De | utilisation des microbes entomophytes

dans la lutte contre les insectes nuisibles

et de la destruction par ces microbes des
chenilles de la Pyrale du Mais.

Par

Vitali Chorine.

Les ravages produits par les maladies infectieuses dans le
monde des insectes utiles sont bien connus et il n'est pas a rappeler
les différentes épizooties dont souffrent les abeilles et les vers
a soie.

Ces épizooties sont causées ou par les champignons, comme,
par exemple, les diverses mycoses des vers a soie, ou par les proto-
zoaires, comme, par exemple, la nosema des abeilles et la pébrine
des vers a soie; ou bien elles sont d'origine bactérienne; la loque
européenne et américaine et les dysenteries des abeilles; la gattine
et les flacheries des vers a soie.

Louis Pasteur, [I'éminent savant francais, fut le premier
qui en 1870, étudia en détail, les flacheries et la pébrine des vers
a soie, établissant en méme temps la base scientifique de nos no-
tions des maladies des insectes.

Il est évident que des épizooties semblables ne se trouvent pas
seulement chez les insectes utiles, mais sont largement répandues
dans la nature. En effet, nous possédons de nombreuses obser-
vations sur les épizooties chez un grand nombre d’insectes: comme
exemple, on peut citer: les chenilles de Limantria dispar, les che-
nilles de Malacosoma castrensis, les chenilles d'Euroa segetam,
d'Arctia caja, les chenilles de Galleria mellonella, les chenilles de
Pyrausta nubilalis, les chenilles d'Ephestia Kiihniella, les simulies,
les différentes espéces de criques, les Anopheles, les diverses
mouches... et cette liste pourrait se prolonger presque indéfini-
ment.

Mais, est-il possible de créer de larges épizooties artificielles
dans le but de détruire les insectes nuisibles? Ce probléme,
d’'apparence trés simple, n'a pas encore recu de solution définie.
1 est vrai que le nombre des savants, qui ont étudié cette question,
est trés restreint.



En ce qui concerne les champignons, Metchnikoff, grand
savant russe, fut un des premiers qui ait tenté d’infecter un co-
lIéoptére nuisible, Anisoplia austriaca avec Entomophtora anisoplia,
qu'il a réussi a cultiver en grande quantité, sur des milieux artificiels.

L’application des champignons entomophytes dans la lutte
contre les insectes nuisibles a été pratiquée en Russie par Cien-
kovsky&Krassiltchik; enFrance,par Le Moull Giard,
Picard, et dautres savants; en Amérique, par Taxner, Forbe.
S ow, et par d'autres encore. Il est a noter un travail intéressant de
Voukassovitch sur ce sujet. Bien que les expériences du labo-
ratoire donnent presque toujours des résultats positifs, au cours de
Implication des champignons dans la nature, la destruction compléete
des insectes n'a jamais été obtenue. Ces succes partiels démontrent
trés nettement que les champignons entomophytes sont des ennemis
terribles pour les insectes, et qu'ils pourraient tres bien servir dans
la lutte contre les insectes nuisibles. Malheureusement, les champig-
nons entomophytes exigent pour leur développement des conditions
spéciales: humidité, temperature favorable... etc. qu'on ne trouve
pas toujours dans les conditions naturelles.

C’est la raison pour laquelle toutes les tentatives faites pour
appliquer en grand cette méthode, comme remede contre les in-
sectes nuisibles, n'ont donné jusqu’'a présent que des résultats con-
tradictoires.

Bien que, d'apres Kud o, les chenilles de vers a soie s'infectent
facilement avec les microsporidies par la voie buccale, l'utilisation
pratique des protozoaires parait tres difficile, car jusqu'a présent
on n'a pas réussi a les cultiver sur des milieux artificiels, et il est
donc impossible de produire en grande quantité le matériel néces-
saire pour la contamination. Il en est de méme pour les mala-
dies a cause peu connue, comme, par exemple, la poliedrie, dont
souffrent plusieurs especes d'insectes, ou avec les maladies causées
par le virus filtrant.

Les travaux qui concernent les maladies bactériennes des in-
sectes sont encore moins nombreux que ceux qui traitent des infec-
tions causées par les champignons. Toutes les études faites avant
1911 ont peu de valeur au point de vue pratique, car les microbes
isolés n'étaient pas capables d’infecter les insectes par la voie buc-
cale. Parmi ces travaux, ceux de Metchnicoff et de Kras-
si 11c hik sont les plus intéressants. Le premier a étudié la ma-
ladie dAnisoplia austriaca, causée par le Bactcrium salutarius; le
second a étudié les maladies des vers blancs.

En 1911, Félix d Herelle a observé au Mexique une
épozootie tres grave des criques, et il a réussi a isoler le microbe
qui était la cause de cette maladie, qui'l a désigné sous le nom de
Coccobacillus acridiorum. C'est le premier microbe qui posséde la
faculté d’infecter certains insectes, étant ajouté a leur nourriture.



Plusieurs tentatives de destruction des criques par ce microbe
ont été faites en Amérique du Sud, et surtout en Afrique, pendant
les années de 1914— 1919, par d’'He relie et ses collaborateurs,
parmi lesquels il faut citer en premier ordre Beguet, Sergent.
Veluet Musso. Les résultats obtenus sont tres intéressants.

De tous les faits recueillis par les auteurs, il ressort que les
épizooties artificielles peuvent étre crépées expérimentalement et
parfois d’'une importance considérable. Les expériences de Velu
surtout sont trés démonstratives. Dans ses mémoires publiés dans
le Bulletin de Pathologie exotique, il indique des cas ou les épizoo-
ties furent tellement graves, qu'en certains endroits de champs, la
couche des cadavres des sauterelles dépassait 10 centimétres
d’épaisseur.

Cependant, malgré ces résultats isolés importants, tous les
auteurs sont arrivés a conclure que le Coccobacille dHere 11 e doit
étre surtout recommandé en supplément des traitements par les
produits chimiques, parce que ces épizooties artificielles n'ont jamais
amené la disparition complete des bandes de criques contaminées:
elles étaient marquées seulement par une mortalité plus ou moins
grande.

Cet insucces tient surtout a la nature du microbe en question.
Le Coccobacille de d Here 11e ne produit pas de spores, et sa vi-
talité est alors trés limitée vis-a-vis des facteurs défavorables, tels
que la sécheresse, la lumiére solaire, etc.... De plus, cette bacté-
rie appartient a ce genre de microbes contre lesquels les insectes
s'immunisent assez facilement.

Depuis, on a isolé encore quelques microbes trés virulents pour
les insectes, et qui peuvent les infecter en étant ajoutés a leur nour-
riture.  Un microbe intéressant a été isolé par Glaser, des che-
nilles de Limantria dispar. Avec ce microbe, I auteur a réussi a
produire des épizooties artificielles dans les conditions naturelles
qui. dans deux cas furent méme trés graves.

Ischia wata, au Japon, aisolé de Bombyx mori une bactérie,
qgu’il a désigné sous le nom de Bacterium zotto, et qui. dans cer-
taines conditions, peut infecter les vers a soie per os.

W hite a obtenu quelques microbes tres pathogénes pour les
insectes. En premier lieu, il faut citer le Bacterium larvae, qui a
été isolé aussi en Suisse par Burri, et qui cause I'épizootie (loque
américain) chez les abeilles; le Bacterium noctuarum, qui peut in-
fecter plusieurs especes d’insectes en étant ajouté a leur nourriture;
le Bacterium sphigidis, isolé de Protoparce sextu etc. Une bactérie
intéressante a été isolée par Ber li lier des chenilles d'Ephestia
Kuhniella, qu’il a désignée sous le nom de Bacterium thuringiensis.

Les microbes qui infectent les insectes par la voie buccale,
ont été encore isolés parHollandre et Vernier de Malacoso-
rna castrencis; par Metalnicov, et moi-méme, des chenilles
de Galleria mellonella et des chenilles de Pyrausta nubilalis, etc-----
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Maintenant, je vais m’arréter spécialement a I'étude bacté-
riologique des chenilles de la Pyrale du Mais.

Paillot, en 1927, a observé chez les chenilles de cet insecte
des maladies provoqués par deux protozoaires. Zwolfer a de
méme, trouvé des chenilles malades. Des recherches spéciales sur
les maladies microbiennes ont été entreprises par le professeur Me-
talnicov et moi, il y a plus de deux ans a I' Institut Pasteur de
Paris.

En 1927, en automne, nous avons trouvé aux environs de Pa-
ris, une grande quantité d’armoises, infectée par des Pyrausta.

Parmi les milliers de chenilles que nous avons trouvées et exa-
minées, il y en avait beaucoup de malades et de mortes.

Nous n’avons pas observé de vraies épizooties, car les che-
nilles de Pyrausta, comme on le sait, vivent séparément dans les tiges
des plantes. L'analyse microscopique du sang des chenilles mala-
des ou mortes, nous a toujours montré la présence d un nombre
immense de microbes, parfois en culture pure, parfois associés deux
ou trois a la fois.

En ensemencant le sang des chenilles malades sur la gélose
ordinaire, il nous a été possible d'obtenir, et quelquefois du premier
coup, les cultures pures des microbes. Parmi plusieurs cultures
obtenues, certaines, d' aprés leurs propriétés biologiques, ont été
trouvées semblables; et il nous est resté définitivement neuf es-
peces différentes et bien définies, de microbes, dont nous avons
étudié toutes les propriétés en détail.

Deux de ces microbes, que nous avons désignés sous le nome
de Coccobacillus ellingeri et de Vibrio leonardi, se sont montrés
extrémement virulents pour les chenilles de la Pyrale du Mais et
les infectent par la voie buccale.

Les autres microbes ne les tuent qu’injectés dans le sang.

Depuis, nous avons isolé et étudié une série de microbes nou-
veaux, trés pathogénes pour cet insecte.

Pendant I'automne de 1928, grace a I obligeance de Mon-
sieur Tage E1ling e r et de Monsieur Arthur Di b s on, nous avons
recu du Canada 3.000 chenilles de Pyrale du Mais, parmi lesquelles
nous en avons trouvé une certaine quantité de mortes et de ma-
lades. Celte maladie était d’ origine bactérienne, car sur les frotties
du sang des chenilles malades on trouve toujours une trés grande
quantité de microbes. 1l nous a été possible d'isoler de ces chenilles
plusieurs souches de microbes, mais trois d’'entre eux seulement
peuvent infecter les chenilles de Pyrausta ver o0s. Une de ces
bactéries sporogenes est trés virulente.

Tout denierement, grace a I' obligeance de Monsieur Par-
ker, il nous a été possible d' étudier une épozootie bactérienne de
la Pyrale du Mais, qui avait éclaté dans ses cultures, et il nous a
été également possible d'isoler encore une série de microbes pa-
thogénes pour les chenilles de la Pyrale du Mais.



De plus, nous avons essayé de contaminer les chenilles de Py-
rausta per os en employant les autres microbes qui causent les-
épizooties chez certaines espéces d'insectes, tels que le Bacterium
thuringiensis, le Coccobacillus acridiorum, le Bacterium galleriae
No 2, le Bacterium prodigiosum, isolé des vers a soie par Monsieur
Toru Tateiwa au Japon, et qui cause une maladie du genre fla-
cherie chez cet insecte, le Bacterium zotto, etc ...

Parmi ces microbes, certains se montraient tres pathogenes
pour les chenilles de Pyrausta par l'injection, ainsi que par la con-
tamination per os. Ce sont surtout le Bacterium thuringiensis et
le Bacterium galleriae No 2, qui ont donné les résultats les plus-
encourageants. Parfois, il nous a été possible d’obtenir une morta-
lité¢ de chenilles atteignant jusqu’'a 95 a 100%, en ajoutant la culture
en bouillon de ces bactéries a la nourriture des chenilles.

Les autres microbes sont moins virulents et contaminent les
chenilles per os dans une proportion plus faible.

L'année derniére, Monsieur Hus z a tenté d’infecter per os
les chenilles de Pyrale du Mais avec Bacterium thuringiensis et,
comme on le sait, il a obtenu de trés bons résultats. Presque 100%
des chenilles ont attrapé la maladie et sont mortes en peu de jours.
Monsieur P re 11 a obtenu de pareils résultats avec ce microbe.

Les faits exposés jusqu'a présent démontrent que les chenilles
de Pyrausta sont trés sensibles vis-a-vis de plusieurs espéces bac-
tériennes, et qu’elles s'infectent avec une grande facilité par la voie
buccale.

Avant d'appliquer nos microbes dans les champs, nous avons
entrepris plusieurs séries d'expériences au laboratoire, afin d'étudier
les différents facteurs qui influent sur la contamination des insectes-
per os, comme la température, I'humidité, etc ... Nos recherches
ont démontré que I'humidité ne joue pas un réle important, tandis
que la rapidité de la contamination des chenilles, per os, varie
selon la température. A 37°, la contamination se produit plus vite.
Elle est plus lente lorsque la température s'abaisse, mais la morta-
lit¢ des chenilles reste égale quand la température varie de
20° & 37°.

Parmi les autres facteurs, il faut citer en premier ordre l'aci-
dité de milieux de culture des microbes.

De nos observations, il ressort que le pH de milieux est tres
important, et ces observations ont été dernierement confirmées par
Monsieur H us z, a Budapest. Pour les (nos) microbes, le pH optimal
varie de 7 a 7, 2. Les conditions d'une anaérobiose plus ou moins
stricte de la culture agissent favorablement sur la virulence des
microbes étudiés.

Avant de passer aux expériences, je vais m'arréter sur un
point trés important pour ce probléme: c’est la perte de virulence
des microbes quand on les cultive sur des milieux artificiels. Les
microbes sporogénes sont beaucoup plus résistants a ce point de
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vue et leur virulence ne décroit pas d'une facon appréciable pendant
des années. En ce qui concerne les microbes sporogénes, pour exal-
ter leur virulence, il est nécessaire de faire les passages par les
chenilles de Pyrausta.

Nos expériences du laboratoire, de contamination des che-
niiles de la Pyrale du Mais, ont été faites dans de petits bocaux en
verre et nous avons utilisé la tide d 'Artemisia vulgaris pour nourrire
les chenilles. Avant de donner l'arrnoise aux chenilles, par petits
morceaux de 2 a 3 centimétres de long, nous les avons mouillés
avec une culture faite dans le bouillon, ou avec une émulsion de
microbes poussés sur milieux solides. Comme témoins, nous avons
utilisé les chenilles de Pyrausta, mises dans un bocal avec les mor-
ceaux de tige d'armoise mouillés avec le bouillon stérile. L’ana-
lyse du sang des chenilles contaminées a été faite souvent, et ordi-
nairement 1 ensemencement du sang de ces chenilles donne du pre-
mier coup une culture pure du microbe qui a servi pour la contami-
nation. C’est surtout avec le Bacterium galleriae No 2, avec le
Bacterium ihiiringiensis, avec le Vibrio leonardi, avec le Coccoba-
cillas ellingeri, et avec un des microbes du Canada que la morta-
lit¢ des chenilles a souvent dépassé 95%. Parmi ces microbes, le
Bacterium thuringiensis est le plus virulent et il donne des résultats
tres constants: il est trés rare qu'une chenille survive a l'infection
par cette bactérie.

Ces résultats une fois acquis, nous ont permis de tenter d'ap-
pliquer nos bactéries comme remede dans la lutte contre cet insecte
en plein champ. Ces expériences n'ont pu étre effectuées qu'avec
I'aimable concours de Monsieur le Professeur Y ouk. Directeur du
Jardin Botanique de Zagreb, qui a bien voulu nous donner le champ
pour les expériences ainsi que tout le matériel nécessaire pour le
contaminer avec la Pyrale du Mais: et que je remercie de son char-
mant accueil. Je me fais également un plaisir de remercier Monsieur
Hergula qui m'a beaucoup aidé dans mon travail.

Maintenent je vais m’arreter sur les expériences dans le champ.

Le champ des expériences, donné par le Jardin
Botanique, a été ensemencé les derniers jours du mois d'Avril avec
la »Dent de Cheval«, non sélectionée (espéce de Mais la plus cul-
tivée en Yougoslavie et surtout aux environs de Zagreb).

Nous avons pu expérimenter cette année avec plusieurs de
nos microbes: Bacterium galleriae No. 2, Coccobacillus ellingeri, Bac-
terium canadensis et deux souches de Bacterium thuringiensis que
nous avons isolées des chenilles d'Ephestici kiihniella Zell. Les mi-
crobes sont sporules sauf le Coccobacillus ellingeri qui ne donne
pas de spores.

Les expériences furent faites pendant les mois de Juin et
de Juillet.

Les expériences préliminaires nous ont démontré que les cul-
tures en bouillon donnaient de moins bons résultats que d'autres



milieux. Les cultures sont faites sur la gélose nutritive ordinaire
et les récoltes sont émulsionnées. Pour savoir quel liquide conve-
nait le mieux pour préparer I'émulsion nous avons exécuté toute
une série d’expériences avec des bouillons, des solutions de peptones.
de gélatine, eau physiologique, etc . ..

C'est l'eau distillée qui nos a donné les meilleurs résultats..
C’est pourquoi nous l'avons utilisée pour préparer toutes les
émulsions.

Les expériences ultérieures nous ont démontré que les vieilles,
cultures des microbes sporulés (de cing a dix jours) donnent de
meilleurs résultats que les cultures de vingt-quatre a quarante-huit
heures qui contiennent peu de spores. C'est juste le contraire pour
Coccobacillus ellingeri qui est plus actif en culture de vingt-quatre
a quarante-huit heures.

Nous'avons préparé nos cultures dans les tubes, sur gélose
ordinaire. Le contenu de chaque tube était émulsionné dans 100
cent, cubes d’eau distillée et nous a servi pour arroser deux plantes
de mais. Les expériences spéciales sur la concentration optimale de
I’émulsion doivent étre encore faites. Pour chaque expérience nous
avons pris 15 plantés qui furent arrosées avec des pulvérisateurs.
Trois, dix jours aprés cette pulvérisation nous avons infecté les
plantes avec les petites chenilles de Pyrausta. Chaque plante a recu
50 chenilles.

Comme contrdle nous avons infecté par le méme procédé 15
plantes qui n'avaient pas été pulvérisés avec les émulsions de
bactéries.

Deux, trois semaines apres l'infection, nous avons pu remar-
quer les premiers signes de l'activité des chenilles, sur les plantes
de contréle, et sur les plantes arrosées d’émulisons de Coccob. ellin-
geri et de B. galleriae No 2

Les plantes arrosées avec des émulsions de B. catiadensis sont
presque indemnes, tandis que celles arrosées avec B. thuritigiensis ne
portent aucun signe de l'infection.

Cette différence est devenue encore plus évidente a la fin de
la saison d'été.

En étudiant, a la fin du mois d’Ao(t, les plantes qui furent trai-
tées par les microbes, surtout par B. thuringiensis, nous avons pu
constater qu’il y avait peu de plantes qui portassent quelque signe
de la présence de la Pyrale du Mais.

La récolte du mais fut faite le ler Septembre. Le nombre des
chenilles fut compté sur chaque plante infectée. Les chiffres obtenus
sont de plus démonstratifs. Nous donnons dans le tableau 1 le
nombre des chenilles trouvées sur chaque plante traitée avec les.
émulsion de microbes et sur les plantes-témoins (non traitées).
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TABLEAU |I. — Nombre de chenilles trouvées sur chaque plante
traitée et non traitée (témoin).

2 2 k%) 8
NUMEROS EE EE E2 a E8 T8 .
T D T D T - 2 T ~al =20 k=
des plantes gEs 88& & % §5.5 %%2 fi 5 2
82 82 &° 6.3 §5¢ £EF g
1 4 3 14 22 45 10 10
2 e 1 1 3 11 2 6 13
3 s 1 0 12 — 6 10
B e 0 1 11 12 18 2 IG
5 e 1 2 0 12 10 4 15
6 e 0 0 9 17 10 7 10
T e 0 0 G 14 17 G Ifi
8 reeeereeeiieaees 0 0 5 20 15 4 29
9 2 1 4 14 13 G 14
10 ceeeiiinnireeennns 1 2 4 14 8 4 12
I 2 1 12 16 7 5 2b
12. i 1 5 8 9 G 19
3 3 7 1G 7 5 25
2 2 3 11 3 23
15t 3 3 4 4 - 1 20
Total . ... 21 20 109 183 167 G4 257
Chiffre moyen 1,4 1,3 7.8 13.1 11,9 4.3 16,7

1 est trés intéressant de noter que les chenilles trouvées a
I'intérieur destiges des plantes traitées par le Bacterium thuringiensis
étaient trés petites et chétives, souvent deux fois plus petites que
les chenilles des plantes témoins.

Les chenilles que nous avons trouvées dans les tiges des
plantes traitées par le B. canadensis et par le mélange des microbes
sont aussi plus petites que les chenilles normales.

Nous avons trouvé plusieurs fois, dans le plantes traitées par
les microbes des chenilles mortes tout a fait noires. Nous avons
isolé de ces chenilles plusieurs microbes que nous allons étudier.

Dans le Tableau II, nous donnons le nombre des épis fructi-
fiés développés sur chaque plante et le poids moyen de 100 grains
de toutes ces plantes.

Les résultats obtenus dans le champ avec nos bactéries et
surtout avec le B. thuringiensis sont trés encourageants. Il est évi-
dent que le nombre des plantes que nous avons expérimentées est
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encore trop peu important, et que les expériences doivent étre répé-
tées sur une plus grande échelle. Plusieurs questions relatives
a l'application des microbes dans la lutte contre la Pyrale du Mais
ne sont pas encore mises en lumiere, mais ce que nous avons obtenu
pendant ces dernieres années nous fait espérer que le probléeme de
I'utilisation des microbes dans la lutte contre la Pyrale du Mais
pourra se résoudre définitivement.

TABLEAU Il

i .Norrbre Poids moyen
de grappes de 100 grains

Bacterium d'epheatiae......cccccceeeevineerennnnnns 2 36,0
Bacterium canadensSiS..ccccoeeiieerriieervnennnns 2 Ko o2
Cocobacillus ellingeri.....ccccceeeviiiieeeeiiiiveennn. 10 313
Mélange de microbes . . . , L 2] 35,8
Bacterium galleriae N0. 2 .....cccccovuvvnnne 21 35,0
TEMOINS . e 17 30,9

Jusqu’a présent on ne connait que quelques microbes qui puis-
sent infecter certaines espéces d'insectes, étant ajoutes a leur nour-
riture. Les expériences de destruction des insectes nuisibles par
ces microbes, ont été faites encore, seulement avec le Coccobacillus
acricliorum de c'Herell e, qui, comme je l'ai déja dit, ne convient
pas trés bien a ce but.

Les expériences de Glaser sur la destruction de Limantria
dispar par le Streptococcus disparts ont été faites en nombre trés
restreint et condamner cette méthode est trop prématuré. Nous
avons commencé nos études il y a seulement deux ans et les résul-
tats obtenus sont trés encourageants.

Le succés de cette méthode dépend de recherches ultérieures
sur les microbes des insectes, sur leur physiologie qui est trés peu
connue jusqu’'a présent; et aussi des études sur la composition des
milieux de culture: comme je I'ai déja dit, il est nécessaire de trou-
ver un tel milieu, qui permettra de cultiver les microbes des insec-
tes. sans qu’ils perdent leur virulence.

Des résultats satisfaisants ont été déja obtenus, et il faut que
ces études soient poursuivies.

Une fois que nous aurons obtenu les bactéries qui peuvent dé-
truire les insectes nuisibles, et que nous saurons les appliquer, quel
puissant moyen nous posséderons pour améliorer la récolte de
nos champs!
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