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et des agents chargés de la répression des insectes ravageurs des
gouvernements provinciaux et fédéral au sujet des réglements
touchant la production et 1'utilisation d'insecticides blologiques.




RESUME

Ce rapport déerit en désail une méthode de production, s=sur duo son, des
conidies de champignons pathogénes pour les insectes, en 1'oceourence Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill. 11 énonce les modalités pour déterminer et maintenir
la viabllivé des spores et garantir au prodult un degré élevé de virulence
contre les insectes ravageurs. On y mentionne des possibilités d'utilisation
contre les insectes s'attaquant aux cdnes et aux semences de 1'épinette
blanche (Pieea glauca [Moench] Veoss).

ABSTRACT

This report provides s detailed descripticon of a method for producing conidio-
spores of entomopathogenic fungi, exemplified by Beauveria bassiana (Bals.)
Yuill., on a bran medium. Procedures are ocutlined for determining and main-
taining viability of spores and ensuring that the product has a high degree of
virulence against insect pests. Possible modes of application for use againstc
white spruce Picea glaueca (Meench) Veoss cone and seed insects are suggested.
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PRODUCTION ET EVALUATION DE BEAUVERIA BASSIANA POUR
LA LUTTE CONTRE LES INSECTES S'ATTAQUANT AUX CONES ET AUX
SEMENCES DE L'EPINETTE BLANCHE

INTRODUCTION

Les cdnes et les semences de coniféres, y compris 1'épinette blanche, Picea
glauca (Moench) Voss, sont attaqués et détruits par de nombreuses especes
d'insectes (Hedlin et al., 1980; Sterner et Davidson, 1983; Tripp et Hedlin,
1956; Werner, 1964). TI est possible de lutter contre les insectes ravageurs
de 1'@pinette blanche & 1'aide d'insecticides systémiques appliqués par pulwvd-
risation sur le feuillage (Hedlin, 1973; Fogal et Lopushanski, 1985) ou par
injection de la tige et par des implants (Fogal et Lopushanski, 1984). Toute-
fols, les résultats des traltements n'ont pas toujours &té probants; les
traitements peuavent causer le satress phytotoxique des arbresz, et les sub-
stances chimiques employdes peuvent &ure dangeresuses pour 1'homme et la faune.
Ces effets négatifs sur 1'environnement, et le fait que les insectes dévelaop-
pent une résistance aux insecticides chimiques, ont incité des chercheurs i
trouver des agents microbiologiques pour la répression des insectes qui
s'attaguent aux arbres forestiers (Franz, 1970, 1971). Différents micro-
organismes, dont des bactéries, des virus, des champignons et des proto-
Zoalres, peuvent causer des maladies infectieuses chez ces insectes. LTutili-
sation de baectéries et de virus a permis de lutter efficacement contre des
insectes défoliateurs, mais moins d'attention a &té accordée aux champignons
eL aux protczoalres car leur efficacité était moindre (Coppell et Mertins,
1577; Morris et al., 1986). Pourtant, deux espices de ghampignons sont consi-
dérées comme prometteuses pour la répresslon des insectes ravageurs:
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. et Metarrhizium anisopliae (Metch.) Sor.
(Coppell et Mertins, 1977; Dunn et Mechalas, 1963 : Roberts, 1973)

Des champignons entomopathogénes, B. bassiana et M. anisopliae, ont
€té cholisis pour 1la lutte biologique éventuelle pontre les insectes s'atta-
quant aux cdnes et aux semences de 1'dpinette blanche parce qu'il a &té démon-
tré qu'lls étaient trds efficaces contre Chortophila larieicela (Karl) et la
pyrale des cfnes du méldze, Dioryetria ahietella [Schiff) {Tyul'panova et al.,
1975). De plus, 11 a été démontré que plusieurs insectes se nourrissant des
cdnes et des semences de 1'épinette blanche sont vulnédrables % 1'action de ces
deux champignona {Timonin et al., 1980). La figure | montre deux des insectes
les plus dévastateurs, la mouche granivore de 1'épinette, Lasiomma anthracina
(Czerny), et la tordeuse des graines de 1'épinette, Cydia youngana (Kearfott),
envahis par B, bassaiana. Tant sur le terrain gu'en laboratoire, ces champig-
nons ont permis de réduire des populatlions de plusieurs =spbees d'insectes
ravageurs (annexe I). Le recours 3 d'autres espeéces de champignons pourrait
étre considéré (Roberts et Humber, 1981).

La réussite des essais sur le terrain visant 3 démontrer l'effica-
cité de champignons pour la répression d'insectes ravageurs dépend de diwvers
facteurs: la vialnérabilité des insectes & 1'action des champignons en
présence, la virulence de 1'agent pathogéne, des facteurs environnementaux et
la quantité d'ingeulum appliquée. Selon MeCoy et Carver (1941}, le taux de
réussite pourralt &tre aceru par l'augmentation des guantités de sporas



Flgure 1. Larves de A) la mouche granivore de 1'épinette, Lasiomma anthracina
(Czerny), et B) 1a tordeuse des graines de 1'épinette, Cydia
youngana (Kearfott), envahies par Beauveria basaiana (Bals,)
Vuill,

appliquées et de la superfiecie de la zone traitée. Pour ne Faire, il faut
dispogser d'un approvisionnement continu de grandes guantités d'incculum tras
virulent & l'endroit des insectes en cause. L'inooulum peut &tre obtenu en
grandes gquantitds de fournisseurs commerciaux', mais on ne connait ni sa
qualité ni sa virulence contre les Insectes quil s'attaquent aux cfnes st aux
semences de 1'épinette blanche. L'objet du présent rapport est de déerire en
dérail une méthode de production de conidiospores dont 1'efficacité contre ces
insectes est connue, et de veiller & ce que le produit fabriqué ou obrenu
allleurs ait un degré €levé de virulence & 1l'endroit des insectes ravageurs 3
1'&tude, Ce document se veut un gulde et un répertoire d'ouvrages choisis
pour la production de Beauveriaz bassiana {Moench) Voss.

PRODUCTION DE CONIDIDSPORES

Des s=pores de champignons entomopathogénes comm2 H. bassiana peuvent Btre
produits dans des milieux solides ou liguides dans des conditions de stériliceé
compl&te ou partielle (Pristavko et GCoral, 1967; Roberts et Yendol, 1971:
Roberts et Humber, 1981; Samsinakova et al., 1981). Dana des milieux de
culture liguides, le champignon prodult des blastospores ayant une vie plus
courve que les ¢onldiospores produits dans des milieux solides (Pristavka et

! Laboratoires  Abbott, Division des  produits chimiques et agricoles,

173, chemin Dakwood, Long Greve (ILL), Etats-Unis, BOOLT.




Goral, 1967). On peut produlre des conidiospores dans un milieu solide en
mettant le champlignon en cultupre sur des =ubstrats en vrac comme du son, des
grains ronds, des pommes de terre, du foin, de 1a pallle, etc. placés dans des
flacons, des bouteilles ou des bacs.

La méthode de production de conidiospores décrite ici est adantée de
celle de MeCoy ev Carver (1941), et elle a servi & produire des conidiospores
de B. baasiana et de M, anisopiise pour des essais en laboratoire et sur le
terrain en présence d'insectes s'attaguant &ux semences et aux cones de
1'épinette blanche (Timenin et al,, 1980; Fogal, 1986; Fogal et al., 1986).
Nous domnons dans 1'annexe II une liste des fournitures et des équipementa
nécessaires 3 1'application de la méthode. Jong (1981) et Milller-Kigler
(1967a) traitent en général de 1'isolement, de la gulture et du maintien de
champignons a4 conidies.

2) Préparation du son

Laver le nombre voulu de ballons de Fernbach (5 3 10) avec du détergent, et
rincer plusieurs fois 34 1'eau claire. Mettre 150 g de son de blé et 150 mL
d'eay dans chague balleon. Mélanger avec une anse rigide en fil métalligue ou
la poignée d'un gros goupillon en fil métallique torsadd Jjusgqu'a ece que le
milieu soit complétement humide, sans contenir de grumasux. Fermer les
ballons avee un bouchon de coton bien serré dans l'ouverture, et stériliser &
1l'autoclave & 121°C (103,5 kPa) pendant 30 minutes. Retirer de 1'autoelave et
incuber les ballons & 28°C pendant 24 heures, puis autoclaver deé nouveau &
121°C (103,5 kPa) pendant 30 minutes. La chaleur produite pendant le premier
traitement & l'autoclave est peut-8tre insuffisante pour tuer toutes les
spores fongiques et bactériennss résistantes & l1a chaleur et & 1'dtar de
dormance, mais 1'incubation durant 24 heures dans des conditions idéales
(chaleur et humidité) active habituellement les microbes survivants, c¢e qui
les rend vulnérables au second traitement 3 1'autoclave. Guand le contenu des
ballons est refroidi A la température de la pidce, le milieu est pré:t pour
1"inoculacion.

b) Préparatlon de 1'inooulum

Pour 1'inoculation, il faut disposer de cultures pures de 3. basslana ou de
M. anisopliae. Ces cultures peuvent &tre obtenues d'autrss chercheurs mais,
étant donné 1'état actuel d'avancement de la lutte biologigque contre les
insectes & 1'aide de champignons, il vaut mieux I[soler les souches qui ont un
pouveir pathogene £levé sur les insectes en question (Fargues et Robert, 1975;
Timenin et al., 1980). Pour ce faire, il faudra peut-gtre effectuer 1'isnle-
ment & partir d'un insecte mort et envahi par le ghampignon, ou de matériaux
de sol ou de plantes adaptés A4 la présence des insectes visés., Comme ces
Sources scnt contaminées par des bactéries =t divers autres champignons, i1
faut utiliser un milieu de culture choisi qui empéche la croissance des bacté-
ries et qui réduit le développement d'autres champignons. Urr milieu de
culture efficace pour ce besoin a &té établi par Veen et Ferron (1966) et
modifié par Doberski =t Tribe (1980) pour permettre une meillsure crolssarnce.
Nous donnons & 1'annexe III une recette pour la préparation de ce milieu.

Des échantillons d'insectes momifiés, de sol ou d'autres sources
potentielles du champignon en guestion sont broyés et mélangés en une pate, ou
lavés avec de 1'eau stérile contenant 0,01 % de Tween 80, Le produit est



dilué avee un volume approprié d'eau et étaléd en parties aliquotes de 1 mbL sur
des plaques du milieu sélectif. Les plagues sont incubdes & 27°C, et des
colonies identifiées aprés une croissance de trois 3 cing jours.

Sur ce milieu sélectif, on observe une bonne crolssznce de mycéliums
ériens de couleur blanche qui se distinguent du fond wiolet dans lées colonies
e EB. bassiana. Vues par en dessous, les colonies sont vigleg foneé, peut-
tre & cause de la caprure séleotive de colorant 3 partir du milieu. OQbser-
vées 3 1'aide d'un puissant microscope, les conidiospores sont unicellulaires,
hyalines, et rondes & ovoldes. De plus, slles ont un diamdtre d'environ 2 3
H p et sont portées individuellement par un petit stéprigmate. Pour connattre
les ecaractéres taxinomigues qui distinguent B. bassiana d'autres contaminants
possibles, consulter Macleod (1954), En outre, Barron (1968), Kendrick
(1871), et Kendrick et Carmichael (1973) dédeorivent d'autres genres
d'hyphomycdtes,

o L [

On obtient des colonies pures en isclant une colonie & partir d'une
plague portant un milieu mélangd. Retirer solgneusement la colonise désirée
sous une hotte stérile, et 1'ensemencer en stries sur une autre plagues de
gélose. 4 ce =tade, on peut utiliser une plague standard portant gélose-
pommes de terre-dextrose (GPD) ({(Johnston et Booth, 1983). fiprés plusieurs
Jours de eroissance, quand les colonles obtenues sont ldentifiables, il faudra
peut-&tre répéter ce processus s'il y a prégence de contaminants. Dans le cas
contraire et quand on dispose d'une bolte de Petri contenant de nombreuses
colonies en sporulation, {1 est possible de préparer le liquide servant 3
1'inoculacion. Le figure Z2a montre des colonies en c¢roissance sur une plaque
de GPD, On peut conserver au réfrigérateur (& 4°C) pendant plusieurs mois des
¢olonies en sporulation dans des boltes de Petri sans que les conidicspores
perdent completement leur viabilicd.

A B

Figure 2. A) Colonies de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. en croissance sur
une plagque de gélose-pommes de terre-dextrose (GPD); ev B) conidio-
spores dans une cellule de numération.




Comme les conidiospores de B. basslana sont hydrophobes, il faut
ajouter un émulsifiant au liquide gqui sert & 1'incculation. Dans un bHallon
d'Erlenmeyer de 1 L, mettre 500 mL d'eau du robinet et 4 ou 5 gouttes de
Tween 80, bien agiter, puis mettre 100 mL du produit obtenu dans chaoun des
flacons a dilution & bouchon vissable (5 & 10). Visser les bouchons légdre-
ment, et stériliser les flacons & 1l'autoelave 3 121°C (103,5 kPa) pendant 20
minutes. Serrer les bouchons immédiatement aprés avolr reciré les flacons de
1'autoelave. Quand les flacons sont refroidis 3 1a cempérature de la pigee,
les conidiospores peuvent &tre suspendues dans le liguide. Sous une hotte
stérile, & 1'aide d'une grosse anse (10 mm de diamdtre} passée 3 la flamme et
refroidie, tranaférer le milieu de culture en sporulation, en grattant, d'une
plaque de gélose & un flacon de liquide stérile refroidi. Répéser pour las
autres flacons & dilution jusgu'd ce que la majorité des champignons en sporu-
lation soient enlevés de la plague. Passer 1'ocuverture de chague flacon i la
flamme, les boucher, et agiter vigoureuysement pendant deux minutes pour gue
les conidiospores soient suspendues également.

e) Inoculation du son

i l'aide d'une pipette stérile, mettre 10 mL de 1a suspension obtenue dans
chaque ballon de son. Ce faisant, éviter de déposer le bouchon de coton; 11
faut plutét le tenir dans une main pendant gu'on verse la suspension, puis
s'assurer gu'il est remis bien serréd dans 1'ouverture. Beiver lg milisu
suffisamment pour que l'inoculum soit dispersé.

Toute suspension restante peut &ctre conservée au réfrigérateur
pendant jusqu'a deux jours et utilisée pour inoculer d'autres milisux de
culture et, done, pour produire d'autres suspensions de conldiospores,

d) Incubation

Le son inoculé contenu dans les ballons est incubé & une température constante
denviron 28=C, I1 faudraitc agiter les ballons une fois par jour pour
empécher 1'aggrégation excessive de leur contenu. lne certaine aggrégasion
83T admlssible, mais si elle est exagérée, les rendements en conidiospaores

seront réduits car la sporulation ne pourra se faire gque sur une aurface
réduite.,

e) Recolte

Les champignons peuvent &tre récoltés aprds une péricde de 6 & 10 Jours, quand
le son est complétement envahi de mycéliums blancs et quand les conidiospores
adh&érent aux parois des ballons durant 1'agitation., Pour accroitre la produc-
tion et le dégagement de conidiospores, i1 faut faire sécher le milieu de
culture. Le séchage des milieux de culture en vue de produire une sporulation
appropriée devralt avoir lisu peu de temps apreés qu'on constate que la erois-
sance des myeéliums est adéquate. Cette prdcaution permet de prévenir la
diminution de 1a germination en pourcentage des conidicspores obtenues
(Miller-Kbgler, 1967a). On fait sécher les milieux de culture en épandant le
contenu des ballons sur des serviettes en papler placées dans des bacs en
métal ou en verrs, et en breyant les gros grumeaux., Quand les milieux de
culture sont épandus également, i1 faudrait les couvrir d'autres servisttes de
papier, et les placer dans un four de séchage bien ventilé & 359C jusgu'i ee
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que le mélange son-champignons soit sec (le séchage doit généralement durer
trols jours),

Quand le m&lange est assez sec pour s'effriter trés faollement entre
les doigts, les conidiospores peuvent 8tre séparées du son et des mycéliums
fongiques par tamisage. Un tamis de sol & maille de 1,00, 0,50 ou 0,048 mm
monté sur un agitateur 3 mouvement de va-et-vient donne de bons résultats,
Pour le tamisage et la manutention des conidiospores, 11 faut touwjours porter
un masque antipoussisre, des gants, et un sarrau oy une comhbinaisan pour
éviter les allergies que la poussidre peut causer,

Au terme de notre expérience, 150 g de son g, produit une préparation

de 6 & 12 g contenant environ 7,5 a 9.5 ¥ 10 de conidicspores par
milligramme (Timonin et al., 1980).

£} Entreposage

Les conidicspores de B. bassiana devraient f#tre conservées 3 un taux d'humi-
ditéd minimal, dans 1'obscurité et A Y4°C (Miller-Kdgler, 1967a). Dans oes
conditions, elles demeurent viables pendant plusleurs anmées. Clerk et
Madelin (1965) ont constaté que la lumidre et 1'humidité réduisent la longé-
vité des conidiospores; 90 ¥ des conidiospores de B, bassiasna é&taient viables
au-deld de 635 jours aprés entreposage 3 8°C dans 1'cbscurité et dans une
atmosphére séche. Kral et Neubauer (1956) ont conservé des conidiospores dans
des ballons munis de bouchons en verre dépoli & la température ambiante (18 &
22°C) et & un taux d'humidicé relative de 65 & 75 %. La capacité germinative
des conidiospores n'avait pas diminué aprés 560 jours, mais la vitesse de
germination avait diminué dans le cas des spores d'auline. Pour &viter gqua les
conldiespores perdent leur viabilité, i1 est sgubhaitable gue les préparations
soient utilisdes durant 1'année suivant la récolte.

E) Mesures de séoyritcé

11 est généralement admis que les champignons entomopathogines ne pausent pas
de mycoses chez I'homme ou chez d'augres organismes homéothermes (Hoberts etg
Humber, 1981}, Toutefois, on & signalé que le contzct avec de la paoussiére de
conidicspores cause des allergies (Hall, 1954; Heimpel, 1971; Miller-Kégler,
1967a; York, 1958}, Parmi les symptfmes observés, on retrouve des maux de
téte,; des douleurs aux extrémités, des refroidissements, puis de la fldvre et
une forte transpiration. Il faudrait se servir de hottes de confinement pour
traiter des conidiospores de B. bassiana et d'autres espdces de champignons.
Pour réduire le risque d'expgsition, 11 faudrait aussi porter un masgue anti-
poussigre, des gants de caputchouc et un Sarrau 3 manches longues.

EVALUATION DE LA QUALITE DES CONIDIOSPORES

La gualité des conidiospores cbtenus dépend de plusieurs facteurs: ls= nombre
de conidiospores par rapport & la quantité de myeéliums et de particules de
son dans le produeit, la wviabilitgé des conidicspores et la virulence de
1'isolat mis en culture,




a) MNombre de conidiospores

On dérermine 1le nombre de conidiospores contenues dans une préparation &
l'aide d'un hémacytom@tre. Celles-ci forment souvent des agrégats qui doivent
étre désagrégés pour la numération. Pour oe falre, ajouter une goutte de
Tween B0 & 50 mwL d'eau distlllée et bien agiter; ensulte, ajouter & cehte
solution 50 mg de la préparation de conidiocspores, puis agiter ou homogénéiser
pendant 15 minutes pour disperser les confdiospores. On eolore les eonidio-
spores pour en faciliter la numération en mélangeant des quantités égales de
Suspension et de bleu coton & 0,1 % dans du lactophénol (figure 2a). 11
faudrait produire au moins trois suspensions % partir de chaque préparation st
faire quatre numérations des conidiospores contenues dans chague suspension.

b) Nombre de conidiospores viables

On compte le nombre de gonidiospores viables dang le produit récolté en
mettant des dilutions sériales sur des plagques de GPD. Pour désagréger las
aggrégats de conidiospores et de conidicspores-mycéliums, on mélangs soigneu-
sement la préparation, et on la tamise 3 plusisurs reprises avec de la farine
de blé stérilisée. La dose de 100 mg de préparation de conidiospores par 50 g
de farine de blé donne des résultats satisfaisants. Peser 100 mg: du mélange
conidiospores-farine, et mettre-le dans un ballon & dilution contenant 100 mb
d'eau stérile st deux gouttes de Tween 80. Bien agiter le ballon pendant cing
minutes pour réduire au minimum l'aggrégation des conldiospores et pour
distribuer celles-e¢i &galement. Pipetter 10 mlL de cette suspension dans un
autre ballon 4 dilution contenant 90 mL d'eau et une goutte de Tween 80, et
bien agiter pendant deux minutes pour disperser les conidiospores. Répéter ce
procédé de dilution plusieurs Tois, ce guli permet de déterminer par: t&tenne-
ment le facteur de dilution désiré. Dans notre laboravcire, la dilution de 1a
suspenaion de 1/10 & 1/1000 a donné des résultats satisfaisants. A partir de
chaque dilution, pipetter avec précision 0,1, 0,2 ev 0,3 mL sur les plagues de
GPD, et érendre la goutte avee le bord d'une lame en verra stépile de micra-
a0ope. Solxante-douze heures plus tard, des colonies du champignon devraient
8tre visibles sur les plagues. Comme il peut s'y trouver des contaminants, 11
faut ='assurer, avant la numération, que les ecolonies santc bien des oolonies
de B. bassiana. Il est supposé que  chaque colonie représente une conidicapore
distincte; par conséguent, on peut calculer le nombre de conidioaperes par
milligramme simplement en comptant le nombre de colonies par plague et en
refaisant le calcul dans la série de dilutions. Les plaques qui portent 10 &
50 eolonies distingtes donnent les résultats les plus préeis. 11 faudrait
compter au moins cing plagues pour chaque dilution {figure 2b).

e} Pouvoir pathogéne

Le pouvelr pathogdne est déterminé par la virulence de 1'isolat utilisé st par
la vulnérabilité de 1'insecte, Différentes souches de la plupart des champig-
nons peuvent aveir un taux de crcissance et une Forme différents ainsi que
différents degrés de virulence 3 1'endroit d'un insecte donné. Par exemple,
Doberski (1981) a constaté qu'il fallait 5,6 & 10,3 jours pour causer un taux
de mortalicé de 50 9 ohez Scolytus seolytus F., selon 1a souche de B. bassianz

utilisée, Zaccharuk et Tinllne (1968), “qui ont utilisé une souche de
M. anisopliae, ont obtenu un tau% de mortalité de 2 a4 100 % chez quatre

espéces différentes de vers fil-de-fer., Ces variations de la virulence selon
les souches d'espiees de champlgnons, et de la viulnérabilicé des insectes



selon 1'espdce, pourraient faire la différence entre 1'dchec et la réussite
d'un programme d'application du champignon. En conséquence, il faudraitc
choisir, dans la mesure du possible, la souche qui posséde ls plus grand degré
de wirulence & 1l'endroit de 1'insecte cible. 31 1'on dispose d'une seule
souche, on peut en augmenter la virulence en la Faisanc pousser plusieurs
générations sur l'insecte hSte. Fargues et Hobert {1978) ont découvert que le
simple fait de faire pousser le champignon sur une espéce d'insecte augmente
sa virulence envers l'insscte en gquestion chague fois que le champignon est
¢<passé au travers>» de 1'h8te. Depuis, Timonin et al. (1980) ont montré cet
effet sur les Insectes s'attagquant aux chdnes ef sux semences. Toutefois, cet
accroissement de la virulence n'a encore trouvé aucune explication. On peut
faire diminuer la wvirulence de l1la souche par repiquages successifs sur des
milieux artificiels, puis 1l'aceroltre de nouveau en 1'appliquant & un insecte
héte approprié (Roberts et Yendol, 1971). Cette souplesse porte & coroire
qu'un esaai en présence de 1'insecte ou des insectes & combattre devrait Etre
obligatolre avant qu'on entreprenne des expériences ou des campagnes de
répression & grande dchelle, de manidre que les doses ou les taux d'applica-
tion puissent &tre réglés en conséquence.

Dans 1a mesure du possible, le pouvoir pathog®ne de tous les lots de
spores produits devralt 8tre vérifié sur 1'insecte elble utilisé pour 1'essai
biologique. Toutefois, ecette vérification est scuvent impossible ou peu
pravique car il est trés diffiecile d'élever certalnes gapeces d'insectes en
laboratoire tandis que d'autres ne peuvent e&tre obtenues qu'd certaines
épogues de 1'année, On peut utiliser une espice d'insectes apparencée pour
les besoins de la cause. On peut faire une évaluation simple du pouvoir
pathogéne du champignon en plongeant 1'insecte dans une suspension contenant
une guantité connue de spores, en le saupoudrant aveo des spores séches dans
une asslette peu profonde ou en le badlgeonnant 3 1'aide d'un pineceau & poils
de chameau portant des spores. L'insecte traité devrait ensuite &tre placé
dans un milieu trés humide, par exemple sur un papier Tiltre mouillé dans une
bolte de Petri. On évalue chague Jjour le taux de mortalité des inscetes
attribyable au champignon ou & d'autrses causes. I1 est possible de faire
varier la dose appliquée aux [nsectes en diluant la suspension contenant des
spores avec des gquantités connues d'sau, ou en mélangeant des spores sdéches
avee Jdes volumes connus d'une poussiers inerte comme du tale ou . de la farine.
Four le traitement d'insectes qui s'attaquent aux aliments entreposés, on peut
mélanger les spores, en différentes quantités, avec les aliments attagués
{Steinhaus et Bell, 1953); on peut faire des essais avec des insectes pEdi-
coles en mélangeant les spores avee le sol en gquestion (Zacharuk et Tinline,
1968; Fogal, 1986). Les insectes qui se nourrissent des feuilles de plantes
en pots peuvent étre saupoudrés de suspensions de conidiospores contenues dans
unne tour de vaporisation {Burgerjon, 1956).

Cea méthodes peuvent servir A obtenir une coneentration de spoares
Pongiques suffisante pour causer la mort d'une certaine guancticé d'insectes
cobayes (DLgn ou DLgg ou les deux), ou & abtenir 1'intervalle néces-
saire pour causer la mort d'une certaline quantlité de ces insectes & une dose
donnee (Tlgy ou TLgy o4 les deux). Pour déterminer avec précision
les DLgy ou les Tbgg, i1 faut avoir recours aux analyses apprapriées
par la méthode des probits (Finney, 1971). Si la masse des données est impo-
sante, un programme informatique peut 8tre utilisé (Robertscn et al., 1980}).
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POSSIBILITES D'UTILISATION CONTRE LES INSECTES S'ATTAQUANT AUX
CONES ET AUX SEMENCES

I1 exlste essentiellement deux méthodes d'utilisation d'agents microbiens pour
la répression d'insectes ravageurs. L'une consiste & introdulre un agent de
répression exotique en espérant qu'il réussira & s'{mplanter, 3 se multiplier
et 2 lutter efficacement contre les insectes cibles. Cette méthode 2 parté
fruit contre des Insectes qui avaient été introduits 3 un endroit et qui y
avaient fait des ravages parce qu'ils n'avaient aucun ennemi dans leur nouvel
habitat. Un exemple classique de l'application de cette méthode est 1la
répression du diprion européen de 1'épinette, Gilpinia hereyniae Htg,, dans
1'est du Canada au moyen d'un virus nucléaire de polyhidrose (Neilsen et
Morris, 1984). La ssconde méthode impligue la pulvérisation abondante des
ravageurs; il s'agit essentiellement d'appliquer une préparation mierobienne &
la maniére d'un pesticide chimlique, De grandes quantités d'un agent mierobien
peuvent &tre appliquées dans une région oll celui-ei peut déja exister, mais en
concentracions Insuffisamtes pour agir sur les insectes. Cetce derniére
méthode peut s'appliquer 3 1'utilisation de B. bassiana pour la lutte contre
les insectes s'attaguant aux Gfnes et aux semences de 1'épinette.

D'aprés les connaissances actuelles du cycle biologique des insectes
qui s'attaquent aux cfnes et aux semences de 1'épinette (Hedlin et al., 1980,
Tripp et Hedlin, 1956), 1'application de conidies peut se faire par diffa-
rentes méthodes et & différentes époques de 1'année. Par exemple, on psut
vaporizer ou saupoudrer les ecimes des arbres aveo des conidicspores avant la
floraison de manidre 3 infecter les larves des tordeuses des bourgeons de
1'épinette, Choristoneura fumiferana (Clem), et des pyrales dés océnes de
1'épinecte, Dicryetria reniculelloides (Mutuura et Munro), avant gue ces
insectes commencent & se nourrir des fleurs, Une autre méthode consiste &
Saupoudrer le sol et la litiére autour de la base des arbres pour InTecter les
spécimens adultes d'insectes comme la mouche granivore de 1'épinette, Lasiomma
anthracina ({(Czerny), & mesure qu'ils sortent du so0l, et la tordsuss des
graines de 1'épinette, Cydia youngana (Kearfott), 3 mesure qu'ils fmergent des
cines dans la litidre au moment de la floraisen. Il peut #tre avantageux de
vaporiser ou de saupoudrer les strobiles des cimes des arbres au moment ol les
adultes de plusisurs espéces d'inssctes déposent leurs oceufs sur les cfnelets.
On peut vaporiser et saupoudrer les cimes au début de 1'4té en vue d'infectar
les spéeimens de ces deux espices rendus 3 des =stades plus avancés. On peut
également saupoudrer le sol au début de 1'été pour infecter les larves des

pyrales des cdnes 3 mesure gu'elles émergent des ofnes et tombent dans la
litigre pour hiverner.

Deux de ces méthodes ont &té éprouvées en laboratoire et au cours
d'essais de petice échelle sur le terraln. Les strobiles d'épinettes blanches
ont £té saupoudrés de conidiczpores juste aprés la pollinisation, au moment ol
des insectes comme la pyrale des cdnes et 1la tordeuse des graines pondent
leurs ceufs (figure 3a). L'essai a produit une augmentation de 55 % du nombre
de graines saines, ce qui porte & croire que les insectes ont £cé tufs par le
champignon et que ces traitements peuvent prévenir les pertes de graines
(Fogal et al., 1986). Toutefois, des Facteurs elimatiques comme les pluies et
1'insolation peuvent influer sur le taux d'infection 2% sur la viasbilicé des
conidiospores. Au ecours du second 23521, on a saupoudré le sol d'une prépara-
tion contenant 8,5 x 10'" conidiospores par gramme pour la répression de la
mouche granivore de 1'épinette. Des études en laboratoire et des simulacions
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Figure 3. A) Saupoudrage de conidiospores de Beauveriz bassianaz (Bals.)
Vuill. sur des strobiles d'épinette blanche, Picea glauca (Mosnch)
Voss, pour la protection des semences; et B) boltes de sol desti-
nées A des essais biclogiques visant 3 contrfler 1'efficacité de
B. bassiana contre la mouche granivore de 1'épinette, Lasiomma
anthracina (Czerny).

(figure 3b) ont révélé gu'un mélange de ces conidiospores et de farine des blé
ou de tale, mélangé avec de la litidre et de 1'humus 3 la dose de 3,5 & 7.5 kg
de conidicspores par hectare, a rédult considérablement l2 nombre de mouches
dans le sol {le taux de mortalité pouvait atteindre 42 %) selon le degré
d'humidicé du sol (Fogal, 1986). Des expériences similaires visant la répres-
sion de la pyrale des cfnes du mélize et de la mouche granivore du méléze, A
l'aide de doses de 20 kg de conidiocspores par hectare d'une préparation
contenant 1,8 x 10° conidiospores par gramme, ont produit un taux de mortalicé
de 48 % (Tyul'panova et al., 1975). On peut accroltre 1l'efficacité des
traitements en augmentant les doses, ou la virulence et le pouvolr pathos@ne
de la préparation de spores.

La méthode déorite lei permet de produire suffisamment de conidio-
gpores de la qualité désirée pour des é&tudes en laboratoire gt des essais de
petite échelle sur le terrain visant & lutter contre les insectes qui s'atta-—
guent aux cines et aux semences de 1'épinette blanche, de 1'épinette noire et
d'autres essencezs d'arbres. Pour des essais 3 plus grande £chelle sur le
terrain, on peut obtenir dans le commerce de plus grandes guantités de coni-
diospores, mals leur efficacité contre ces insectes n'est pas éprouvée. On
peut évaluer la qualité de ces préparations commerciales de spores en suivant
les régles et les directives contenues dans le présent rapport. Les doses 3
appliguer peuvent ensuite &tre modififes par comparaison avec des préparations
a base de conidicspores de gualité connue.
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ANNEXE II

Fournitures et éguipements nédcessaires 3 la production de conidicspores de
Beauveria bassiana sur du son dans des conditions de stérilicé.

Autoclave

Incubateur

Hotte stérile

Four de séchage

Réfrigérateur

Ballons de Fernbach de 2800 mL

Tamis (mailles de 1,0, 0,5 ou 0,044 mm de diamdtre)

Bao desting & recevoir les tamis

Agitateur & mouvement de va-et-vient pour le tamisage
Boltes de Petri stériles (diamdtre de 9 cm)

Flacons a dilucion & bouchon vissable (150 mL)

Bacs en métal ou en verre {(des bacs de 25 x Y1 ocm conviennent)
13. Bec Bunsen ou bec 3 zleocl

dnse d'inocculation

Anse en fil1 métallique rigide (longue goupille en fil métalligue
torsadd)

Pipettes stériles (1 mL dans 1/100 mL: 10 mL dans 1/10 mL)
17. Coton non sbsorbant

Milieux de culture gélose-pommes de terre-dextrose (GPD)
19. Son provenant de blé non traicd

20,  Tween 80 _
21. Microacope de dissection & faible grossissement (50 - 100X)
22. Microseope & fort grossissement (150 - 1500%)

23. Lames porte-cbiet et lamelles cocuvre-objet pour microscopes
24. Hémacytométre

25, Eau distcillé
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ANNEXE III

Recette pour la produscion d4'un milieu d'lsolement sélectif pour Beauveria
bassiana et Metarrhizium anisopliae.

Mélanger les ingrédients suivants et stériliser & 1'autoclave & 1219C
(103,5 kPa) pendant 20 minutes.

glucaose ho g
néopeptons (Difco) 10 g

Bélose 15::g

Crystal violet 0,01 g
chloramphénicol 0,5 g

gau discillée jusqu'ad 975 ml

Une solution de eyeloheximide (10 mg/mL} est stérilisée & 1'autoclave séparé-
ment, et 25 ml sont ajoutds au reste du milisy guand celui-ci et la quanticé &
ajouter sont refroidis, mais avant que la gélose se transforme en gel.






	RETOUR À LA PAGE PRINCIPALE
	English
	Couverture
	Page titre
	Page colophon
	Table des matières

