 1973 ; ISHII,
1971 ; GUENNELON et SORIA, 1973).

C'est donc en bénéficiant de toutes ces données que nous avons
essayé de comprendre quelles conditions favorisent le développement des mus=
cardines de la pyrale du riz.



CHAPITRE I

BIOLOGIE DE Chilo suppressalis

Le borer asiatique du riz, Chilo suppressalis WALKER, est un
ravageur bien connu des riziculteurs. Il est originaire de 1'Asie ol il cause
encore aujourd'hui des dégdts trés importants, mais on le trouve &galement sur
tous les continents.

L'abondante littérature qui lui a &té consacrée depuis le début
de ce siécle (BOUNIAS, 1973), permet d'avoir une bonne connaissance de la bio-
logie, du comportement et de l'écologie de cet insecte.

C'est un Lépidoptére Pyraloidea, Pyralidae, de la sous-famille
des Crambinae. I1 a fait pendant longtemps l'objet de nombreuses confusions.
Aussi le trouve-t-on dans la littérature sous les noms de :

Chilo simplex BUTLER
Crambus suppressalis WALKER
Chilo oryzae FLETCHER

Le nom de Chilo suppressalis WALKER, actuellement employé, n'a
été définitivement retenu qu'en 1958,

Comme toutes les autres espéces de Crambinae, Chilo suppressa-
lis est caractérisé par un important développement des palpes chez les adultes
des deux sexes. Le dimorphisme sexuel n'apparaissant chez ces derniersqu'au
niveau de la coloration et de la taille : les miles sont brun foncé et généra-
lement plus petits que les femelles colorées d'un jaune-bistre clair.

Chez les chrysalides la sé&paration des sexes, bien que plus
difficile, peut se faire par une simple observation de 1'extrémité abdominale,
qui présente, selon le sexe, un dessin différent sur les trois derniers seg-
ments. Il est évident que la vie endophyte de ce ravageur a rendu trés diffi-
ciles d'abord 1'étude de sa biologie, ensuite la mise au point des méthodes de
lutte.

1. Les oeufs et la ponte

Dans la nature, les oeufs sont pondus par ooplaques, d'une
cinquantaine 4'oeufs en moyenne, sur la face inférieure des feuilles (KUWANA,
1929) . Ces oeufs donnent des larves du premier stade une semaine environ aprés
la ponte. Cette durée d’'incubation a fait 1'objet d'observations assez discor-
dantes. En effet, alors que GOMEZ~CLEMENTE (1948) indique, en Espagne, un temps
d'incubation de 10 3 15 jours, KATSUMATA (1934) donre au Japon des durées d'in-
cubation de 8 jours pour les oeufs de premidre génération et 6 jours pour les
ceufs de deuxiéme génération.

Signalons toutefois que, dans notre &levage artificiel 3 25°C,
90 3 100 Z d'H.R. et 6 h d'éclairement sur 24, nous avons observé des durées
d'incubaticn de 1'ordre de 7 jours. Tous les oeufs ont &clos entre 5 et 8 jours.
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Selon les indications de KATSUMATA, il est vraisemblable que,
dans la nature, la durée d'incubation soit 1iée non seulement aux différentes
générations du borer, mais &€galement & la température et 2 1'humidité ambiantes.

En ce qui concerne les effets propres 3 la température sur le
développement de 1'eeuf, HARUKAWA et al. (1931) indiquent qu'au Japon le zéro
de développement se situe a 12°C alors que GOMEZ-CLEMENTE (1948) en Espagne
donne la valeur de 14°9 qui est trés &levée 3 notre avis. L'optimum de déve-
loppement est a 25-26°C.

L'humidité est un facteur trd&s important dont 1l'action est
étroitement liée 3 celle de la température. L'oeuf se développe normalement
entre 13 et 356°C lorsque 1'humidité relative dépasse 70 %Z (DOKE, 1936).

2. Les larves

Chilo suppressalis est une espéce polyvoltine, présentant en
Espagne et au Japon deux générations annuelles et le plus souvent le début
d'une troisiéme. Le développement de la larve est plus ou moins rapide selon
la génération considérée. Il est de l'ordre de 36 jours en laboratoire (SATO,
1964) et de 30 3 60 jours dans la nature (GOMEZ~-CLEMENTE, 1948) pour la pre-
miére génération. La deuxilme génération se développe dans des délais simi-
laires alors que la troisiéme, qui hiverne au cinquiéme stade larvaire, peut
avoir un temps de développement de 1'ordre de dix mois.

Le nombre de stades larvaires est bien défini (KATSUMATA,
1934) bien qu'il soit trés difficile de les différencier. Dans la nature, ce
nombre est de 5 3 7 en premiére génération et de 6 3 9 en deuxiéme génération.

Au niveau des trois premiers stades, qu'il est tré&s aisé de
reconnaitre, nous avons relevé dans 1'élevage artificiel 3 25°C des durées de
6 3 7 jours en moyenne pour chacun de ces stades.

La différenciation des stades peut se faire par la mesure de
la taille des capsules céphaliques, mais il semble que la mesure des dimensions
des mandibules donne de meilleurs résultats (YAGI et KATSUMATA, 1935).

La température, 1'humidité et dans une moindre mesure la lu-
miére, agissent sur la croissance larvaire. Sur milieu artificiel, 3 la tempé-
rature de 25°C et 100 7 d'HR, nous avons obtenu des durdes de développement
larvaire de 1'ordre de 30 & 45 jours.

Le comportement des larves est al@atoire (KUWANA, 1929 g
GOMEZ-CLEMENTE, 1948 ; YAMAZAKI et HATAI, 1960) et leurs réactions trés variées
(YAMAZAKT et HATAI, 1960 ; FUKAYA, 1955 ; SATO et MORIMOTO, 1962) bien qu'elles
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vivent toujours en borer dans la tige du riz.

Lorsqu'au laboratoire nous avons élevé des larves sur du riz
cultivé en pots, nous avons pu constater qu'au 3&me stade larvaire presque
toutes les larves ont quitté les tiges de riz. L'épuisement de la nourriture
nous a semblé &tre le facteur déterminant de ce comportement. Un tel comporte-
ment a &té observé dans la nature par les auteurs japonais. Signalons enfin
1'observation de MORIMOTO (1960) selen laquelle les larves sont grégaires
pendant les trois premiers stades et se dispersent aux stades suivants. Ceci
nous a amené&, tout en tenant compte des indications de GUENNELON (1973) sur la
densité optimale des larves dans les boites d'élevage, 3 choisir le nombre de
50 individus par bofte (cf. Chapitre II).



3. Les chrysalides

Les chrysalides se forment se forment dans les tiges, les
chaumes ou la paille (KUWANA, 1929 ; MUELLER, 1970), de pré&férence lorsque le
diamétre est voisin de 4 mm (IYATOMI, 1936). La nymphose peut également se
faire entre la gaine et la tige (GOMEZ-CLEMENTE, 1948).

Le développement des chrysalides est conditionné par la tempé-
rature et 1'humiditd, mais il semble selon KUWANA (1929) qu'il soit tré&s lié
3 la génération. Les chrysalides de premi@re génération donnent des insectes
parfaitsau bout de 7 3 & jours alors que les imagos de la deuxime génération
ne sortent que deux semaines apré&s la nymphose. GOMEZ-CLEMENTE donne des temps
de développement plus longs, respectivement de 10-12 jours pour la premiére
génération et 22 jours pour la seconde.

En ce qui concerne les effets de la température sur le dévelop~
pement des chrysalides, HARUKAWA (1931) puis DOKE (1936) ont montré& que le
taux d'émergence augmente lin&airement entre 15 et 30°C puis baisse rapidement
au-dessus de 35°C. Dans ce dernier cas la mortalité est trés &levée et les
imagos sont souvent défcrmés.

Nous avons pu élever & la température de 15°C, pendant 30 jours
et sans dommage apparent, des chrysalides de Chilo suppressalis. Ceci ralentit
considérablement le développement. Signalons cependant que lorsqu'on place en
pondoir des adultes issus de chrysalides qui ont subli un tel traitement, on
constate une baisse tré&s nette de fertilité et de fécondité.

L'numidité ne semble pas avoir une trés grande influence sur
le développement des chrysalides, mals en Eélevage artificiel on doit toujours
veiller & ce qu'elle dépasse le taux de 70 7 d'BR pour assurer 3 ces derniéres
les meilleures conditions de croissance.

4. Les adultes

Les papillons sfaccouplent dans les heures qui suivent leur
éclosion et pondent dans les 24 & 48 heures suivantes. Dans la nature, les
adultes de premiére génération émergent en mai-juin et ceux de deuxilme géné-
ration en aolt-septembre au Japon (KUWANA, 1929). En Espagne, GOMEZ-CLEMENTE
signale un décalage des sorties, surtout pour la premidre génération, qui com=
mence a voler dés le mois d'avril. Les adultes ne vivent pas tr@s longtemps ;
un maximum de durée de vie de trois semaines est indiqué par KUWANA (1929),
mais il semble, selon BALACHOWSKY (1972), que celie-ci est fonction de la tem-
pérature.

Conclusion

Le cycle complet du Ckilo suppressalis peut varier de 40 i 65
jours lorsqu'il s'effectue sans diapause ; mais lorsqu'intervient cet arrét de
développement, l'évolution de 1'oeuf i 1%adulte peut durer 300 jours.

La température joue un rdle plus important que 1 humidité sur
le développement des différents stades. Celle-ci doit cependant se situer 3 up
taux au moins &gal 34 70 %7 d'HR. Il est donc nécessaire de conduire 1'élevage
de masse dans les conditions optimales pour obtenir un cycle suffisamment court
et disposer au moment voulu des lots d'insectes nécessaires aux expériences.

Les exigences du borer, telles que nous les avons décrites,
recoupent celle du riz qu'il parasite et, nous le verrons ultdrieurement, celles
de la plupart des Fungi Imperfecti.



CHAPITRE I1

LA TECHNIQUE D'ELEVAGE DE MASSE DE LA
PYRALE DU RIZ EN LABORATOIRE

Nous avons pu constituer une souche de Chilo suppressalis i
partir d'un &levage entretenu au Laboratoire d'Entomologie de 1'IRAT-Nogent,
dirigé par M. BRENIERE, et qui est conduit selon la méthode récemment mise au
point 3 la Staticn de Zoologie INRA d'Avignon (GUENNELON et SORIA, 1973). Nous
adopterons, 3 peu de chose prés, cette méthode gqui, selon ses auteurs et nos
prepres constatations, donne dfexcellents ré&sultats pour l'élevage de masse de
la pyrale du riz.

Cette méthode permet de disposer 3 tout moment du nombre d'in-
sectes voulu, au stade de développement choisi, condition nécessaire pour
1'exécution des tests biologiques.

Nous avons eu @ apporter un certain nombre d'adaptations ddes
aux conditions particulid@res dans lesquelles nous avons travaillé i La Miniére.

A. BREF HISTORIQUE DE L'ELEVAGE DU Chilo suppressalis

L'élevage artificiel d'un insecte n'a d‘autre but que de pouvoir
disposer d‘'un nombre suffisamment important d'individus de 1'espéce considérée
afin d'en étudier soit la biologie, 1'8cologie et 1'é&thologie, soit les moyens
de lutter le plus efficacement possible contre lui tout en &tant 1ibé&ré des
contraintes posées par la culture de la plante hdte en toute saison. Les cher-
cheurs japonais ont, d&s 1952, essayé de mettre en &levage artificiel le Chilo
suppressalis pour mieux cerner sa biologie (RANEKO et FUKAZAWA, 1952).

Les premiéres tentatives ne devaient pas &tre trés concluantes
et il fallut attendre les travaux de SATO (1964) pour qu'on arrive 3 E&lever
correctement la pyrale du riz.

En ce qui concerne 1'&levage sur milieu artificiel, les prin-
cipaux résultats obtenus par les auteurs japonais ont &té synthétisés par ISHII
(1971) et KAMANO (1973). Il apparalt trés clairement que les hydrates de carbone
(Saccharose, glucose, fructose) de méme que 9 vitamines et 10 acides aminds sont
indispensables 4 la croissance et au développement de la.larve. Par contre, les
larves peuvent se dé&velopper sur un milieu artificiel ne contenant aucun acide
gras si celui-ci renferme du cholestérol.

L'orientation générale des recherches est de trouver un milieu
le plus simple possible et d'un prix de revient relativement bas, mais qui
puisse assurer le maintien de 1'élevage pendant de nombreuses générationms.C'est
ainsi que KAMANG(1973) a mis au point un milieu assez simple additionné de
semoule de mais, ce qui a permis d'avoir des résultats satisfaisants comparati—-
vement aux milieux complexes utilisés jusque~13.



B. ELEVAGE DE LA PYRALE SUIVANT LA METHODE GUENNELON-SORIA

1. Elevage des adultes et ponte

Dans la nature les oeufs sont déposés de préférence sur la
face inférieure des feuilles. Au laboratoire il est assez facile de faire pondre
les papillons sur du papier gaufré. La cage est constitu@e d'une bofte parallé-
lipip&dique en matiére plastique transparente de 27 x 8 x 13 cm dans laquelle
on place un abreuvoir rempli d'une solution de saccharose 3 5 7 et muni d'un
coton dentaire. De plus, les parois de ce pondoir sont tapissées du papier gaufr?
destiné 3 recevoir les oeufs.

Nous plagons 15 3 30 couples de chrysalides sexées, 1 a 2 jours
aprés la nymphose dans une boite 3 pilules que nous introduisons dans le pon-
doir placé i 25°C, 16 heures de photopériode sur 24 et 80 % 3 100 %Z d'HR. Cette
solution évite la manipulation des adultes aprés 1'émergence. En général, un
tampon de coton humide est également introduit dans 1e pond01r pour maintenir

"‘_1'hygrometr1e d un niveau optlmal

B Au bout d'une dizaine de jours, on echange 1e ruban de papier
gaufré qui porte les premidres pontes. On procédera .de méme tous®las matins
jusqu'a la fin de 1la ponte. \ e

a. Conditionsd'incubation des oeufs

Le ruban de papier qui porte les ooplaques est.découpé en plu-
sieurs morceaux placés dans une boifte en matidre plastique tapissée au préalable
d'une rondelle de papier filtre humidifié. Cette bolte est introduite dans une
autre plus grande de 100 x 70 cm et le tout hermétiquement fermé&: Li'incubateuz
ainsi préparé est placé & 25°C, 80 3 100 7 d'HR et 16 h sur 24 de photopériode.
Dans ces conditions tous les oceufs &closent dans un.-délai de 5 3 7 jours.

b. Durée de"vie des adultésui

Les adultea qui s accouplent peu de temps aprés 1eur &mergence,
pondent dans les 24 & 48 heures. Dans les conditions d'élevage que nous avons
décrites plus haut, nous avons observé des longévités de 72 heures 3 7 jours.

2. Elevage des larves
Le choix de cette méthode est gulde par le souci d'utiliser un
milieu simple, facile 3 prérarer et peu couteux. °

a. le milieu d'élevage

Pour &lever les larves de Chilo suppressalis, :GUENNELON et
SORIA (1973) se sont insnirés de la technique mise au point par POITOUT et DUEC
(1970) pour 1l'élevage sur milieu artificiel des larves de Noctuidae. Il a fallu
‘cependant réduire la teneur en eau du milieu POITOUT pour pouvoir y-élever la
“pyrale du riz. La formule employée se présente donc comme suit : & .

eau 600 ml
agar 16 ¢
semoule de mails 112 g N
germe de blé 28 ¢

- levure de biére 30 g
acide ascorgique b g
acide ben701que’ 1,20 g
nipagine 1 g
auréomycine en poudie 0,1 g
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L'agar et 300 ml d'eau sont portés a 1'autoclave & 110°C pen-
dant 10-15 mm, le reste des poudres 3 1'exclusion de 1%acide ascorbique thermo-
labile & plus de 50°C et de 1'auréomycine est mélangé aux 300 ml d'eau restant
et le tout mélangé au mixer.

L'agar autoclavé est mélangé au reste des produits ce qui
abaisse fortement la température. C'est 3 ce moment seulement qu'on ajoute
1'acide ascorbique et 1'auréomycine. On coule ensuite le milieu ainsi préparé
dans des boltes en plastique transparent de 80 x 50 cm, sur une hauteur de |
a2 1,5 cm.

Les larves néonates sont mises en élevage sur ce milieu aprés
avoir &liminé 1'eau qui se condense sur les parois de 1la bofte et strié le milieu
pour qu'il puisse &8tre facilement entamé.

b. Conditions d'élevage des larves

Les larves sont &levées comme les chrysalides, les adultes et
les oeufs a 25°C, 90 2 100 d'HR avec une photopériode de 16 h sur 24. Pratique-
ment, une fois que les L1 sont plac&es sur le milieu, 1'&levage &volue normale-
ment sans aucune manipulation jusqu'’au moment de la chrysalidation. Les larves
pénétrent dans le milieu d'oli elles ne ressortent que pour se nymphoser. Cer-
taines méme "se laissent surprendre" par la nymphose dans les galeries qu'elles
ont creusées dans le milieu.

Si pratiquement tous les oeufs d'une méme ooplaque &closent en
méme temps, les larves issues de cette ponte peuvent &voluer différemment mEme
lorsqu’elles sont &levées dans les mémes conditions. Ceci fait que la chrysali-
dation s'étale sur de nombreux jours. Signalons toutefois que les premidres
chrysalides apparaissent d&s le 28&me jour d'Elevage des larves.

MORIMOTO (1960) de méme que PATHAK (1969) ont indigué que les
larves sont grégaires au cours des trois premiers stades et se dispersent aux
stades suivants. L'isclement des larves aux premiers stades tout comme leur re-
groupement aux derniers, entraine une forte mortalité. Ces observations nous ont
amené contrairement & GUENWELON et SORIA (1973) qui &l&vent les larves par groupe
de 30 dans les boites rondes 80 x 50 cm, 4 faire des lots de 50 3 70 aux premiers
stades et de 25 au maximum aux stades plus avancés. Un tel procé&dé donne de bons
résultats mais nous oblige & manipuler les larves.

c. Conditions de chrysalidation

Les premiéres chrysalides apparaissent au bout de 28 3 30 jours
aprés la mise en élevage des larves néonates.

Les larves dgées, comme du reste les jeunes chenilles, manifes-
tent un géotropisme négatif trés important. De plus on peut remarquer un certain
cannibalisme des larves du dernier stade vis 3 vis des premiéres chrysalides
formées et des larves malades ou blessées.

On place 3 la partie supérieure d'une boite ronde (100 x 70 cm)
un ruban de papier gaufré et on dépose dans cette dernidre la petite bofte de
80 x 50 cm contenant 25 larves &gées. La bolte de nymphose hermétiquement fermée
est placée dans les cenditions optimales de 25°C, 16 h de photopériode sur 24 et
80 & 100 Z HR. Les larves qui grimpent le long de la paroi se nymphosent dans
les cannelures du papier. Les chrysalides sont prélevées tous les 2 jours et
mises en &levage dans les pondoirs dans les conditions décrites plus haut.



C. CONCLUSIONS

Le cycle complet du Chilo suppressalis, élevé dans les condi-
tions que nous avons décrites, est de 1'ordre de 45 3 70 jours. Il est par con-
séquent beaucoup plus long que celui des noctuelles &levées sur le méme milieu
par POITOUT, GUENNELON et SORIA 1l'ont d&ji constaté.

Hous avons pu maintenir de fagon acceptable 1'élevage du borer
sur milieu artificiel mais nous avons &galement essayé de 1'&lever parallélement
sur riz cultivé en pot. Il est bien &viderment plus difficile de maintenir ce
dernier élevage du fait d'une forte mortalité larvaire au premier stade et du
fait aussi d'un plus grand nombre de manipulations nécessaires.

Le phénoméne de consanguinité ne s'est pas posé 3 nous bien
qu'il soit 3 redouter comme dans tout &levage de masse. KAMNO et FUKAYA (1964)
proposent 1'&levage de souches parall@les alors que GUENNELON et SORIA (1973)
pensent qu'il faut capturer de temps & autre des papillons dans la nature pour
maintenir le potentiel génétique de la souche. Nous avons, quant 3 nous, compte
tenu de notre situation particuliére, préféré partir d'une souche tré&s impor-—
tante (environ 5000 larves) pour &viter les accidents de 1'inbreeding.

C'est ainsi que nous sommes arrivés d produire la "quantitd™
d'insectes que nous avons voulu pour entreprendre les tests biologiques sur la
pathogénicité des champignons entomopathogénes (Deutéromyc&tes) pour le Chilo
suppressalis.



CHAPITKE I1I1

ETUDE DE LA SENSIRILITE DU Chilo suppressalis

AUX Fungi Imperfecti

~

A. APERCU SIRLIC

GEAPHIQUT SUR LES MALADIES DU Chilo suppressalis

Comme pour les autres insectes, les pullulations des popula=
tions naturelles de la pyrale du riz peuvent €tre limit@es par les parasites et
pathogénes qui colonisent le m@me biotope.

C'est ainsi que des Prctozonoses (NICKEL, 1964), des Viroses
(TANADA, 1965), des Bactérioses (HIRANO, 1964 ; YASUMATSU, 1968) et des Mycoses
(TATEISHI, 1951 et 1955 ; MORIMOTO, 1959 ; RAQ, 1964) ont &té signalles sur le
Chilo suppressalis.

En dehors des mycoses, aucune de ces maladies n'a fait 1'objet
d'études trés approfondies. Et, de toute fagon; il n'y a pas encore, du moins a
notre connaissance, d'utilisation d'un microorganisme pathogéne dans la lutte
biclogique contre 1a pyrale du riz.

La ce qui concerne les mycoses, de nombreux exemples ont déja

&té signalés suriout patr 1 auteurs japonais qui ont beaucoup &tudié le Chilo
suppreesalis. TATEISHI vemarque, d8s 1951, les attaques d'un Cordyceps sur la
pyrale iz en 1955, celles de 1'Adspergillus flavus et d'un Spicaria. Il
ecmble i Lar us grands ravages sont causés aux larves hivernantes
du boyr % farinosa (KAMANO et INOUE, 1955). Les modalités d'atta-
que de ca che DlgDO“ apptle 'vellow muscardine disease" sont sous
le contrdle ombreux facteurs parmi lesquels la température (WADA, 1957).
TATEISHI et MURATA (1955 ) ont trouvé que dang la nature 1'Isaria farinosa
pouvaii provoquer des &pizooties qui entrainent une mortalité de 100 7.

Un rOle important dans la limitation des pullulations du Chilo
t attribu&@ & 1'Oospora destructor # qui, semble~t=il, résiste bien
¢ de syath2se ovgancphosphorés et crganochlorés (MORIMOTO, 1959).
2ut donc &tre intédressante dang le cadre d'une opération de lutte

suppressalis es
aux insgecticide
Cette espéce p2

% Le genre Isaria correspond dans la nouvelle classification des Deutéromycétes
de SACCARDO au genre Paecilomyces (Isaria farinosa = Paectlomyces farinosus),
dans cette méme classification 1l'espdce Oospora destructor devient Metarrhizium
anisopliae.
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En 1964, RAO d&couvre en Inde, dans la nature, des attaques de
Beauveria basstiana sur le Chilo suppressalis. RAO indique en outre que le
Cordyceps affecte plutdt le Tryporyza incertulas, alors que ce genre fut le pre-
mier signalé sur la pyrale.

Signalons enfin 1°'étude de KOIDSUMI (1957) qui a procédé a
des contaminations des larves du borer du riz avec des spores de Beauveria bas-
stana et d'Aspergillus flavus. Il a pu montrer que les lipides cuticulaires des
larves de Chilo suppressalis avaient un effet inhibiteur trés net sur la forma-
tion et la germination des spores et sur la croissance mycélienne. Une telle
idée n'est pas partagée par de nombreux auteurs car nous verrons qu'il est pos-
sible de contaminer les larves avec des suspensions de spores par simple pulvé-
risation.

B. ESSAIS PRELIMINAIRES SUR LA SENSIRILITE DE Chilo suppressalis AUX DEUTERO-
MYCETES

Lfélevage du Chilo suppressalis tel que nous 1'avons décrit
plus haut, permet de réaliser les tests biologiques nécessaires en vue de choi-
sir un biotype trés virulent pour les &tudes ultérieures.

I1 est &tabli depuis longtemps déja (PAILLOT, 1933 ; FERRONW,
1966 ; VAGO, 1959) que l'infection des insectes par les champignons entomopatho
génes se fait essentiellement par voie tégumentaire. Cependant le t&gument de
l'insecte constitue pour le champignon un obstacle qu'il faut franchir. Les
blessures naturelles (VAGO, 1959) comme l'abrasion artificielle du tégument
(FERRON, 1966) facilitent 1°'infection des larves d'insectes par les mycoses.
* KOIDSUMI (1957) pense que ce sont les lipides cuticulaires qui jouent le plus
grand r8le dans la défense de l'insecte contre cette infection.

WADA (1957) et OHO et al. (1961) ont montré que les larves
hivernantes (au stade L5) de Chilo suppressalis sont trds sensibles 3 1'Isaria
farinosa et aussi au moment de la prénymphose, du fait de 1'&tat physiologique
des larves.

Nous avons essayé& de tenir compte de tcus ces travaux, en trai-
tant, pendant les essais préliminaires, d la fois des chrysalides et des larves
dgées, au dernier stade larvaire L5 ;, L6 ou L7 (les conditions d‘'élevage de la
pyrale ne lui permettent pas d'entrer en diapause).

Nous avons retemu le mcde de contamination par pulvérisation
du tégument compte tenu des commoditéds qu'elle présente.

1. Matériel et méthode

Nous traitons & la fois des chrysalides et des larves Aagées.
Les chrysalides sont prélevées de 1'E€levage tous les deux jours. Par conséquent
les chrysalides utilisZes pour l'expérimentation sont dgées de 24 i 48 heures.
Les larves, quant a elles, sont choisies en moyenne 30 jours aprés leur mise en
€levage au stade L1. On ne retient que des larves qui sont apparemment dans le
méme Ztat physiologique et qui n'ont pas encore commencé la mue prénymphale.

Pour ce qui concerne les champignons, nous avons utilisé des
souches de la mycothéque de la Station INRA de Lutte biologique de La Minidre.
Ces souches appartiennent toutes aux espéces suivantes : Beauveria bassiana
(BALS.) VUILL. ; B. tenella (DELACR.) SIEM. : Paecilomyces farinosus (DICKS)
BRCWN et SMITH ; P. fumoso~roseus WIZE ; Spicaria rileyi FARLOW et Metarrhizium
antisopliae (METSCH) SOR.



Nous retrouvens ici toutes les espéces dont le parasitisme a
déja été signalé sur le Chilo suppressalis. Mais les souches utilisées n'ont pas
toutes été isolées de la pyrale du riz tel que le montre le tableau 1. Ces dif-~
férents biotypes sont multipliés dans les mémes conditions au laboratoire et la
mise en suspension et le traitement ont &té effectuds au bout du l4&me jour de
culture sauf pour les deux souches de Spiearia rileyi qui se cultivent mal. Pour
ces deux derniéres scuches il nous a fallu attendre un mois de multiplication

pour avolr une suspension titrant plus de 107

TABLEAU n° 1 : Biotypes de Deuteromycétes &tudiés.

spores/ml avec un tube 3 essais.

Biotype testé

Hbte

Origine

Date isolement

Beauveria bassiana

n° 34
n® 40
n° 55
n° 28
n° 58
n° 32

Beauveria tenella

n 0
Paecilomyces
farinosus

n® 15

P. fumoso roseus

n° 12
Metarrhizium
anisopliae

n® 71

n° 60
Spicaria rileyi

n® 3
[+

n-

Chilo suppressalis

"

Diatraea saccharalis

IRAT - Nogent
La YMinidre
Cuba

Doryphore
15

114

M. melolontha

Cirphis unipuncta

Mamestra brassicae

Doryphore
Noctuelle

Mamestra brassicae

Prodenia litura

Versailles
iPologne
Versaillles

Sarthe

Saint Palais

La Miniére

La Miniére
2

La Miniére
Bauaké

?
1972

1972

avril 1971
sept., 1973
mars 1972

octobre 1964

26 oct. 1973

décembre 1972

aolit 1972
octobre 1971

?
4 juin 1969
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2. Expérimentation et traitement du matériel biologique

a. préparation de la suspension entomopathogéne

Les spores du champignon multiplié sur milieu synth@tique sont
récoltées au bout de 14 jours et mises en suspension dans de lfeau 3 2 °/oo de
novémol. La suspension ainsi préparée est vigoureusement agitée avec des billes
de verre pendant une dizaine de minutes pour disperser les spores et homogénéiser
le mélange. Le novémol qui est un dialkyl sulfasuccinate de sodium joue ici un
rdle de mouillant. Il est sans action insecticide, bactéricide, phytoc1de ou
fongicide.

La suspension-mére &tant prépavée, on compte ie nombre de
spores par millilitre de suspension en utilisant 1 hématimitre de Malassez. On
opére au préalable une dilution par 100 fois de la suspension-mére. Dans ces
conditions, le nombre de spores par millilitre de suspension-mére est donn& nar
la formule suivante :

'....I
'—I
[
=t
[0

nb de germes comptés 3 la ce L peq e
N = - et dilution x C
nb de grands carrés comptés

ou C = 105 = constante de la cellule.

Signalons que le laboratoire s'est dot& récemment d‘'un compteur
Zlectronique de particules qui donne directement la quantitd de gperes par milli-
litre de suspension, augmentant d'une part la pré@cision des comptages {erreur
systématique pouvant atteindre 20 7 dans le cas de 1'hématiml@tre et seulement
1327 3 1l'aide du compteur &lectronique) et ré&duisant considérablement le
délai consacré aux comptages, d'autre part

Connaissant la quantité de spores par millilitre de suspension~
mére, il ne reste plus qu'd opérer les dilutions nécessaires pour obtenir des
suspensions aux doses voulues.

alides avec trois
gsprores/ml, dose moyeune 3

Nous avons traité les larves et lesg chrys
doses différentes : 10%® spores/ml, dose faible ; 107 g
108 spores/ml 4ose forte.

b. traitement du matériel biolcogique

Le traitement par pulvérisation des larves et des chryszalides
est effectué 3 1'aide de la tour mise au point par RURGE RJO” (1956) (fig. n° 1)
pour tester des préparations entomopathog&nes principalement 3 base de Bacillus
thurtngtens&s BERLINER. Cette tour répond 3 des exigences propres aux prépara=-
tions insecticides biologiques et d leuz manlpulatlon, Eile assure ung ‘disper-
sion homogéne et laisse un dépdt d'une quantité bien contue (5 mg de produit/cm?
pour 10 ml de solution pulvérisée) sur le matériel traité.

La pulvérisation s'effzctue par entrainement & 1'aide d'un
courant d'air comprimé. Le liquide aspiré dans le flacon sort en brouillard du
bec pulivériseur, il est brassé dans 1°atwosPhe*e de la tour et vient se dépo:zer
sur les larves ou les chrysalides. L'air pollué est ensuite br{ilé avant d'8tre

évacué 3 1l'extérieur.

Nous préparcns pour chacune des doses ci-dessus indiquéesn, une
suspension de 10 ml avec laquelle nous traitons les larves ou les chrysalides
déposées sur le fond d'une bofte de Pé&tri qui est posée sur le disque rotatif
(33 tours/minute).
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Nous avons donc réalisé tous les tests par contamination di-
recte des larves comme des chrysalides. Les chenilles du dernier stade lar-
vaire prélevées au moment ol elles quittent le milieu nutritif d'élevage pour
préparer ieur chrysalidation ne s'alimentent pratiquement plus et n'entrent
donc plus en contact avec la nipagine contenue dans ce milieu.

c. élevage des insectes traités

Les chrysalides traitées sont mises en élevage pendant 48 h.
a 20°C, 90-100 % d'HR et 16 h sur 24 de photopériode.

Les larves sont également &levées dans ces conditions et en
plus elles sont privées de nourriture pendant 24 heures.

Au bout de ces 48 heures les larves comme les chrysalides sont
ramenées aux conditions normales dfélevage 3 25°C, 90-100 %Z d'HR et 16 sur
24 heures de photopériode. Dans ces conditions les premiéres mycoses commen-
cent a apparaltre au bout du 5e-6e jour.

d. analyse des résultats

I1 n'est pas facile de déterminer la mort de 1'insecte surtout
pour les chrysalides. Lorsqu‘elles sont en vie, elles répondent aux stimuli
par des mouvements de la partie postérieure de 1'abdomen ; mais 1'intensité
des mouvements diminue avec 1'HAge de la chrysalide. L‘absence totale de mouve~
ments ne peut donc pas présupposer la mort chez la chrysalide.

Pour ce qui concerne les larves, le point de vue de BEARD (in
SHEPARD, 1960) peut &tre retenu : ''La mort peut &tre trés difficile 3 déter=-
miner, mais trés communément on consid@re que 1l‘absence de mouvement, particu-
liérement une réponse négative aux stimuli chimiques et lumineux ainsi qu'3 la
chaleur, indique la mort.". Nous avons pour notre part considdré comme mortes
les larves qui ne répondent plus & aucune stimulation tactile et les chrysa-
lides qui, tout en restant immobiles présentent un ratatinement de leur partie
antérieure (photo 1) au lieu d'une distension de la partie abdominale (signe
de 1'émergence imminente du papillon).

Dans aucun des cas &tudiés, le traitement n'a provoqué une mor-
talité immédiate de 1'ensemble des insectes du lot. Beaucoup d'insectes sont
tués dans les stades qui ont suivi le traitement et nous avons ainsi &té amend
a4 continuer la lecture des essais jusqu'd 1'émergence des imagos issus des
survivants.

Lorsque l'insecte mort est bien tué par le champignon, la mise
en incubation du cadavre provoque la sortie du mycélium qui fructifie. Quelque~
fois, aprés manlfestatlon des symptomes d'une infection par le champignon (mé-
lanisation), 1'individu mort presente un facidés de septicémie. Dans ce cas une
observation complémentaire de 1'hémolymphe de 1°insecte révéle en général la
présence de blastospores (formes de multiplication du champignon dans la
cavité hoemocélienne) qui attestent le franchissement par le champignon de la
barrigre tégumentaire. Il y a enfin mort /septicémie, uniquement, lorsqu‘on ne
peut déceler la présence de ces blastospores sur un cadavre présentant un
faciés de septicémie.

Tout ceci atteste la difficulté qu'il y a 3 déterminer la mort.
Mais 1° homogenelsatlon maximale du matériel aussi bien entomologlque que
fongique, 1'utilisation de critéres d'étude bien éprouvés et 1'emploi de
techniques slires peuvent limiter les erreurs.



3. Résultats préliminaires

Les résultats obtenus aprés traitement des larves et des chrysa-
lides, telsque les présentent les tableaux 2 et 3 permettent de constater que
la réponse du Chilo suppressalis aux différentes souches est trés variable.
Ces résultats sont insuffisants pour le travail ultérieur que nous nous pro-
posons de faire, mais une étude complémentaire permettra de mieux préciser
les données brutes que nous avons obtenues.

Il se dégage néanmoins que toutes les souches de Beauveria
bassiana testées, les 2 souches de Metarrhiziwn anisopliae, ainsi que la
souche de Paecilomyces fumoso-roseus provoquent une mycose chez Chilo sup-—
pressalis. La souche de Beauveria tenella n° 6, les Spicaria rileyi n° 3
et n° 1 et le Paecilomyces farinosus *n° 15 n'ont pas provoqué d'infection
de la pyrale dans les conditions de l'expérience.

Lorsqu’on traite les larves, on observe la mycose non seule-
ment au stade larvaire mais &également aux stades nymphal et imaginal. Ces
constatations posent le probléme de la mortalité différée déja &étudie par
FARGUES (1972) mais aussi celui de la contamination des adultes car le méme
phénoméne est observé lorsqu'on traite des chrysalides (photos 2 - 3 = 4~ 5),
Nous ne nous ppesantirons pas sur la mortalité différ&e, mais nous examine-
rons ultérieurement la contamination des adultes.

Une représentation sous forme d'histogramme des résultats du
tableau 2 nous donne (figure 2) la mortalité totale et la mortalité par type
de mycose mesurée pour les différentes souches de champignon testées sur
larves 3 la dose de 107 spores/millilitre.

Pour ce qui est de la mortalité& par mycose, les souches M.
anisopliae 71 et B. bassiana 28 donnent les meilleurs résultats avec 75 %
de mortalité. Mais la ¥M.a. 71 permet d'obtenir 95 % de mortalité totale.

Cependant 1'examen du tableau 2 montre que la B.b. 28 qui ne
donne que 27,5 7 de mortalité@ sur larves au stade larvaire, provoque 30 % de
mortalité au stade imaginal alors que la M.a. 71 qui entraine 40 7 de morta-
1ité larvaire ne tue aucun adulte. Ceci veut dire que la mortaltité différée
est nettement plus forte chez la B.b. 28 ce qui peut jouer dans la nature un
role important dans la dissémination du germe pathogéne. En effet les papil-
lons infectés qui s'envolent vont disperser le champignon et c'est un aspect
qui ne doit pas étre négligé dans 1'écologie du germe pathogéne. C'est le fac~
teur essentiel qui nous am@nera A préfdrer la souche B.b. n° 28 au M.a. n° 71,
En effet ces deux souches présentent encore la méme virulence lorsqu‘on
traite les chrysalides (85 % de mortalité par mycose) mais dans ce dernier
cas la mortalité différée sur adulte provoquée par la B.b. 28 est le double
de celle provoquée par le M.a. 71,

La souche ainsi choisie est passée sur insecte pour augmenter
la virulence, elle donne la B.b. 28 A, Mais la souche B.b. 28 A que nous
avons obtenue se cultive moins bien sur milieu semi synthétique que la
B.b. 28 et ceci nous améne & poursuivre nos tests avec la souche Beauveria
basstana 28.



Insectes atteints de mycose

Photo n° | : Chrysalides
momifiées par Beauveria
basstana :

le mycélium ressort par
différents orifices notamment
les stigmates

Photo n° 2 : Adulte tué &
1'émergence apré@s un traite-
ment de la chrysalide avec
HMetarrhizium anisopliae

Photo n° 3 : Chrysalides momifiées
par Metarrhizium anisopliae : le
champignon a déja fructifié sur
les cadavres




Insectes atteints de mycose

Photo n° 4 : Fructification du Beauveria bassiana
sur chrysalide morte de mycose

Photo n® 5 : Développement du Beauveria bassiana
sur adultes mycosés



TABLEAU n°® 2

exprimés en pourcentage.

: Mortalité comparée sur larves en fonction des différentes souches étudiées

: résultats

Sombre Mortalité larv.|Nb chrysali- [Mort. nymphale | Nb IP | Mort.imaginalejMort. par Mortalité
Souches de larves |mycose epticé. des formfes - |mycose [septicé)] &clos | par mycose mycose totale
Beauveria bassiana 40 30 0 36,6 73,4 23,3 16,6 23,3 16,6 40 93,2
- . 20 10 0 90 20 5 65 30 35
" it 34 20 25 0 75 15 0 60 40 40
" mo 28 40 27,5 | 2,5 70 17,5 ¢ 52,5 30 75 77,5
" " 32% - - - - - - - - - -
" " 58% - - . - - - - - - -
M. anisopliae - 60 30 60 ,6 33,4 13,3 6,6 13,3 73,3 86,5
" " 71 20 40 10 50 25 10 15 75 95
Paecilomyces
farinosus 15 30 0 40 60 G 20 40 0 0 60
P.fumoso roseus 12 20 25 | 0 75 25 5 45 15 65 70
Spicaria rileyi 3 20 0 10 90 0 20 70 0 0 30
" " 1% - - - - - - - - - -
Beauveria tenella 6% - - - - - - - - - -

% Souches non essayédes sur larves
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TABLEAU n° 3 : llortalité® compar&e sur chrysalides en fonction de différentes
- . souches : Pourcentage obtenu aux différents niveaux sur 20
Cuiveitet 7 kapyes traitées avec chaque souche.

i ; . : ;

5 .Mortalité nymphale: ; fﬂortalité Mortalité Mortalité!
H Nb d'IP { = . ; #

Souches § P ! imaginale [totale totale ;

‘mycose septicZmie &clos !
; i ‘ { par mycose ipar mycose |

B. bassiana 28 25 - o 75 60 L85 .85

B. bassiana 58 30 - 10 ‘80 40 70 80

B. bassiana 40 © 5 | 5 90 65 70 L75

i ! ;

B. bassiana 32% 5 | 15 80 80 85 100

B. bassiana 34 0 ° o . 0 0 0 0

B. tenella 6 . 0O o 0 0 o 0

é | % % '

Spicaria rileyi 1| § 0 i ¢ ; 0 0 0 0

Metarrhizium ! ; g %

‘anisopliae 71 -~ 55 ] 10 35 30 85 95 §

< . . 8
% Résultats obtenus avec une suspension titrant 10 spores/ml.



C. LA MYCOSE A Bequveria bassiana

Les mycoses sont des maladies d'origine cryptogamique. Les
champignons entomopathogénes appartiennent tous aux quatre classes suivantes.
Phycomycé&tes, Ascomyc&tes, Basidiomycétes et Deutéromycétes ou Fungi Imper-
fecti (STEINHAUS, E.A., 1949). La plupart des mycoses sont cependant ddes
aux Coelomomyces, Entomophthorales et Fungil Imperfecti (HURPIN, 1973). Les
spectres d'hdtes de ces groupes sont trés variables d'un groupe & 1l'autre et
au sein d'un méme groupe, d'une espéce fongique 3 1'autre, nous venons d'en
voir un exemple.

Les mycoses causées par certains Deutéromycéres tels que Beau-
veria bassiana, Metarwhizium anisopliae, etc..., sont communément appelées
muscardines. Ce nom a &t& donné & la maladie par les sériciculteurs italiens
qui parlaient de "moscardino” et frangais qui eux parlaient de "muscardine™
pour désigner la mycose 3 Beauveria bassiana du ver & soie. Le terme muscar-
dine, désigne aujourd‘huil aussi bien le champignon que la maladie.

Avant d'examiner les autres résultats que nous avons obtenus,
nous aurons a préciser certains points qui vont nous permettre de mieux
connaitre l'espéce Beauveria bassiana ‘que nous utilisons dans nos tests.

1. Historique

Il n'est pas trés &tonnant que les muscardines aient été les
premiéres maladies du ver a soie 3 &tre connues du fait qu'elles sont trés
facilement reconnaissables. L momie blanche en laquelle la larve se trans-
forme est trés remarquable et les premiers sériciculteurs &talent en mesure
d'en détecter trés vite la présence. De nombreuses hypoth&ses ont &té &mises
par BOISSIER des SAUVAGES (1763), NYSTEN (1808), DANDOLO (1825) (cités par
STEINHAUS, 1949) pour tenter d'expliquer la maladie.

I1 faudra attendre 1835-39 pour que BASSI de LODI démontre que
la maladie du ver 3 sole est dile & un champignon qui se multiplie dans et
sur le corps de l'insecte. C'est une maladie contagieuse et parasitaire.

BALSAMO a 2té le premier & décrire ce charmpignon sous le nom de
Botrytis bassiana.

BEAUVERIE (1911-1914) 1'a &tudié en la comparant 3 une autre
espéce trds proche (Botrytis effusa) découverte sur le ver 3 soie,et a montré
que les deux espéces possédent des propriétés communes et indiqué la nécessité
de créer un genre différent pour ces espéces.

En 1912 VUILLEMIN qui, en 1910, s'&tait occupé de modifier la
classification des Hyphomycétes (Fungi Imperfecti), créa le genre Beauveria
en hommage 3 BEAUVERIE et dans lequel 1'espéce bassiarna devenait le type.

C'est pour cela qu'en conformité avec 1'usage actuel, le cham~
pignon responsable de la muscardine blanche du ver 3 soie et de prés de 500
autres espéces d'insectes est dénommé@ Beauveria basstiana (BALSAMO) VUILLEMIN.

Cette espece posséde donc un spectre d'hStes trés large mais la
sensibilité du Chilo suppressalis 3 ses attaques n'a &té signalée qu'en 1964
par RAO.

De nombreuses &tudes quli ont déja &té réalisées ont permis de
préciser les principales caractéristiques de ce cryptogame.



2. Caractéristiques de Beawveria bassiana

Beauveria bassiana est certainement 1'espéce de champignon
entomopathogéne la mieux connue. Elle est cosmopolite et s'attaque 3 un trés
grand nombre d'espéces d'insectes, nous l'avons déji signalé.

Ses caract@ristiques morphologiques et physiologiques ont &été
étudiées aussi bien en culture que dans la nature.

C'est un champignon qui se cultive bien 3 une température opti-
male de 1l'ordre de 25-28°C sur de nombreux milieux artificiels. Il produit
une croissance franche, avec formations de spores au bout de 3 3 7 jours
(STEINHAUS, 1949). Lorsque la  spore est placée dans un milieu humide, elle
germe en 24-48 heures et &met un ou plusieurs tubes germinatifs cloisonnés.

L'humidité tout comme la température jouent un rdle important
dans le développement du Beauveria bassiana.

En étudiant 1'effet des facteurs abiotiques sur l'efficacité
du Beawveria bassiana et du Metarrhizium anisopliae comme agents de lutte
biologique contre le charangon Hylobius pales, WALSTAD et al. (1970) indi-
quent que ces champignons ont besoin de 92,5 7 d'HR au moins & des tempéra-
tures qui se situent entre 15 et 35°C pour que croisse le mycé&lium et se
forment les spores, enfin que celles—ci germent. L'optimum de croissance du
mycélium, de germination des spores et de sporulation se situe selon ces
mémes auteurs a 100 7 d'HR entre 25 et 30°C. WALSTAD et al. (197C) ont donné
une représentation graphique de 1l'effet de la température sur la germination
des spores de B. bassiana (voir fig. 3).

I1 faut remarquer qu'en 1927, ARNAUD, &tudiant les mémes pro-
blémes, indiquait que le B. bassiana se développe entre & et 40°C et que son
optimum de développement se situe & 27°5.

Dans la nature, la longdvité des conidies est plus ou moins
limitée par de nombreux facteurs extérieurs notamment la température.

STEINHAUS (1960) pense que cette longévité des conidies dépend
aussi bien de la température que des souches du cryptogame.

WALSTAD et al. ont observé 1'évolution du pouvoir germinatif des

spores dans le temps, en considérant 2 températures différentes (voir figure
4).

Ces conditibons de développement du Beauverta bassiana, recoupent
pratiquement celles du Chilo suppressalis et c’est sans doute ce qui explique
les possibilités de rencontre de 1'hdte avec son parasite. Le parasitisme du
Beauveria bassiana sur la pyrale du riz est donc tré&s possible et nous allons
examiner les facteurs qui influent sur la pathoggnicité de la souche Beau-
veria bassiana n°® 28 sur le Chilo suppressalis.
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D. INFLUENCE DE LA QUANTITE DE SPORES

Cette &tude a &té effectuée 3 la fois sur larves et sur chry-~
salides. Le milieu d'élevage des larves contient de la nipagine qui est un
fongicide incorporé dans la nourriture de l'insecte pour prévenir une dété-
rioration de celle-ci par des champignons saprophytes. Ce produit est cepen-
dans sans action sur la pyrale mais son action vis—3-vis des champignons
n'est pas trés bien cernée puisque FARGUES (communication personnelle) pense
qu'il provoque une ré@duction de la mortalité@ larvaire chez certaines Noctui-
dae traitées aux Fung? Imperfecti et élevées sur le milieu POITOUT-BUES. Les
larves de Chilo suppressalis provoquent une infection rapide du milieu arti-
ficiel lorsque celui-ci ne renferme pas de la nipagine. Une comparaison entre
une boite de milieu sans nipagine contenant des larves et une autre sans
larve montre que c'est la présence des larves qui contamine le milieu et pro-
voque une croissance bactérienne qui le détériore. De toute facon, lorsque
les larves sont nourries avec un milieu sans nipagine, on est pratiquement
obligé de changer 1l'alimetit toutes les 48 heures.

Nous avons, dans ces conditions, &été amenés & mesurer l'effet
de la nipagine sur la sensibilité du Chilo suppressalis au Beauverta bassia-
e

l.. Action de la nipagine sur la sensibilité des larves 3 la
mycose

.

Pour réaliser ce test nous avons choisi de faire 1'étude avec
deux doses différentes (107 spores/ml et 108 spores/ml) et nous avons traité
des larves du dernier stade (L5) juste avant la prénymphose. Les larves
traitées ont &té maintenues 48 heures en didte alimentaire & 20°C puis
8levées a 25°C, 80-100 7 d4'HR et 16 h/24 de photopériode et normalement ali-
mentées. Nous avens réalisé pour chaque dose , sur chacun des milieux, 6
répétitions de 10 larves.

Le tableau 4 résume les résultats obtenus.

Un rapide calcul statistique, pour gomparer les pourcentages
de mortalité sur les deux milieux i la dose de 10" spores/ml, nous donne un
écart réduit de :

< 10 ; 1
L= — — # 5
§f22597962 V225

(]

= 0,66

un

Ce chiffre est nettement inférieur 3 1'&card réduit que donne
la table de FISHER-YATES qui est de 1,96 pour une probabilité d'erreur de
5 %. La différence n'est donc pas significative entre 1'action des deux
milieux d'élevage sur la sensibilité du Chilo suppressalis au Beauveria
bassiana.

On peut également constater sur le tableau 4 une plus forte
mortalité par mycose & la dose de 107 sur le milieu contenant le fongicide.

Nous gensons que compte tenu de la non signification du résultat
obtenu méme si & 10° spores/ml on obtient une plus forte mortalité par mycose
sur le milieu sans nipagine, compte tenu &galement de la rapidité de détério-
ration de ce milieu dans les conditions de 1'expérimentation et du surcrolt
de manipulation que cela provoque, il est logique de poursuivre les tests
sur milieu artificiel complet pour &tudier 1'action de la mycose sur les
larves.
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TABLEAU n° 4 : Sensibilit@ comparZe & la mycose des larves &levées
sur deux milieux différents

] ] !
; Mort.larvaire |Nb de |Mort. chrys +| Nb Nb IP Mort. Mortali~ 7
Milieux | doses jmycose jseptic.|chrys.| prénymphe P attientsltotaleité .= ' osel
formZ.| mycose!septic.| 8clos imycose mycosev;totale'imyc %
T4 RPN 5 2 9 P |
Milieu E, . | 4 15 29 16 : 39 44 % 5
; i
mormal M0 4 13|43 20 o | 28 | 20 | 4 ! 47 | 78,33
‘ ? !
: ;
; @ |
7 ' < i i
Milieu E 10 4 1 0 51 13 0 34 17 34 34 i 57 %
sas ko108 25 1 0 |28 24 0 7 4 4 453 | 53 83,33
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2., Influence de la quantité de spores

Lorsqu'on effectue un traitement soit 3 la tour, soit dans la
nature, on provoque une dissémination artificielle des spores. Généralement
il faut une grande quantité de spores pour contaminer tous les insectes.

De nombreuses expériences ont &té effectu@es pour déterminer le
nombre de spores nécessaires 3 l'infection mais pour ce qui est du Beauveria
bassiana il est assez difficile d'exploiter les résultats obtenus par les
différents auteurs. SMITH (1961) cité par FERRON (1970) évalue 3 13 conidio-
spores de Metarrhizium anisopliae 1°inoculum nécessaire pour obtenir 50 7 de
mortalité des chenilles de Pyrausta nubilalis =n infectant les insectes par
injection intrahemocoelienne. Cette technique, en &liminant la barriére tégu-
mentaire, qui joue un r8le important dans la défemse de 1l'insecte vis-3-vis
des pathogénes, paralt d'un intérét tré&s discutable (FERRON et DIOMANDE, 1969)

Nous avons, pour ce qui nous concerne, étudié la dose d'inocu-
lum nécessaire par pulv@risation directe des individus 3 la tour.

Les tableaux 5 et ‘6 donnent respectivement les résultats glo-
baux de 1'action des différents dosages de spores sur les larves et sur les
chrysalides. Indiquons que pour les larves comme pour les chrysalides des
lots de 40 individus ont 2té traités pour chaque dose;, et les tests ont &été
conduits dans les conditions définies dans le paragraphe précédent.

L'examen de ces deux tableaux indique, comme 1l‘ont déj3 montré
de nombreux auteurs, que la quantité de spores joue un rdle important dans
le déclenchement de la mycose chez 1'insecte.

Le tableau ' montre pour ce qul concerne les larves, que la
progression de 1'effet du champignon est 1iée 3 1l'importance de la dose. On
constate que la mortalité par mycose qui est nulle i la dose 1.10% spores/ml
ne différe pas de celle du témoin. La mortalité des larves au stade traité
progresse comme la dose de spores. Les résultats obtenus ne permettent pas
de définir graphiquement une Dose Léthale 50 7 (DL 50) mais le tableau5
permet de situer cette dernidre entre 1.107 et 3,3.107 spores/ml. On peut
donc dire que pour les larves cette DL 50 nécessite un niveau assez &levé
de contamination.

La rapidité du processus infectieux peut aussi dépendre de la
quantité de spores. Ce fait ne ressort pas du tableau 5 mais des résultats
globaux du test. La mortalité différée aux autres stades est plus importante
aux doses voisines de la DL 50. FARGUES (1972) indiquait cependant que celle-
ci était plus &levée aux faibles doses, sur larves de doryphore. C'est donc
un point qui reste 3 préciser.

Une représentation sous forme d'histogramme (fig. 5) montre

plus nettement cet effet de la dose sur le pourcentage de mortalité.

Pour ce qui est des chrysalides, la liaison dose-mortalité
est plus nette, et on peut constater que la Zuantité minimale de spores pou-=
vant provoquer la mycose est inférieure 3 10% spores/ml. La DL 50 pour les
chrysalides se situe entre 1.10% et 3,3.105 spores/ml. On observe & la dose

1.108 spores/ml, une mortalité par mycose de 95 % et une mortalité totale de
100 Z.

La comparaison des deux tableaux souligne, pour les différentes
doses, une plus grande sensibilité des chrysalides par rapport aux larves,
lorsque ces deux stades sont traités avec le Beauveria bassiana. Les larves



TABLEAU n° 5

.,.2[-'.,.

Mortalité en fonction de la dose lorsqufon traite le dernier
stade larvaire

Doses Mortalclarv§i,'firgsﬂMortalité nymp ?; g;ciz ggi;ie Mort. | Z

spores/mlimycose jseptic. formé JIycose septic. éclos | sas mycose totale’ Mycose
Témoin (0) 0 1 39 0 9 30 0 0 9 0
10% 0 4 36 0 8 28 0 0 12 0
3,3/104 0 13 27 2 2 23 4 6 21 15
10° 3 4 33 3 2 28 0 6 12 15
3,3.10° 0 2 38 1 6 31 0 I 9 2,5
10° 3 1 36 1 5 30 1 5 11 12,5
3,3.10° 4 1 35 1 4 30 3 8 13 20
10’ 3 2 35 | 10 1 24 2 15 18 37,5
3,3.107 11 I 28 7 0o | 21 |12 30 | 31 75
108 19 5 16 11 2 3 1 31 38 77,5
3,3.10° 29 1 10 4 1 5 3 36 38 90
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TABLEAU n° 6 :

@25='

Sensibilité de la pyrale en fonction de la dose aprés traitement
des chrysalides

boses en nbeortalité nymphal

g3

eﬁb

Mort.ima-

! .
Mortalité Mortalité

7 de mortalité

|

!

de spores/ ! : P ginale totale itotale mycose | totale
ml émycose %septlcemlezclos par myco. |par myco,§

Témoin (0) i 0 E g 40 0 Q i 0 0 0
10 0 38 5 5 i 7 12,5 | 17,5
3,3.10" 0 37 4 ST 0 | 17,5
ilo5 0 38 11 11 § 13 27,5 | 32,5
%,3,105 I 38 21 22 23 55 | 57,5
%106 30 37 21 1 24 24 60 60
§3,3,1o6 b 34 22 26 28 65 70

(

%07 5 . 33 30 35 37 . 87,7 | 92,5
?,30107 26 | 14 13 39 39 97,5 | 97,5
hoa 17 ; 21 21 38 40 95 100
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traitées méme avec une suspension titrant 3,39108 spores/ml résistent mieux
que les chrysalides traitées & 10° spores/ml. Il doit intervenir ici la
mobilité des larves @ la recherche dfune cannelure pour effecteur leur chry-
salidation) et qui,peut-8tre, ainsi se débarrassent d‘'une partie des germes
regus, sinon de la totalité. Les nymphes par contre, restent pratiquement
immobiles et gavdent la teotalité de 1'inoculum pathogéne projeté sur elles.

Par rapport aux chiffres publiés par différents auteurs sur la
quantitd de spores nécessaire pour provoquer la mycose, le Chilo suppressalis
semble €tre un insecte moyennement sensible au Beauveria bassiana, puisqu‘il
faut des doses de 1'ordre de 3,3.108 spores/ml pour obtenir une mortalité
larvaire &gale 3 90 7 en moyenne. Les chrysalides qui au départ pouvaient
8tre prises pour plus résistartes se sont avérées en fait plus sensibles que
les larves.

Conclusion

Cette &tude de l'influence de la quantité de spores devra &tre
précisée en définissant la DL 50 pour les larves et la DL 50 pour les chry-
salides puisque less deux gemblent devoir &tre différentes. Une étude fine
de la tranche 107 - 3539107 spores/ml. pour les larves et 100 - 3,3,105 pour
les chrysalides, permettra d'y parvenir, soit par une méthode graphique, scoit
par une méthede mathématique.

L'étude du complexe Beauveria bassiana-Chilo suppressalis pose
de nombreuz problémes gque nous sommes encore loin d'avoir tous cernés. Nous
n'avons encore qu'un bref apergu des intéractions entre le champignon et son
hdte. Nous constatons que l'incorporation & la nourriture de la pyrale d'un
fongicide tel que la nipagine n'a pas beaucoup modifié la sensibilité@ des
chenilles au pathog@ne fongique. L'effet de la valeur de la dose de spores
est nettement perceptible aussi bien sur les larves que sur les chrysalides.



CONCLUSIONS GENERALES

Il ne nous a pas &té possible d'ex@cuter en une année d'Gtude
notre programme tel qu'il a &té défini "Etude de la sensibilité& de la pyrale
du riz Chilo suppressalis WALKER aux Fungt Imperfecti'. Il nous faudrait bien
davantage de temps ; mais, & 1'issue de notre scolarité ORSTOM il nous revient
de faire le bilan du travail effectué.

Si le démarrage de 1'Elevage de la pyrale n'a pas été d'ume
grande difficulté, laz rapidité d'exécution des tests biologiques est souvent
limitée par les particularités du matériel que nous manipulons.

11 nous a &té possible de constater la sensibilité du Chilo
suppressalis a différentes souches de Deutéromycétes et de choisir, en fonc-
tion de nos premiers résultats une souche efficace pour continuer 1'@tude.

Le cycle de 1'insecte est assez long (une soixantaine de jours
environ) il faut &élever ce dernier et multiplier le champignon de telle sorte
que la coincidence entre la sporulation du pathogdne et le stade de l'insecte
soit parfaite.

Le Chilo suppressalis est un borer, et lorsqu'une souche viru-
lente sera trcuvée, se posera le probléme de l'utilisation d'un tel biotype
en lutte biologique.Nous avons &levé l'insecte sur riz cultivé en pots au
laboratoire, mais une telle opération n'est pas sans difficulté.

Nous nous proposons de poursuivre le travail entrepris dans le
cadre d'une thé8se de 3e cycle, pour essayer de préciser les questions qui
restent en suspens (DL 50, effet de la température, etc.). Les effets du
traitement sur la descendance du Chilo suppressalis seront abordés dams le
cadre de cette &tude. En effet il est trés probable, lorsquune population
d'insectes est affectée par une &pizootie, ou lorsqu’on procdde 3 des traite-
ments dans la nature ou au laboratoire, que l‘agent pathogéne puisse avoir, en
plus de son action directe sur les individus tués, une action indirecte sur
les survivants et sur leur descendance.

Nous traiterons i des doses voisines de la DL 50 et él&verons
les survivants pour mesurer 1l'action du champignon sur ces derniers et sur les
trois premiéres générations suivantes. L'8tude de la fertilité et de la fécon~
dité, de la croissance et du développement sera effectué sur les insectes
considérés et une exploitation statistique des résultats devra permettre de
dégager 1l'action du champignon sur les survivants et leur descendance.

D'autres questions annexes telles que 1'infection des chrysa-
lides, la sensibilité de certains stades (oeufs, L1) seront &galement exami-
nées.

I1 nous restera ainsi & préciser toutes ces questions pour
mieux cerner la sensibilit@ du Chilo suppressalis au Beawveria bassiana.
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I1 nous appartient également, & 1'issue de notre scolarité
ORSTOM, de dégager 1'intérét de la formation que nous avons regue, de ce
qu'elle représente pour nous.

Nous pouvons dire, de facon générale, que notre premiére année
nous a permis d'approfondir nos connaissances entomologiques tropicales par
les cours que nous avons suivis Z Bondy chez M. ROTH, d'acquérir les techniques
fondamentales et les méthdoes générales permettant d'aborder un probléme scien-
tifique (cf. DEA présenté i Toulouse, Etude &cologique sur la répartition
altitudinale de la faune entomologique, etc.) et nous aura donc &té d'un trés
grand intérét.

Le stage de DEA que nous avons effectué i La Mini&re nous aura
permis d‘amorcer directement, dés le début de notre 2e année, l'Elevage du
Chilo suppressalis, base du travail que nous présentons ici.

Nous avons acquis des techniques ; nous avons aussi eu, dans
le cadre de 1'Etude de la sensibilité du borer du riz aux Fung? Imperfecti,
1'occasion d'aborder spécifiquement une question particuliére et 1'&tudier en

laboratoire.

Nous serons &videmment appelés i travailler dans la protection
des végétaux, une fois rentrés au Sénégal ; nous ne connaissons pas encore
dans quel secteur et & quel niveau nous serons amen&s 3 intervenir ; ceci fait
tout 1'int&rét de 1'éventail des connaissances que nous avons pu acquérir
pour l'ensemble des probl@&mes qui nous intéresse. Nous aurons donc 3 utiliser
la formation que nous avons regue dans les nécessaires adaptations que nous
aurons 3 faire pour pouvoir intégrer les structures existantes dans notre
pays et dans le domaine particulier de 1'Entomologie agricole.

I1 est évidemment regrettable que l'enseignement spécifiquement
ORSTOM, c'est 3 dire le seul qui intéresse particulidrement les pays chauds,
soit si réduit par rapport aux enseignements généraux et nous ncus permettons,
trés respectucusement, de suggdrer qu'il serait hautement souhaitable qu'un
tel enseignement soit davantage développé dans le sens de 1'Entomologie appli-
quée aux problémes des pays tropicaux.
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