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VOORWOORD 

Bij het afsluiten van dit proefschrift wil ik gaarne even terugblikken op de 
omstandigheden die geresulteerd hebben in de verschijning ervan. 

Mijn ouders hebben zich veel opofferingen moeten getroosten om mij in staat 
te stellen te studeren. 

Naast mijn belangstelling voor de biologie waren de adviezen van Ir. van 
Tijen en diens vrouw mede aanleiding tot het volgen van een studie op univer-
sitair niveau. Het is mij een bijzonder genoegen hen hiervoor op deze plaats 
te mogen danken. 

De Hoogleraren van de Landbouwhogeschool ben ik dankbaar voor het in-
zicht in de landbouwwetenschappen dat zij me hebben gegeven. 

Hooggeleerde de Wilde, door uw belangstelling en steun is het mogelijk ge-
weest dat ik me heb kunnen specialiseren in de biologische bestrijding en was 
het ook mogelijk dat ik al tijdens mijn praktijktijd enkele laboratoria voor 
biologische bestrijding in het buitenland bezocht. Deze bezoeken hebben mijn 
verdere interesse bepaald. 

Hooggeleerde Oort, ik prijs mij gelukkig dat ik uw vruchtbare colleges heb 
kunnen volgen. Dat u mij indertijd in de gelegenheid heeft gesteld onder leiding 
van Drs. Boerema (P.D.) een ingenieursonderzoek te verrichten heeft later de 
keuze van een onderwerp voor het proefschrift in belangrijke mate bepaald. 
Uw voortdurende adviezen bij de werkzaamheden voor de dissertatie hebben 
mij zeer gestimuleerd. 

De aanvangsperiode werd doorgebracht in het Station de Recherches de 
Lutte Biologique et de Biocoenotique te La Miniere (Frankrijk). 

De Directeur van dit laboratorium, Dr. Grison, ben ik zeer verplicht voor 
zijn voortdurende interesse en voor de manier waarop hij mijn werkzaamheden 
leidde. Mijn verblijf werd mogelijk gemaakt door financiele steun van het 
C.N.R.S., het I.N.R.A., het 'Maison Descartes' en Z.W.O.; hiervoor ben ik zeer 
erkentelijk. 

De zeer nuttige gesprekken met Dr. von Arx en de mogelijkheden om het 
C.B.S. (Baarn) te bezoeken en daar met de wetenschappelijke onderzoekers 
van gedachten te wisselen hebben veel bijgedragen tot het welslagen van dit 
onderzoek. 

De franse tekst is gecorrigeerd door Dr. Grison, hulp hierbij werd ook nog 
verleend door Dr. Ferron. Hun belangstelling en hun efficiente manier van 
werken hebben het ter perse gaan van dit proefschrift sterk bespoedigd. 

Het proefschrift werd beeindigd in het laboratorium voor Entomologie te 
Wageningen. 

Dank ben ik ook verschuldigd aan de Heren van der Schelde en Jansen, die 
de figuren tekenden, aan Mevrouw Benard en de Heer Eimers die assistentie 
verleenden bij het maken van de foto's en aan Mej. van der Waal en Mej. 
Albers voor het typen van de definitieve tekst. De zo belangrijke speciale appa-
ratuur voor het onderzoek werd vervaardigd door de Heren Senechal en Soyer 
en in Nederland door de Heer van Surksum en diens medewerkers. 



Veel vrienden en kennissen, zowel in het laboratorium te La Miniere als in 
het laboratorium voor Entomologie te Wageningen hebben een grote interesse 
voor mijn werk getoond. Hun belangstelling is mij een stimulans geweest 
waarvoor ik hun alien zeer erkentelijk ben. 
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1. I N T R O D U C T I O N 

L'origine des etudes sur les maladies cryptogamiques des insectes coincide 
pratiquement avec les travaux d'AGOSTiNO BASSI (1773-1856). Travaillant sur 
le Ver a soie il demontra que la maladie connue a cette epoque sous le nom de 
'calcinaccio' ou 'moscardino' etait due a un organisme cryptogamique. Dans 
son livre remarquable 'Del Mai Del Segno' (1835) il met en evidence que cette 
maladie est causee par un champignon qui se developpe dans le Ver a soie et le 
tue. Les vers tues de cette facon peuvent a leur tour contaminer d'autres indivi-
dus. 

PASTEUR, (1874) ayant emis Pidee qu'on pourrait eventuellement utiliser 
les champignons entomopathogenes comme moyen de lutte contre les insectes, 
l'etiologie des maladies cryptogamiques commenca a se developper rapidement 
grace aux travaux de ELIE METCHNIKOFF (1845-1916). II donna le stimulus a un 
grand nombre de chercheurs a la fin du siecle dernier pour faire des recherches 
plus approfondies dans ce domaine scientifique encore inconnu en grande partie. 

Actuellement ce domaine des mycoses d'insectes s'est considerablement 
elargi. Une revue bibliographique generale montre qu'il est fort difficile de 
degager des lois generates sur l'etiologie des champignons entomopathogenes. 
Tout d'abord en raison de ce que la distinction entre 'pathogene', 'parasite' et 
'symbiote' est souvent difficile a determiner. Egalement parce que les caracteri-
stiques des especes entomopathogenes des differentes classes: Zygomycetes, 
Ascomycetes, Basidiomycetes et Deuteromycetes different en effet trop conside
rablement. Avec quelques reserves on peut oser generaliser dans le cas des 
Deuteromycetes. En principe l'etiologie en ce cas peut etre divisee en trois 
parties successives : la chaine d'infection, la pathogenese et la reproduction du 
pathogene. 

1.1. CHAINE D ' I N F E C T I O N 

II faut d'abord constater que la chaine d'infection peut etre differente pour un 
insecte vivant dans le sol et un insecte aerien. 

En fait nous ne savons pas tres bien si l'infection dans le sol se realise frequem-
ment par un mycelium provenant directement d'un hote mycose ou par Pin-
termediaire d'une spore donnant naissance a un tube germinatif. II est 
evident, surtout dans le cas de populations d'insectes denses que la chaine 
d'infection est directe c.a.d. que la maladie se transmet directement d'insecte 
mycose a insecte vivant. Etant donne que dans Pinterieur d'un insecte mycose, 
un pseudosclerote peut se former et donner naissance a des conidies quand 
les conditions climatiques deviennent favorables, Pintervalle de temps entre 
la mort d'un insecte et la contamination d'un autre insecte par le cadavre du 
premier peut etre considerable. Quant aux stades saprophytiques des champig
nons entomopathogenes, les rares observations ne permettent pas de generaliser. 
Constatons que le phenomene general de fongistatisme dans le sol influence 
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probablement aussi bien la vie saprophyte des champignons entomopathogenes 
que celle (plus connue) des autres champignons. 

Pour les spores, le sol parait etre un reservoir relativement favorable, surtout 
quand l'organisme en question a la capacite de produire des organes de resistan
ce (chlamydospores par exemple). 

Les insectes aeriens peuvent se contaminer directement par le mycelium 
provenant d'un hote mycose (FAWCETT, 1910) mais cette voie, quoique obser
ved, parait loin d'etre la voie la plus frequente. Un mycelium aerien, expose 
aux conditions climatiques extremes (secheresse, rayons ultraviolets) a peu 
de chance de survivre. Ces conditions climatiques influencent d'ailleurs cer-
tainement d'une facon importante le pouvoir germinatif des conidies, organes 
realisant l'infection dans la plupart des cas. Le contact direct d'un insecte avec 
un mycelium sporulant sur un cadavre peut se produire. Mais le contact indi
rect, c.a.d. l'infection avec des spores transporters par le vent, la pluie ou meme 
d'autres insectes et des acariens doit etre considere egalement. De rares obser
vations (VAGO, 1958) demontrent qu'un champignon ordinairement phyto-
pathogene peut contaminer egalement un insecte. La voie d'infection la plus 
courante semble etre le contact direct entre un insect sain et un cadavre mycose 
de la meme ou d'une autre espece. Ici s'impose evidemment deja la question de 
la specificite, probleme sur laquelle nous revenons en traitant la pathogenese. 

1.2. PATHOGENESE 

Essayons de generaliser les phenomenes qui se produisent quand l'infection 
d'un insecte par un champignon entomopathogene de la classe des Deutero-
mycetes se realise. 

En fait on ne sait pas tres bien quelle voie le pathogene peut prendre ou 
prend dans la majorite des cas: par le tegument, par le tube digestif, par la 
bouche ou par les stigmates. II y a un certain nombre de facteurs qui doivent 
etre favorables pour que la germination ait lieu comme la temperature, 1'hu-
midite relative, la pH et peut-etre la lumiere. Remarquons que ces facteurs 
physiques decident eventuellement aussi la capacite des spores d'adherer a un 
endroit convenable pour la penetration. Lorsque une spore a germe il parait pro
bable que, quand les facteurs physiques qui influencent la germination sont 
optimum ils seront egalement optimum pour la penetration. Les capacites 
enzymatiques du champignon de realiser la lyse du tegument interviennent alors 
pour la realisation de la penetration. II est neanmoins concevable qu'une action 
mecanique joue un role pendant la penetration. Quand une hyphe penetrante 
arrive a la hauteur de l'epiderme le mecanisme defensif de l'insecte se met en 
action: les hemocytes peuvent dans certains cas former une espece de pseudo-
tissu, bloquant les hyphes penetrantes. 
A ce moment l'etat physiologique de l'insecte, influence par le milieu commence 
a jouer un role. En fait le terme 'etat physiologique' indique souvent notre 
manque de connaissance: nous ne savons pas exprimer quantitativement cette 

2 Meded. Landbouwhogeschool Wageningen 68-5 (1968) 



conception qui est composee d'une multitude de facteurs et qui est sans doute 
variable pendant la duree de la vie de l'insecte. 

II est probable qu'apres avoir traverse la barriere des hemocytes, quand elle 
est du moins formee, l'hyphe va entrer en contact avec Themolymphe et ce 
sont probablement les mouvements de celui-la qui influencent la formation de 
blastospores, elements realisant l'infection totale. Mais cela n'est pas certain: 
on sait seulement par la culture en immersion des champignons entomopatho-
genes que les mouvements du liquide sont necessaires pour pouvoir obtenir 
des blastospores: il parait done fort probable qu'on puisse extrapoler ces don-
nees pour le sang d'un insecte: La formation de blastospores, elements se divi-
sant comme des levures est un processus trouve dans la majorite des cas d'in-
fection par un champignon entomopathogene appartenant aux Deuteromycetes. 
Le cas d'Aspergillus flams LINK (LEPESME, 1938) constitue cependant une ex
ception. 

La mort se produit normalement apres la formation des blastospores. La 
cause exacte de la mort varie avec le champignon, bien que les auteurs different 
d'opinion sur ce point aussi. On trouve dans la litterature tantot la deterioration 
des organes par des hyphes, tantot le blocage des mouvements du sang par les 
blastospores ou encore le manque de nourriture consecutif aux besoins nutri-
tifs du champignon et Taction des toxines. Dans certains cas la phagocytose 
peut jouer un role au debut du developpement des blastospores; il parait 
tout de meme probable que Taction phagocytaire des hemocytes n'arrive pas a 
freiner entierement le developpement des blastospores. 

Une fois l'insecte mort les blastospores se transforment probablement en 
hyphes quand il n'y a pas concurrence avec d'autres miroorganismes qui, 
apres la mort penetrant normalement dans le corps par le tube digestif. Si le 
champignon gagne la competition, la majorite des tissus est utilised pour le 
developpement vegetatif du champignon. II semble que, des ce moment la, 
l'insecte perde generalement beaucoup d'eau qui, combine avec ce developpe
ment vegetatif fait durcir le cadavre et en fait une momie. Ce processus de 
pathogenese est la resultante de Taction du pathogene, les reactions de Thote 
et les facteurs du milieu agissant sur les deux organismes. L'action du pathogene 
et les reactions de Thote sont limitees par leurs compositions genetiques; la 
mesure du pouvoir pathogene du premier, la virulence, est en interaction con-
stante avec le pouvoir de resistance de Thote. 

REILLY, dans son cours de microbiologie de TInstitut Pasteur (1960-1961) 
donne cette definition: 'la virulence exprime la capactite pour un germe don
ne, a une certaine phase de son developpement, de franchir les barrieres pro-
tectrices d'un hote determine, de surmonter ses mecanismes de defense et de 
proliferer dans ses tissus.' 

Etant donne la difference du point de vue d'un pathologiste medical et d'un 
pathologiste d'insectes il me parait utile d'ajouter: 'et de le tuer finalement'. 
Cela implique done qu'on peut Her la conception 'virulence' qui resulte d'une 
multitude de capacites enzymatiques a quelque chose qu'on peut mesurer: 
le pourcentage de mortalite de la population de Thote provoque par un certain 
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nombre d'unites (spores) de la population du pathogene. Quoique la virulence 
soit claire comme conception il parait probable que quand on la mesure et 
l'exprime en pourcentage de mortalite elle ne sera pas la meme pour chaque 
stade de l'hote et qu'elle variera avec la voie d'infection. La mesure de la viru
lence aura done toujours une valeur relative: elle est valable pour les conditions 
pendant l'essai, pour un certain stade, en tenant compte de la voie d'infection. 
En extrapolant on peut esperer qu'elle sera valable pour d'autres stades aussi, 
elle ne sera probablement pas valable pour une autre voie d'infection. 

Gn se demande s'il n'y a pas possibility de lier la virulence a un ou plusieurs 
caracteres biochimiques du pathogene: production de chitinases, proteinases 
ou toxines, c.a.d. une evaluation in vitro. 

Compte tenu de la complexity des facteurs determinant la virulence cela ne 
parait a priori pas improbable mais a cause de l'interaction des facteurs le test 
in vitro ne remplacera probablement jamais le test in vivo, sauf peut-etre dans 
le cas d'un succes de mesure in vitro par la serologic 

Comme moyens d'augmentation de la virulence on peut envisager: recom-
binaison de caracteres 'positifs' (augmentant les chances pour le pathogene) 
de souches sauvages du pathogene (PONTOCORVO, 1949) ou changement des 
caracteres hereditaires par des moyens physiques (EVLAKHOVA, 1958). 

Meme sur courte duree les caracteres entomopathogenes des Deuteromycetes 
ne sont certainement pas quelques chose de stable, de determine. 

En culture par exemple la virulence diminue apres un nombre de repiquages 
relativement petit (SCHAERFFENBERG, 1964); un passage par l'hote replacera la 
virulence a son ancien niveau. 

On ne sait rien du changement de la virulence d'un champignon entomo-
pathogene de la classe des Deuteromycetes dans une population - note sur une 
longue duree. Ici se pose la question si une resistance totale de l'hote se deve-
lopperait si la pression de selection serait suffisamment elevee. Vu les observa
tions avec les rouilles du ble, le developpement d'une resistance totale parait 
fort peu probable. 

1.3. REPRODUCTION DU PATHOGENE 

Nous connaissons tres peu les facteurs qui influencent la sporulation d'un 
champignon entomopathogene sur un cadavre. Certainement les facteurs tem
perature, humidite relative et lumiere jouent leur role. II faut tout de meme 
remarquer qu'un facteur comme Phumidite atmospherique peut jouer un dou
ble role: une humidite assez elevee qui est probablement necessaire pour le 
developpement vegetatif du champignon sur le cadavre peut preceder un besoin 
de secheresse pour la formation des conidies. 

Dans ce petit apercu sont traites d'une facon generate un nombre de questions 
concernant l'etiologie des Deuteromycetes entomopathogenes. II m'a paru 
possible de repondre a certaines de ces questions mais seulement en utilisant un 
insecte et un champignon. 

Les recherches que j 'ai fait furent suscitees par une publication de BALFOUR-
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BROWNE (1960) intitulee: 'The Green muscardine disease of insects, with special 
reference to an epidemic in a swarm of locusts in Eritrea'. L'observation d'une 
epizootie d'une importance tellement grande m'a mene a etudier les capacites 
pathogenes de Metarrhizium anisopliae (METSCH.) SOR. vis-a-vis de Schistocerca 
gregaria (FORSK.). Ce present travail se propose d'eclaircir quelques uns des 
problemes etiologiques evoques par le recit de cette epizootie; la reponse aux 
questions ainsi posees est indispensable pour l'utilisation eventuelle de M. 
anisopliae dans la lutte biologique. 
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2. NOMENCLATURE DU CHAMPIGNON 

2.1. HlSTOIRE 

En 1879 METSCHNIKOFF decrivait un champignon, parasite de Anisoplia 
austriaca HBST. et en donnait un dessin. Ce champignon formait, sous des 
circonstances favorables un stroma sur le cadavre de l'hote. La-dessus etaient 
formes ce qu'il appelle des sterigmes: des conidiophores, placees perpendiculai-
rement sur la surface de l'insecte. Ces conidiophores, d'apres METSCHNIKOFF 

se ramifiaient en forme de candelabre. Au bouts de ces conidiophores des 'corps 
ovales' etaient formes: maintenant on les appellerait des conidies. Metschnikoff 
decrivait la formation de ces conidies: chaque fois une conidie etait emise sur 
le conidiophore. II constatait done que le chapelet qui etait forme de cette facon 
etait 'basipete'. Parce que les spores sont formees en chaines il excluait les 
genres Botrytis, Isaria et Empusa et donnait finalement a l'organisme le nom 
Entomophthora anisopliae METSCHNIKOFF. Comme dimensions des conidies il 
donnait 4,8 x 1,6 (x. En 1880 METSCHNIKOFF revenait sur le nom a cause d'une 
indication d'un botaniste, le Professeur CIENKOWSKY. II appelait le champignon 
alors Isaria destructor METSCHNIKOFF. 

SOROKIN (1883) faisait egalement des observations sur ce champignon sur 
Anisoplia austriaca HBST. II voyait egalement la ramification en forme de can-
delabres des conidiophores et appelait ceux-ci et les phialides des 'sterigmes'. 
Comme dimensions pour les spores il donne aussi 4,8 x 1,6 (x. II remarquait que 
les chapelets tres longs de spores sont agglutines lateralement. Le nom Ento
mophthora est rejete par SOROKIN : II considere comme critere le plus important 
la formation des spores sur les 'sterigmes'. 'II est evident', ecrivait-il, 'que chez 
aucune forme apparentee a Entomophthora les premiers descendants (il voulait 
dire conidies) sont suivis sur le sterigme d'un deuxieme, troisieme etc. groupe 
de descendants, de facon que sur chaque sterigme toute une serie de spores, se 
succedant en chaine soit formee, qui, au moindre attouchement tombent en 
morceaux irreguliers'. En consequence il introduisait un nouveau nom et 
appelait le champignon Metarhizium anisopliae (METSCHNIKOFF) SOROKIN. 

Plus tard les differents auteurs ont ajoute un r abusif a ce nom, utilisant Me-
tarrhiziuml Je continuerai cependant l'utilisation du nom Metarrhizium, ce 
qui est conforme aux regies de la nomenclature. 

DELACROIX decrivait en 1893 un champignon entomopathogene sur Melolon-
tha melolontha L. dont il croyait que e'etait le meme que celui decrit par MET

SCHNIKOFF. 'Les filaments fructiferes sont simples ou peux rameux a cloisons un 
peu indecises, d'une dimension moyenne de 3-3,5 [x. Les conidies sont cylindri-
ques, arrondies aux deux extremites et forment des chapelets. Leur dimension 
varie de 7 a 15 [x de long sur 2,5 a 3,25 |x de large'. Delacroix n'indiquait pas 
que la formation des chaines etait basipete. II appelait le champignon Oospora 
destructor DELACROIX. 

VUILLEMIN (1904) mettait le champignon dans le genre Penicillium, le nom 
Oospora lui semblait incorrect parce que ce genre est heterogene et mal defini. 
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VUILLEMIN decrivait aussi des chlamydospores, formees en culture, dont la forme 
varie mais etait le plus souvent ovoi'de. II donne comme diametre 7-9 jx. Com-
me dimension moyenne des conidiospores cet auteur donne 10,5 X 2,5 |x. 
D'apres cet auteur Penicillium anisopliae (METSCHNIKOFF) VUILLEMIN devrait 
etre utilise comme nom. 

. PETTIT (1895) changeait le nom en Isaria anisopliae (METSCHNIKOFF) PETTIT. 

II pensait que le nom du genre, utilise par METSCHNIKOFF (1880) devrait etre 
garde, mais combine avec le nom d'espece original. Comme dimensions des 
spores cet auteur donne 6-7 x 3 \i. II decrivait une variete 'americana' qui aurait 
une croissance moins compacte et qui formerait des spores d'une couleur un 
peu plus claire. Le mycelium de cette variete aurait une couleur jaunatre, 

VON HOEHNEL (1908) isolait un champignon de Cicada spec, et constatait 
la grande similarite avec le champignon decrit ci-dessus, qui, dans la litterature 
anglo-saxonne etait souvent indique avec le nom 'Green Muscardine'. D'apres 
lui les spores auraient des dimensions de 5-6 x 1,5-2 fx. rarement avec une 
longueur de 7 fx. II appelait le champignon Penicillium cicadinum VON HOEHNEL. 

Neanmoins il ne trouvait pas que la ramification du conidiophore etait typi-
quement penicilloide. 

II y a encore deux autres especes de Metarrhizium decrits comme des patho-
genes d'insectes. Une, Metarrhizium brunneum PETCH (PETCH, 1934) differe 
d'apres PETCH de Metarrhizium anisopliae (METSCHNIKOFF) SOROKIN par la 
forme des phialides, qui sont, contrairement a Metarrhizium anisopliae (MET
SCHNIKOFF) SOR. plus renflees. De plus la couleur des conidies differe, elles sont 
jaune clair et brun en couches. Les dimensions des conidies sont: 4 -6 X 1,2-
2 [i. • . \ 

LATCH (1965) examinait un champignon, determine par PETCH comme Me
tarrhizium brunneum PETCH. Chez ses propres isolements LATCH trouvait une 
souche de Metarrhizium anisopliae (METSCHNIKOFF) SOROKIN dont les spores 
etaient brun fonce sur un agar de pomme de terre-dextrose. II ne constatait pas 
de differences entre les phialides de Metarrhizium anisopliae (METSCHNIKOFF) 

SOROKIN et celles de Metarrhizium brunneum PETCH. Etant donne que la serie 
d'hotes dans ses essais correspond, il est de 1'opinion que les deux especes men-
tionnees ci-dessus sont identiques. 

Metarrhizium album PETCH etait decrit en 1931. 'Cette espece differe', 
d'apres PETCH 'de Metarrhizium anisopliae (METSCHNIKOFF) SOROKIN par le 
mycelium blanc qui forme des coussinets'. Sur l'insecte les spores etaient pro-
bablement incolores mais pourtant en culture sur 'un milieu flocons d'avoine 
une couche de conidies jaunatre-brunatre etait formee sur un stroma coton-
neux'. Les phialides de Metarrhizium album PETCH differaient de celles de 
Metarrhizium anisopliae.(METSCHNIKOFF) SOROKIN parce qu'elles sont arrondies 
au bout; les dimensions des phialides etant d'une longueur de 8-10 fx et un 
diametre de 1,75 jx. Les dimensions des spores indiquees par PETCH etaient 
3-4 x 1,75 [x, aussi .contrairement (mais abusivement) a celles de Metarrhizium 
anisopliae (METSCHNIKOFF) SOROKIN. Parce qu'en culture les couches de spores 
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avaient egalement une couleur brun clair il n'y avait done pas de difference de 
couleur evidente quant aux spores de Metarrhizium album PETCH et celles de 
Metarrhizium brunneum PETCH. 

Pendant une visite au British Museum j 'ai pu constater que le materiel type 
de PETCH pour Metarrhizium album PETCH ne consiste que d'un petit fragment 
d'un tegument d'insecte sur lequel quelqueshyphessontvaguementperceptibles. 
Je n'ai pas pu voir la forme des phialides. II n'y a pas de culture disponible de 
Metarrhizium album PETCH. A ma connaissance le champignon n'aurait ja
mais ete retrouve. II semble que Metarrhizium album PETCH est identique a 
Metarrhizium brunneum PETCH, qui a son tour parait etre semblable a Metar
rhizium anisopliae (METSCHNIKOFF) SOROKIN. 

La nomenclature de la 'muscardine verte' reste toujours embrouillee. GOR-
HAM (1923) utilisait encore le nom Penicillium anisopliae. Des chercheurs 
Japonais utilisent le nom Oospora destructor (METSCHNIKOFF) DELACROIX 

(AOKI, 1957; KAWAKAMI, 1960; KODAIRA, 1961; MORIMOTO, 1954). 
SOROKIN donne du champignon decouvert par METSCHNIKOFF une descrip

tion et des dessins tres precis qui correspondent parfaitement avec la description 
de METSCHNIKOFF. Entomophthora comme nom de genre est certainement 
inutilisable car ce genre est attribue a une autre classe (Zygomycetes). Ces ob
servations de SOROKIN sont toutes faites sur un isolement du champignon et 
n'indiquentrien des variations des dimensions des conidies: II n'y avait probable-
ment que peu de difference dans ce seul isolement. II n'y a pas de materiel type 
disponible mais la description et les dessins donnent une caracterisation assez 
bonne de Forganisme et pourraient eventuellement etre utilisees comme type 
(LANJOUW et al., 1966). 

Etant donne qu'il n'existe pas de materiel type un neotype (sensu TROUPIN, 

1949) a ete cree, provenant de plusieurs cadavres de criquets Schistocerca 
gregaria (FORSK.) sur lesquels le champignon sporulait. Ces criquets ainsi 
que les cultures du champignon sont deposes au C.B.S. (Baarn) Pays Bas. 
En conclusion la denomination et la description s'etablissent comme suit: 
nom valable: Metarrhizium anisopliae (METSCHNIKOFF) SOROKIN (1883) 

Basionyme: Entomophthora anisopliae METSCHNIKOFF (1879) 
Synonymes: Isaria destructor METSCHNIKOFF (1880) 

Oospora destructor DELACROIX (1893) 
Isaria anisopliae (METSCHNIKOFF) PETTIT (1895) 
Penicillium anisopliae (METSCHNIKOFF) VUILLEMIN 

(1904) 
Penicillium cicadinum VON HOEHNEL (1909) 
Metarrhizium album PETCH (1931) 
Metarrhizium brunneum PETCH (1934) 

Neotype: C.B.S. No. 289.67 isole de Schistocerca gregaria 
(FORSK.), (VEEN, 1967). 

Description: 

Sur un agar Sabouraud de conservation un mycelium blanc plat se developpe 
sur lequel d'abord les spores sontformeesenpetits 'ilots' (appeles sporodochies 
Q 
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par LATCH, 1965), plus tard les 'Hots' se rejoignent. Les spores sees adherent 
et forment des couches. Le mycelium se compose d'hyphes ayant un diametre 
de 1-3,5 jx qui sont, hyalins, cloisonnes, ramifies. lis ont des parois minces. 
Les conidiophores formes sur le mycelium, sont ramifies irregulierement vers 
le bas; les phialides, a l'extremite des conidiophores forment une couche palis-
sadique. Les phialides ont une forme cylindrique ou sont legerement gonflees 
sur le cote ou les spores sont formees. Leurs dimensions sont: 8-11,5 x 1,7-
2,3 [x. Les conidies, formees en chaines basipetes ont une forme cylindrique et 
sont arrondies aux deux extremites, parfois un des cotes est legerement retreci. 
Leurs dimensions sont: 4,6-11,5 X 2,3-2,9 y. (moyenne: 6,8 x 2,4 y.). 

2.2. FORMAE 

JOHNSTON (1915) divisait Metarrhizium anisopliae (METSCHNIKOFF) SOROKIN 

a cause des dimensions des conidies en deux 'forms' (formae): une forma minor, 
isolee d'une Jasside avec des conidies mesurant 3 - 5 x 2 - 3 [ x et une forma 
major, isolee d'Oryctes sp. ayant des conidies de 11,9 X 3 |x (certainement seule-
ment la valeur moyenne). 

FRIEDERICHS (1930) constatait aussi ces deux formes. II ne trouvait la 
forme avec les grandes spores que sur Oryctes sp., sauf dans un cas (sur une 
larve d'un Lamellicorne). Cet auteur voulait appeler la forme aux grandes spo
res Metarrhizium anisopliae (METSCHNIKOFF) SOROKIN oryctophagum. La forme 
aux petites spores (longueur 6-8 \f) se produit d'apres FRIEDERICHS sur toutes 
sortes d'especes d'insectes et egalement sur Oryctes sp. 

RADHA et al. (1956) indiquent qu'aux Indes on trouve aussi bien la forme aux 
grandes spores que la forme aux petites spores. Ces formes etaient isolees 
respectivement d'Oryctes rhinoceros L. et de Pyrilla spec. Ces chercheurs ob-
servaient la forme aux grandes spores uniquement sur Oryctes rhinoceros L., 
la forme aux petites spores sur diverses insectes et aussi sur Oryctes rhinoceros 
L. A cause de la specificite quant a la pathogeneite ces auteurs soupconnaient 
des proprietes physiologiques speciales chez la forme aux grandes spores, ils 
proposaient le nom Metarrhizium anisopliae (METSCHNIKOFF) SOROKIN var. 
rhinoceros pour cette forme. 

KAMAT et al. (1952) communiquent que les dimensions des spores d'un isole-
ment de Metarrhizium anisopliae (METSCHNIKOFF) SOROKIN de Pyrilla spec, 
cultive sur un agar nutritif differaient considerablement (dimensions 5-7,5 X 
2,3-3,5 ji.) de celles formees sur du riz sterilise (8-14 X 3-4,5 fx). RADHA et al. 
(1956) indiquent que les formes varient peu ('remained more or less true to 
type'). J'ai en effet pu confirmer ces dernieres observations par des mesurages de 
mes differents isolements sur des milieux nutritifs differents. Les differences 
etaient minimes. Des differents isolements de la collection, qui se trouvaient 
sur Sabouraud de conservation et jaune d'oeuf les dimensions des conidies 
etaient determinees. La mensuration etait effectuee en lactophenol- bleu coton. 

Quant aux dimensions des differents isolements: il semble exister une transi
tion relativement abrupte des formes avec les petites spores aux formes avec 

Meded. Landbouwhogeschool Wageningen 68-5 (1968) 9 



0 1 2 3 4 5 7 8 9 10 11 12 13 K 15 16 17 18 

Schfctocercagregaria(Fofis,K.) L 

Potosia affinis ANDERSCH 

Metolontha melolonlha L. 

Tipula sp. 

Agrionome fa vimairei MONTZ . 

Cyclocepliala sp. 

Pacnoda margiiwla DRURY 

Polyphylta olivieri CAST. 

Leptinotarsa deeemlineata SAY 

AmphimaHori nuijalis (RAZOUM) 

Cetoiiiti mirala (L.) 

Oryctes naskontis L. 

Phyilopertha horiicola L. 

Strategus aheus L . 

Oryctes monoceros Oh. 

T ~ l 

FIG. 1. Longueur des 
conidies d'une serie 
d'isolements de M. 
anisopliae. 

nm 

n—i 

ET 

1 2 3 i 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

Longueur des conidies et longueur moyenne (u.). 

les grandes spores. Les longueurs des spores variaient de 3,1 jusqu'a 16,6 [x. 
Entre les isolements de Amphimallon majalis RAZOUM et Cetonia aurata L. il 
y a un ecart considerable quant aux longueurs moyennes. A l'aide d'un test 
mafhematique (test des ecarts reduits) j 'ai verifie que les differences entre ces 
deux isolements etaient significatives, avec un risque extremement faible. II 
apparait dans la figure que la variation de longueur de chaque isolement des 
formes a longues spores est beaucoup plus prononcee que celle des formes 
a petites spores. De plus il parait que la forme aux grandes spores n'a pas seule-
ment comme hote Oryctes rhinoceros L. mais peut egalement attaquer Oryctes 
monoceros OL. , Strategus aloeusL.,PhyiloperthahorticolaL. et CetoniaaurataL. 

Partant de ces observations il n'y a done pas de raison de rejeter la division 
entre une forme a grandes et une forme a petites spores. Les denominations 
'oryctophagum' de FRIEDERICHS et 'rhinoceros' de RADHA et al. pour les formes 
aux grandes spores ne paraissent pas appropriees. La vieille terminologie de 
JOHNSTON peut done etre maintenue au moins jusqu'au moment ou sera isolee 
une forme ayant une longueur moyenne d'environ 8,5 \L sur jaune d'oeuf. 

Le nom Metarrhizium anisopliae (METSCHNIKOFF) SOROKIN f. (forma) minor 
(JOHNSTON, 1915) me parait juste pour les isolements ayant une longueur moyen
ne ne depassant pas 7,6 \x sur jaune d'oeuf tandis que pour les isolements 
ayant une longueur moyenne de 9,8 JJI ou plus le nom Metarrhizium anisopliae 
(METSCHNIKOFF) SOROKIN f. (forma) major (JOHNSTON, 1915) peut etre utilise. 

2.3. LA FORME PARFAITE 

TRYON (1914) suggere que sur Lepidiota squamulata = Lepidiota albohirta 
outre la forme imparfaite (Metarrhizium) il existerait une forme Cordyceps. 
Mais les caracteres sur lesquels il s'appuyait ne sont pas tres evidents. Probable-
ment aurait-il observe des petites coremies, qui, plus tard etaient signalees par 
LATCH (1965). Dans certains cas on trouve en effet des notes sur lesquels le 
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PHOTOGRAPHIE 1. 

Formation de coremies de M. anisopliae sur un cadavre de Polyphylla olivieri CAST. 

champignon forme des petits rameaux de quelques millimetres de long (voir 
photographie 1). 

SCHAERFFENBERG (1959) communique avoir trouve egalement la forme par-
faite qu'il classe dans les Ascomycetes. Mais il n'en donne pas de nom. Ces ob
servations, quoique interessantes n'ont jamais pu etre controlees. 
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ISOLEMENT, DEVELOPPEMENT ET CROISSANCE 
IN VITRO, CONSERVATION 

3.1. ISOLEMENT 

Pour l'isolement de M. anisopliae il y a trois possibility principales: on peut 
d'abord enlever sterilement un morceau d'un insecte mycose et le poser sur un 
agar nutritif. Je n'ai pas suivi cette methode parce que les chances de conta
mination sont assez grandes. 

RADHA etal. (1956)ontisole M. anisopliae du sang d'Oryctes rhinoceros L. 
Cette methode est en effet assez facile quand il s'agit d'insectes qui viennent de 
mourir on qui sont dans le stade precedant la mort. En enfoncant un capillaire 
sterile (pipette de Pasteur) dans le corps a une place qui a ete auparavant des-
infectee avec un peu d'ethanol 96 % on peut enlever une goutte d'hemolymphe. 
Avec cette goutte on fait un frottis sur un milieu de culture favorable, un 
Sabouraud maltose par exemple. Quand l'insecte est mort depuis plus long-
temps on risque d'avoir des bacteries dans l'hemolymphe qui sont probablement 
entrees dans le corps par le tube digestif. Dans ce cas j 'ai utilise un milieu special 
d'isolement pour faire le frottis comme par exemple celui de MARTIN (1950). 

La methode d'isolement la plus pratique est celle utilisant des conidiospores 
provenant d'un cadavre mycose. Beaucoup d'auteurs realisent d'abord une 
disinfection de la surface de l'insecte a l'aide de l'alcool, l'hypochlorite de so
dium ou le sublime (MULLER-KOGLER, 1965). Apres rincage avec de l'eau 
sterile on peut ou bien mettre l'insecte desinfecte tout de suite sur un agar nu
tritif ou deposer l'insecte en chambre humide sterile. Les spores formees sur 
la cadavre peuvent etre enlevees aseptiquement et ensemencees sur milieu de 
culture. 

La methode que j'ai suivie est la suivante: 
Quand on recevait des cadavres, sur lesquels le champignon ne sporulait pas 
et qui etaient relativement propres, on les placait en chambre humide. Apres 
formation de spores celles-ci etaient mises sur Sabouraud maltose ou agar de 
cdrise. Quand la culture se contaminait, les spores etaient ensemencees sur un> 
milieu special d'isolement (VEEN et FERRON, 1966) contenant du rose bengale, 
du chloramphenicol et de l'actidione pour empecher le developpement des 
bacteries et champignons envahisseurs, sans deranger la croissance de M. 
anisopliae. 

Quand le champignon sporulait deja sur les cadavres recus les spores etaient 
mises tout de suite sur agar de cerise ou Sabouraud maltose, en cas d'echec, 
sur le milieu special. De cette facon j'ai pu isoler le champignon de plusieurs 
especes d'insectes. Les insectes, utilises pour les isolements venaient des pays 
d'origine ou bien deja mycoses ou bien ils developpaient la maladie apres un 
certain temps d'elevage a la Miniere. En plus j'ai recu trois souches isolees par 
le Dr. LATCH en Nouvelle Zelande (no. 21, 22, 23), une souche du C.B.S. -
Baarn - Pays-Bas (no. 1) et deux souches de l'lnstitut de recherches phytopatho-
logiques - Wageningen - isolees du sol (no. 24,25). 
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Finalement la collection des souches de M. anisopliae etait constituee comme 
suit: 

No. 
1. 

2. 
3. 
5. 
6. 
7. 
8. 

13. 
14. 
15. 
16. 
17. 
18. 
19. 
20. 
21. 
22. 

23. 
24. 
25. 

Isole de: 
Inconnu; mycotheque la Miniere, 
obtenu par le C.B.S. 
Oryctes nasicornis L. 
Melolontha melolontha L. 
Strategus aloeus L. 
Cetonia aurata (L.) 
Potosia affinis ANDERSCH 
Polyphylla olivieri CAST. 
Cyclocephala sp. 
Phyllopertha horticola L. 
Oryctes monoceros OL. 
Tipula sp. 
Schistocerca gregaria (FORSK.) 
Pacnoda marginata DRURY 
Agrionome favimairei MONTZ. 
Leptinotarsa decemlineata SAY 
Costelytra zealandica WHITE 
Heteronychus sanctae-helenae 
BLANCH. 
Oxycanus sp. 
Sol 
Sol 

Milieu d'isolement: 

? 
Martin 
Sabouraud 
Sabouraud 
Cerise 
Cerise 
Cerise 
Cerise 
Cerise 
Cerise 
Veen-Ferron 
Cerise 
Cerise 
Cerise 
Cerise 

? 

? 
? 

Cerise 
Cerise 

Paysd'origine: 

? 
France. 
France. 
Colombie, elevage. 
France, elevage. 
France, elevage. 
Iran, elevage. 
Argentine. 
France, elevage. 
Samoa, elevage. 
France. 
Ery three. 
Cote d'lvoire, elevage, 
Nouvelle-Caledonie. 
France, elevage. 
Nouvelle-Zelande. 

Nouvelle-Zelande. 
Nouvelle-Zelande 
Pays-Bas 
Pays-Bas 

Pour specifier les souches je continuerai a utiliser cette numeration. 

3.2. DEVELOPPEMENT ET CROISSANCE 

Dans la litterature il y a de tres nombreuses donnees concernant la culture de 
M. anisopliae. On peut distinguer deux buts de la culture: 
a. Culture en petites quantites, en tubes ou en boites de Petri pour des essais 

de laboratoire ou pour l'observation des caracteres culturaux. 
b. Culture en masse pour la lutte biologique. 
En plus une subdivision suivant la nature du milieu est possible: 
a. Culture sur milieu solide (gelose ou naturel). 
b. Culture sur milieu liquide (culture flottante). 
c. Culture dans milieu liquide (culture immergee). 

3.2.1. Culture en petites quantites 
Un milieu sur lequel le mycelium se developpe bien n'est pas necessairement 

bon pour la formation des spores. Pour obtenir des petites quantites de spores 
on peut utiliser toutes sortes de materiaux naturels sterilises. II y a de nombreu
ses donnees dans la litterature: GOUGH (1910) indique la pomme de terre le 
riz, les carottes et les pois; PICARD (1913) le pain; RORER (1910) les haricots Le 
champignon pousse et sporule egalement bien sur des agars contenant des 
decoctions de ces materiaux naturels. , r 

Mais j 'ai constate que sur un milieu ne contenant que des sels mmeraux comme 
par exemple le Czapek le champignon se developpait egalement tres bien. 
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MACLEOD (1954) indique un autre milieu artificiel pour la culture contenant 
du KH2P04, Na2HP04, MgS04, CaCl2, Fe (NH4)2(S04)2, ZnS04 , MnS0 4 et 
du glucose. La plupart des informations ne fournissent que des donnees 
empiriques. 

3.2.2. Cultureflottante. 
J'ai compare la production de conidies sur des decoctions differentes. Com

me critere j'utilisais la distance des 'pseudosporodochies', mesure a l'oeil; 
comme souchej'employais la souche M. anisopliae no. 1. Les decoctions etaient 
preparers a la concentration de 3 % dans des boites de Roux, trois par serie. 
La temperature pendant l'essai etait maintenue a 27 °C. 
L'observation des resultats apres un mois donne: 

Milieu Sporulation 

Riz 
Pomme de terre/carotte 
Ma'is 
Flocons d'avoine 
Sabouraud 

± 
+ 
+ + 
+ + + 
+ + + + 

3.2.3. Culture en masse 

3.2.3.1. B las tospores 

ADAMEK (1965) indique la production de blastospores (elements myceliens se 
reproduisant comme des levures) par analogie avec la production de Beauveria 
en culture immergee. II indique qu'apres environ cinq jours la croissance de 
M. anisopliae atteint un maximum, c.a.d. un maximum de poids du mycelium, 
ce qui ne correspond pas necessairement avec un maximum de blastospores. 
Le milieu d'Adamek consiste de glucose 4 %, extrait de levure (Difco) 4 % et 
de Corn Steep Liquor 3 %. II parait etre necessaire d'ajouter du Tween 80 en 
faible dose. Sans Tween 80 il n'y a qu'une formation de boules myceliennes 
et les blastospores ne sont pas formees. Quoique cela ne soit pas indique il 
parait probable qu'ADAMEK n'ait pas fait des essais avec des isolements dif-
ferents de M. anisopliae. II m'a paru interessant de comparer une dizaine de 
souches du champignon en tenant compte surtout de la production de blasto
spores. 

Les essais etaient faits dans des erlenmeyers de 100 ml, contenant 30 ml du 
milieu d'Adamek, auquel etait ajoute du Tween 80 a titre de 0,4 %. Pendant des 
essais preliminaires il a paru que le nombre de spores utilisees pour l'ensemen-
cement influencait le moment auquel le maximum de la concentration en blas
tospores etait atteint, mais la valeur absolue de ce maximum n'est pas influen-
cee par la concentration de conidiospores de l'ensemencement. Les souches 
differentes etaient cultivees sur un Sabouraud de conservation. Les conidio
spores etaient utilisees une semaine apres le debut de la sporulation. De cette 
facon j'esperais avoir des spores qui seraient toutes capables de germer. 

Les spores etaient enlevees des tubes a l'aide d'une aiguille sterile et elles 
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etaient mises dans une solution sterile de Tween 80 de 1 %. Elles etaient mises 
en suspension a l'aide d'une barre magnetique. 3 x 10' spores par Erlenmeyer 
etaient utilisees pour l'ensemencement c.a.d. un million de spores par ml de 
milieu d'Adamek. La temperature pendant les essais etait maintenue a 27-28 °C; 
il y avait a peu pres 430 agitations par minute. Des observations etaient faites 
toutes les 24 heures: j'enlevais un ml du milieu a l'aide d'une pipette sterile et 
les blastospores etaient corruptees a l'aide d'une cellule de Burker-Turk, eventuel-
lement apres dilution. Je definis les blastospores comme des elements myceliens 
isoles qui ne sont pas trois fois plus long que large. 

Dans la majorite des cultures on trouve des tubes germinatifs 24 heures 
apres l'ensemencement. Sur ces tubes se developpent des bourgeons qui, par 
le mouvement, se detachent. Ces bourgeons (blastospores) continuent a se 
multiplier par bourgeonnement. Apres 72 heures le milieu de culture est devenu 
deja tres epais et souvent on a de la difficulte a faire un pielevement avec une 
pipette. Apres 96 heures le milieu de culture est devenu presque compact, 
l'agitation n'est plus necessaire et les blastospores se developpement en hyphes 
plus ou moins longues. 

J'utilisais comme souches pour ces essais: cinq souches de la f. minor de 
M. anisopliae (souches no. 3, 7,17, 19 et 24) et cinq souches de la/, major (sou
ches no. 2, 5, 6, 14 et 25). Les souches no. 24 (f. minor) et no. 25 (f. minor) 
etaient isolees du sol. Avec la majorite des souches on obtenait un taux de 
blastospores par ml entre 108 et 109, sauf avec la souche 24 qui ne produisait 
que 2,5 x 107 blastospores. La souche 17 n'a commence son developpement 
qu'apres 48 heures. 

3.2.3.2. Conidiospores 
KRASSILTCHIK (1880) produisait des conidiospores en grandes quantites sur 

un milieu liquide dont il ne decrit pas la composition. A 25 °C il obtenait 180 a 
220 grammes de spores par metre carre apres 14-15 jours. 

RORER (1913) utilisait des conidiospores pour faire la lutte biologique, 
produites en grandes quantites sur du riz sterile en chambres de culture. 

VOUK et KLAS (1931) produisaient egalement des conidiospores sur du riz 
sterilise et calculaient que par metre carre a peu pres 320 grammes de spores 
etaient produites, en faisant la recolte quatre fois. 

KALASHNIKOV (1939) a apparemment realise la production en grandes quan
tites sur des morceaux de pomme de terre en 15-20 jours. II ne donne pas 
d'indications concernant le rendement. 

J'ai essaye d'utiliser une methode, indique par MCCOY et CARVER (1941) 
pour la production des conidiospores de Beauveria bassiana (BALS.) VUILL. 
Ces auteurs utilisaient du son humidifie et sterilise. M. anisopliae pousse et 
sporule relativement bien sur ce milieu qui me paraissait tout de meme manquer 
un peu de proteines. J'ai utilise du riz cuit a la vapeur. Ce riz etait depose en 
grandes boites de Petri avec un diametre de 20 cm, et autoclave. Apres re-
froidissement les boites de Petri etaient ensemencees et mises a une etuve a 27-
28 °C. 
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Apres environ un mois les boites de Petri etaient placees dans un refrigera-
teur a +4 °C dans le noir. Elles etaient laissees la pendant une semaine pour 
dessecher. Par succion les spores etaient enlevees du milieu et recoltees sur 
papier filtre entre deux couvercles de dessiccateurs. Le rendement etait a peu 
pres 0,5 gr. de spores par boite de Petri. 

3.2.4. Developpement et croissance: donnees complementaires 

Dans les pages precedentes j 'ai donne quelques informations concernant le 
developpement et la croissance d'une nature plutot empirique. Quoique je 
n'aie pas fait des essais plus precis il me parait neanmoins utile de completer ce 
chapitre en faisant la mise au point bibliographique. Finalement il y a tres peu 
de travaux s'occupant des aspects biochimiques de la physiologie de M. aniso-
pliae. Surtout les publications de HUBER (1958), LIHNELL (1944) et VOUK et 
KLAS (1931) ont approfondi nos connaissances dans ce domaine. II faut tout 
de meme bien se rendre compte qu'il est dangereux de parler des aspects bio
chimiques de la physiologie de ce champignon et de comparer les donnees des 
differents auteurs, etant donne que des isolements differents d'un champignon 
entomopathogene peuvent varier considerablement. 

3.2.4.1. Inf luence de la t empe r a t u r e 
La plupart des auteurs s'accordent a dire que l'optimum pour la croissance 

se situe entre 25° et 30°C. LIHNELL (1944) mesurait le poids du mycelium en 
culture flottante et trouvait un optimum de 27 °-30°C. 

LATCH (1965) faisait la comparaison de six isolements de M. anisopliae. Les 
optima de temperature de cinq de ces souches se trouvaient en effet entre 25 ° et 
30 °C, une souche formant une exception, ayant son optimum a 20 °C. II indique 
7 °C et 35 °C comme respectivement minimum et maximum pour la croissance. 
Ces donnees correspondent done assez bien avec celles de LIHNELL. 

3.2.4.2. Inf luence du pH 
HUBER (1958) indique comme extremes de pH pour la croissance 3,3 et 

8,5. Ces informations correspondent approximativement avec celles de LIHNELL 

(1944): extremes de pH 2,0-8,5 optimum pH 6,9. D'apres VOUK et KLAS (1931) 
l'optimum de pH pour la formation des conidies se situe entre pH 6,9 et 7,4; 
d'apres eux la croissance peut avoir lieu entre pH 4,7 et 10. 

3.2.4.3. Inf luence de la lumiere 
MULLER-KOGLER (1960) observait que le pourcentage de germination du 

champignon, pendant les premieres 24 heures de la germination etait plus 
eleve dans l'obscurite qu'a la lumiere. 

CHENG et CHEN (1962) communiquent que la lumiere est favorable pour la 
sporulation. 

VOUK et KLAS (1931), au contraire, indiquent que la croissance et la sporula-
lation sont retardees par la lumiere. 

Sur culture flottante j 'ai observe une meilleure fructification dans la lumiere 
diffuse que dans l'obscurite. 
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3.2.4.4. In f luence de l ' humid i t e r e la t ive 
Je traiterai l'influence de l'humidite relative sur la germination des spores dans 

le chapitre 'germination' (5.). 
II y a vraiment peu d'information sur l'influence de l'humidite relative. 

Seuls VOUK et KLAS (1931) remarquent que ces facteurs sont tres importants 
pour la croissance et surtout pour la fructification du champignon. 

3.2.4.5. Va leur nu t r i t i ve de d ifferents c on s t i t u an t s ch imiques 
Constituant HUBER(1958) LIHNELL (1944) VOUK et KLAS 

(1931) 

Acide butyrique 
Acide oleinique 
Acide palmitique 
Acide stearique 
Alcool ethylique 5 % 
Amidon 
Arabinose 
Asparagine 
Beurre 
Cellulose 
Chitine 
d-Alanine 
Dextrose 
d-Galactose 
d (-) Mannite 
Gelatine 
Glucose 
Glycerine 
Glycocole 
Glycogene 
Huile de soja 
Inuline 
KN0 3 

K-palmitate 
Levulose 
Maltose 
Na-acetate 
Na-carbonate 
Na-K-tartrate 
Na-stearate 
NH4C1 
NH4-tartrate 
NH 4N0 3 

(NH4)2S04 

Saccharose 
Tannin 
Uree 

+ 

+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
— 

+ 
4-

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
— 
— 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 



3.3. CONSERVATION 

3.3.1. Conservation au refrigerateur 
Pour la conservation des souches au laboratoire j 'ai copie la technique, 

utilisee pour les Penicillium au C.B.S. (Baarn) Pays-Bas. II fallait d'abord trou-
ver des milieux de culture sur lesquels les differentes souches poussaient et 
sporulaient bien et surtout sur lesquels il n'y avait pas trop de mutations. II 
paraissait que le Sabouraud de conservation et le jaune d'oeuf, coagule a 80 °C. 
(MULLER-KOGLER, 1959) etaient particulierement avantageux. Quand les isole-
ments commencaient a sporuler sur ces milieux les tubes etaient mis au refri
gerateur a +4°C. Les repiquages etaient toujours effectuees inversement: du 
jaune d'oeuf sur Sabouraud de conservation et vice versa. Sous ces conditions 
on peut attendre six mois avec les repiquages. Meme apres 20 mois tous les 
repiquages des souches, provenant du jaune d'oeuf reussissaient. Mais sur le 
Sabouraud de conservation, materiel dessechant plus rapidement les spores 
paraissent perdre leur pouvoir germinatif plus precocement. 

3.3.2. Lyophilisation 

Les souches etaient lyophilisees aussi, grace a l'aide de l'lnstitut de Microbiolo
gic de Wageningen et du C.B.S. (Baarn). 

Les differents isolements etaient ensemences sur un Sabouraud de conserva
tion a 27 °C. Une semaine apres le debut de la sporulation les spores etaient 
recoltees et suspendues dans une solution de dextran 5 % et de Na-glutaminate 
1 %. Le pH etait mis a 7,0. Tres peu (0,1 ml) de la suspension etait mis dans de 
petites tubes, fermes au coton. Les tubes restaient d'abord a +4°C. Ensuite 
ils etaient mis a une temperature de -15 °C. Enfin les cultures etaient lyophili
sees pendant 18 heures a -30CC. Les petits tubes etaient ensuite mis dans des 
tubes plus grands, contenant quelques cristaux de sulfate de cuivre anhydrique, 
qui etaient fermes sous vide. Apres 11 mois un controle de viabilite etait effectue. 
Les resultats etaient negatifs. Les differents isolements etaient egalement lyo-
philises au C.B.S. (Baarn) en lait ecreme (VON ARX, 1967). Apres 6 mois pres-
que toutes ces cultures etaient encore viables. 

HESSELTINE, BRADLE et BENJAMIN (1960) communiquent que des spores 
lyophilisees de M. anisopliae etaient encore viables apres 16 ans. Ces auteurs 
utilisaient probablement une suspension de spores dans un serum de viande 
pour lyophiliser. La temperature pour cette methode de lyophilisation etait 
probablement plus elevee, quoique dans leur publication HESSELTINE et al. 
n'indiquent pas clairement que la methode de lyophilisation est celle decrite 
in extenso par RAPER et ALEXANDER (1945). 

1° Meded. Landbouwhogeschool Wageningen 58-5 (1968) 



4. LISTE D 'HOTES 

BALFOUR-BROWNE (1960) donne une liste de 94 especes d'insectes, sensibles 
a M. anisopliae. 

LATCH (1965) remarque que cette liste est loin d'etre complete et qu'une 
recherche bibliographique lui a montre qu'il y a plutot 166 especes d'insectes 
trouve infectees dans la nature. LATCH ne donne que le nombre et ne specifie 
pas de quelles especes il s'agit. Un essai de revue complete de la litterature m'a 
montre qu'il y a au moins 204 especes d'insectes qui sont sensibles a ce champig
non. Dans la liste qui suit ne sont pas places les insectes qui ont ete trouves sen
sibles pendant des essais de laboratoire car, par injection experimentale, on 
peut probablement infecter presque chaque espece d'insecte. 

En regardant la liste on se rend compte que M. anisopliae est en effet tres cos
mopolite, mais que la plupart des observations sont faites dans des regions 
tropicales ou subtropicales. Cela correspond avec les donnees concernant 
l'optimum de temperature pour la croissance du champignon. 

Peu d'observations concernent une vraie epizootie et dans la majorite des 
cas on n'a trouve que quelques insectes isoles, attaques par le champignon. On 
n'indique pas toujours si il s'agit de larves ou d'adultes. 

Ce qui frappe surtout quand on observe cette liste, c'est le fait que dans 
l'ordre des Coleoptera 60 % des especes sont des Scarabaeidae. Dans cette 
famille les larves ont surtout une vie souterraine. La meme chose est vraie pour 
la famille des Curculionidae. Au moins trois quart des especes sensibles a 
M. anisopliae de l'ordre des Coleoptera ont done une vie souterraine comme 
larve. Cela nous menerait a croire que M. anisopliae trouve les conditions les 
plus favorables pour attaquer des insectes dans le sol. 

Cette liste etait faite de facon a pouvoir choisir parmi les insectes une hote 
particulierement sensible a M. anisopliae. 

ACRIDIDAE 
Acridium sp. 
Anacridium aegyptium L. 
Cyrtacanthacris nigricornis BURM. 
Melanoplus sp. 
Nomadacris septemfasciata SERV. 
Schistocerca gregaria FORSK. 
Schistocerca paranensis BURM. 
Truxalis sp. 

GRYLLOTALPIDAE 
Scapteriscus acletus REHN et HEB. 
Scapteriscus borelli G-T. 
Scapteriscus vicinus SCUD. 
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ORTHOPTERA 

Indonesie 
Egypte 
Java 
U.S.A. 
Rhodesie 
Erytree 
Argentine 
Indonesie 

U.S.A. 
Argentine 
U.S.A. 

ROEPKE (1915) 
NATTRASS (1932) 
ROEPKE (1915) 
HYSLOP (1915) 
LEWIN (1936) 
BALFOUR-BROWNE (1960) 
MARCHIONATTO (1942) 
ROEPKE (1915) 

HAYSLIP (1943) 
MARCHIONATTO (1942) 
HAYSLIP (1943) 
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DERMAPTERA 

FORFICULIDAE 
Forficula auricularia L. U.S.A. BARSS et STEARNS (1925) 

MIRIDAE 
Helopeltis sp. 

PENTATOMIDAE 
Scotinophara lurida BURM. 

CERCOPIDAE 
Aeneolamia flavilatera UR. 
Aeneolamia postica WALK. 
Aeneolamia varia FABR. 
Tomaspis flavopicta STAL. 
Tomaspis humeralis LEP. et SERV. 
Tomaspis pictipennis UHL 
(=saccharina DIST.) 

CICIDIDAE 
Cicada sp. 
Cicada viridis STAL. 
Magicicada septendecim L. 

DELPHACIDAE 
Perkinsiella saccharicida KIRK. 
Perkinsiella vastratrix BREDDIN 
Saccharosydne saccharivora WESTW. 
Pyrilla sp. 

FLATIDAE 
Ormenis pygmaea F. 
Phromnia marginella STAL. 

COCCIDAE 
Cryptococcus sp. 
Cryptococcus punctulatus SCODD 
Pseudococcus maritimus EHRH. 
Pseudococcus sp. 

HEMIPTERA 

Java 

Japon 

Barbados 
Trinidad 
Trinidad 
Bresil 
Bresil 

Trinidad 

Java 
Maurice 
U.S.A. 

Hawai 
Philippines 
Venezuela 
Inde 

Puerto Rico 
Ceylon 

U.S.A. 
U.S.A. 
Allemagne 
Maurice 

LEEFMANS (1916) 

KATSUMATA (1930) 

JAMES (1946) 
PvORER (1910) 
RORER (1913) 
LEPAGE et MONTE (1942) 
LEPAGE et MONTE (1942) 

STEVENSON (1918) 

VON HOEHNEL (1909) 
BALFOUR-BROWNE (1960) 
KATSURA et JOHNSON (1937) 

Mum (1921) 
BALFOUR-BROWN (1960) 
GUAGLIUMI (1953) 
JAGTAP (1958) 

CAMUNAS (1919) 
BALFOUR-BROWNE (1960) 

CHARLES (1941) 
CHARLES (1941) 
OTT (1960) 
BALFOUR-BROWNE (1960) 

AEGERIIDAE 
Vitacea polistiformis HARRIS 

AGROTIDAE 
Agrotis ypsilon ROTT. 
Alabama argillacea HBN. 
Cirphis unipuncta 
Euxoa atomaris 
Heliothis armigera HBN.: 
Papaipema nebris GN. 
Plathypena scabra FABR. 
Porosagrotis vetusta WALKER 
Prodenia irex 
Spodoptera exempta WLK. 
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LEPIDOPTERA 

U.S.A. 

U.S.A. 
U.S.A. 
Argentine 
U.S.A. 
U.S.A. 
U.S.A. 
U.S.A. 
U.S.A. 
Argentine 
Hawai 

STEINHAUS et MARSH (1962) 

ROCKWOOD (1950) 
STEINHAUS (1951) 
MARCHIONATTO (1942) 
ROCKWOOD (1950) 
CHARLES (1941) 
DECKER (1931) 
STEINHAUS (1951) 
ROCKWOOD (1950) 
MARCHIONATTO (1942) 
PEMBERTON (1938) 
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Spodoptera mauritia BOISD. 

ARTIIDAE 
Diacrisia virginica F . 

BOMBYCIDAE 
Bombyx mori L. 

BRASSOLIDAE 
Brassolis sophorae L. 

CRAMBIDAE 
Diatraea saccharalis F . 
Diatraea zeacolella DYAR 

Hawai 

U.S.A. 

U.S.A. 

Guyane Anglaise 

Trinidad 
U.S.A. 

WILLIAMS (1931) 

CHARLES (1941) 

GLAZER (1926) 

CLEARE et SQUIRE (1934) 

RORER (1913) 
LEIBY (1920) 

EUCOSM1DAE 
Endrmonia pomonella L. 

GALLERIIDAE 
Galleria mellonella L. 

HEPIALIDAE 

France 

France 

STEINHAUS et MARSH (1962) 

BOCZKOWSKA (1935) 

Oxycanus sp. 
Oxycanus cervinata WALK. 

NOTODONTIDAE 
Nerice davidi OBTH. 

PHYCITIDAE 
Homoeosoma electellum HULST 

PYRAUSTIDAE 
Diaphania hyalinata L. 

SATURNIIDAE 
Samia cecropia L. 
Dictyoploca japonica MOORE 

THO UMETOPOEIDAE 
Thaumetopoea pityocampa SCHIFF. 

AS1LIDAE 
Plesiomma sp. 

CHIRONOMIDAE 
Chironomus sp. 

TIPULIDAE 
Tipula sp. 

TRYPETIDAE 
Rhagoletis suavis completa CRESS. 

Nouvelle Zelande 
Nouvelle Zelande 

Japon 

U.S.A. 

Cuba 

U.S.A. 
Japon 

France 

DIPTERA 

Cuba 

U.S.A. 

France 

U.S.A. 

LATCH (1965) 
DUMBLETON (1945) 

KOBAYASI (1941) 

SATTERTHWAIT et SWAIN (1946) 

MYERS (1932) 

CHARLES (1941) 
KOBAYASI (1941) 

BILIOTTI (1959) 

JOHNSTON (1918) 

CHARLES (1941) 

VEEN (cette publication) 

CHARLES (1941) 

ICHNEUMONIDAE 
Amblyteles sp. 

PAMPHILIIDAE 
Cephaleia abietis L. 

HYMENOPTERA 

U.S.A. 

AHemagne 
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ROCKWOOD (1950) 

DONAUBAUER (1962) 
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SCOLIIDAE 
Campsomeris quadrifasciata 
Campsomeris (Tiphia?) radula FABR. 
Campsomeris tasmaniensis SAUSS. 

TIPHIIDAE 
Tiphia inornata SAY 

BYTURIDAE 
Byturus unicolor SAY 

CARABIDAE 
Amara obesa SAY 
Colpodes japonicus 
Omus sp. 

CERAMBICIDAE 
Ergates faber L. 
Monochamus galloprovincialis OL. 
Prionus sp. 
Rhagium inquisitor L. 
Stenodontes insularis 
Stenodontes spec. 

CHRYSOMELIDAE 
Bronthispa mariana SPAETH 
Diabrotica longicornis SAY 
Diabrotica vittata F. 
Leptinotarsa decemlineata SAY 

COCCINELLIDAE 
Epilachna sp. 

CURCUUONIDAE 
Apion aestivum GERM. 
Ceuthorrhynchus macula-alba HERBST 
Chalcodermus aenus BOH. 
Cleonus punctiventris GERM. 
Curculio carayae HORN 
Curculio elephas GYLL. 
Desmoris fulvus LEC. 
Diaprepes abbreviata L. 
Diaprepes abbreviatus spengleri L. 
Graphognathus leucoloma BOH. 
Hypera nigrirostris F. 
Hypera punctata F. 
Hypera variabilis HBST. 
Metamasius hemipterus L. 
Psalidium maxillosum F. 

Rhabdocnemis obscura BOISD. = 
(Rhabdoscelus obscurus BOISD.) 

Rhyncophorus ferrugineus OL. 
Sitona sp. 
Sitona flavescens 
Stenocarus fuliginosus MARSH. 
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Phillippines 
Australie 
Australie 

U.S.A. 

COLEOPTERA 

U.S.A. 

U.S.A. 
Japon 
U.S.A. 

St. Marguerite 
St. Marguerite 
U.S.A. 
St. Marguerite 
Japon 
Samoa 

U.S.A. 
U.S.A. 
U.S.A. 
Pologne 

U.S.A. 

Suede 
T. Hongrie 

U.S.A. 
Russie 
U.S.A. 
Italie 
U.S.A. 
Barbados 
Porto Rico 
U.S.A. 
U.S.A. 
U.S.A. 
U.S.A. 
Porto Rico 
Russie 

Hawai 
Ceylan 
Angleterre 
Ecosse 
Moravie 

BALFOUR-BROWNE (1960) 
JARVIS (1924) 
JARVIS (1924) 

STEVENSON (1918) 

CHARLES (1941) 

ROCKWOOD (1950) 
KOBAYASI (1941) 
ROCKWOOD (1950) 

FRIEDERICHS (1919) 
FRIEDERICHS (1919) 
STEINHAUS et MARSH (1962) 
FRIEDERICHS (1919) 
KOBAYASI (1941) 
FRIEDERICHS (1920) 

STEINHAUS (1951) 
CHARLES (1941) 
CHITTENDEN (1919) 
MAJCHROWICZ (1962) 

CHARLES (1941) 

NOTINI (1938) 
UBRIZSY et VOROS (1962) 

HETRICK (1946) 
METSCHNIKOFF (1879) 
SWINGLE et SEAL (1931) 
COLIZZA (1929) 
CHARLES (1941) 
Anon. (1914) 
JONES (1915) 
CHARLES (1941) 
CHARLES (1941) 
CHARLES (1941) 
CHARLES (1941) 
STEVENSON (1918) 
KAVKAZSKAYA-TZEGE et 

MEDVEDEV (1944) 

SPEARE (1912) 
PETCH (1922) 
JACKSON (1934) 
PETCH (1932) 
ROZSYPAL (1941) 

Meded. Landbouwhogeschool Wageningen 68-5 (1968) 



ELATERIDAE 
Agriotus mancus SAY 
Agriotus obscurus L. 
Agriotes sputator L. 
Cardiophorus sp. 
Conoderus sp. 
Conoderus vespertinus FABR. 
Corymbites cupreus F . 
Limonius calif or nicus MANNH. 
Ludius cylindriformis HBST. 
Monocrepidius lividus D E G . 

LAMPYRIDAE 
Lamprophorus sp. 

SCARABAEIDAE 
Adoretus compressus WEB . 
Adoretus mauritianus OHS. 
Adoretus tenuimaculatus 
Adoretus umbrosus FABR. 
Alissonotum impressicolle ARR . 
Alissonotum sp. 
Amphimallon majalis R A Z . 
Amphimallon semivillosus FAIR. 
Anisoplia austriaca HERBST. 
Anomala aenea D E C 
Anomala aureola HOPE 
Anomala exicialis PER. 
Anomala orientalis WATERH. 
Anomala sp. 
Aphodius sp. 
Canthon sp. 
Cetonia aurata L. 
Cetonia sp. 
Cnemarachnis portoricensis SMYTH 
Cnemarachnis vandinei SMYTH 
Costelytra zealandica WHITE 
Cotinis nitida L. 
Cotinis texana CASEY 
Cyclocephala sp. 
Dermolepida albohirta WATERH. 
Diloboderus abderus STURM 
Dynastes gideon L. 
Dyscinetus barbatus 
Dyscinetus geminatus F . 
£«cya condensata GERST. 
Geotrogus deserticola BLANCH. 
Heteronychus sanctae-helenae BLANCH. 
Holotrichia helleri BRSK. 
Hylamorpha elegans BURM. 
Lachnosterna anxia LEC. 
Lachnosterna citri SMYTH 
Lachnosterna consanguinea BLANCH. 
Lachnosterna fusca FROEL. 
Lachnosterna futilis LEC . 
Lachnosterna rugosa MELSH. 

U.S.A. 
Canada 
Canada 
U.S.A. 
U.S.A. 
U.S.A. 
Angleterre 
U.S.A. 
U.S.A. 
U.S.A. 

Ceylan 

Java 
Maurice 
Hawai 
Hawai 
Birmanie 
Formose 
France 
Maroc 
Russie 
Pologne 
Malaisie 
S. Rhodesie 
Hawai 
Hawai 
Porto Rico 
Porto Rico 
France 
France 
Porto Rico 
Porto Rico 
Nouvelle Zelande 
U.S.A. 
U.S.A. 
Argentine 
Australie 
Argentine 
Rhodesie 
Porto Rico 
Guyane Anglaise 
Madagascar 
Algerie 
Nouvelle Zelande 
Java 
Chili 
Canada 
Porto Rico 
Inde 
Canada 
U.S.A. 
Canada 
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PETTIT (1895) 
Fox et JAQUES (1958) 
Fox et JAQUES (1958) 
CHARLES (1941) 
STEINHAUS et MARSH (1962) 

STEINHAUS et MARSH (1962) 

EDWARDS et EVANS (1950) 

ROCKWOOD (1950) 
CHARLES (1941) 
CHARLES (1941) 

PETCH (1931) 

VAN DER GOOT (1915) 
PETCH (1937) 
STEVENSON (1918) 
SPEARE (1921) 
GHOSH (1937) 
CHENG et CHEN (1962) 

HURPIN et VAGO (1958) 

MOUTIA (1940) 
METSCHNIKOFF (1879) 
SIEMASZKO (1937) 
CORBETT (1937) 
BUNZLI et BOTTIKER (1959) 

FRIEND (1929) 
SPEARE (1921) 
STEVENSON (1918) 
STEVENSON (1918) 
HuRPiNet VAGO (1958) 
VUILLEMIN (1904) 
STEVENSON (1918) 
STEVENSON (1918) 
LATCH (1965) 
SWINGLE et SEAL (1931) 

PHILLIPS et Fox (1924) 
VEEN (cette publication) 
JARVIS (1916) 
MARCHIONATTO (1942) 
BUNZLI et BUTTIKER (1959) 

STEVENSON (1918) 

CLEARE (1933) 
FRIEDERICHS (1920) 
MOUTIA (1941) 
LATCH (1965) 
STEVENSON (1918) 
DUTKY (1957) 
CHARLES (1941) 
STEVENSON (1918) 
KALRA et KULSHRESHTA (1961) 

CHARLES (1941) 
CHARLES (1941) 
CHARLES (1941) 
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Lachnosterna (Phytalus) smithi ARR. 
Lachnosterna sp. 
Lepidiota albohirta WATERH. 
Lepidiota frenchi BLKB. 
Lethrus cephalotes PALL. 
Leucopholis roridae F . 
Ligyrus ebenus DE G. 
Ligyrus (Euetheola) rugiceps LEC. 
Ligyrus tumulosus BURM. 
Melolontha hippocastani F . 
Melolontha melolontha L. 
Mimela splendens BURM. 
Oryctes monoceros O L . 
Oryctes nasicornis L. 
Oryctes radama COQ. 
Oryctes rhinoceros L. 
Pacnoda marginata DRURY 
Pericoptus truncatus FABR. 
Phyllopertha horticola L. 
Phyllophaga anxia LEC. 
Phyllophaga citri SMYTH 
Phyllophaga drakii KBY. 
Phyllophaga fusca FROE 
Phyllophaga guanicana SMYTH. 
Phyllophaga futilis LEC. 
Phyllophaga portoricensis SMYTH. 
Phyllophaga rugosa MELSH. 
Phyllophaga vandinei SMYTH. 
Phytalus apicalis BLANCH. 
Phy talus insular is SMYTH. 
Phytalus smithi ARROW 
Polyphylla barbata CAZIER 
Polyphylla olivieri CAST. 
Popillia japonica NEWM. 
Potosia affinis ANDERSCH. 
Rhizotrogus carduorum E R . 
Rhizotrogus solstitialis L . 
Strategus aloeus L . 
Strategus barbigerus CHAPIN 
Strategus quadrifoveatus BEAUV. 
Strategus sp. 
Strategus titanus SMYTH 

SCOLYTIDAE 
Dendroctonus terebrans Ol. 
Stephanoderes hampei Vert. 
Sternotomis maculata Hintz. 

TENEBRIONIDAE 
Eleodes opaca SAY 
Embaphion muricatum SAY 
Tenebrio molitor L . 

Barbados 
Porto Rico 
Queensland 
Australie 
Russie 
Java 
Guyane Anglaise 
U.S.A. 
Porto Rico 
Pologne 
Pologne 
Japon 
Samoa (elevage) 
Russie 
Madagascar 
Samoa 
France 
Nouvelle Zelande 
France 
Canada 
Porto Rico 
Canada 
Canada 
Porto Rico 
Canada 
Porto Rico 
Canada 
Porto Rico 
Porto Rico 
Porto Rico 
Maurice 
U.S.A. 
Iran (elevage) 
U.S.A. 
Argentine (elevage) 
Maroc 
France 
Colombie (elevage) 
Porto Rico 
Porto Rico 
Porto Rico 
Porto Rico 

U.S.A. 
Indonesie 
Madagascar 

U.S.A. 
U.S.A. 
U.S.A. 

BOURNE (1921) 
VAN DINE (1913) 
TRYON (1914) 
ILLINGWORTH et JARVIS (1918) 

METSCHNIKOFF (1879) 
GROENEWEGE (1916) 
CLEARE (1930) 
PHILLIPS et Fox (1924) 
STEVENSON (1918) 
KARPINSKI (1949) 
SIEMASZKO (1937) 
KOBAYASI (1941) 
VEEN (cette publication) 
POSPELOV (1936) 
FRIEDERICHS (1920) 
FRIEDERICHS (1920) 
VEEN (cette publication) 
LATCH (1965) 
LE MOULT (1893) 
HAMMOND (1940) 
MARTORELL (1945) 
HAMMOND (1940) 
HAMMOND (1940) 
CHARLES (1941) 
HAMMOND (1940) 
MARTORELL (1945) 
HAMMOND (1940) 
MARTORELL (1945) 
CHARLES (1941) 
STEVENSON (1918) 
STEVENSON (1918) 
STEINHAUS et MARSH (1962) 

VEEN (cette publication) 
HADLEY (1938) 
VEEN (cette publication) 
MOUTIA (1940) 
HURPIN et VAGO (1958) 

VEEN (cette publication) 
CHARLES (1941) 
PLANK (1948) 
CHARLES (1941) 
STEVENSON (1918) 

HOLT (1961) 
FRIEDERICHS (1922) 
FRIEDERICHS (1920) 

MCCOLLOCK (1919) 
WADE et BOVING (1921) 

HYSLOP (1915) 
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5. GERMINATION ET DEVELOPPEMENT DBS TUBES 
GERMINATIFS 

5 .1 . MORPHOLOGIE DES CONIDIES ET LEUR POUVOIR GERMINATIF 

5.1.1. Morphologie des conidies 
Les conidies de M. anisopliae peuvent varier considerablement de dimensions 

en rapport avec Pisolement etudie (voir 2.2.): longueur 3,1 — 16,6 (x; largeur 
2,5-5,6 [i. Je me suis surtout interesse a la souche 17, isolee de S. gregaria. 
La forme des spores est generalement cylindrique avec des extremites arrondies. 
Avec le microscope ordinaire on ne peut pas observer beaucoup de details dans 
les spores: le contenu de la cellule est souvent granuleux, aux deux extremites 
il y a des gouttelettes ayant une refraction plus elevee, ce qui est encore plus 
caracteristique au contraste de phase. De facon a pouvoir etudier plus de details 
j'ai observe les spores de la souche M. anisopliae no. 17 a l'aide du microscope 
electronique (VEEN, 1967), grace a l'aide du Service Physique et Technique de 
Wageningen. 

Les spores ont une paroi epaisse, dont l'exterieur est plus electrondense que 
l'interieur. L'exterieur est cannele. L'interieur de la spore est entoure d'une 
membrane mince qui donne l'impression d'etre lamellee. Dans cette membrane 
on trouve un ou deux grands corps, formant presque entierement l'interieur de 
la spore. Ces corps peuvent contenir des granules. Un petit espace apparait 
entre ces corps (entoures eux aussi d'une paroi infime) et la membrane. Aux 
deux extremites ou a l'une d'elles seulement il y a des goutelettes tres peu elec-
trondenses qui apparemment n'ont pas de paroi et qui parfois se degradent dans 
l'endoplasme. Dans les coupes (voir photographie 2) observers a l'aide du micro
scope electronique je n'ai jamais trouve plus qu'un noyau qui est entoure d'une 

/••&&?•*' ^< Si; 

PHOTOGRAPHIE 2. 

Conidiospore de M. anisopliae. No
yau avec une membrane double au 
centre. Coloration: Acetate d' 
Uranyle. Agrandissement 14000 x . 
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parois double. Je n'ai pu observer que tres peu de mitochondries, du probable-
ment au fait que les spores, utilisees pour faire les observations avec le micro
scope electronique n'avaient pas du tout eu la chance de commencer leur ger
mination. 

5.1.2. Conservation dupouvoir germinatif 
On ne sait pas si, dans des conditions naturelles dans la nature, les conidio-

spores sont capables de survivre longtemps. II y a une serie d'observations peu 
precises et qui semblent etre contradictoires concernant le pouvoir germinatif 
des spores de M. anisopliae, probablement parce que les auteurs ne se sont pas 
rendu compte de Finfiuence de 1'hydratation des spores. 

Nous savons que ces spores supportent mal une temperature relativement peu 
elevee: d'apres VOUK et KLAS (1931) on peut tuer les spores en les mettant a une 
temperature de 60 °C pendant 5 minutes. Ces observations correspondent 
presque avec celles de JOHNPULLE (1938), qui communique qu'en traitant les 
spores en suspension pendant 30 minutes a 50 °C ou 5 minutes a 55 °C elles ne 
germaient plus. 

BOCZKOWSKA (1935) indiquait que la longevite des spores depassait une an-
nee, GLASER (1926) mentionne meme qu'apres trois ans au sec les spores de 
M. anisopliae pouvaient encore germer. LATCH (1965), au contraire, constatait 
qu'apres onze mois les spores ne germaient deja plus. ROCKWOOD (1950) ne 
pouvait plus obtenir la germination des spores de cultures agees de 18 mois. 
D'apres MORIMOTO (1954) les spores restent au moins 6 mois viables dans l'air 
humide et seulement 23 jours dans de l'air sec. VOUK et KLAS (1931) ne trou-
vaient qu'un pourcentage de germination de 1 % parmi des spores agees de trois 
ans. 

Des observations plus precises etaient faites par CLERK et MADELIN (1965). 
Ces auteurs tenaient compte de la temperature, l'humidite relative et l'illumina-
tion pendant leurs essais. Les spores survivaient le plus longtemps a une tem
perature basse (8°C), a l'obscurite et dans une humidite relative de 75%. 
Quant a Pinfluence de l'humidite relative sur le pourcentage de survie des spores, 
ils trouvaient qu'il y a un minimum de survie a 45 % d'humidite, tandis qu'en 
dessous et au dessus de 45 % le pourcentage de survie des spores augmente: il 
y aurait done un degre critique, le plus defavorable pour la survie qui serait de 
45 % d'humidite relative mais qui serait susceptible de se deplacer jusqu'a 65 % 
apres lavage des spores. 

Dans des conditions naturelles e'est peut-etre dans un hote, mort de mycose 
que le champignon peut rester vivant le plus longtemps. De toute facon j'ai 
pu isoler M. anisopliae de cadavres de criquets, provenant d'Erytree apres six 
ans (VEEN, 1967). 

5.1.3. Evaluation du pouvoir germinatif 

Pendant la germination des spores de M. anisopliae un ou plusieurs tubes 
germmatifs sont formes. Dans mes essais j'ai concu une spore comme germee 
quand un tube germinatif etait au moins aussi long que la largeur de cette spore. 
Ofk 
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MULLER-KOGLER (1960) decrit un test de germination pour quelques champig
nons entomopathogenes, parmi lesquels se trouve M. anisopliae. Ce test etait 
realise sur un milieu nutritif gelose et etait concu pour la pratique de la lutte 
biologique. Mais il me semble qu'il n'est pas sur que des spores, germant bien 
sur un milieu nutritif gelose peuvent egalement bien germer sur le tegument d'un 
insecte ou dans sa salive ou dans le contenu des differentes parties du tube di
gestif. En principe il fallait concevoir un test de germination d'apres la voie 
de penetration que le champignon doit emprunter. 

5.2. CONDITIONS EXTRINSEQUES ET INTRINSEQUES INFLUENCANT 

LA GERMINATION 

5.2.1. Conditions extrinseques 
Parmi les conditions extrinseques qui peuvent influencer la germination il 

faut mentionner la temperature, la presence d'eau de condensation, la lumiere, 
la surface sur laquelle les spores germent, le pH, la presence de matieres nutri
tives et la tension d'oxygene. Je n'ai pas eu l'intention d'epuiser ce sujet, je me 
suis concentre surtout sur l'influence de l'humidite relative et surl'influencedela 
surface sur laquelle les spores germent. 

Quoique les facteurs temperature, pH, lumiere et presence de matieres nu
tritives n'aient pas fait l'objet d'etudes particulieres, les resultats des differents 
auteurs concernant la croissance peuvent tres probablement etre transposes 
a la germination, etant donne que la plupart de ces essais etaient conduits avec 
des conidies. Je peux done resumer ces resultats, qui n'etaient obtenus qu^avec 
un nombre de souches reduit, comme suit: Entre des temperatures de 10°C et 
35 °C les spores peuvent germer. La lumiere semble influencer d'une facon 
negative la germination des spores pendant les premieres 24 heures (MULLER-

KOGLER, 1960). Entre des pH de 3,3 et 8,5 les spores semblent pouvoir germer. 

5.2.1.1. In f luence de l ' humid i t e re lat ive in v i t ro et in vivo 

Essais in vitro. . 
Dans la litterature on trouve beaucoup d'indications sur l'humidite relative 

comme facteur limitant l'utilisation des champignons entomopathogenes 
(BAIRD, 1958; BUCHER, 1964). Mais, finalement, il y a tres peu de donnees 
exactes. Concernant M. anisopliae il n'y a qu'une seule indication: celle de 
CLERK et MADELIN (1965) qui rapportent que l'humidite la plus basse perrnet-
tant aux conidies de germer se trouve entre 93 et 97 % d'humid.te relative a 25 C. 
Apparemment ces auteurs ont travaille avec des solutions de sels saturees pour 
regler l'humidite relative. „ , . , . . , , „ t - a 

SCHEIN (1964) attire Attention sur le fait qu'au dessus d une humidite relative 
de 90 % une baisse de temperature d'un degre suffit pour atteindr.= le ppim^ d 
rosee. D'apres lui la precision pendant les essais doit etre 01 C Pour me essais 
j 'ai utilise des conidies de la souche M. anisopliae no 7 formee s u i ^ S a -
bouraud de conservation standard et agees au plus dune semame apr«He 
debut de la sporulation. A l'aide d'un pinceau j 'ai mis les spores sur une lame, 
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trempee dans une solution etherique des matieres grasses de l'epicuticule de 
S. gregaria. Les lames etaient mises dans des bouchons fermant le couvercle en 
plastic d'une cloche de verre epais. Sur le couvercle un petit moteur etait monte, 
dont l'axe, penetrant a travers le couvercle etait muni d'une helice a l'extremite. 
De cette facon l'air a l'interieur de la cloche pouvait etre brassee (Voir photo-
graphie 3). La cloche etait placee dans une etuve bien ventilee, dont la tempe
rature (27 °C) ne variait pas plus d'un dizieme de degre C. Etant donne l'inertie 
de la cloche la temperature dans l'interieur variait done extremement peu. 

Pour realiser une humidite determinee j'ai utilise des solutions de chlorure de 
calcium a des concentrations de 15, 10 et 5 %. Les humidites correspondant a 
ces concentrations sont a 27 °C respectivement 89, 92 et 94 %. Dans ces diverses 
conditions je n'ai pas pu observer la germination d'une spore. Et meme en met-
tant de l'eau bi-distillee au fond de la cloche je n'ai pu obtenir la germination 
des conidies, quoique l'equilibre de l'humidite relative etait obtenu apres envi
ron une demi-heure (mesure avec une sonde sur le principe de changeurs d'ions, 
aimablement fourni par le laboratoire de Physique de l'Universite de Wage-
ningen). L'humidite relative au dessus de l'eau dans une cloche fermee se mesure 
difficilement mais doit etre 98 % approximatif. 

Pour me rendre compte si les spores peuvent germer sur une lame graissee 
quand il y a condensation sur la surface j'ai precede comme suit: les lames 
graissees etaient mises dans un bouchon fermant un Erlenmeyer contenant 
quelques ml d'eau bi-distillee. Ces Erlenmeyers etaient places dans l'obscurite 
dans une etuve dans laquelle la temperature variait de 26 a 28° C. Dans ces 
conditions la germination des conidies de la souche M. anisopliae no. 17 com
mence apres 12 heures et on peut atteindre un pourcentage de germination de-
passant 50 %. Etant donne que dans ces dernieres conditions il y a de la conden
sation sur les lames il parait que les conidies de M. anisopliae no. 17 ont besoin 
de l'eau liquide pour leur germination. 

Essais in vivo. 
MULLER-KOGLER (1965) attire l'attention sur le fait qu'a cause de l'evapora-

tion l'insecte doit etre enveloppe par un microclimat qui, surtout quand 
l'insecte se trouve sur une feuille, peut differer considerablement de celui de 
l'ambiance. Chez S. gregaria la transpiration cuticulaire est a peu pres un tiers 
de celle qui se fait par les stigmates. II est done en effet concevable que cette 
transpiration aide ou fait commencer la germination. Pour verifier cette hypo-
these j'ai fait quelques essais. 

L'61evage des criquets est decrit en 9.2. 
Des larves du cinquieme stade de S. gregaria venant de muer etaient montees 

a des barres de cuivre dorsalement sur le thorax, a l'aide de cire (Photographies 
3 et 4). Ces barres etaient attachees a des bouchons de caoutchouc fermant le 
couvercle en plastic, mis sur la cloche en verre decrite dans le paragraphe 
precedent. Les larves etaient traitees a l'aide d'un pinceau avec des conidiospo-
res d'une culture jeune (une semaine au plus apres le debut de la sporulation). 
La cloche etait placee a une temperature de 27±0,1°C. Dans le fond de la 
TO 
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PHOTOGRAPHIE 3. 
Appareil a humidite reglable avec quelques larves de S. gregaria pour des essais de germination 
in vivo. Egalement utilise pour le controle de la germination in vitro. 

PHOTOGRAPHIE 4. 
Methode de fixation d'une larve de 
•S- gregaria a une barre de cuivre. 
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cloche j'avais mis de l'eau bi-distillee. Sous ces conditions d'humidite tres elevee 
(au dessus de 97 %) les larves restaient vivantes a peu pres pendant cinq jours. 
Pour observer la germination des spores sur le tegument je me suis servi d'un 
dispositif episcopique 'ULTROPAK' de Leitz, qui est surtout utilise pour la re
cherche des surfaces de metaux. Sans coloration on ne peut pas voir les spores, 
meme pas en lumiere polarisee. On peut seulement obtenir une bonne coloration 
quand les spores commencent a germer et surtout quand il y a des tubes 
germinatifs. J'ai realise la coloration en enfoncant 1'abdomen des larves, prea-
lablement tuees a l'acetate d'ethyle, dans une solution de bleu coton 
au lactophenol. Apres cinq minutes les larves etaient enlevees du colorant et 
soigneusement lavees a l'alcool 96 %. Les spores germees, colorees bleu fonce, 
sont surtout bien visibles sur les stries blanches qui se trouvent sur les sclerites 
lateraux de 1'abdomen. Deux essais etaient faits: avec et sans brassage de l'air. 
De ces deux conditions il y avait seulement possibilite de formation d'un micro-
climat environnant quand Fair n'est pas brasse. II n'y eut pas de germination 
dans aucun des deux cas et dans les cinq jours de survie des larves. Apparem-
ment il doit se produire aussi de la condensation sur les larves pour que les 
spores puissent germer, ce qui n'est pas provoque par la transpiration de l'in-
secte, meme pas sur les stries blanches de 1'abdomen. On peut supposer que les 
conditions microclimatiques sont encore differentes sur les plis des membranes 
intersegmentaires. 

Pour faire condenser de l'eau sur les larves contaminees avec des spores pro-
venant d'un Sabouraud de conservation comme je viens de decrire, chaque bar-
re de cuivre avec une larve etait montee sur un bouchon de caoutchouc qui 
fermait un Erlenmeyer dans lequel se trouvait de l'eau bi-distillee. Les Erlen-
meyers etaient mis dans l'obscurite dans une etuve a une temperature de 26-
28 CC. Dans ces conditions les spores commencaient a germer apres 16 heures 
(Photographie 5). Apres 20 heures le pourcentage de germination etait 24,7 % 
et n'augmentait presque plus (500 spores controlees). 

II parait done qu'aussi in vivo, sur le tegument d'un criquet, les spores de 
M. anisopliae ne germent que quand le point de rosee est atteint. Certains essais 
etaient fait sur des lames graissees parce que, comme il sera demontre dans la 
paragraphe suivante, la germination des spores est influencee par les lipides epi-
cuticulaires de S. gregaria. 

5.2.1.2. Influence de la surface 
Cette influence peut etre d'une nature physique ou chimique. II y a apparem-

ment une influence physique indirecte de la surface sur laquelle on depose les 

PHOTOGRAPHIE 5. 
Germination des conidiospores 
de M. anisopliae observee a l'ai-
de du systeme ULTROPAK. A-
grandissement ± 500 x . 
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spores. J'ai apergu une condensation beaucoup plus rapide et intense sur la 
partie d'une lame traitee avec les matieres grasses de 1'epicuticule de S. gregaria 
que sur la partie non traite dans une atmosphere ou le point de rosee etait at-
teint. 

On peut tres bien suivre la condensation et la germination en utilisant des 
lames creuses. Autour de la concavite j'ai mis une pate silicone (Bayer) et dans 
la concavite tres peu d'eau bi-distillee. La concavite etait fermee avec une lamel-
le a moitie trempee dans une solution etherique des matieres grasses de 1'epi
cuticule du criquet. La lamelle etait couverte avec des conidiospores de la 
souche M. anisopliae no. 17. On observe une condensation rapide sur la partie 
graissee de la lamelle. II parait qu'il y a surtout condensation autour des spores 
qui semblent agir comme noyaux de condensation. Les spores restent sur place. 
Quand, finalement, il y a aussi de la condensation sur la partie non graissee de 
la lamelle les spores ne restent pas sur place mais se deplacent vers l'exterieur 
de la goutte de condensation. II parait done exister une attraction entre les 
matieres grasses de 1'epicuticule et la paroi de la spore, qui, d'apres NOTINI (1944) 
est entouree d'une couche tres mince de matieres grasses. 

Dans un essai j'ai compare la germination des spores provenant d'une culture 
de Sabouraud de conservation sur laquelle la sporulation avait eu lieu pendant 
une semaine sur des matieres differentes. J'ai compare la germination sur des 
lames tres propres, sur des lames couvertes avec du collodion, des matieres 
grasses de 1'epicuticule de S. gregaria, ou de la cire. Les essais etaient faits a une 
temperature qui variait de 26 a 28 °C. De cette facon j'ai toujours pu constater 
de la condensation sur les lames traitees des differentes facons. Sur collodion il 
n'y a aucune germination, sur le verre tres peu (moins qu'un pourcent), sur de 
la cire peu (2,3 % apres 40 heures) et 21,3 % sur les matieres grasses de 1'epicuti
cule du criquet. Les differences entre les pourcentages de germination sur les 
matieres grasses de 1'epicuticule d'une part et sur les autres substances de l'autre 
sont tres significatives. J'ai egalement constate que les spores ne germent pas 
dans de l'eau distillee ce qui confirme les observations de GABRIEL (1959). II 
me parait done evident qu'il y a une substance chimique dans 1'epicuticule du 
criquet pelerin qui influence d'une facon positive la germination des conidio
spores de la souche no. 17 de M. anisopliae. Cela correspond avec des observa
tions de NOTINI (1944) sur Cossus cossus L. 

Koidsumi (1957) au contraire a constate une action inhibitrice des lipides 
cuticulaires de Bombyx mori L. vis-a-vis de la croissance du champignon ento-
mopathogene Aspergillus flavus Link. Des observations semblables sont don-
nees par EVLAKHOVA et SCHEKHYRINA (1963). II parait done que les matieres 
grasses de 1'epicuticule peuvent jouer un role important dans la premiere 
phase du processus de l'infection et dans les cas ou l'infection n'a lieu que par le 
tegument on peut penser qu'elles peuvent determiner les chances d'infection de 
diverses especes d'insectes. 

5.2.2. Conditions intrinseques 
On pense d'abord au potentiel specifique de la matiere vivante puisque la 
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spore represente la forme la pius frequente et la plus caracteristique sous la-
quelle le champignon est susceptible de se multiplier et par consequent de se 
reproduire. Nous ne pouvons done pas negliger les caracteres hereditaires des 
spores de chaque souche de M. anisopliae. Plusieurs auteurs (e.g. PONTOCORVO) 
ont attire l'attention sur les possibility de modification de la virulence conse-
cutives a certaines recombinaisons genetiques ou mutations. Dans un mycelium 
comme celui de M. anisopliae ou il y a plusieurs noyaux par cellule il est tres 
bien possible que certains noyaux aient des caracteres hereditaires differents 
(le phenomene d'heterokaryose est bien connu parmi les Fungi Imperfecti). 
Etant donne que les conidies de M. anisopliae ne contiennent qu'un noyau 
(VEEN, 1967), la variabilite des caracteres entre les conidies pourraient etre 
considerable. 

Apres les travaux de GROVER (1964), on sait que le milieu de culture, utilise 
pour faire croitre un champignon entomopathogene et le faire sporuler peut 
influencer le pouvoir germinatif des spores. Chez Aspergillus flavus LINK il 
parait que, quand certains acides amines manquent dans le milieu de culture, 
les spores formees sur ce milieu ne peuvent germer que quand on ajoute juste-
ment cet acide amine au liquide dans laquel les spores sont mises a germer. 

Pour me rendre compte de l'influence du milieu de culture j 'ai compare les 
pouvoirs germinatifs d'une forma minor (M. anisopliae no. 17) et d'une forma 
major (M. anisopliae no. 15), produites sur un milieu Czapek-Dox modifie 
(Difco) et un milieu Sabouraud de conservation. Apres des essais preliminaries 
il paraissait preferable de faire pousser les cultures dans l'obscurite car la lu-
miere semble influencer defavorablement le pouvoir germinatif. 

Les essais etaient executes de la facon suivante: 
Des lames porte-objet tres propres etaient trempees dans une solution 

etherique des lipides epicuticulaires de larves du cinquieme stade de S. gregaria, 
de sorte que la quantite de matieres grasses sur les lames etait identique. A l'aide 
de pinceaux les spores des differentes cultures etaient mises sur ces lames. 
Les lames etaient montees sur des bouchons de caoutchouc qui fermaient des 
recipients contenant quelques millilitres d'eau bi-distillee. Les recipients etaient 
mis dans l'obscurite dans une etuve dans laquelle la temperature variait de 
26 a 28 °C. Les lames etaient disposees parallelement pour que la condensation 
sur les lames soit comparable. Toutes les trois heures, 500 spores etaient con-
trolees. Je n'ai observe que les spores qui etaient libres, done pas en contact 
avec d'autres spores. Pendant la nuit les lames avec les spores etaient mises 
dans des boites de Petri qui contenaient quelques ml. de formol 40 % sur un 
triangle en verre. On peut garder ces boites de Petri quelques jours dans un 
refrigerateur et determiner le pourcentage de germination quand cela convient 
(ZADOKset GROENEWEGEN, 1967). 

Les resultats de ces essais sont donnes dans la figure 2. Les differences entre 
les souches et entre les milieux de culture pour la souche M. anisopliae no. 17 
sont significatives. 

Si la germination sur des lames porte-objet couvertes avec des lipides epicuti
culaires etait comparable avec la germination sur le tegument cela impliquerait 
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FIG. 2. Germination desconidies 
de deux souches de M. anisopliae 
provenant de deux milieux 
de culture. 

de germination. 
.1/. anisopliae no, 17 dc Sabouraud ik c< 

M. anisopliae no. 17 dc Czapck-Dux mwlific. 

itpliae no. 15 dc Sauouraud dc c 

iopliae no. 15 de Czapck-Do\ mod 

40-| 

30 

20 

10 

pour la pratique de la lutte biologique dans le cas ou l'infection ne pourrait 
etre realisee que par le tegument qu'il faudrait bien choisir le milieu pour faire 
la culture de masse de conidiospores. 

5.3. DEROULEMENT DE LA GERMINATION JUSQU'AU DEBUT DE LA 

PENETRATION 

Sur des lames couvertes de lipides epicuticulaires de S. gregaria on peut bien 
suivre la germination au contraste de phase. On peut alors voir une couche un 
peu noiratre sur la graisse. La spore gonfle legerement avant qu un tube ger-
minatif apparaisse. Parfois, mais rarement il y a deux tubes germmatifs^ Sur 
les lames graissees les tubes germinatifs peuvent s'allonger considerablemen en 
formant des cloisons. Souvent le cytoplasme de la spore disparait dans le tube 
germinatif et la spore reste vide. Quand le tube germinatif a une 1™B™*** 
peu pres 10 y. on peut voir que la couche noiratre est. dissouteKVoir photog a-
phie 6). A son exJremite terminale le tube germinatif est P ^ Z ^ ^ l 
a la une structure qui ressemble beaucoup a un appressonum. Mais a a place 
de cet 'appressorium' on ne voit le debut d'hyphes penetrantes que tres raremen 
et parfois il n'y a pas gonflement du tube germinatif a 1'endroit pu une hyphe 
commence a penetrer. Mais il est evidemment c 0 ^ M e ^ 2 l X ^ l 
a pas a t t ract ion de l'insecte vivant et que, en consequence, il manque le stimu 
lus pour la formation d'hyphes penetrantes. aomo„is t^rminanx 

In vivo (Photographie 5) il y a aussi la formation de * ^ ^ T ^ 
des hyphes mais la on ne peut pas voir avec 1'ULTROPAK a des tubes penetrent 
en dessous de ces 'appressoria'. 

Etant donne que la penetration du champignon peut se P " - ^ " ^ ^ 
j 'ai egalement observe la germination des conidies en sailv sterde. f«£™£ 
des l ives du cinquieme stade dies laissent souvent tomber une goutte de salive. 
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PHOTOGRAPHIE 6. 
Germination des conidies de 
M. anisopliae in vitro sur une 
couche des lipides epicuticulai-
res de S. gregaria. Contraste de 
phase. 

( r 

Cette salive est tres visqueuse et doit etre diluee dans l'eau distillee. Par filtrage 
millipore on obtient un liquide sterile legerement brunatre. Quelques gouttes de 
ce liquide etaient mises sur une lame sterile qui restait sur un triangle en verre 
dans une boite de Petri sterile. Pour que la salive ne se desseche pas il faut mettre 
quelques ml d'eau sterile dans la boite de Petri. Sur les lames on peut tres bien 
suivre la germination des spores. Cette methode est qualitative mais pas quan
titative parce que la salive est diluee. J'ai compare la germination de deux sou-
ches, une forma minor (M. anisopliae no. 17) et une forma major (M. anisopliae 
no. 15) Les conidies se gonflent avant qu'un tube germinatif apparaisse, un 
phenomene generalement connu chez beaucoup d'especes de champignons. 
Celles de la souche M. anisopliae no. 17 deviennent presque spheroidales ou 
prennent une forme de poire (Photo 7). II peut resulter probablement de ce 
gonflement que les spores qui sont absorbees par les larves s'attachent dans les 
plis de la bouche sans etre deplacees par les mouvemerits du bol alimentaire. 

s 
< ' 

PHOTOGRAPHIE 7. 
Gonflement des conidiospo-
res de M. anisopliae en salive 
des larves de S. gregaria (He
ches). Contraste de phase. 
Agrandissement ± 1500 x . 
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II est possible que la dimension et la rapidite du gonflement soient des facteurs 
determinants de la virulence. Apres 48 heures le pourcentage de germination 
dans la salive sterile peut atteindre 95 %.Quandles spores sont germees et quand 
les tubes germinatifs se developpent on peut observer aussi la formation d'ex-
croissances terminates, peut-etre comparables aux 'appressoria'. 
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6. PENETRATION ET INFECTION 

6.1. DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES 

En ce qui concerne la voie et le mode de penetration de M. anisopliae chez 
differents insectes on trouve quelques donnees dans la litterature. Souvent les 
conclusions ne sont pas le resultat d'investigations histologiques et dans ces 
cas leur interpretation doit etre faite avec beaucoup de prudence. 

En appliquant par exemple des spores sur le tegument, on risque fort de 
contaminer aussi la nourriture quand on ne prend pas des precautions speciales. 
Inversement en administrant des spores par la methode d'ingestion forcee, on 
risque d'infecter le tegument quand les animaux (probablement les larves de 
Lepidoptera) ont tendance de regurgiter. 

Quelques auteurs observaient des taches rougeatre-brunatre sur la place ou ils 
avaient applique" les spores. Complete par une etude histologique l'observation 
de ces taches donne une bonne indication concernant la place de penetration. 

Actuellement les auteurs s'accordent a dire que la penetration est le resultat 
d'une action physique (pression) (WALLENGREN et JOHANSSON, 1929; ROBINSON, 
1966) et chimique (production de chitinases, lipases, proteinases etc). In vitro 
Taction de ces enzymes a ete demontre (HUBER, 1958). JAGTAP (1958) communi
que que le champignon nepeutpaspenetrerparlespartiessclerotiseesdutegument 
de Pyrilla sp. On ne sait pas si generalement le champignon prefere par exemple 
la membrane intersegmentaire comme place de penetration. 

Ici suit une liste des donnees bibliographiques concernant la place de penetra
tion: 

Auteur: Insecte: Place de penetration: 
BOCZKOWSKA (1935) 
CHENG et CHEN (1962) 
GABRIEL (1959) 

HURPIN et VAGO (1958) 
MASERA (1957) 
NOTINI et MATHLEIN (1944) 

PILASH (1938) 

ROBINSON (1966) 
SCHAERFFENBERG (1959) 

SOROKIN (1883) 
WALLENGREN et JOHANSSON 

(1929) 
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Galleria mellonella L. 
Alissonotum sp. 
Galleria mellonella L. 
Bombyx mori L. 
Tenebrio molitor L. 
Melolontha melolontha L. 
Bombyx mod L. 
Cossus cossus L. 

Ephestia kiihniella (ZELLER) 
Loxostege stictkalis L. 
Pier is brassicae L. 
Agrotis segetum SCHIFF. 
Anisoplia austriaca HBST. 
Bothynoderes punctiventris GERM 
Tenebrio molitor L. 
Leptinotarsa decemlineata (SAY) 
Musca domestica L. 
Anisoplia austriaca HBST. 
Pyrausta nubilalis HB. 

Tegument 
Tegument 
Tegument et Tube digestif 
Tegument et Tube digestif 
Tegument et Tube digestif 
Tegument et Tube digestif 
Tube digestif 
Stigmates et Membranes 

intersegmentaires 
Tegument et Bouche 
Tegument et Tube digestif 
Tegument et Tube digestif 
Tegument et Tube digestif 
Tegument et Tube digestif 

. Tegument et Tube digestif 
Tegument 
Tegument et Tube digestif 
Tegument et Tube digestif 
Tegument 
Tegument 
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Les resultats de GABRIEL et de MASERA semblent etre contradictoires: 
d'apres MASERA il est impossible d'infecter Bombyx mori L. avec M. anisopliae par 
le tegument. Mais il est concevable que les diverses varietes de Bombyx mod L. 
se comportent differemment quant a la place de penetration du champignon. 

6.2. TECHNIQUES HISTOLOGIQUES 

Pour etudier les voies de penetration j 'ai souvent suivi des methodes histolo
giques. Pour me rendre compte si un certain phenomene pouvait avoir lieu 
j 'ai toujours utilise le stade larvaire le plus approprie. Evidemment, quand pour 
un certain stade une voie de penetration a pu etre mis en evidence il n est pas 
sfir que chez d'autres stades cette meme voie ait pu etre suivie egalement quoique 
cela paraisse probable. Des larves ou des parties de larves dans lesquelles une 
place de penetration etait a determiner etaient fixees dans le Bourn, generalement 
sous vide Dans ce but les objets etaient alors mis dans des petite Erlenmeyers 
contenant du Bouin. Les Erlenmeyers etaient ensuite mis dans une cloche a vide 
dans laquelle j 'a i fait le vide plusieurs fois, jusqu'au moment ou les prepaRation 
restaient au fond des Erlenmeyers. Au moins trois jours apres la fixation les 
preparations passaient par les bains suivants: 

Ethanol70%: 60 minutes 
Ethanol80%: 60 minutes 
Ethanol 90%: 60 minutes 
Ethanol96%: 60 minutes 

Ensuite: benzoate de methyle jusqu'au moment de la c h u t e ^ I ^ J f i o n s . 
Benzoate de methyle et 2 % celloidine: au moins trors jours (pour des prepara 

tionslarges: 10 jours). 
Benzol I: 10 minutes 
Benzol II: 10 minutes 
Benzol III: 10 minutes 
ParaplastI: 10 minutes 
ParaplastlP. 10 minutes 
ParaplastlH: 10 minutes 

E„ s u i ,e : i n d u , au pa r eplaS . « - T J ^ & S f Z S Z T * . 
Worthing, Angleterre) a la paraffine, le paraplast s 
parations. 

6.2.1. Colorations ( V i r n f l % 6 ) p o u r determiner la 
J'ai surtout suivi la methode d'AMARGiER et ^ < J ^ 0 U

 s u i v r e l e s 

place de penetration. Cette coloration est m 0 ^ s ^ ^ -fCHANG Y U N G -
hyphes da'ns le tissu. Pour cela j 'ai ^ ^ S S £ ^ u s . La m.thode 
TAI (1929) qui donne une tres bonne differenciatio a u t e u r g gem_ 
de Palma et Young (MULLER-KOGLER et al., 1965) qui, P ^ 
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ble donner de tres bons resultats pour Beauveria tenella (DELACR.) SIEMASZKO 

chez Melolontha melolontha L. n'a donne que de faibles resultats. II parait 
done qu'il faut choisir pour chaque combinaison insecte/champignon la colora
tion la plus appropriee. 

6.3. PASSAGE DES CONIDIOSPORES PAR LE TUBE DIGESTIF 

Une premiere indication pour une possibilite de penetration dans la bouche 
ou le tube digestif est le pouvoir des spores de passer par le tube digestif. On 
offrait individuellement a 20 larves du troisieme stade de S. gregaria, qui avaient 
jeunees pendant 24 heures, une feuille de Poa annua L. sur laquelle se trouvaient 
approximativement 106 spores de la souche M. anisopliae no. 1. Seulement 
quatre de ces larves consommaient cet aliment. Ces larves etaient placees dans 
une cage avec de la nou'rriture et leurs crottes etaient ramassees apres 24 heures. 
Apres agitation avec de l'eau sterile et des billes de verre steriles, ces crottes 
etaient finement diluees en suspension. Un ml. de cette suspension etait mis a 
l'aide de pipettes steriles sur un agar special d'isolement (VEEN et FERRON, 1966). 
Apres six jours d'innombrables petites colonies se trouvaient sur l'agar qui 
pouvaient etre identifies comme M. anisopliae. 

Le meme essai repete avec 5 larves du cinquieme stade de S. gregaria qui 
ne disposaient que de 150.000 spores avec leur aliment. Ensuite elles etaient 
laissees a jeuner pendant 67 heures, etaient changees de cage et obtenaient une 
nournture normale. Leurs crottes etaient ramassees pendant les 24 heures sui-
vant le changement de cage. Pour le reste l'experimentation se passait comme 
ll est decrit ci-dessus. Je n'ai pas pu isoler le champignon de leurs crottes sur 
le milieu special d'isolement. Quatre de ces cinq larves mouraient toutefois 
a cause de 1'infection cryptogamique. Les spores de M. anisopliae peuvent done 
transiter par le tube digestif, mais elles sont tuees apres un sejour prolonge. 
H est fort probable qu'une partie des conidies germe et cause une infection par 
la bouche (chapitre suivant) tandis que le reste passe le tube digestif. 

6.4. INFECTION ORALE 

Dans une publication precedante (VEEN, 1966) j 'ai decrit comment on faisait 
absorber a des jeunes larves de deuxieme stade de 5. gregaria une forte dose de 
spores avec une feuille de Poa annua L. La souche utilisee pour ces essais etait 
la souche M. anisopliae no. 1. Apres l'administration des spores 6 larves etaient 
hxees toutes les six heures dans le Bouin. Avec cette souche j 'ai pu demontrer 

TJL , e T a P ? C d ' b U t dC r e S S a i d e S h y P h e s s e t r o u v a i en t dans la partie 
Z n d i t d eJ Pa lp ,eS ."""Uaires. Ce processus d'infection se passait aussi 
2 r * rflatlv; d e r a m b i ^ c e etait assez basse (en dessous de 50 %). 
l ^ n o U h nT ^ S P ° r e S k S t 6 t 6 S d 6 S k r v e s 6 t a i e n t t̂toyees avec de 

' S t J0"/ CVer Ct t U £ r l eS S p ° r e s <& 6 t a i e n t restees a l '«tfricur 
qui pourrai? n S ^ ^ " ^ ^ ^ d e S f r a c t i o n s d e 1'epicuticule, ce 
qui pourrait mtervenir avec le processus d'infection. J'ai done repete ces essais 
38 
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avec la souche M. anisopliae no. 17, mais cette fois sans nettoyer la tete. Les 
resultats etaient comparables avec ceux deja decrits. II n'etait pas necessaire de 
faire une serie de fixations toutes les six heures par exemple. En observant les 
larves bien attentivement on pent reconnaitre les premiers symptomes de la 
maladie par le fait que les larves qu'on irrite ne sautent plus aussi rapidement 
que les larves saines. Je n'ai fixe de ces larves malades que celles qui n avaient 
quetrespeude petites blastospores dans le sang ou celles qui n'en avaient pas 
du tout. Quand les larves ont beaucoup de blastospores dans le sang la maladie 
est deja trop avancee et on ne peut plus se rendre compte ou la p ace de pene
tration se trouvait. De toute facon l'information concernant la place de pene
tration n'a toujours ete qu'indirecte, c.a.d. que je n'ai jamais trouve le> point de 
penetration des hyphes. Celui-ci doit correspondre a 1 emplacement ou 1 on 
trouve les premieres hyphes dans les tissus. La souche M. anisopliae no. 17 
agit moins rapidement que la souche M. anisopliae no. 1: on ne trouve lespre
miers hyphes dans les palpes maxillaires qu'apres 90 heures mais senement 
quand on utilise une souche fraiche, qui a ete isolee recemment tef^™™ 
Uhumidite relative dans les cages ne semblait pas jouer une rote pendant le 
processus defection avec la souche M. anisopliae no. 7, ce qui est evident 
dtant donne que les spores germent dans la sahve des larves. Je n ai pas pu 
constater d'autres endroits de penetration que la bouche. 

6.5. INFECTION PAR LE TEGUMENT 

Six larves du troisieme stade de S.gregaria qui venaient de ^ ^ 
saupoudrees avec des conidiospores de la souche M. ™ ^ ° £ £ % ^ 
e t a L mises avec un peu de nourriture ^ % ^ ^ % Z 
fond et au dessus par une toile de nylon. Cette enceinte « pendant 
de verre bien ferme dans lequel se trouvait de 1'eau ^ ^ ^ J l n t La 
1'essai variait de 26 a 28°C, en consequence le pom ^ «£%«**. 
duree d'eclairement etait de douze heures Apres 3 h u r J ^ 
grace a la methode ULTROPAK ( ^ 5 ^ k ^ i larves ftait oontrfiM 
avaientcommenceesagermer.Apres54heureslesanga ^ constater 

pour voir si il y avait des blastospoi« j r ^ « Q ^ b,astospores, elles 
au contraste de phase^ Deux de ces six a ves^ontra ^ ^ 
etaient fixees dans le Bouin, incluses et les abdome D a n s J& 

lement. On peut tres bien suivre le cours des h ^ s J * ™ e t a u b o u t des 
chitine (Photographic 8) on peut voir £ ^ 5 ^ ^ " * " ^ ^ 
hyphes, du a Taction des chitinases et P ro t e ina se '^nf l ro ideshypheselle-meme 
II semble curieux que sous Faction de ces ̂ f ^ ^ i r t d e T champignons 
ne soit pas attaquee, il est pourtant c o n n u ^ [ ^ q u i travaillait avec 
contiennent de la chitine dans leur Paro1; ^ m^mon entomopathogene, 
Beauveria bassiana (BALS.) VUILL., un autre c n ^ ^ B

i f m a i s q u e i a secretion 
indique que la production des chitinases n est pas lac ^ ̂  ^ ^ ^ ^ . ^ d e 

des chitinases coincide avec la lyse du materiel i o g 4 m e n e de penetra-
croissance. Cela n'explique evidemment pas du tout le phenom ^ 
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PHOTOGRAPHIE 8. 
Penetration des hypes de M. 
anisopliae par le tegument d'une 
larve de S. gregaria. 

tion. Une meilleure hypothese serait que la chitinase du champignon n'entre 
pas en contact avec la chitine du champignon, c.a.d. que la paroi des hyphes 
serait composee de plusieurs couches et que la couche exterieure ne porterait 
pas de la chitine. (Voir AINSWORTH et SUSSMAN 1965). WALLENGREN et JOHANSSON 

(1929) observaient que la ou le champignon penetrait les lamelles qui formaient 
l'endocuticule de l'insecte etaient poussees vers l'interieur dans la direction de 
la croissance du champignon. lis concluaient alors qu'en plus de Faction des 
enzymes une action physique (pression) devait intervenir dans le processus de 
la penetration. 

La photographie 9 donne aussi l'impression que sur la place ou la pointe 
d'une hyphe avance, le tissu (la partie interieure de l'endocuticule) est pousse 
vers l'interieur du corps de l'insecte. Le tissu pousse de cote ne differe pas des 

PHOTOGRAPHIE 9. 
Bout d'une hyphe penetrante 
de M. anisopliae au bord de 
l'endocuticule, detail de la pho
tographie 8. 
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autres tissus au meme niveau, autrement on pourrait penser a une reaction de 
l'insecte qui donnerait une formation de nouveau tissu a la place ou le champig
non penetre. Ces observations confirmeraient done les observations de WALLEN-

GREN et JOHANSSON. 

Dans aucune de mes coupes d'ailleurs je n'ai pu observer une reaction de 
defense de la part du criquet: ni la formation d'un pseudo-tissu par les hemo-
cytes (OGLOBLIN et JAUCH, 1943), ni une phagocytose des elements cryptoga-
miques par les hemocytes comme cela a ete observe par KAWAKAMI (1965) chez 
Bombyx mori L. II est imaginable que chez S. gregaria ce mecanisme de defense 
est bloque par Taction des toxines du champignon. 

L'observation de series de coupes m'a montre qu'il n'y a pas un endroit 
special ou le champignon penetre. Tout depend de la chance des spores de rester 
a leur emplacement pendant la germination. A la base de poils, a l'origine des 
membranes intersegmentaires, dans des sutures, partout ou les spores ne sont 
pas enlevees par les mouvements de l'insecte j 'a i pu observer des endroits de 
penetration. La direction des hyphes de penetration etait presque toujours 
approximativement perpendiculaire au tegument; les hyphes ne faisaient que 
rarement des detours dans la chitine. 

6.6. INFECTION RECTALE 

Pour ces essais j 'a i utilise des larves du cinquieme stade de 5. gregaria qui 
venaient de muer. Une suspension de conidiospores de la souche M. anisopliae 
no. 17 etait injectee dans le rectum des larves a l'aide d'une aiguille sans pointe. 
La plus grande partie de l'aiguille etait recouverte d'un tuyau en plastic, afin de 
ne laisser libre que trois millimetres de l'aiguille. Sans tuyau on risque de p6ne-
trer dans la paroi du tube digestif. Cinq series de 10 larves, qui avaientjeunees 
pendant six heures recevaient ainsi une injection de 2 x 106 conidiospores, tan-
dis que les 10 larves de la serie temoin recevaient une injection d'eau. Je suppo-
sais qu'a cause du mouvement des excrements les spores seraient probablement 
enlevees. Les larves des cinq series etaient mises en presence d'aliment apres 
l'injection respectivement apres 0, 15, 24, 39 et 48 heures. J'attendais que, sur-
tout dans la derniere serie, les mouvements des excrements interviendraient le 
moins dans le processus d'infection. Les larves restaient pendant l'essai a 27 
± 1 °C, l'humidite relative etait en dessous de 50 %, la duree d'eclairement 
etait de 17 heures. 

Apres trois jours quelques larves mouraient de la maladie cryptogamique, 
apres six jours toutes les larves traitees au champignon etaient mortes. Dans 
leur sang j 'ai pu trouver des blastospores de M. anisopliae. Dans la serie temoin 
deux des larves etaient mortes mais pas par le champignon. Apparemment il 
n'y a pas d'influence des mouvements des excrements. L'etude histologique 
m'a montre que le champignon penetre a travers la paroi du rectum. Dans 
certaines coupes j 'a i pu observer la formation des blastospores (Voir photo-
graphie 10). Les blastospores sont formees quand les hyphes atteignent des 
cavites dans les tissus, la ou il y a probablement irrigation sanguine. En culture 
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PHOTOGRAPHIE 10. 
La formation des blastospores de 
M. anisopliae dans le tissu d'une 
larve de S. gregaria (f leche). 

immergee le champignon ne forme egalement des blastospores que lorsque le 
milieu de culture est agite. 

Quand on donne a des larves des spores de M. anisopliae a absorber il y a 
done une double chance d'infection: par la bouche et par le rectum. Mais pro-
bablement cette derniere chance d'infection doit etre reduite: une partie des 
spores risque d'etre tuee dans le tube digestif ou les spores sont melangees avec 
beaucoup de nourriture. La chance qu'un nombre suffisant de spores adhere 
aux parois du rectum pour realiser l'infection semble bien faible. 

II n'est pas clair pourquoi une infection dans d'autres parties du tube digestif 
n'est pas possible. La seule indication est que la zone de penetration dans les essais 
d'infection par le rectum est limitee a la partie terminale ou l'on peut supposer 
une oxygenation suffisante. Probablement la tension d'oxygene dans le tube 
digestif n'est pas suffisamment elevee pour permettre la germination des spores. 
BUCHER (1960) en fait meme une regie generate pour la plupart des insectes: 
'Thus aerobic potential pathogens probably are starved for oxygen in the gut of 
most insects and this may account for their inability to multiply.' 

6.7. ESSAIS D'INFECTION PAR LES STIGMATES 

Sous des conditions d'humidite moyenne les essais d'infecter des larves du 
cinquieme stade avec des conidiospores de M. anisopliae par les stigmates, ne 
donnaient que des resultats negatifs. 
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7. DERNIERE PHASE DE LA MALADIE 

7.1. L'INVASION 

Des le moment que les hyphes du champignon ont atteint le sang il y a une 
formation de blastospores. Ces blastospores se divisent comme des levures et 
se multiplient egalement par bourgeonnement. Les cellules sanguines se des-
integrent pendant ce processus de multiplication. Quand les mouvements du 
sang diminuent d'intensite les blastospores commencent a se ramifier et devien-
nent des hyphes. A ce moment la on peut voir toutes sortes de bacteries dans 
l'hemolymphe qu'on peut isoler facilement en faisant des frottis. 

7.2. SYMPTOMES EXTERNES PENDANT L'INVASION 

Le moment que le champignon a commence a penetrer dans les tissus d'un 
criquet coincide avec un manque d'appetit de l'insecte. A ce moment la, le 
comportement de l'insecte peut etre d'ailleurs parfaitement normal mais par-
fois on peut constater que l'irritabilite diminue. Les criquets ont par exemple 
tendance a montrer un delai plus ou moins marque quant a leur saut apres 
etre touche. La mue est retardee, mais il n'est pas sur que cela est le resultat 
direct de Faction du champignon: le manque de matieres de reserve a cause de 
la nutrition interrompue peut egalement expliquer ce fait. 

Les mouvements diminuent de plus en plus, ce qui coincide souvent avec la 
presence de quelques blastospores unicellulaires dans le sang. Dans cette phase 
de la maladie, les criquets reagissent de moins en moins a des stimuli externes 
mais ils se retournent quand on les renverse. Parfois ils etendent les partes arne-
re en convulsion. Ils ne mangent plus du tout. 

Ensuite ils ne peuvent plus se redresser si on les met sur le dos et ils presen
t ed encore quelques faibles tremblements. m . • 

Avec les larves jeunes le changement du comportementjusqu au.moment :te 
la mort peut avoir lieu en quelques heures. Les dermers stades larvaires peuvent 
rester quelques jours sans bouger avant de mounr. 

7.3. MORT DE L'INSECTE 

Dans la litterature la cause de la mort n'est pas indiquee tres P ^ " e e s t 

KODAIRA (1961) constat* que le filtrat d'une culture de f ^ Z Z 
toxique quand on 1'injectedans ^ ^ ^ ^ ^ ^ T l ^ M ^ Z ^ 
substances, toxiques pour le Ver a soie dans le filtrat: ^ ^ ^ u * 
L-prolyl-L^valine, d'une toxicite moderee et d ^ m a t ^ ! ^ ^ X T r -
qu'il . J U i t Destruxine A et B. Plus « * £ * * £ ^ ^ 
nieres toxines qui paraissent etre des depsipeptides cyuiq v 

1966-*" • - ia trmVrte des filtrats de culture de 
ROBERTS (1966) a egalement examine la t o x ^ f j moriL n i t 

M. anisopliae vis-a-vis de Galleria mellonella L. et de uomoyx 
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qu'en culture le champignon produit deja des toxines avant la lyse des hyphes et 
il s'agit done d'exotoxines. ROBERTS constatait egalement que le sang d'un Ver 
a soie, juste avant la mort due a M. anisopliae etait toxique pour les larves de 
Galleria mellonella L. 

Mais aucun de ces auteurs n'a prouve d'une facon absolue que les 'Destruxi-
nes' du champignon sont presentes au moment de la mort dans Finsecte-hote et 
qu'elles sont responsables de cette mort. Toutes ces toxines pourraient etre des 
'staling products' des cultures. Quand on pourrait isoler ces toxines d'un hote 
moribond ou quand on serait capable de verifier leur existence dans le sang a 
l'aide d'un antiserum, la cause de la mort de l'insecte-hote serait determined 
avec plus de surete. 

J'ai voulu verifier si les filtrats de cultures immergees (Milieu Adamek, 1966) 
seraient egalement toxiques pour S. gregaria. Dans ce milieu le champignon 
forme des blastospores ce qui correspond plus avec ce qui se passe dans le 
corps de l'insecte. De plus j 'a i voulu determiner s'il y a des differences conside
rables entre les differentes souches quant a la production de toxines. 

Les cultures immergees etaient produites dans des Erlenmeyers de 100 ml. 
avec 30 ml de milieu Adamek (voir 3.2.3.1.). Des essais preliminaires m'ont 
montre qu'il vaut mieux attendre la vingtieme journee de la culture pour evaluer 
la toxicite. Quelques millilitres du milieu de culture etaient filtres par filtre 
millipore pour en enlever les blastospores et les hyphes. Ces elements generaient 
l'injection du filtrat aux insectes et pourraient egalement influencer le comporte-
ment apres l'injection. Pour des raisons de comparaison j 'a i injecte les filtrats 
steriles aux larves des derniers stades de Galleria mellonella L. aussi bien qu'aux 
larves du troisieme stade de S. gregaria. Des criquets temoins etaient injectes 
d'avord avec le milieu Adamek dans lequel le champignon n'etait pas inocule. 
Us etaient assez sensibles a ce milieu: on ne peut pas les injecter avec une quanti-
te qui represente plus de 10 % de leur poids sans avoir des symptomes d'intoxi-
cation. Le pH du milieu ne semble pas jouer un role important quand il ne 
depasse pas un pH de 7,2. 

Pour les essais six larves de Galleria et six larves de Schistocerca etaient pe-
sees et trois exemplaires de chaque espece etaient injectees d'abord avec une 
quantite du milieu de culture filtre, correspondant a 5 % de leur poids, puis la 
meme manipulation etait repetee avec une dose correspondant a 10 % de leur 
poids. L'injection etait faite avec une seringue a vis micrometrique AGLA et 
une aiguille fine (Hamilton N731), ventralement dans l'abdomen entre le 
deuxieme et le troisieme segment pour les criquets et pour les larves de Galleria 
d'apres la technique de Roberts. 
Comme critere d'intoxication j 'ai pris le pouvoir des larves de se retourner 
quand elles etaient mises sur le dos cinq minutes apres l'injection. 

Dans le tableau suivant quelques resultats des experimentations sont donnes. 
Quand aucune des trois larves ne pouvait se redresser la toxicite etait evaluee 
avec + ; quand au moins une des larves pouvait se redresser la toxicite etait 
registree comme ± et quand tous les larves pouvaient se redresser cinq minu-
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tes apres l'injection le signe - etait utilise. Au moment de l'injection le pH du 
milieu etait mesuree a l'aide du papier pH 'Lyphan'. 

M. anisopliae 
no: 

2 
3 
5 
6 
7 

14 
17 
19 
24 
25 

Reaction Galleria 
a 

5 % 

± 

± 
± 

± 
+ 
± 

injection: 
10 % 

± 
± 
± 
± 
+ 
± 
+ 
+ 
± 
± 

Reaction Schistocerca 
a 

5 % 

+ 
— 
— 
± 
+ 
-
± 
+ 
± 
± 

injection: 
10% 

+ 
— 
+ 
± 
+ 
+ 
± 
+ 
+ 
+ 

pH final du 
milieu: 

6,6 
6,6 
7,2 
6,6 
7,2 
6,6 
6,6 
6,9 
7,2 
6,9 

II se trouve que la production des toxines differe chez les differentes souches 
de M. anisopliae. La sensibilite des deux insectes-tests ne parait pas etre la meme 
pour les differents composants des toxines. U ne semble pas quil y ait une 
correlation entre l'intensite de la production des toxines d une souche et sa 
virulence (voir 9.3.3.1). , . , . . •, „ . 

Quant i la cause de la mort de S. gregaria infecte avec M. ™P*»-*™ 
parait fort probable que Taction des toxines provoque la .mort Tout d abord 
parce que les symptomes d'intoxication apres l'injection d un ^ ^ n t Z 
du champignon correspondent tout a fait avec les symptome^^au momen^d 
la mort apres une infection a M. anisopliae, mais egalement P ^ ^ ™ _ 
ment de la mort 1'invasion du corps par le champignon n f * ^ ^ ^ . 
cee. Seulement peut-etre dans le cas d'une in ection orale ou les ™M>™ 
veux sont rapidement atteints par les hypes, la c r o i s s a n c ^ ^ ^ » n 

action destructeur ne parait pas etre la raison pnncipale de la mort de 1 insecte. 
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8. SPORULATION 

8.1. GENERALITES 

Apres la mort de l'insecte infecte certaines souches de M. anisopliae com-
mencent a se developper tres rapidement. Les cadavres durcissent et perdent 
beaucoup d'eau quand l'atmosphere n'est pas saturee (KODAIRA, 1961). Les 
larves ne changent presque pas de couleur pendant ce processus. Les adultes 
deviennent plus ou moins rouge et peuvent prendre une teinte vineuse. 

Sous des conditions optimales (temperature 27 °C et dans une ambiance ou 
Fair est sature) le mycelium peut apparaitre deja un jour apres la mort et surtout 
a des endroits ou le tegument est mince, c.a.d. sur les membranes intersegmen-
taires et les articulations des pattes. Encore un jour plus tard, la sporulation 
peut commencer quand les conditions exterieures restent optimales. Finalement 
le mycelium peut couvrir le cadavre entierement, sur ce mycelium se trouve 
alors partout une couche epaisse de spores (Photographie 11). Mais aussi dans 
le corps de l'insecte se forment des spores, sauf a la place du tube digestif. 

II est absolument necessaire pour la formation des conidies que l'humidite 
relative soit pres du point de rosee; a une humidite relative de 93 % par exem-
ple le champignon ne sporule deja plus sur le cadavre. 

8.2. POUVOIR DE SPORULATION APRES LA MORT 

J'ai essaye de me rendre compte si des conidies peuvent encore se former sur 
un cadavre qui pendant un certain temps a ete conserve sous des conditions 
relativement defavorables pour le champignon. Une serie de cadavres d'essais 
d'infection avec M. anisopliae par voie orale etait maintenue a une temperature 
de 27 CC et une humidite relative inferieure a 50 %. Chaque semaine trois mo-
mies etaient mises dans une atmosphere saturee ou la temperature etait de 27 °C. 
Deja trois semaines apres il n'y avait plus une formation de conidies sur les 
cadavres. II parait probable que sous les conditions tres variables sur le sol le 
champignon ne peut souvent plus declancher une epizootie meme quand apres un 
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PHOTOGRAPHIE 11. 
Sporulation de 
M. anisopliae surune larve 
de S. gregaria. 
Agrandissement ± 3 x . 
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delai relativemenl court les conditions de l'environnement deviennent favora-
bles. Mais il me parait possible que dans le sol le champignon peut former des 
conidies apres plus longtemps, etant donne que la le cadavre risque moins de 
se dessecher completement. 

8.3. DIFFERENCES ENTRE LES SOUCHES 

Quand on tue des criquets avec M. anisopliae on peut observer au moment 
de la mort des blastospores du champignon dans leur hemolymphe. Mais avec 
certaines souches, quand on laisse les cadavres sous des conditions favorables 
a la sporulation il se produit une putrefaction. 

AHLBERG (1943) faisait les memes observations sur les larves de Agrotis 
nigricans L., d'apres lui le developpement du champignon dans le cadavre etait 
empeche par la croissance de bacteries ce qui resultait en une absence de la 
sporulation de M. anisopliae. 

SOROKIN (1883) constatait egalement, travaillant avec Anisoplia austriaca 
HBST. que quand la sporulation n'a pas lieu sur certain cadavres, obtenus 
apres infection avec M. anisopliae, cela coincide avec une putrefaction molle. 

MORIMOTO (1959) isolait deux especes de bacteries (batonnets, grampositives, 
aerobies) qui contaminaient des cultures de M. anisopliae. Ces bacteries 
montraient un fort pouvoir antibiotique et empechaient la germination des 
conidies et la croissance des hyphes du champignon. 

RUTGERS (1916) essayait d'infecter des larves du criquet Cyrthacanthacris 
nigricornis BURM. avec des conidiospores de M. anisopliae. Comme critere si 
le champignon etait responsable de la mort il employait la sporulation sur le 
cadavre. Les essais faits a l'exterieur pendant un temps ensoleille (pas trop 
humide?) montraient un pourcentage eleve de mortalite due a M. anisopliae. Un 
essai fait a l'exterieur dans une periode de pluie constante ne montrait pas de 
mortalite due au champignon, la mortalite etait pourtant totale apres une 
semaine. Toutes les larves se putrefiaient. 

J'ai constate que certaines souches du champignon peuvent bien sporuler 
sur des cadavres sous des conditions favorables. Ces souches paraissent done 
etre plus adaptees a S. gregaria et ce sont evidemment seulement ces souches 
qui seraient capables de provoquer une epizootie dans la nature dans une po
pulation du criquet. 

Pourtant quand on infecte des larves par saupoudrage du tegument avec 
une souche de M. anisopliae qui normalement sporule sur le cadavre etqu on 
garde les larves dans une ambiance a humidite tres elevee toutes les larves 
meurent mais se putrefient apres la mort quoiqu'on puisse detecter des blasto
spores (parfois melangees avec des bacteries) dans leur hemolymphe juste 
avant la mort. Dans une serie temoin une faible mortalite, due a des infections 
bacteriennes, pouvait etre constatee. 

Par contre quand on infecte par voie orale avec une forte dose de conidio
spores de M. anisopliae et qu'on garde les larves a une humidite basse (en des-
sous de 50 %) toutes les larves meurent et seulement quelques-unes montrent 
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egalement des bacteries dans l'hemolymphe. Ces larves se putrifient egalement, 
tandis que le champignon sporule sur les autres cadavres, places sous des condi
tions favorables a la sporulation. 

J'ai essaye d'expliquer la difference de comportement quant a la sporulation 
de diverses souches de M. anisopliae. Sans doute des bacteries peuvent envahir 
le corps d'un criquet du cote du tube digestif quand le criquet est affaibli. A 
ce moment, si les blastospores du champignon sont egalement presentes, 
commence une competition entre M. anisopliae et les autres microorganismes qui 
determinera la manifestation ou l'absence de sporulation. 

J'ai essaye d'elever des larves de S. gregaria sous des conditions d'asepsie 
totale pour pouvoir infecter les larves avec des souches de M. anisopliae nor-
malement non-sporulantes sur criquet. Ces essais ont echoue a cause d'infec-
tions secondaires. 

J'ai traite la nourriture des larves avec de larges doses de chloramphenicol 
pour empecher le developpement des bacteries dans le tube digestif. Mais sur 
une larve ainsi nourrie, tuee par une souche non-sporulante du champignon 
la sporulation n'avait quand meme pas lieu. On pourrait en deduire que cer-
taines souches du champignon ne sont pas adaptees aux matieres du criquet 

PHOTOGRAPHIE 12. 

Antagonistic entre une souche de M. anisopliae et Aeromonas sp. 
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pour realiser leur croissance et leur sporulation. Toutes les souches du cham
pignon sporulaient tout de meme bien sur un agar prepare avec une decoction 
de larves du criquet. 

II est imaginable que dans la competition entre le champignon et les bacteries 
envahissantes, des antibiotiques pourraient jouer un role et que les souches 
non-sporulantes du champignon ont un pouvoir antibiotique inferieur a celui 
des souches sporulantes. KODAIRA (1961) trouvait un leger pouvoir antibiotique 
de M. anisopliae vis-a-vis de Staphylococcus aureus (TERAJIMA) en cultivant le 
champignon sur un agar glucose-bouillon a 28 °C. J'ai repete ces essais avec 
deux souches sporulantes et deux souches non-sporulantes de M. anisopliae. 
Les boites de Petri avec l'agar nutritive (pH 7,0) etaient inoculees avec ces sou
ches en forme de strie ('agar streak method' de Kodaira). Apres six jours les 
boites etaient inondees avec une suspension peu concentree de Staphylococcus 
aureus. Les resultats etaient entierement negatifs: on ne constatait pas d'inhibi-
tion des bacteries. 

J'ai egalement fait un serie d'isolements de bacteries en faisant un frottis sur 
un agar nutritif de l'hemolymphe des criquets prealablement saupoudres avec 
des conidiospores du champignon et places sous des conditions d'humidite 
elevee. Au moins une espece de ces bacteries (Aeromonas sp.). genait la crois
sance du champignon sur un Sabouraud de conservation (Photographie 12). In 
vitro la sporulation du champignon n'avait pas lieu au voisinage de la colonie 
bact6rienne. 
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9. ESSAIS DE DOSAGE 

9 . 1 . DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES 

La virulence, la mesure du pouvoir pathogene, peut etre exprimee par la 
DL50, c.a.d. par la dose d'elements d'un pathogene necessaire pour tuer 50 % 
d'une population. De cette facon on peut comparer par rapport a la virulence 
plusieurs pathogenes differentes aussi bien que differentes souches de la meme 
pathogene toujours vis-a-vis du meme stade d'un insecte-hote. En principe on 
peut envisager la mesurement en appliquant les differentes doses de la patho
gene par voie percutanee ou perorale ou en les injectant. 

La litterature concernant les essais de dosage avec M. anisopliae est peu 
abondante et souvent vague. 

GETZIN (1961) comparaissait la virulence de plusieurs champignons entomo-
pathogenes vis-a-vis des larves de Trichoplusia ni (HUBNER). L'application des 
spores etait percutanee. II remarquait une difference de virulence entre deux 
souches de M. anisopliae pour les neonates de cet insecte. 

LATCH (1965) communiquait que la virulence de differents isolements de 
M. anisopliae venant de plusieurs insectes de prairie differait considerablement 
toujours vis-a-vis d'un de ces insectes. II indiquait que l'isolement du champig
non a partir d'un de ces insectes etait toujours le plus virulent justement pour 
cet insecte. II parait done exister une certaine adaptation d'isolements de M. 
anisopliae ne permettant cependant pas de parler de races physiologiques et 
certainement pas de formae speciales. Les dosages etaient effectues par sau-
poudrage des larves ou en melangeant des cultures du champignon avec le sol 
utilise pour l'elevage des larves. Les resultats des deux series d'essais etaient 
comparables. Contrairement aux indications de GETZIN, LATCH ne donne ni le 
nombre de larves utilisees, ni le stade de ces larves au debut du test. 

MASERA (1957), travaillant avec Bombyx mori L., administrait une dose de 
spores preservees pendant cinq mois et une dose de spores preservees pendant 
un mois. II dosait par voie orale. Seulement dans le groupe des larves traitees aux 
spores jeunes le champignon tuait 53,7 % des betes. Malheureusement MASERA 

ne precise pas de combien de spores il s'agit. 
Une analyse ou le logarithme de la dose et les 'probits' annexes sont utilises 

pour determiner la DL50 d'une souche de M. anisopliae vis-a-vis de Drosophila 
etait effectuee par ROBERTS (1964). II employait une suspension de conidio-
spores de M. anisopliae qui etait mise sur un agar de sucrose place en boites de 
Petri. Les Drosophiles utilisees etaient des adultes apteres. ROBERTS ne com
paraissait pas des souches differentes de M. anisopliae. II parait tres probable 
que les conidiospores germaient sur l'agar utilise. II n'est done pas sur que l'in-
fection etait provoquee par des tubes germinatifs des conidiospores. L'infection 
pourrait avoir ete provoquee par le mycelium se developpant sur l'agar, ce 
qui influencerait evidemment la valeur absolue de la DL50. 

SCHAERFFENBERG (1959) comparaissait Taction d'une souche de M. anisopliae 
vis-a-vis des larves de Leptinotarsa decemlineata SAY et des adultes de Musca 
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domestica L. a des temperatures differentes. Mais il n'indique ni la dose du 
champignon utilisee par larve ni le nombre de larves utilisees. 

9.2. L'ELEVAGE DES CRIQUETS 

L'elevage des criquets etait effectue dans une chambre semi-climatisee. La 
temperature etait reglee a environ 30 aC, l'humidite relative etait approximative-
ment 70 %. La longueur d'eclairage etait 17 heures. Dans la chambre les cages 
pour les stades larvaires n'etaient pas chauffees par une lampe infra-rouge sauf 
la cage pour le dernier (cinquieme) stade larvaire ou les Ls etaient mises pour 
muer en imago. Apres elles etaient mises dans les cages de ponte, la aussi il 
y avait des lampes qui ne chauffaient que dans la periode d'eclairage de facon 
a produire une difference de temperature entre le joiir_et)la nuit (HUNTER-

JONES, 1956). La nourriture des criquets consistait en salade, des choux, des 
jeunes pousses de ble, des feuilles de Glyceria fluitans R .BR, et du son. L'elevage 
ne presentait pratiquement pas de maladies; j 'ai constate parfois une mortalite 
peu importante due a Aspergillus flavus LINK et une fois dans une cage un grand 
nombre de larves mouraient a la suite d'une infection bacterienne provoquee 
par Serratia marcescens BIZIO. Pour avoir un nombre de jeunes larves eclosant 
au meme moment j 'a i parfois mis des oeufs a des temperatures en dessous de 
30°Cpourfreinerledeveloppementdesembryons. Pour avoir un certain nombre 
de larves, par exemple du deuxieme stade muant ensemble en 12 heures il faut 
avoir au moins le double de larves du premier stade eclosant approximative-
ment au meme moment. Pour les essais de dosage je n'ai utilise que les larves 
provenant de femelles jeunes (ayant un age maximum de quatre semaines 
apres la mue imaginale). Quand on utilise des larves provenant de femelles 
plus agees on risque d'avoir une mortalite importante dans les series temoins 
qui peut facilement depasser 20 %. 

9.3. TECHNIQUE ET RESULTATS DES DOSAGES 

9.3.1. Production deVinoculum 

Pour standardiser la qualite de l'inoculum j 'a i toujours utilise la meme 
quantite du meme milieu de culture (Sabouraud de conservation) dans le meme 
type de tubes de culture. Mais les pourcentages de germination (methode 
Muller-Kogler, avec comme milieu un Sabouraud maltose) variaient considera-
blement. Le facteur qui apparemment influengait ce pourcentage de germina
tion est l'humidite relative dans les tubes de culture. Pour cetteraison j 'ai mis 
mes tubes de culture apres l'ensemencement dans une cloche bien fermee dans 
laquelle l'humidite relative etait reglee par le nitrate de potassium, qui, a une 
temperature de 27 °C donne une humidite relative entre 90 et 92%. De cette 
facon les spores gardent bien leur pouvoir germinatif, meme apres un mois le 
pourcentage de germination atteignait encore au moins 90 % sur le Sabouraud 
maltose. J'ai egalement utilise des conidiospores provenant de cultures de riz 
bouilli, sterile (3.2.3.2.). Ces conidiospores gardent bien leur pouvoir germinatif 
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quand on les laisse dans un refrigerateur (a+4°C), dans le noir, sous le gaz 
carbonique. Meme 30 jours apres la recolte le pourcentage de germination ne 
differait pas du pourcentage de germination des spores qui venaient d'etre 
formees sur tube. 

9.3.2. Essais avec des larves du premier stade 
Pour ces essais j 'ai pulverise la nourriture (ble germe et chou) avec une suspen

sion de conidiospores provenant directement d'un milieu de culture consistant 
de riz bouilli, sterile. Pour bien mouiller les plantes la suspension etait faite 
dans une solution 0,1 % de Tween 80 dans de l'eau du robinet. A cette faible 
concentration le Tween ne gene pas la germination des spores, les larves sup-
portent egalement bien cette dose. Apres le traitement les plantes et les larves 
etaient mises dans de petites cages qui, a leur tour etaient placees dans une 
etuve bien ventilee ou l'humidite relative restait en dessous de 50 % et ou la 
temperature etait 28,5 °C. II y avait trois doses de spores: 0,5; 0,05; et 0,005 %; 
la serie temoin etait seulement traitee au Tween 80. La nourriture infectee et 
la nourriture traitee seulement au Tween 80 restait trois jours dans les cages, 
des le troisieme jour les larves obtenaient chaque jour de la nourriture fraiche 
a manger. Par dose il y avaient environ 40 larves qui etaient utilisees dans les 
six heures suivant l'eclosion. Avec les doses 0,5 et 0,05 % toutes les larves mou-
raient au premier stade. Avec la dose 0,005 % la majorite des larves mouraient 
au premier stade. La mortalite temoin etait 8,8 %. 

Quand on traite des larves d'un certain stade il peut y avoir de la mortalite 
pendant ce meme stade et le suivant, mais je n'ai constate de la mortalite due 
au champignon que tres rarement encore un stade plus tard. 

Les resultats de cet essai sont inseres dans la figure 3. 

9.3.3. Essais avec des larves du deuxieme stade 

Pour ces essais des larves, mises a jeuner pendant huit heures environ directe
ment apres la mue etaient traitees individuellement. Des conidiospores de la 
souche M. anisopliae no. 9, provenant d'une culture en tube sur du Sabouraud 
de conservation (9.3.1.) qui avait un age de 12 jours, etaient mises dans 5 ml 
d'eau du robinet et homogeneisees pendant quatre minutes a 1'aide d'un homo-
geneisateur (Type Potter et Elvejhem). La concentration de la suspension etait 
determinee apres dilution 1 :50 avec un hematimetre d'apres Burker-Tiirk. La 
suspension etait delivree a l'aide d'un microseringue AGLA et une vis micro-
metrique sur des feuilles de Poa annua L., prealablement humidifiees avec une 
solution de Tween 80 (0,1 %), et dont leur base trempait dans l'eau. Apres a-
voir depose chaque goutte de suspension j 'ai agite la seringue, qui contenait 
quelques billes de verre, pour que la suspension reste bien homogene. On peut 
faire secher les gouttes rapidement en utilisant un ventilateur electrique. Les 
feuilles etaient pliees a la place de la gouttelette, le 'sandwich' etait mis dans 
une pince-crocodile et cette pince etait mise a travers un petit bouchon. Les 
larves etaient ensuite mises dans de petites tubes de 5 cm de long, ayant un 
diametre de 15 mm; ces tubes etaient fermees avec le bouchon a la pince-croco-
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FIG. 3. Essai de dosage avec 
des conidiospores de M. ani-
sopliae no. 17 sur des larves 
du premier stade de S. gre-
garia. Pulverisation. 
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FIG. 4. Essai de dosage avec 
des conidiospores de M. ani-
sopliae no 17 sur des larves du 
deuxieme stade de S.gregaria. 
Pulverisation. 

FIG. 5. Essai de dosage avec 
des conidiospores de M. ani-
sopliae no. 17 sur des larves 
du troisieme stade de S. gre-
garia. Pulverisation. 
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dile. II faut garder les larves a une temperature elevee, un choc de temperature 
leur fait perdre leur appetit pour longtemps. Ensuite les tubes etaient mises dans 
des dispositifs qui les laissaient dans une position legerement inclinee (Photo-
graphie 13). Les tubes etaient aux trois quarts enfoncees dans ce dispositif, 
ainsi les larves, attirees par la lumiere et guidees par leur geotropisme negatif 
trouvaient facilement leur nourriture. Quand on utilise des tubes plus larges les 
larves ne trouvent pas ou tres dimcilement la feuille. Generalement 80-90 % des 
larves mangeaient leur feuille en quatre heures. Ensuite elles etaient mises dans 
des petites cages dont les cotes consistaient en toile metallique. Ces cages etaient 
placees dans une etuve bien ventilee a une temperature de 28,5 °C ou l'humidite 
relative restait en dessous de 50 %. Quand l'humidite relative monte au dessus 
de 70% on risque d'avoir une mortalite importante, due a Aspergillus flavus 
LINK, une temperature en dessous de 28 °C est egalement defavorable pour la 
sante des larves. Chaque jour la nourriture des larves etait renouvelee, les cages 
etaient nettoyees et les larves mortes enlevees. II y avait quatre series de larves 
par essai qui etaient traitees avec des spores et une serie temoin. II y avait 35-40 
larves par serie. L'essai etait repete une fois. 

~ \ 

fa 
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PHOTOGRAPHIE 13. 

Dispositif pour des essais 
de dosage. 
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La mortalite commencait au quatrieme jour, la mue L2-L3 se passait au 5e 

et 6e jour. La mortalite due au champignon continuait encore au troisieme stade. 
L'essai etait termine au moment ou les larves muaient de L3-L4 (13e jour). La 
mortalite pendant cette mue n'etait done pas comptee. Les resultats de ces 
essais sont donnes dans le tableau suivant et, apres correction d'apres Abbott 
et transformation en probits de la mortalite (Bliss) mis en graphique. 

Dose 

Tem. 
60625 

121250 
181875 
242510 

Essai I 
Mortalite 

2 sur 35 
13 sur 38 
17 sur 35 
20 sur 40 
27 sur 39 

Mort. 
(%) 

5 
34 
48 
50 
69 

Mort.(% 
Abbott) 

30 
45 
46 
67 

Dose 

Tem. 
66640 

133280 
199920 
266560 

Essai II 
Mortalite 

0 sur 35 
4 sur 35 

11 sur 36 
21 sur 34 
17 sur 34 

Mort. 
(%) 

0 
12 
30 
61 
50 

Mort. 
(% Ab

bott) 

12 
30 
61 
50 

La direction de la ligne droite etait obtenue par calcul. On obtient ̂ unê esti
mation de la DL50 pour chaque essai en companussant les deux droite* dan la 
graphique. Les DL50 des d e u x ^ ^ J ^ ^ ' ^ ^ Z 
tion: pour le premier essai la DL50 se trouve entre otuw ci ^ . j ^ n n n 

(estimation: I'OOOO) et pour le deuxieme essai laDL50 se trouveentrem0M 
et 275000 spores (estimation: 210000). Paradoxalement les resultats des essa.s 

Mortalite (probits) 

FIG. 6. Essai de dosage avec des comdio- |—_ 1 f ,—, , , , i r 
spores dcM.anisopIiae no. 9 sur des larves 
du deuxieme stade de S. gregaria. Methods ^ _ ^ _ _ 

'sandwich'. N o m b r e d e s p o r e s p a r i a r v e (echelle Iogarithmique). 
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dans le temps paraissent etre plus comparables (pas de difference significative 
entre les DL50 des deux essais) quand la methode d'estimation devient moins 
bonne (moins de series par essai). II me parait dangereux de comparer les re-
sultats des essais dans le temps. 

BUCHER (1956) a compare les inclinaisons des droites (log dosis - probit) 
d'une serie de pathogenes d'insectes (entre autres Bacillus thuringiensis BERLI

NER) avec quelques insecticides. Les inclinaisons des lignes droites des patho
genes d'insectes etaient faibles, c.a.d. qu'une augmentation importante de la 
dose d'un pathogene ne se traduisait que par un faible accroisement de la 
mortalite sauf pour Bacillus thuringiensis. BUCHER exprime les inclinaisons des 
lignes droites par le changement du valeur de l'ordonnee en probits comme re-
sultat d'une augmentation de la dose de dix fois. II me parait douteux de pou-
voir comparer des insecticides avec des pathogenes d'insectes, le processus 
d'infection d'un pathogene ne me semble pas comparable avec la penetration 
d'un insecticide, mais, quoi qu'il en soit, on peut comparer de cette facon les 
pathogenes d'insectes entre eux. Pour M. anisopliae no. 9 les deux inclinaisons 
etaient calculees, elles etaient respectivement 1,4 et 2,3, c.a.d. qu'elles sont 
comparables a Bacillus thuringiensis Berliner. Quand l'inclinaison de la ligne 
est faible il sera difficile de comparer deux souches du meme pathogene parce 
que les limites de fidelite de chaque ligne risquent beaucoup de se toucher. 
La valeur de la DL50 ne sera que tres relative. 

9.3.3.1. Compa r a i s on de d i fferentes souches 
Pour ces essais quelques souches differentes de M. anisopliae etaient utilisees 

sur des lots d'environ 35 larves (9.3.3.). La dose utilisee de chaque souche 
etait 150000 spores. Les series temoins consistaient egalement d'environ 
35 larves, la mortalite dans ces series etait toujours inferieur de 15 %. Etant 
donne que la sensibilite des larves peut differer dans le temps on ne peut que 
comparer les resultats dans un essai et pas des essais differents. Mais les resul-
tats totaux de tous ces essais donnent quand-meme une impression, quoique 
assez grossiere de la virulence de ces quelques souches, c.a.d. qu'on peut en 
deduire la notion relative des meilleures souches qui seraient eventuellement 
utilisables pour la pratique dans le cas d'une application pour la lutte bio-
logique. 

Dans la figure 7 les mortalites finales (en pourcentage corrige d'apres Abbott) 
des quatres essais sont donnees. Les mortalites temoins correspondantes sont 
donnees en bas du graphique. En bas du graphique est indique egalement si 
les differences dans un essai sont significatives (P < 0,05). Les differentes sou
ches de M. anisopliae sont numerotees (voir 3.1.). 

Les souches M. anisopliae no. 8 et 9 sont identiques d'origine, seulement la 
souche 9 est obtenue apres une passage de la souche 8 par S. gregaria. La viru
lence a augmented considerablement apres cette seule passage mais la difference 
n'est pas significative (teste x2). 
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Pourcentage mortalite (Abbott). 
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F IG . 7. Resultats de quatres essais pour comparer la virulence de douze souches de M. ani-

sopliae. Methode 'sandwich', dose ± 150000 spores. 

9.3.3.2. Influence du poids 
L'activite d'un insecticide peut etre exprime par le nombre de grammes de 

l'insecticide par gramme de poids de l'insecte necessaire pour tuer ce meme 
insecte. Quant aux pathogenes d'insecte je n'ai pas pu trouver des indications 
dans la litterature que la sensibilite d'un insecte vis-a-vis d'une certaine quantite 
d'un pathogene presente quelque relation avec le poids de cet insecte. II est 
neanmoins bien connu que dans une population d'insectes les individus les 
plus petits sont souvent les plus faibles aussi. J'ai seulement fait un essai intro-
ductif avec des larves du deuxieme stade qui venaient de muer et qui ensuite, 
etaient laissees a jeune pendant 6 heures. Elles etaient narcotists a 1 aide du gaz 
carbonique et pesees. Les larves qui pesaient moins que 40 milligrammes et 
celles qui pesaient plus de 50 milligrammes etaient utihsees pour cet essai. 11 
etait offert ± 170000 spores (9.3.3.) aux larves des deux series. Apres 17 jours 
les larves qui n'etaient pas mortes a cause du traitement etaient tous devenues 
L4. Les mortalites a ce moment sont indiquees dans la table suivante: 

Larves lourdes traitees: 
Larves lourdes temoins: 
Larves legeres traitees: 
Larves legeres temoins: 

Mortalite 

23 sur 31 
3 sur 29 

26 sur 27 
7 sur 24 

Mortalite en % Mortalite en 
% (Abbott) 

74 71 
10 
96 95 
29 

Avec un test x« apres correction de continuite n parait que la diff rence entre 
les mortalites des larves lourdes et des larves legeres est ^ ^ ^ f ^ 
II faut tout de meme consider la valeur de ce seul essai avec beaucoup de 

prudence. 
57 
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9.3.3.3. Pu lve r i s a t i on aqueuse sur la n ou r r i t u r e 
Pour ces essais j 'ai traite la nourriture avec une suspension de conidiospores 

provenant d'un milieu de culture consistant de riz bouilli, sterile. Ces spores 
etaient les memes que celles utilisees pour l'essai decrit en 9.3.2., elles etaient 
gardees dans un refrigerateur a 4 °C, dans le noir et sous le gaz carbonique. La 
seule difference avec l'essai decrit en 9.3.2. etait que les larves utilisees etaient 
des larves du deuxieme stade. La mortalite dans la serie temoin etait 7.5 %. Les 
resultats de cet essai sont inseres dans la figure 4. 

9.3.3.4. Essais d ' i n fec t ion avec des b l a s to spo re s 
Pour cet essai avec des larves du deuxieme stade j 'ai suivi la methode decrite 

en 9.3.3. Les blastospores, produites en milieu Adamek etaient utilisees le 
quatrieme jour apres l'ensemencement des Erlenmeyers. 

II y avait trois series de larves traitees a la methode 'sandwich' avec des blasto
spores des souches M. anisopliae no.s 9, 17 et 18, les souches les plus virulentes. 
Les doses utilisees etaient tres elevees pour pouvoir se rendre compte si c'est 
vraiment possible d'infecter des larves avec des blastospores. II y avaient deux 
series temoins: une serie ou les sandwichs n'etaient pas traites du tout et une 
serie ou les sandwichs etaient traites avec une quantite du milieu Adamek non-
inocule, correspondante avec la quantite dans les series traitees avec le milieu 
Adamek aux blastospores. Toutes les cinq series comprenaient 40 larves. Dans 
les series ou il y avait des sandwichs traites aux blastospores les larves ne vou-
laient parfois pas du tout manger. Tres souvent elles consommaient leur sand
wich laissant de cote le petit bout avec le milieu. Les differences entre les nom-
bres des larves qui avaient mangees leur feuille dans les series traitees aux blasto
spores et les nombres des larves des series temoins etaient significatives. 

Apparemment il y a des matieres repulsives dans le milieu Adamek inocule 
avec le champignon qui inhibent l'appetit des larves. Ces observations corres
pondent avec les donnees de KODAIRA (1961), qui constatait une action repulsi
ve des deux toxines Destruxine A et B, produites par M. anisopliae vis-a-vis 
des larves d'Epilachna sparsa HERBST. II est fort bien possible que ces toxines 
etaient egalement presentes dans le milieu Adamek inocule avec les diverses 
souches de M. anisopliae. Dans le tableau suivant sont inseres les resultats de 
cet essai: 

Traitement des sandwichs Nombre bias- Nombre de larves Mort. en 
tospores ayant mangees (Abbott) 

Milieu Adamek inocule avec M. anisopliae 
no. 9 1,1 x 10" 

Milieu Adamek inocule avec M. anisopliae 
no. 17 6,9 x 106 

Milieu Adamek inocule avec M. anisopliae 
no. 18 1,0 x 106 

Milieu Adamek non-inocule _ 
Sans milieu _ 
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18 

14 
28 
39 

23,6 

76,6 

65,0 



Les larves mortes dans les series au Milieu Adamek inocule etaient mises 
dans des boites de Petri munies de morceaux de coton humide. A une temperatu
re de 28 °C le champignon sporulait sur presque tous les cadavres; apparemment 
on peut done provoquer la maladie a l'aide des blastospores de M. anisopliae. 

9.3.4. Essais avec des larves du troisieme stade, pulverisation aqueuse sur la 
nourriture 

Pour ces essais j 'ai traite la nourriture avec une suspension de conidiospores 
provenant d'un milieu de culture consistant de riz bouilli, sterile. Ces spores 
etaient les memes que celles utilisees por les essais, decrits en 9.3.2. et 9.3.3.3. 
Par serie il y avaient 35 larves du troisieme stade qui venaient de muer. J'ai 
diminue )e nombre de larves pour avoir moins de risque de cannibalisme parmi 
les larves. La mortalite dans la serie temoin etait 8,3 %. Les resultats de cet 
essai sont inseres dans la figure 5. 

Quoique les resultats des essais faits a des temps differents ne soient pas en-
tierement comparables, on obtient quand-meme une notion des differences de 
sensibilite des trois premiers stades larvaires [p. 53]. 

II semble que la sensibilite diminue legerement avec 1'age, le temps d'incu-
bation de la maladie semble devenir plus longue lorsque les larves sont plus 
agees. 
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10. R E S U M E ET C O N C L U S I O N S 

10.1. RESUME 

10.1.1. Introduction 

Cechapitreconsiste en une discussion generate sur l'etat de nos connaissances 
concernant les champignons entomopathogenes de la Classe des Deuteromyce-
tes. L'accent est mis principalement sur les nombreux problemes fondamentaux 
et sur les lacunes des observations scientifiques. 

10.1.2. Nomenclature 

D'apres une etude bibliographique, il apparait que les trois especes precedem-
ment decrites, Metarrhizium brunneum PETCH, Metarrhizium album PETCH et 
Metarrhizium anisopliae (METSCHNIKOFF) SOROKIN sont, avec une forte proba
bility indentiques. 

Les quatorze souches isolees se divisent en deux groupes suivant la longueur 
des conidies, en accord avec les observations de JOHNSTON (1915), qui distingue 
une 'forma major' et une 'forma minor'. 

Etant donne qu'il n'existe pas de materiel type de M. anisopliae dans les 
herbiers, un neotype a ete cree et depose au Centraal Bureau voor Schimmel-
cultures a Baarn (Pays-Bas). 

10.1.3. Isolement, developpement et croissance, conservation 

M. anisopliae a ete isole de quatorze especes d'insectes soit sur le milieu de 
Sabouraud de conservation, soit sur un milieu gelose a l'extrait de cerise, le 
milieu de MARTIN (1950) ou encore un milieu special d'isolement (VEEN et 
FERRON, 1966) a base d'actidione (cycloheximide) et de chloramphenicol limi-
tant le developpement des bacteries et des champignons contaminants. 

En culture flottante,le champignon sporule particulierement bien lorsque le 
milieu est a base de peptone Chapoteaut. La production de masse des conidio-
spores a ete obtenu sur des graines de riz bouillis et sterilises. Le developpement 
des blastopores en culture agitee, suivant la technique d'ADAMEK (1967), a 
ete controle sur dix souches (5 forma major et 5 forma minor). Generalement la 
concentration en blastospores, apres 96 heures de culture, est de l'ordre de 108 

a 10 par ml, mais une souche n'en a developpe qu'un faible nombre. 
La conservation des souches a ete obtenu, avec succes, par culture sur jaune 

d oeuf coagule a 80 C et maintien au refrigerateur a +4°C . De cette facon la 
conservation est assuree pendant au moins 20 mois. La lyophilisation de sus
pensions de conidiospores dans du lait ecreme a egalement permi de conserver 
des spores viables pendant 6 mois. 

10.1.4. Listed'hotes 

r,ZaPt- UnC
t
 a n a l / S e aUSSi C O m p l ' t e q U e P ° s s i b l e d e la bibliographic 204 

ITZCITM »nTalren? d 6 S C0k0ptera o n t «* reconnues sen ibles 
a la mycose a M. anisophae dans les conditions naturelles. II est a remarquer 
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que parmi les Coleoptera il s'agit surtout d'insectes terrestres ou souterrains. 

10.1.5. Germination et developpement des tubes germinatifs 
Les conidiospores de M. anisopliae ne germent qu'en presence d'eau liquide. 

A l'exception des zones intersegmentaires ou les replis du tegument ne permet-
tent pas de faire des observations directes, la transpiration de l'msecte (Schisto-
cerca gregaria FORSK.) ne semble pas influencer la germination des conidio
spores sur les surfaces libres du tegument. II a ete constate que les lipides epi-
cuticulaires des larves du cinquieme stade peuvent influencer positivement la 
germination des conidies, contrairement a la cire des abeilles. La composition 
du milieu de culture, utilise pour la production des conidiospores, peut egale-
ment avoir une influence tres importante sur la germination des spores deposee 
sur un extrait des lipides epicuticulaires du criquet, mais les differentes souches 
de M. anisopliae se comportent differemment. In vivo et in vitro, le ̂  W o n 

developpe, apres la germination, des structures analogues aux app essona 
C e p e X il ne se forme que rarement des tubes de ^ ^ n s o ^ ^ 
pressoria' in vitro et parfois meme les appressona ne sont pas indispensables a 
la croissance de ces tubes de penetration. 

10.1.6. Penetration et infection 
Des coupes histologiques ont montre que l'infection des larves de criquet 
ues coupes msiuiugniu cmiche de M. anisopliae elle-meme 

du deuxieme stade par des conidies d une soucne ae m. u y _ , n e t r a . 
isolee de S. gregaria se produit apres un delai d e n w 0 \ 9 ^ e U e ^ a

] P e « e t r a 

tion des hyphes a lieu dans la cavite ^ e e P ^ ^ ^ 
p r o x — p a l p e s m a ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ 
dans lequel les larves sont placees ne J o u e a u c u n r ? r „ . [• t 

defection. Par contre il est necessaire que le V™*£™?»£ ^ J Z 
la penetration ^ . ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ J S S Z 
des larves du troisieme stade, ? u e J ^ ^ e x e m p l e les membranes interseg
ment dans des sites * * ? T ^ ^ ^ L 4 n'importe quel endroit 
mentaires. En prmcipe la penetration peut avoir i J pdnetration 
du tegument. Des observations indiqu nt que ^ P - c - s u s p ^ 
s'accompagne factions e ^ * £ ° ^ ^ 6 ^ apres la penetration, 
mettre en evidence une action ^ ^ ^ J & Jgalement realisees 

Des injections d " ^ ^ ^ ^ ^ ^ t obtenue'de cette maniere 
et ont montre que l'infection peut etre cga. iventualite' n'a vrai-
mais dans I'hvpotMse d'une — " ^ ^ ^ ^ 

semblablement que peu . f ' ^ t v c ,ium yant traverse le tegument et 1'epi-
probablement aux endroits ou le mycelium d ' d 

derme entre en contact avec rhemolymphe en mouvement. 

10.1.7. La derniere phase de la maladie r e l a t i vement peu de 

La mort de 1'insecte peut se P r ^ ^ v a t on, ainsi que le comportement 
materiel fongique dans le corps • C e ^ o b ^ a tio q ^ ^ ^ ^ . ^ 

anormal de 1'insecte juste avant la mort, penuc F 
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C'est pourquoi la toxicite de filtrats de culture de dix souches de M. anisopliae 
a ete controlee sur des larves de Galleria mellonella L. et de S. gregaria. On a 
aussi constate de grandes differences d'activite suivant les souches. II n'a pas 
pu etre etabli qu'il y a une correlation entre la production de toxines et la viru
lence elevee d'une souche pour les larves de S. gregaria. 

10.1.8. Sporulation 

Lorsque des larves de criquet sont placees dans une atmosphere ou l'humidite 
relative de l'air est tres elevee, il se developpe parfois des infections bacteriennes 
qui peuvent provoquer une certaine mortalite. Dans ces conditions defavorables 
l'etat physiologique de l'insecte est done altere. Au debut d'une infection a M. 
anisopliae on constate egalement un affaiblissement de l'hote et, meme avant 
la mort, on peut observer simultanement des blastospores et des bacteries dans 
rhemolymphe. En consequence une competition s'etablit entre ces microorga-
nismes apres la mort de l'insecte. Dans ces conditions theoriquement optimales 
pour le developpement du champignon, la sporulation n'a pas lieu quoique il 
y ait des differences entre les souches. 

II a d'ailleurs ete constate, in vitro, sur des cultures en boite de Petri sur mi
lieu de Sabouraud de conservation, un ralentissement du developpement du 
champignon au voisinage des cultures bacteriennes (surtout Aeromonas sp). 
Lorsqu'il y a tres peu de bacteries, la sporulation sur les cadavres d'insectes ne 
se produit que si l'humidite relative est extremement elevee; ainsia93 % H.R. 
la sporulation ne se produit pas. 

10.1.9. Essais de dosage 

Des experiences de dosage de la quantite de spores necessaires pour provoquer 
la mort des larves de criquet du deuxieme stade ont montre des differences d'ac
tivite importantes entre les douze souches etudiees. Une estimation de la DL50 a 
ete faite avec une souche isolee de Polyphylla olivieri CAST, et il a ete constate 
que la pente de la droite logarithme de la dose-mortalite probit est tres forte 
etpresente des analogies avec la bacterie entomopathogene Bacillus thuringiensis 
BERLINER. Simultanement des experiences analogues ont ete realisees en con
taminant la nourriture des criquets a l'aide d'une suspension de spores pulverisee. 
Ces essais ont ete effectues sur des larves du premier, second et troisieme stade. 
II semble que la sensibilite des criquets a la mycose ne diminue que legerement 
en fonction de l'age des larves mais par contre l'incubation de la maladie 
est plus longue lorsque les larves sont plus agees. II est egalement possible 
d effectuer avec succes des experiences de dosage par voie orale a l'aide de 
blastospores obtenues en culture profonde. 

10.2. CONCLUSIONS 

Si, dans le passe, l'emploi de preparations biologiques insecticides a base de 
M. amsophae (METSCH.) SOR. (Fungi Imperfecti), dans la lutte contre les insec-
tes ravageurs des cultures, n'a pas donne de resultats tres satisfaisants, il appa-

Meded. Landbouwhogeschool Wageningen 68-5 (1968) 



rait, a la suite des recherches effectives que des perspectives tres positives s'ou-
vrent pour detruire le Criquet pelerin, S. gregaria (Forsk.) et surtout les larves 
des deux premiers stades. Du fait que l'infection de ces insectes par la cavite 
buccale a ete demontree, il est possible de provoquer le developpement de la 
mycose meme dans des conditions d'humidite relative tres basse ce qui est fre-
quemment le cas dans les biotopes ou vivent ces insectes. II semble cependant que 
les possibilites de declencher des epizooties soient limitees, car pour obtenir 
la sporulation du champignon, indispensable a la propagation de la maladie, 
il est necessaire que 1'humidite relative de l'air soit tres elevee. 

En etudiant les conditions d'infection d'autres insectes par M. anisopliae 
pour verifier les possibilites plus generates d'infection par voie orale et en pre-
cisant les quantites de spores necessaires pour provoquer une mortalite elevee 
dans les meilleurs delais, il sera possible de definir les conditions d'emploi 
de ce moyen de lutte biologique d'une maniere plus precise. 

Evidemment il sera indispensable d'accorder une place determinante a la 
technologie et a la rentabilite de la production en masse de ce champignon en 
raison des incidences economiques de la multiplication de tels traitements. Des 
recherches de base devront se developper pour permettre la selection des sou-
cries de champignon les plus virulentes, et pour conserver et augmenter leur pouvoir 
infectieux par divers moyens physiques et chimiques. La specificite des souches 
vis-a-vis des insectes nuisibles et utiles et leur activite eventuelle sur les vertebres, 
quoique tres peu probable d'apres la litterature, doivent egalement retenir notre 
attention. 
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l l . S A M E N V A T T I N G EN K O N K L U S I E S 

11.1. SAMENVATTING 

11.1.1. Inleiding 
Dit hoofdstuk bevat een algemene bespreking van wat bekend is over de 

insektendodende schimmels van de klasse der Deuteromycetes. De nadruk 
wordt vooral gelegd op de vele fundamentele problemen en op de leemten in de 
wetenschappelijke waarnemingen. 

11.1.2. Nomenclatuur 
Uit een bibliografische studie blijkt, dat Metarrhizium brunneum PETCH, Metar-

rhizium album PETCH en Metarrhizium anisopliae (METSCHNIKOFF) SOROKIN zeer 
waarschijnlijk identiek zijn. De veertien geiisoleerde stammen van M. anisopliae 
kunnen volgens de lengte der conidien in twee groepen verdeeld worden, het-
geeninovereenstemmingis met de waarnemingen van JOHNSTON (1915), die een 
'forma major' en een 'forma minor' onderscheidde. Aangezien er geen type-
materiaal van M. anisopliae in de collecties aanwezig is, is er een neotype vast-
gesteld en bij het Centraal Bureau voor Schimmelcultures te Baarn (Nederland) 
gedeponeerd. 

11.1.3. Isolatie, ontwikkeling en groei, bewaring 

Conidiosporen van M. anisopliae werden van veertien insektensoorten gei'so-
leerd en geent op een voedingsbodem volgens Sabouraud, op kers agar, op een 
voedingsbodem volgens MARTIN (1950) of wel op een speciaal isolatiemedium 
(VEEN en FERRON, 1966), waaraan actidione (cycloheximide) en chloorampheni-
col waren toegevoegd om bacterie- en schimmelinfecties tegen te gaan. 
Op drijfcultures sporuleert de schimmel vooral goed, indien pepton volgens 
Chapoteaut als voedingsmedium wordt gebruikt. De massaproduktie van coni
diosporen is op gekookte steriele rijst uitgevoerd. De vorming van blastosporen 
in schudcultures volgens de techniek van ADAMEK (1967) werd van tien stammen 
(vijf van de forma minor en vijf van de forma major) gecontroleerd. In het alge-
meen wordt na 96 uur een concentratie blastosporen bereikt, die ligt in de 
orde van groottevan 108 tot 109 per ml; eenstam ontwikkelde er slechts eenge-
ring aantal. 

De stammen werden met succes bewaard bij 4 ° C door ze eerst te kweken op ei-
geel, dat bij 80 °C gecoaguleerd was. Op deze manier kan men ze minstens 20 
maanden goed houden. Het droogvriezen van suspensies van conidien in 
taptemelk maakt het eveneens mogelijk de sporen 6 maanden kiemkrachtig te 
houden. 

11.1.4. Lijst van gastheerinsekten 

Uit een zo volledig mogelijk literatuuronderzoek is gebleken, dat minstens 
204 insektensoorten, vooral Coleopteren, onder natuurlijke omstandigheden 
kunnen lijden aan de door M. anisopliae veroorzaakte schimmelziekte. Het valt 
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daarbij op, dat het bij de Coleopteren voornamelijk om grondbewonende of 
onderaards levende insekten gaat. 

11.1.5. De kieming en de ontwikkeling van de kiembuizen 

Het onderzoek werd uitgevoerd met de treksprinkhaan Schistocerca gregaria 
Forsk. De conidiosporen van M. anisopliae kiemen slechts bij kontakt met 
water. Met uitzondering van de intersegmentale zones, waar de plooien van 
het integument geen direkte waarneming mogelijk maken, schijnt de transpira-
tie van het insekt de kieming van conidiosporen op vrije delen van het integument 
niet te bei'nvloeden. Er is vastgesteld, dat de epicuticulaire lipiden van larven 
van het vijfde stadium de kieming van de conidien positief kunnen bei'nvloeden, 
in tegenstelling tot bijenwas. De samenstelling van de voedingsbodem, die 
voor de produktie van de conidiosporen wordt gebruikt, kan eveneens een 
belangrijke invloed hebben op de kieming van sporen, die op een extract van 
de epicuticulaire lipiden van sprinkhanen zijn gebracht; maar de verschillende 
stammen van M. anisopliae gedragen zich uiteenlopend. In vivo en in vitro 
vormt de schimmel na de kieming strukturen, die analoog zijn met 'appressoria'. 
In vitro worden er echter slechts zelden penetratiebuizen onder de 'appressoria' 
gevormd. Soms zijn de appressoria niet nodig voor het ontstaan van penetratie
buizen. 

11.1.6. Penetratie en infectie 

Uit histologische coupes is gebleken, dat de infectie van tweede stadium 
larven van de sprinkhanen door conidien van een stam van M. anisopliae, die 
zelf van S. gregaria was gei'soleerd, ongeveer 90 uur na het toedienen van de 
sporen plaats vindt. De penetratie van de hyphen vindt plaats in de mondholte 
en wel voornamelijk in het proximale deel van de maxillaire palpen. Onder deze 
omstandigheden speelt de relatieve luchtvochtigheid, waarin de larven zich 
bevinden, geen enkele rol bij het infektieproces. Voor het penetreren van het 
integument is het daarentegen wel nodig, dat het dauwpunt wordt bereikt. 

Bij larven van het derde stadium is vastgesteld, dat de schimmel niet bij voor-
keur op bepaalde plaatsen penetreert, zoals bijvoorbeeld via de intersegmentale 
membranen. In principe kan de penetratie op elke willekeurige plaats van het 
integument plaats vinden. Waarnemingen duiden er op, dat het penetratie-
proces gepaard gaat met chemische en mechanische aktiviteit. Er kon geen 
phagocytose door haemocyten vastgesteld worden. 

Er werden ook conidiosporen in het rectum ingespoten. Het bleek, dat infektie 
via deze weg ook mogelijk is; maar dit is van weinig betekenis, daar de infektie 
waarschijnlijk via de mond plaats heeft. De vorming van blastosporen ge-
schiedt vermoedelijk daar, waar het mycelium, dat door het integument ge-
drongen is, in kontakt komt met de bewegende haemolymphe. 

11.1.7. Het laatste stadium van de ziekte 

De dood van het insekt kan plaats vinden, zelfs als er relatief maar weinig 
schimmelmateriaal in het lichaam aanwezig is. Deze waarneming, evenals het 
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abnormale gedrag van het insekt kort voor zijn dood, doet denken aan de 
werking van toxinen. Daarom is de giftigheid van kultuurfiltraten van tien stam-
men van M. anisopliae nagegaan op rupsen van Galleria mellonella L. en larven 
van S. gregaria. Daarbij zijn grote verschillen in aktiviteit tussen de stammen 
vastgesteld. Er kon niet aangetoond worden, dat er een correlatie bestaat tussen 
toxinenvorming en hoge virulentie van een stam ten opzichte van larven van 
S. gregaria. 

11.1.8. Sporulatie 
Wanneer sprinkhanenlarven in een ruimte geplaatst worden, waar de rela-

tieve luchtvochtigheid zeer hoog is, ontstaan er soms bakterie-infekties, die 
een zekere sterfte kunnen veroorzaken. Onder deze ongunstige omstandigheden 
verandert dus de fysiologische toestand van het insekt. 

Bij het begin van een infektie door M. anisopliae constateert men eveneens 
een verzwakking van de waard en kan men, zelfs voor de dood, tegelijkertijd 
blastosporen en bakterien in de haemolymphe waarnemen. Vervolgens ont-
staat er na de dood van het insekt een competitie tussen deze microorganismen. 
Onder overigens optimale omstandigheden voor de ontwikkeling van de schim-
mel kan de sporulatie geremd zijn, hoewel er in dit opzicht verschillen tussen de 
stammen bestaan. In vitro, op petrischalen met een Sabouraud voedings-
bodem, is een vertraging vastgesteld van de schimmelgroei in de buurt van bak-
teriekolonies (vooral Aeromonas sp.). Als er heel weinig bakterien zijn, vindt er 
pas sporulatie plaats op de insektenkadavers, als de relatieve luchtvochtigheid 
zeer hoog is; bij een relatieve luchtvochtigheid van b.v. 93 % vindt geen sporula
tie plaats. 

11.1.9. Doseringsproeven 

Uit doseringsproeven met hoeveelheden sporen, die de dood van sprink-
haanlarven van het tweede stadium kunnen veroorzaken, is gebleken, dat er 
aanzienlijke verschillen in werkzaamheid bestaan tussen de twaalf stammen, 
die bestudeerd zijn. Een schatting van de LD50 is gedaan met een van Polyphylla 
olivieri CAST, ge'isoleerde stam en er is vastgesteld, dat de helling van de rechte, 
die de relatie aangeeft tussen de logarithme van de dosis en de mortaliteit in 
probits, zeer aanzienlijk is en overeenkomst vertoont met die van de insekten-
dodende bakterie Bacillus thuringiensis BERL. 

Gelijktijdig zijn soortgelijke proeven gedaan door het voedsel van sprink-
hanen met sporensuspensies te bespuiten. Deze proeven zijn bij larven van het 
eerste, het tweede en het derde stadium verricht. Er zijn aanwijzingen dat de ge-
voeligheid van sprinkhanen voor de schimmelziekte slechts langzaam met de 
ouderdom afneemt, maar dat de incubatietijd van de ziekte langer wordt, als 
de larven ouder zijn. Het is eveneens mogelijk geslaagde orale doseringsproeven 
te doen met blastosporen uit schudcultures. 

11.2. KONKLUSIES 

In het verleden heeft het gebruik van preparaten op basis van M. anisopliae 
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bij de bestrijding van schadelijke insekten geen bevredigende resultaten gegeven, 
maar uit dit onderzoek blijkt, dat er gunstige perspektieven zijn voor het be-
strijden van de woestijnsprinkhaan S. gregaria (FORSK.) en wel vooral van de 
Iarven van de eerste twee stadia. 

Daar de besmetting van dit insekt per os is vastgesteld, is het mogelijk de ont-
wikkeling van de schimmelziekte te veroorzaken zelfs bij zeer lage luchtvochtig-
heid, zoals die dikwijls voorkomt in de biotopen, waarin deze insekten leven. 
De kansen op het veroorzaken van een epizootie lijken echter beperkt, want 
voor de sporulatie van de schimmel, die noodzakelijk is voor de uitbreiding van 
de ziekte, moet de relatieve luchtvochtigheid zeer hoog zijn. 

Men moet de omstandigheden bestuderen, waaronder M. anisopliae andere 
insekten infekteert, om de algemene mogelijkheden van orale infektie vast te 
stellen, en men moet nauwkeurig de sporendoses bepalen, die nodig zijn om in 
korte tijd een hoge mortaliteit te veroorzaken. Eerst dan zal men de gebruiks-
voorwaarden voor dit biologische bestrijdingsmiddel nauwkeuriger kunnen 
beschrijven. 

Er zal basisonderzoek moeten worden gedaan om de selektie van zeer viru-
lente schimmelstammen mogelijk te maken, om die virulentie te behouden en 
hem eventueel door fysische en chemische methoden op te voeren. De specifici-
teit van de stammen ten opzichte van schadelijke en nuttige insekten en de 
eventuele werking op vertebraten vragen eveneens onze aandacht, hoewel deze 
laatste werking volgens de literatuur zeer onwaarschijnlijk lijkt. 

Natuurlijk zullen de technische mogelijkheden en de produktiekosten uit-
eindelijk bepalend zijn voor het gebruik. 
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12. S U M M A R Y AND C O N C L U S I O N S 

12.1. SUMMARY 

12.1.1. Introduction 
The data from the literature concerning insect killing Deuteromycetes are 

discussed. Stress is laid on many fundamental problems and on gaps in the 
scientific observations. 

12.1.2. Nomenclature 

Itappearsfrom a bibliographic survey that Metarrhizium brunneum PETCH, Me-
tarrhizium album PETCH and Metarrhizium anisopliae (METSCHNIKOFF) SOROKIN 

most probably represent a single species. The conidial lengths divide the fourteen 
isolated strains into two groups; these conform to the 'forma major' and the 
'forma minor'of JOHNSTON (1915). Because of the supposed absence of original 
type material of M. anisopliae the author fixed a neotype and deposited it in the 
Centraal Bureau voor Schimmelcultures at Baarn (The Netherlands). 

12.1.3. Isolation, development and growth, storing 

Conidiospores of M. anisopliae, isolated from 14 species of insects, were 
cultivated on cherry-agar, on the medium according to MARTIN (1950) or on a 
special isolation medium (VEEN & FERRON, 1966). In the last medium, actidione 
(cycloheximide) and chloramphenicol is added in order to prevent infections 
by bacteria and fungi. The fungus sporulates excellently in surface cultures when 
the Chapoteaut peptone composition is used as nutrient medium. The mass 
production of conidiospores has been carried out on boiled sterile rice. The 
formation ofblastospores has been tested in shake cultures according to the Ada-
mek (1967) method; this has been done with five strains of forma major and 
five of forma minor. Generally a concentration of 108-109 blastopores per ml. 
is obtained after 96 hours; one strain, however, sporulated only poorly. 

The strains could be successfully stored at + 4 ° C for at least 20 months after 
culturing on egg-yolk coagulated at 80 °C. Lyophilization of conidial suspen
sions in skimmed milk did not affect the germinating capacity of the spores for 
six months. 

12.1.4. List of host insects 

Scrutiny of the literature revealed that at least 204 species of insects are 
susceptible to M. anisopliae under natural conditions. These are mostly Coleop-
tera of which the terricolous species predominate. 

12.1.5. Germination and development ofgermtubes 

Conidiospores of M. anisopliae germinate only in contact with water. Inter
segmental folds of the host Schistocerca gregaria FORSK. prevented direct ob
servations, but germination of the conidiospores on exposed parts of the cuticle 
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apparently are not affected by the transpiration of the insect. Epicuticular 
lipids of fifth stage larvae evoke conidial germination, in contrast to beeswax. 
The composition of the nutrient medium used for sporulation, may likewise 
exercise great influence on germination of spores when transferred to an ex
traction of epicuticular lipids of locusts; the various strains of M. anisopliae 
however behave differently. Both in vivo and in vitro the germinated fungus 
forms structures analogous to 'appressoria'. But in vitro only rarely penetra
tion tubes originate beneath the 'appressoria'. Also the latter structures are not 
always essential to the development of penetration tubes. 

12.1.6. Penetration and infection 
Histological sections show that the infection of second instar locust larvae 

by conidia of a race of M. anisopliae isolated from S. gregaria takes place after 
about 90 hours. The site of penetration of the hyphae is the mouth cavity, 
mainly the proximal part of the maxillary palps. The ambient relative humidity 
has no influence on this process. 

Penetration of exposed integument, however, occurs only if a water film 
is present. 

Experiments on third instar larvae have shown that the fungus has no 
preference for specific areas of the integument (as for instance the inter-segmen-
tal membranes) for penetration. Any area of the integument can be penetrated. 
It has been observed that both chemical and mechanical activities play a part 
in the penetration process. 

Phagocytosis of the fungus by haemocytes was never observed. 
Infection also takes place when conidiospores are injected in the rectum, but 

obviously this is of no importance under normal conditions when infection 
through the mouth prevails. 

Probably, blastospores are formed in the places where the penetrating myce
lium comes into contact with circulating haemolymph. 

12.1.7. The last stage of the disease 
When the insect dies, the amount of fungus material in the body is often 

relatively insignificant. Shortly before death the insects often behave abnor
mally. These observations suggest an action of toxins. Therefore, the toxicity 
of culture filtrates often strains of M. anisopliae was assayed on caterpillars of 
Galleria mellonella L. and larvae of S. gregaria. Considerable differences m 
activity between the strains were found. However, we were unable to establish 
a correlation between the production of toxins of the different strains and 
the degree of virulence for S. gregaria. 

12.1.8. Sporulation 
When locust larvae are kept in very high relative humidity, bacterial infections 

with a variable mortality are not uncommon. These unfavorable conditions 
obviously change the physiological condition of the insects. The early stages of 
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an infection by M. anisopliae are also characterized by a reduced vitality of the 
host. In many cases blastospores as well as bacteria are found side by side in the 
haemolymph, even before death. A competition between these microorganisms 
then occurs after death. 

Under these conditions the sporulation of the fungus is inhibited, though to 
a different degree in different strains. This is also confirmed by the observation 
that bacterial colonies mainly (Aeromonas sp.) may locally suppress the growth 
of the fungus on a Sabouraud culture medium in Petri dishes. When few bac
teria are present, sporulation on insect bodies only takes place in a high rela
tive humidity. A relative humidity of 93 % is already below the limit necessary 
for sporulation. 

12.1.9. Concentration effects 
Experiments with spores in quantities sufficient to kill second instar hoppers 

have shown that considerable differences in activity exist within the twelve 
strains studied. The LD60 of a strain isolated from Polyphylla olivieri CAST, has 
been determined. The inclination of the regression line representing the relation 
between the logarithm of the dose and the mortality in probits is fairly large and 
resembles the values obtained from the insect killing bacterium Bacillus thurin-
giensis BERL. In similar experiments the food of the hoppers was sprayed with a 
suspension of spores. These experiments have been performed on first, second 
and third instar larvae. It appears that the susceptibility of the hoppers to the 
fungus decreases only slightly during aging, but the incubation period becomes 
longer in older larvae. Dosage experiments may also be performed per os with 
blastospores from shake cultures. 

12.2. CONCLUSIONS 

In the past the use of insect killing materials, containing M. anisopliae gave 
only rather unsatisfactory results. However, from the present investigation it 
appears that the fungus possesses some features which may render it useful to 
control the desert locust especially larvae of the first and second instar. 

As it has been established that infection in this species may occur via the 
mouth, it is possible to induce a fungal infection even in air of a very low humi
dity, as is often found in the habitat of this insect species. The chance of induc
ing an epizootic, however, seems to be limited because sporulation of the fungus, 
essential for a spreading of the disease, requests a very high relative humidity. 

To determine the possibilities of oral infection in other insect species, it is 
necessary to study the conditions under which M. anisopliae becomes infectious. 
Also the doses of spores which are needed to cause high mortality within a 
short time should be determined. Only after this has been done it will be possible 
to derive the conditions for practical application of this biological control 
agent. 

Of course technical factors and production costs will be decisive for its even
tual use. 

Fundamental research is needed in order to select highly virulent strains and 
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to maintain their virulence or to increase it by physical or chemical methods. 
It is also essential to investigate the specificity of the various strains to harmful 
and useful insects, as well as their possible effects on vertebrates, though the lat
ter seems unlikely in view of the existing literature. 
Technical possibilities and the economics of mass-production will finally be 
decisive for the use. 
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