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Lutte microbiologique
contre les insectes ravageurs

Philippe R.

CIRAD-CP, BP 5035, 34032 Montpellier Cedex 1, France 

L e 6e colloque international de
pathologie des invertébrés et de
lutte microbiologique a réuni

587 participants, du 28 août au 2 sep-
tembre 1994, au Palais des Congrès, Le
Corum, à Montpellier (France). Tous les
continents sont bien représentés :
l’Europe, 56,6% des participants de 22 pays
(France : 82 personnes, Royaume-Uni : 70,
Allemagne : 35, Italie : 20, Pays-Bas :
20...) ; l’Amérique (les Etats-Unis, 22,3%
des participants, le Canada 4,6% et 5 Etats
d’Amérique latine 3,6%) ; l’Asie : 11 pays,
7,5% des congressistes, en majorité du
Japon (16 personnes) ; l’Afrique : 8 pays,
3,4% des participants en majorité d’Egypte,
et enfin 7 participants d’Australie et 5 de
Nouvelle-Zélande.

Ce compte-rendu passe en revue les
principales recherches fondamentales
effectuées dans les domaines agricole et
forestier sur les différents groupes de
microorganismes pathogènes et met en
évidence les essais d’application, tant au
laboratoire qu’en plein champ, des nom-
breux types de bio-insecticides créés.

Il a été démontré qu’en empêchant
l’élimination du parasite par le système
immunitaire de l’hôte, on favorise son
développement. La réaction de défense
des insectes met en jeu deux types de
substances : les destruxines et les lec-
tines.

Nématodes
entomopathogènes
Les bactéries symbiotiques des néma-
todes sont fondamentalement utiles à
leur fonctionnement comme biopesti-
cides. Il est important de mieux com-
prendre les interactions entre nématode,
bactérie et insecte si l’on veut que ces
complexes nématode/bactérie se réali-
sent. La détermination de la base de spé-
cificité entre le nématode et la bactérie

peut conduire à la création de nouvelles
combinaisons plus efficaces contre les
ravageurs.

Les travaux sur ces agents pathogènes
ont révélé successivement :
• la taxonomie de Photorhabdus ;
• la génétique moléculaire de Xenorhab-

dus et Photorhabdus ;
• l’influence des facteurs environnemen-

taux sur la phase «variation» du déve-
loppement de Photorhabdus lumines-
cens ;

• la caractérisation moléculaire et la
régulation des protéines de la mem-
brane externe, chez la bactérie patho-
gène et symbiotique ;

• la description des symbiotes bacté-
riens, de la physiologie et de la géné-
tique de quelques espèces de néma-
todes prélevées dans différents
biotopes.
Il est possible de prédire les para-

mètres du cycle biologique des néma-
todes en s’appuyant sur les stratégies de
recherche de l’hôte. Les modes d’infec-
tion de l’hôte par les Steinernematidae,
et les facteurs de virulence produits par
le nématode Steinernema carpocapsae
durant le parasitisme ont été exposés.
Des nouveaux mutants et des phénotypes
recombinants de formes juvéniles infec-
tieuses ont été mis en évidence chez Stei-
nernema feltrae. Enfin, une perspective
d’application industrielle des recherches
fondamentales sur les nématodes appa-
raît effective.

La plante hôte exercerait un effet sur
l’induction de la mortalité et la produc-
tion de lignées de nématodes chez la che-
nille Diabrotica élevée sur le maïs, l’ara-
chide et la courge.

Un nouveau nématode Rhabditide,
Phasmarhabditis hermaphrodita, para-
site de la limace Deroceras reticulatum,
a été découvert en 1988 à la station de
recherche de Long Ashton (Bristol -
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Royaume-Uni). Ce parasite entraîne la
mortalité d’un large éventail d’espèces de
limaces et d’escargots nuisibles. Il est
inoffensif pour les animaux à sang chaud
car il ne résiste pas à 35 °C. Appliqué sur
des sols humides, il protège des limaces
un bon nombre de cultures, même contre
leurs attaques souterraines, très difficiles
à contrôler.

L’utilisation intensive de nématodes
contre les vers blancs des Scarabaeidae
est limitée par l’insuffisance de connais-
sances sur la biologie de ces deux antago-
nistes, et le manque d’isolats de néma-
todes efficaces dans les conditions
naturelles.

La qualité des produits commerciaux à
base de nématodes est cruciale, puisque
ces organismes doivent exprimer leur
plein potentiel comme insecticides biolo-
giques. Cet objectif ne peut être atteint
que si la stabilité, la facilité d’emploi des
formulations courantes et l’excellente
qualité des nématodes en cultures
liquides sont maitrisées.

Les nématodes sont déjà commerciali-
sés sous forme de cultures liquides. Mais
il est indispensable d’améliorer les condi-
tions de culture pour diminuer les coûts
de production et augmenter la qualité de
ces produits. En outre, le stockage et la
formulation des «daner juveniles» (3e

stade libre, ou forme infectante), doivent
assurer une longue durée de survie, à ces
pathogènes, durant le transport.

L’amélioration génétique des néma-
todes entomopathogènes s’emploie à aug-
menter leur efficacité, leur résistance aux
conditions extrêmes de l’environnement,
l’adaptation d’Heterorhabditis à la cul-
ture en fermenteur et le développement
de souches anhydrobiotiques stockables
indéfiniment à l’état sec.

La lutte biologique à l’aide de néma-
todes a été menée contre différentes
espèces de ravageurs dans des conditions
naturelles bien définies : température du
sol, irrigation par goutte-à-goutte. Au
Canada, des nématodes ont été utilisés
pour lutter contre les ravageurs de forêt
appartenant à différents ordres : Lépido-
ptères, Coléoptères, Hyménoptères,
Diptères.

Bactéries
Au cours des dix dernières années, envi-
ron une cinquantaine de nouveaux gènes
de toxines ont été clonés et séquencés.
De nouveaux gènes seront isolés dans
l’avenir. Une seconde phase de la biologie

moléculaire des toxines va peut-être com-
mencer où la génétique moléculaire devra
intervenir pour :
• étudier la «structure/fonction» des

toxines ;
• caractériser les récepteurs des toxines ;
• analyser la base moléculaire des méca-

nismes de résistance des insectes.
De nouvelles souches de Bacillus thurin-

giensis ont été découvertes sur les
feuilles, dans le sol et dans les
insectes :

• en Chine (la sous-espèce Huazhongen-
sis, sérotype H40 dans les sols des pro-
vinces de Shansi et Neimeng ; la H14a-
4c Bt subsp. kenyae dans les larves
d’Aphomia gularis), dans l’île de Hai-
nan (Bacillus sphaericus, sérotype
H5a5b dans les sols, les larves mortes
de moustiques et l’eau polluée) ;

• au Cameroun (la sous-espèce Came-
roun, sérotype H32 dans les sols) ;

• dans la péninsule ibérique, aux
Baléares et aux îles Canaries
(200 souches classées en 17 séro-
types) ;

• dans les sols d’Allemagne et d’Afrique,
huit isolats identiques à Bacillus thu-
ringiensis subsp. tenebrionis BI 256-82
et efficaces sur les coléoptères Mela-
soma populi et Leptinotarsa decemli-
neata.
Certains groupes de recherches (Eco-

gen. inc. USA, Institut Pasteur, Université
de l’Ohio, Centre de recherches à Wage-
ningen, Sandoz USA) s’intéressent à

l’ingénierie des toxines bactériennes et
l’amélioration des souches alors que
d’autres équipes (Université de Singa-
pour, Institut Pasteur, Université de Cali-
fornie, Ciba Geigy USA) étudient les sys-
tèmes de synthèse ou d’expression des
toxines bactériennes.

Différentes équipes de recherches au
Japon, en France et aux Etats-Unis tra-
vaillent au clonage et à l’expression des
gènes Cry chez Bacillus thuringiensis
(Bt). Des plasmides encodant des toxines
insecticides ont été transférés à grande
fréquence entre les souches de Bt ; le
transfert du gène CryIC de Bt aizawai
dans le chromosome de deux souches de
Bt kurstaki a entraîné une augmentation
de la toxicité des souches recombinantes
vis-à-vis de Spodoptera exigua.

Le mode d’action des toxines de Bt a
été étudié sous différents aspects :
• biochimique : purification, clonage et

caractérisation moléculaire, interac-
tion avec les protéines de l’intestin
moyen chez la chenille Heliothis vires-
cens, description des bases de toxicité
et des mécanismes de résistance à ce
bacille chez la teigne Trichoplusia ni ;

• physique : essais d’évaluation des
toxines à l’aide d’un spectrophoto-
mètre ou d’un microscope doté d’un
système vidéo à haute résolution.
La caractérisation des toxines des iso-

lats de Bacillus thuringiensis en prove-
nance des Philippines et celles des sous-
espèces chinoises a été étudiée, et leur

Suspension de nématodes (x 150) photographiés à la loupe binoculaire. / Nematode suspension
(x 150) photographed with a binocular microscope.
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toxicité a été respectivement testée sur
les ravageurs du riz et les larves de
Musca domestica. Une nouvelle delta-
endotoxine active sur Scarabaeidae a été
isolée à partir de Bacillus thuringiensis
serovar japonensis. De nouvelles toxines,
efficaces contre les larves de moustiques,
ont été identifiées à partir de bactéries
de la famille des Bacillaceae, incluant à
la fois des souches de B. thuringiensis et
de Clostridium bifermentans. De nom-
breux laboratoires conduisent des pro-
grammes intensifs d’analyses pour décou-
vrir de nouvelles delta-endotoxines, ayant
des propriétés de pesticides, à partir de
diverses souches de Bacillus thuringien-
sis.

Le rapport entre les sites de liaisons
de haute affinité dans l’intestin moyen et
la sensibilité aux toxines CryI est mis en
évidence chez différentes espèces de
lépidoptères en faisant intervenir les
interactions entre les différents types de
CryI et les enzymes.

Une méthode d’encapsulation (Cell
Cap) des bio-insecticides composés de
Bacillus thuringiensis génétiquement
recombinés, offre de nombreux avan-
tages :
• amélioration de la persistance sur le

feuillage ;
• augmentation de l ’efficacité du

contrôle et de la stabilité chimique de
la matière active dans la formulation ;

• croissance aisée et reproductible, pour
une production maximale des toxines ;

• expression de la plus puissante toxine à
partir d’une souche d’origine sans
contaminant ;

• maintien de la flexibilité d’exprimer en
même temps, ou de mélanger physique-
ment, deux ou plusieurs toxines pour la
gestion de la résistance ;

• possibilité de manipuler les gènes de
toxines des recombinants, ou ceux pré-
sentant des sites spécifiques de muta-
tions, afin d’accroître l’activité, d’élar-
gir l’éventail d’hôtes ou de gérer la
résistance ;

• absence de pollution apparente de
l’environnement et de l’hérédité du
matériel génétique ;

• inexistence de spores.
En Europe, les produits à base de

Bacillus thuringiensis sont employés
pour lutter contre les chenilles défolia-
trices des forêts, de la vigne et contre les
larves du doryphore de la pomme de
terre. En Amérique du Nord, un vaste
programme de contrôle des ravageurs des
plantes cultivées, et des essences fores-

tières, intègre l’utilisation de Bacillus
sphaericus, de Bacillus thuringiensis et
de Bacillus popilliae.

Au Brésil, de nombreux essais de trai-
tements contre différents ravageurs ont
été réalisés, au laboratoire et au champ,
à l’aide de produits à base de Bacillus
thuringiensis commercialement connus.
La possibilité d’utiliser les déchets de
manioc pour obtenir des cellules et des
spores de Bacillus thuringiensis a été
également étudiée. 

En Malaisie, une souche locale de
Bacillus thuringiensis a été testée avec
succès contre Metisa plana car les for-
mulations commerciales ne sont pas très
efficaces. Un essai a montré que le gluten
de blé est un excellent additif pour atté-
nuer l’effet du lessivage par la pluie.

Les résultats d’essais de quelques pro-
duits commerciaux ou expérimentaux à
base de Bacillus thuringiensis, à savoir
le Btk standard HD1-S-1980, le Btk HD73,
la nouvelle formulation UBV (ultra bas
volume) nommée Dipel-8L, le Raven qui
est une formulation non-aqueuse à base
de Bt EG7673 contenant 8% CryIII et 2%
CryI (cristaux de protéines), ont été pré-
sentés.

Les insectes peuvent développer une
résistance, dont les mécanismes connus
sont uniques, aux toxines bactériennes.
Cependant, les mécanismes de résistance
aux insecticides ne confèrent pas de

résistance croisée aux toxines bacté-
riennes.

La définition des processus de produc-
tion, des formulations et des conditions
de stockage des biopesticides à base de
Bacillus thuringiensis fut suivie d’un
tour d’horizon en matière d’homologation
et d’utilisation des insecticides micro-
biens dans les pays en voie de développe-
ment.

Champignons
entomopathogènes
L’invasion de l’hôte par les champignons
se réalise par l’intermédiaire d’enzymes
protéolytiques, d’hydrolases, d’esté-
rases/lipases, de lipases lipoprotéiques,
de glycosidases et enfin de protéinases
qui peuvent fonctionner comme toxines.

Les importants progrès, obtenus grâce
à la biologie moléculaire, contribueront à
la fois à l’amélioration des souches de
champignons et au contrôle des perfor-
mances des populations. En dépit des
nombreuses difficultés pour les Hyphomy-
cètes, la génétique moléculaire augmen-
tera le champ d’application des champi-
gnons et permettra une meilleure
estimation du risque.

Les effets des Entomophthorales
pathogènes vis-à-vis de plusieurs espèces
de Diptères dans les conditions tropicales
ont été analysés en détail. 

Jeunes chenilles de Latoia viridissima (lépidopères, Limacodidae) affectées par une maladie virale à
Picornavirus. / Young Latoia viridissima (lepidoptera, Limacodidae) caterpillars affected by a
Picornavirus disease.
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Au cours des dix dernières années, de
nombreuses stratégies d’utilisation des
champignons entomopathogènes ont été
développées pour le court et le long
termes. Quelques-unes ont donné de bons
résultats, d’autres sont prometteuses et
quelques-unes ont échoué. De profondes
connaissances des ravageurs ciblés, du
champignon pathogène, de la formulation
et de l’application sont nécessaires au
développement d’une stratégie de lutte
efficace.

La lutte mycologique contre les
mouches blanches (Thrips palmi et
Aenoelamia varia saccharina), à Trini-
dad et Tobago, et contre un ravageur du
sol, Hoplochelus marginalis ,  à la
Réunion, a été conduite avec succès
grâce à un choix judicieux de champi-
gnons. L’action des facteurs climatiques a
été prise en compte pour analyser les
performances au champ des myco-insec-
ticides.

De nombreux autres essais de lutte
microbiologique ont été tentés au labora-
toire et au champ, les résultats sont pro-
metteurs : 
• Pandora gloeospora, et Pandora del-

phacis (Entomophthorales : Zygomy-
cètes) respectivement parasite de
Lycoriella mali (Diptera : Sciaridae),
ennemi des champignons comestibles,
et de Nilaparvata lugens, ravageur du
riz ;

• Beauveria sp. employé seul contre Lis-
sorhoptrus oryzophilus, charançon du
riz, ou bien d’une manière intégrée avec
Bt et des prédateurs comme Perillus
binoculatus et Coleomegilla maculata,
contre Leptinotarsa decemlineata, le
doryphore de la pomme de terre ;

• formulation huileuse de Metarhizium
flavoviride, testée sur le Schistocerca
gregaria au sud de la Mauritanie.
Applications par UBV de conidies de
Metarhizium flavoviride contre les
sauterelles et les criquets permettant
de développer les bases théoriques
nécessaires à la mise au point des
modèles rationnels pour la décision des
interventions, compte tenu du moment
et de la fréquence d’application, des
superficies infestées, des espèces en
cause et des stades de développement
qui sont pris pour cibles ;

• Entomophaga maimaiga redevenu
utile dans la lutte contre Lymantria
dispar.
Les techniques de la biologie molécu-

laire ont permis d’améliorer la caractéri-
sation des champignons parasites
d’insectes. Les myco-insecticides appa-
raissent comme une opportunité pour
l’ingénierie génétique. Les études struc-
turales analysent les processus d’infec-
tion par les champignons. L’épizootiolo-
gie des maladies fongiques est abordée
avec l’aide de modèles mathématiques.

La production des blastospores stables
de Paecilomyces fumoso-roseus a été
réussie en culture liquide. Des formula-
tions huileuses et des formulations à
l’huile émulsifiable de spores de cette
espèce ont été mises au point. Le pH et la
nutrition influencent la production de
conidies submergées de Metarhizium fla-
voviride ; les rayons ultra-violets et la
température peuvent agir sur ses coni-
dies en formulation huileuse. Les pro-
duits huileux à base de conidies présen-
tent des possibilités d’application en UBV
(ultra bas volume). La persistance de B.
bassiana dans la nature pourrait être
améliorée par l’utilisation d’agents pro-
tecteurs contre les ultra-violets (UV)
(BBH, émulsion d’argile, rouge congo,
BSU). Une nouvelle formulation commer-
ciale myco-insecticide appelée «Conidia»
à base de conidiospores de B. bassiana
peut jouer un rôle important dans un pro-
gramme de lutte intégrée contre les rava-
geurs.

Le problème de la sécurité, relatif à
l’introduction des champignons exotiques
pour la lutte microbiologique des rava-
geurs invertébrés, a été abordé en défi-
nissant l’éventail d’hôtes et la spécificité
en relation avec l’innocuité de ces cham-
pignons. Les risques encourus avec les
introductions de champignons exotiques

Observation en microscopie électronique, après coloration négative, d’une suspension purifiée de
Baculovirus (x 20 000 - la barre représente 200 nm) extraits de chenilles malades de Euprosterna sp.,
ennemi du palmier à huile au Pérou. / Observation under an electron microscope of negatively
stained, purified suspension of Baculoviruses (x 20 000 - the line represents 200 nm) extracted from
diseased caterpillars of Euprosterna sp., an oil palm pest in Peru.

Jeunes larves de Zonocerus variegatus
(Orthoptères, Acrididae) momifiées par

Entomophthora grilly (Entomophthorales).
Young Zonocerus variegatus (Orthoptera,

Acrididae) larvae mummified by
Entomophthora grilly (Entomophthorales).
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pour lutter contre les ravageurs des cul-
tures ont été soulignés. Ainsi, les pro-
grammes de diffusion des champignons
exotiques devront minutieusement res-
pecter une procédure scientifique. Les
mécanismes de stabilité génétique dans
les souches de champignons filamenteux
ont été décrits. Les recommandations
concernent l’utilisation des pesticides
microbiologiques, issus ou non de l’ingé-
nierie génétique, et les informations de
base sur les microorganismes qui sont
fournis par l’Agence américaine pour la
protection de l’environnement.

La résistance des insectes aux champi-
gnons est sans doute un phénomène com-
plexe, sans règle générale. Cependant, les
interactions aux premiers stades du
contact entre les spores infectieuses et la
cuticule de l’insecte sont d’une impor-
tance fondamentale.

Virus entomopathogènes

Les voies de pénétration des virus de la
polyédrose nucléaire et leurs modes de
transport à l’intérieur des tissus de
l’insecte ont été détaillés.

Un nouvel entomopoxvirus a été mis
en évidence chez Ips typographus (Sco-
lytidae) dans les forêts autrichiennes.
Pour chaque type de forêts roumaines et
chaque phase de pullulation des chenilles
défoliatrices «zigzag», le niveau de mor-
talité naturelle par la polyédrose
nucléaire,  les caractéristiques des épi-
zooties et l’aspect des chenilles infestées
ont été évalués.

L’étude de l’interaction entre les
déplacements de l’hôte et les réservoirs
de baculovirus a permis de mieux définir
le rôle de la dynamique spatiale de
l’insecte dans l’acquisition et la transmis-
sion de la maladie. La détection des
maladies virales se révèle possible en uti-
lisant les nids de guêpes Polistes
hebraeus. Il existe deux groupes de virus
isolés de 16 espèces de ravageurs des
forêts et des plantations de thé, dans la
province du Guizhou, en Chine. Des bacu-
lovirus peuvent être disséminés par des
carabides, prédateurs des lépidoptères.
Le transport de cadavres de sauterelles,
par des sauterelles de même espèce ou
d’espèce différente, représente un mode
efficace de transmission des pathogènes
de sauterelles.

Parallèlement aux études sur la géné-
tique ou l’identification génomique de
plusieurs virus, l’ingénierie génétique se
révèle possible sur les baculovirus et sur
les virus à granulose. L’introduction d’un
gène de la toxine d’araignée dans les
virus à granulose a augmenté leurs pro-
priétés insecticides en raccourcissant le
temps de réponse à la toxine et en arrê-
tant la consommation des chenilles. Les
baculovirus recombinants ont été utilisés
pour exprimer le gène de la polyédrine
d’un virus de la polyédrose cytoplas-
mique. Les effets d’un baculovirus infec-
tant Lymantria dispar ont été améliorés
en supprimant le gène ecdystéroïde UDP-
gluconyl transferase (USA et Canada).
Par ailleurs, le gène exprimant la toxine
du scorpion Androctonus australis a été
introduit avec succès dans le virus de la

polyédrose nucléaire d’Autographa cali-
fornica (Noctuidae). L’effet synergique
d’un baculovirus sur les larves de Spodop-
tera exigua apparaît lorsqu’elles s’ali-
mentent sur un plant de tabac transgé-
nique doté d’un gène exprimant une
protéine d’un virus de granulose. Les cul-
tures de cellules d’insectes offrent des
possibilités pour la réplication des virus
de la granulose et de la polyédrose
nucléaire. Une société californienne a
présenté une méthode de production à
l’échelle industrielle de baculovirus. En
France, la production de corps d’inclu-
sion polyédriques est réalisable dans un
bioréacteur à haute densité de cellules
d’insectes.

L’objectif des stratégies de développe-
ment des baculovirus recombinants, dans
les programmes de lutte contre les rava-
geurs, est d’apporter un arrêt précoce de
la consommation ou d’altérer brutale-
ment un comportement de l’insecte. La
prévention de la pollution par ces recom-
binants, qui ont des génomes modifiés ou
des gènes étrangers produisant diverses
substances toxiques, est abordée.

Une formulation à base du virus de la
polyédrose nucléaire en association avec
des agents protecteurs contre les rayons
UV et un adhésif, a été testée sur Lyman-
tria dispar. Un concept original, pour
l’utilisation des baculovirus dans la lutte
contre les ravageurs des forêts, tient
compte des interactions entre les fac-
teurs biotiques et abiotiques. Une poly-
édrose nucléaire et une microsporidie
peuvent jouer un rôle dans la lutte contre

Traitement par avion d’une plantation de palmiers à huile au Pérou. / Aerial treatment of an oil palm plantation in Peru.
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les défoliateurs des forêts en République
slovaque.

Il existe de toute évidence une varia-
tion dans la sensibilité des insectes aux
virus et dans leur potentiel à développer
une résistance chez les insectes.

Lutte microbiologique
contre les ravageurs 
du sol

Les pathogènes ont été très souvent utili-
sés pour lutter contre les insectes du sol,
bon milieu de développement pour ces
microorganismes. 

L’action combinée de Bacillus popilliae
et des nématodes entomopathogènes a été
évaluée dans le cadre de la lutte contre
Cyclocephala hirta (Scarabeidae), rava-
geurs des gazons en Californie. 

Un produit commercial appelé
«Invad», composé de bactéries Serratia
entomophila (Enterobacteriaceae), très
employé en Nouvelle-Zélande, contrôle
efficacement, dans des conditions clima-
tiques bien définies, Costelytra zealan-
dica (Scarabeidae), ver blanc nuisible au
gazon.

Une biopréparation, à base de spores
de Metarhizium anisopliae, limite les
attaques du charançon Otiorhynchus sul-
catus, ravageur des plantes ornementales
et des fraisiers en Allemagne. 

Le programme de recherches opéra-
tionnelles sur l’application de bactéries
(Bacillus popilliae), de champignons
(Metarhizium anisopliae, Beauveria
bassiana), et de nématodes (Steiner-
nema glaseri, Heterorhabditis bacterio-
phora) permet d’ajuster, en fonction des
conditions environnementales et écono-
miques uniques aux Açores (Portugal),

les besoins spécifiques de la lutte contre
Popillia japonica (Scarabaeidae), rava-
geur des prairies dans l’île de Terciera. 

Une société japonaise teste une nou-
velle souche de Bacillus thuringiensis
var. japonensis, spécifique des larves de
scarabées. 

Dans le nord-est des Etats-Unis, on réa-
lise couramment des lâchers inondants de
pathogènes (Metarhizium anisopliae,
Heterorhabditis et Steinernema spp.) sur
les larves de scarabées ravageurs des
gazons et des plantes ornementales.

Techniques d’application
La méthodologie d’application de Bacil-
lus thuringiensis dans les domaines agri-
cole et forestier a été, jusqu’à récem-
ment, considérée à tort comme étant
d’une importance mineure. Ainsi, les
techniques d’application développées
pour les insecticides chimiques étaient
utilisées sans tenir compte de leur com-
patibilité avec ces nouveaux biopesti-
cides. Cette négligence a entraîné une
mauvaise et fréquente utilisation de
ceux-ci qui s’est évidemment révélée inef-
ficace et coûteuse. Un important accent
est actuellement mis sur l’optimisation
des systèmes d’épandage, sur le méca-
nisme d’acquisition, non seulement de
Bacillus thuringiensis, mais aussi de
toute une nouvelle génération de biopes-
ticides incluant les nématodes, les cham-
pignons, les microsporidies et en particu-
lier les virus de la polyédrose nucléaire.

La modélisation des applications de
Bacillus thuringiensis tient compte de
tous les facteurs physiques concernant
l’atomisation, le transfert des gouttelettes
jusqu’au substrat-cible, leur dépôt et leur
interaction avec la surface du substrat,

l’effet des facteurs de l’environnement sur
l’éventuel dépôt, l’interaction avec les
organismes-cibles et l’action dans le temps
des doses sub-létales sur ceux-ci.

Aux Etats-Unis, un plan quinquennal,
destiné à développer la technologie
d’application aérienne des insecticides
microbiens sur les forêts, vise particuliè-
rement à diminuer les impacts sur les
organismes non ciblés, à éviter les dépôts
aux endroits non prévus, et à augmenter
l’efficacité sur l’espèce visée.

Les techniques d’application des pro-
tozoaires doivent placer les spores dans
un endroit où l’hôte-cible pourra les ingé-
rer, bien que ces microorganismes ne
puissent pas concurrencer ceux qui se
montrent plus virulents. Les champi-
gnons ont été appliqués comme des
myco-insecticides, dispersés à l’aide d’un
équipement conventionnel et sous forme
d’inoculation, en utilisant des hôtes
infectés, des spores en dormance et des
cultures fongiques actives.

Les nématodes ont des gammes d’hôtes
relativement étroites et ils ne présentent
pas de danger pour l’environnement, ce
qui explique l’absence d’homologation
dans la plupart des pays. En outre, ils peu-
vent être facilement multipliés en masse
et stockés. Ils recherchent activement
l’hôte et le tuent très rapidement. Ils se
reproduisent dans la nature. Ainsi, il est
possible de les appliquer par voie
aérienne, par la méthode d’irrigation du
goutte-à-goutte ou par aspersion. Mais il
est préférable de placer les nématodes
dans les zones d’activité des insectes du
sol, afin d’éviter l’effet de dessèchement
et la dégradation par le rayonnement
ultra-violet à la surface du sol. ■
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T he 6th international Colloquium on
Invertebrate Pathology and Micro-
biological control, from 28th August to

2nd September 1994, at the Corum Conference
Centre, Montpellier (France), was attended by
587 participants. Every continent was well
represented: Europe, 56.6% of participants from
22 countries (France: 82 people, United
Kingdom: 70, Germany: 35, Italy: 20,
Netherlands: 20); America (United States: 22.3%
of participants, Canada 4.6% and five Latin
American States 3.6%); Asia: 11 countries, 7.5%
of those attending, mainly from Japan
(16 people); Africa: 8 countries, 3.4% of
participants, mostly from Egypt and lastly,
7 participants from Australia and 5 from New
Zealand.

This account reviews the main basic research
carried out on the different groups of micro-
pathogens affecting agriculture and forestry, and
describes laboratory and field trials using the
many types of bioinsecticides developed.

It has been shown that preventing the
parasite from being eliminated by the host’s
immune system favours its development. Insect
defence mechanisms involve two substances:
destruxins and lectins.

Entomopathogenic nematodes
The symbiotic bacteria of nematodes are of
fundamental importance for their use as
biopesticides. It is essential to gain a better
understanding of the interactions between
nematodes, bacteria and insects if these
nematode/bacteria complexes are to be
achieved. By determining the basis for specificity
between the nematode and the bacterium, new
combinations can be created that are more
effective against pests.

Work on these pathogens has elucidated the
following points, in chronological order:
• the taxonomy of Photorhabdus;
• the molecular genetics of Xenorhabdus and

Photorhabdus;
• the effect of environmental factors on the

«variation» phase of Photorhabdus
luminescens development;

• the molecular characterization of and protein
regulation in the external membrane of
pathogenic and symbiotic bacteria;

• a description of the bacterial symbionts,
physiology and genetics of certain nematode
species taken from different biotopes.
The parameters of the biological cycle of

nematodes can be predicted by reference to

foraging strategies. The way in which
Steinernematidae infect their host, and the
virulence factors produced by the nematode
Steinernema carpocapsae during parasitism
have been described. New mutants and
recombining phenotypes of infectious juvenile
forms have been detected in Steinernema
feltrae. Lastly, there seem to be good prospects
for large-scale application of basic nematode
research.

The host plant seems to affect mortality
induction and the production of nematode lines
in the Diabrotica caterpillar reared on maize,
groundnut and marrow.

A new Rhabditid nematode, Phasmarhabditis
hermaphrodita, a parasite of the slug Deroceras
reticulatum, was discovered in 1988 at the Long
Ashton research station (Bristol -  United
Kingdom). It kills a wide range of harmful slug
and snail species, but is inoffensive for
warmblooded animals as it cannot withstand
temperatures of more than 35 °C. When applied
on damp soils, it protects a number of crops from
slugs, even against underground attacks, which
are very difficult to control.

The intensive use of nematodes against
Scarabaeidae grubs is limited by our insufficient
knowledge of the biology of these two antago-
nists and a lack of nematode isolates that are
effective under natural conditions.

The quality of commercial nematode-based
products is crucial, since these organisms have
to express their full potential as biological
insecticides. This can only be achieved by
ensuring the stability and easy use of standard
formulas and the excellent quality of the
nematodes used in liquid cultures.

Nematodes are already marketed in liquid
culture form, but it is essential to improve
culture conditions so as to reduce production
costs and increase product quality. Moreover,
the storage and formulation of «daner juveniles»
(free 3rd stage, or infecting form) should
guarantee long pathogen survival during
transport.

Attempts are being made to increase the
efficacy of entomopathogenic nematodes and
their resistance to extreme environmental
conditions, to adapt Heterorhabditis to
fermentor culture and to develop anhydrobiotic
strains that can be stored indefinitely once
dried, by genetic improvement.

Biological control using nematodes has been
tested against numerous pest species under
clearly defined natural conditions: soil

temperature, drip irrigation system. In Canada,
nematodes have been used to control forest
pests from different orders: Lepidoptera,
Coleoptera, Hymenoptera, Diptera.

Bacteria
Over the last ten years, some fifty or so new toxin
genes have been cloned and sequenced, and new
genes will be isolated in the future. This may be
followed by a second phase to study the molecu-
lar biology of the toxins, where molecular
genetics will be used to:
• study the «structure/function» of the toxins;
• characterize toxin receptors;
• analyze the molecular basis of insect resi-

stance mechanisms.
New Bacillus thuringiensis strains have been

discovered on leaves, in the soil and in insects:
• in China (the Huazhongensis sub-species,

serotype H40, in soils in Shansi and Neimeng
provinces; H14a-4c Bt subsp. kenyae in the
larvae of Aphomia gularis), on Hainan island
(Bacillus sphaericus, serotype H5a5b, in the
soil, dead mosquito larvae and polluted
water);

• in Cameroon (the Cameroon sub-species,
serotype H32, in the soil);

• on the Iberian peninsula, the Balearic Islands
and the Canary Islands (200 strains classified
under 17 serotypes);

• in soils in Germany and Africa, eight isolates
identical to Bacillus thuringiensis subsp.
tenebrionis BI 256-82 and effective against the
Coleoptera Melasoma populi and Leptino-
tarsa decemlineata.
Certain research groups (Ecogen Inc. USA,

Institut Pasteur, University of Ohio, Wageningen
Research Centre, Sandoz USA) are working on
bacterial toxin engineering and strain impro-
vement, whilst other teams (University of
Singapore, Institut Pasteur ,  University of
California, Ciba Geigy USA) are studying the
ways in which bacterial toxins are synthesized or
expressed.

Different research teams in Japan, France
and the United States are working on the cloning
and expression of Cry genes in Bacillus
thuringiensis (Bt). Plasmids encoding the
insecticidal toxins have been transferred at high
frequency between BT strains; the transfer of the
CryIC gene from Bt aizawai to the chromosome
of two Bt kurstaki strains increased the toxicity
of the recombinant strains with respect to
Spodoptera exigua.

Microbiological control of insects pests
Philippe R.
CIRAD-CP, BP 5035, 34032 Montpellier Cedex 1, France 
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Bt toxin activity has been studied from many
angles:
• biochemical: purification, cloning and

molecular characterization, interaction with
midgut proteins in the Heliothis virescens
caterpillar, description of the bases of toxicity
and resistance mechanisms of this bacillus in
the Trichoplusia ni moth;

• physical: toxin evaluation trials using a
spectrophotometer or a microscope fitted with
a high-resolution video system.
Studies have been carried out to characterize

the toxins from the Bacillus thuringiensis
isolates from the Philippines and from the
Chinese sub-species and their toxicity has been
tested on rice pests and Musca domestica larvae
respectively. A new delta-endotoxin active on
Scarabaeidae has been isolated from Bacillus
thuringiensis serovar japonensis. New toxins
effective against mosquito larvae have been
identified from Bacillaceae bacteria, including
both B. thuringiensis and Clostridium bifer-
mentans strains. Many laboratories are carrying
out intensive analysis programmes in the search
for new delta-endotoxins with pesticide
properties, using various Bacillus thuringiensis
strains.

A relationship was detected between high
affinity linkage sites in the midgut and
sensitivity to CryI toxins in different species of
Lepidoptera by studying the interactions
between the different types of CryI and enzymes.

An encapsulation method (Cell Cap) for bio-
insecticides containing genetically engineered
Bacillus thuringiensis offers many advantages:
• enhanced foliar persistence; 
• improved control efficacy and increased

chemical stability of the active ingredient in
the formulation; 

• easy and reproducible growth for maximum
toxin production;

• expression of the single, most potent toxin
from a native strain without a contaminating,
lower activity toxins; 

• maintaining the flexibility to coexpress or
physically blend two or more toxins for
resistance management;

• ability to engineer recombinant toxin genes,
or those with site-specific mutations, for
higher activity, broader host range, or
resistance management; 

• no apparent environmental problems and
genetic material cannot be transmitted;

• absence of spores.
In Europe, Bacillus thuringiensis based

products are used against leaf-eating caterpillars
in forests and vineyards and against Colorado
beetle larvae on potato. In North America, a vast
programme to control pests on cultivated and
forest species is using Bacillus sphaericus,
Bacillus thuringiensis and Bacillus popilliae.

In Brazil, many laboratory and field treatment
trials have been carried out against different
pests, using commercially available Bacillus
thuringiensis based products. Using cassava
waste to obtain Bacillus thuringiensis cells and
spores has also been explored.

In Malaysia, a local Bacillus thuringiensis
strain was successfully tested against Metisa
plana following the failure of commercial formu-
lations. A trial showed that wheat gluten is an
excellent additive to reduce the effect of
washing-off by rain.

The results of trials using a few Bacillus
thuringiensis based commercial or experimental
products, viz. HD1-S-1980 standard Btk, Btk
HD73, the new ULV (ultra low volume)
formulation called Dipel-8L, Raven, which is a
non-aqueous Bt EG7673 based formulation
containing 8% CryIII and 2% CryI (protein
crystals), were presented at the conferences.

Insects can develop resistance to bacterial
toxins, for which the mechanisms are unique.
However, the mechanisms of resistance to
insecticides do not confer crossed resistance to
bacterial toxins.

A definition of Bacillus thuringiensis based
biopesticide production processes, formulations
and storage conditions was followed by a
roundup of the conditions for registration and
using microbial insecticides in developing
countries.

Entomopathogenic fungi
Invasion of the host by the fungi occurs via
proteolytic enzymes, hydrolases, esterases/
lipases, lipoprotein lipases, glycosidases and
proteinases that can act as toxins.

The substantial progress made through
molecular biology will contribute both to
improving fungus strains and to controlling
population performance. Despite numerous
difficulties with Hyphomycetes, molecular
genetics will widen the sphere of application for
fungi and enable more accurate risk estimates.

The effects of pathogenic Entomophthorales
on several Diptera species under tropical
conditions have been analyzed in detail.

In the past ten years, many strategies have
been developed for the short-term and long-term
use of entomopathogenic fungi. Some have given
good results, others are promising and some
have failed. In-depth knowledge of the target
pests, the pathogenic fungus, the formulation
and the application method are essential in
developing an effective control strategy.

Mycological control of white flies (Thrips
palmi and Aenoelamia varia saccharina) in
Trinidad and Tobago, and of a soil pest,
Hoplochelus marginalis, in Réunion has proved
successful thanks to an appropriate choice of
fungi. The effect of climatic factors was taken

into account in analyzing the field performance
of mycoinsecticides.

Many other microbiological control trials have
been attempted in the laboratory and in the
field, with promising results: 
• Pandora gloeospora and Pandora delphacis

(Entomophthorales: Zygomycetes), which
parasitize Lycoriella mali (Diptera:
Sciaridae), a pest on edible fungi, and
Nilaparvata lugens, a rice pest, respectively;

• Beauveria sp., used alone against Lissor-
hoptrus oryzophilus ,  a rice weevil,  or
combined with Bt and predators such as
Perillus binoculatus and Coleomegilla
maculata, against Leptinotarsa decemlineata,
the Colorado beetle; 

• the oil-based Metarhizium flavoviride
formulation, tested against Schistocerca
gregaria in southern Mauritania. ULV (ultra
low volume) treatments with Metarhizium
flavoviride conidia against locusts and
crickets to develop the necessary theoretical
bases for creating rational intervention
threshold models taking account of the timing
and application frequency, areas, species and
life stages to be targeted;

• Entomophaga maimaiga, which is once again
being used against Lymantria dispar.
Molecular biology techniques have been used

to improve the characterization of fungi that
parasitize insects. Mycoinsecticides would seem
to provide an opportunity for genetic engineer-
ing. The processes of fungal infection are being
analyzed in structural studies. The epizootiology
of fungal diseases is being studied using
mathematical models.

It is now possible to produce stable Paeci-
lomyces fumoso-roseus blastospores in liquid
culture. Oil-based and emulsifiable oil-based
formulations containing spores of the species
have been developed. Nutrition and pH affect
the production of submerged Metarhizium
flavoviride conidia; ultra-violet light and
temperature can affect these conidia in oil-based
formulations. Oil-based conidial products can be
used for ULV treatments. B. bassiana
persistence in the nature could be improved
using UV protectants (BBH, clay emulsion,
Congo red, BSU). A new commercial myco-
insecticide formulation called «Conidia»,
containing B. bassiana microspores, could play a
major role in an integrated pest control
programme.

The safety issues raised by introducing exotic
fungi for microbiological control of invertebrate
pests was considered by defining the range of
hosts and specificity in relation to the
innocuousness of these fungi, stressing the risks
involved in introducing exotic fungi to control
crop pests. Programmes to distribute exotic
fungi will have to be bound by a strict scientific
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procedure. The genetic stability mechanisms in
filamentous fungus strains were described. The
recommendations cover the use of micro-
biological pesticides, irrespective of whether
they are obtained by genetic engineering, and
the basic information on microorganisms
supplied by the American Environmental
Protection Agency.

Insect resistance to fungi is almost certainly a
complex phenomenon, with no hard and fast
rules, but interactions between the infectious
spores and the insect’s cuticle are of funda-
mental importance.

Entomopathogenic viruses
The ways in which nuclear polyhedrosis viruses
penetrate and move within insect tissues were
described.

A new entomopoxvirus has been discovered in
Ips typographus (Scolytidae) in Austrian
forests. For each type of Rumanian forest and
each gypsy moth outbreak, the level of natural
mortality due to nuclear polyhedrosis, the
characteristics of epizootics and the appearance
of the infected caterpillars have been studied.

A study of the interaction between host
movements and Baculovirus reservoirs provided
a clearer definition of the role of the insect’s
spatial dynamics in acquiring and transmitting
the disease. Viral diseases can be detected using
the Polistes hebraeus wasp nests. Two groups of
viruses have been isolated from 16 pest species
affecting forests and tea plantations in Guizhou
province, China. Baculoviruses can be spread by
carabids, which prey on Lepidoptera. Grass-
hoppers pathogens are spread effectively when
grasshoppers of the same or another species
transport the grasshopper cadavers.

Alongside studies of the genetics or genomic
identification of several viruses, genetic engi-
neering has proved possible on Baculoviruses
and granulosis viruses. Introducing a spider
toxin gene into granulosis viruses increases their
insecticide properties by shortening the
response time to the toxin and halting
caterpillar feeding. Recombinant Baculoviruses
have been used to express the polyhedral gene of
a cytoplasmic polyhedrosis virus. The effects of a
Baculovirus that affects Lymantria dispar have
been improved by eliminating the ecdysteroid
UDP-gluconyl transferase gene (USA and
Canada). Elsewhere, the gene expressing the
Androctonus australis scorpion toxin has been
successfully introduced into the nuclear
polyhedrosis virus of Autographa californica
(Noctuidae). The synergistic effect of a
Baculovirus on the larvae of Spodoptera exigua
is revealed when they feed on a transgenic
tobacco plant with a gene expressing a granul-
osis virus toxin. Insect cell cultures can be used
to replicate granulosis and nuclear polyhedrosis

viruses. A Californian company described a
method for producing Baculoviruses on an
industrial scale. In France, polyhedral inclusion
bodies have been produced in a bioreactor with a
high insect cell density.

The aim of recombinant Baculovirus develop-
ment strategies in pest control programmes is to
halt feeding at an early stage or abruptly alter
the insect’s behaviour. The prevention of
pollution by these recombinant viruses, which
have modified genomes or foreign genes that
produce various toxic substances, was discussed.

A nuclear polyhedrosis virus-based formula-
tion, combined with protectants against UV light
and an adhesive, has been tested on Lymantria
dispar. There is also an original approach to the
use of Baculoviruses against forest pests, which
takes account of interactions between biotic and
abiotic factors. A nuclear polyhedrosis and a
microsporidium have been used to control leaf-
eating pests in Slovenian forests.

Insect sensitivity to viruses and their potential
to develop resistance quite clearly varies.

Microbiological control of soil pests
Pathogens have frequently been used against
insects in the soil, which is an ideal micro-
organism development site. The combined effect
of Bacillus popilliae and entomopathogenic
nematodes has been evaluated under a strategy
to control Cyclocephala hirta (Scarabeidae), a
turf pest in California. 

A commercial product, called «Invad»,
containing Serratia entomophila (Entero-
bacteriaceae) bacteria, which is widely used in
New Zealand, effectively controls Costelytra
zealandica (Scarabeidae), a white grub that
affects turf, under clearly defined climatic
conditions.

A biopreparation containing Metarhizium
anisopliae spores limits attacks by the
Otiorhynchus sulcatus weevil, which affects
ornamental plants and strawberries in Germany.

Operational research on the use of bacteria
(Bacillus popilliae), fungi (Metarhizium
anisopliae, Beauveria bassiana) and nematodes
(Steinernema glaseri, Heterorhabditis bacte-
riophora) has succeeded in adjusting the
specific requirements of the control strategy
against Popillia japonica (Scarabaeidae), a pest
affecting pastures on Terciera island, to the
unique environmental and economic conditions
in the Azores.

A Japanese company is testing a new Bacillus
thuringiensis var. japonensis strain specific to
Scarabeidae larvae.

In the northeastern United States, massive
releases of pathogens (Metarhizium anisopliae,
Heterorhabditis and Steinernema spp.) are
frequently used against Scarabeidae larvae that
attack turf and ornamental plants.

Application techniques
The methodology for applying Bacillus thurin-
giensis in agricultural and forest areas was until
recently wrongly seen as being of minor
importance. The application techniques devel-
oped for chemical insecticides were used
without paying any heed to their compatibility
with the new biopesticides. This oversight led to
inappropriate and frequent use of biopesticides
which obviously proved both ineffective and
costly. The emphasis is now quite rightly being
placed on optimizing application systems and on
acquisition mechanisms, not only for Bacillus
thuringiensis, but also for a whole new gener-
ation of biopesticides, including nematodes,
fungi, microsporidia and particularly nuclear
polyhedrosis viruses.

Modelling Bacillus thuringiensis applications
takes account of all the physical factors
concerning atomization, droplet transfer to the
target, their deposit and their interaction with
the surface of the target, the effect of environ-
mental factors on any deposits, interactions with
the target organisms and the effect on those
organisms of sub-lethal doses over long periods.

In the United States, a 5-year plan to develop
aerial treatment of forests with microbial
insecticides particularly aims to reduce their
impact on non-target organisms, prevent acci-
dental application in the wrong places and
increase their effectiveness on the target species.

Protozoa application techniques have to
deposit spores in a place where the target host
can ingest them, although these microorganisms
cannot compete with more virulent strains.
Fungi have been applied as mycoinsecticides
using conventional equipment, and inoculated
using infected hosts, resting spores and active
fungal cultures.

Nematodes have relatively narrow host ranges
and are environmentally safe, which explains
why they require no pesticide registration in
most countries. Moreover, they can easily be
mass-produced and stored. They actively seek
out the target host and kill it very rapidly. They
can also reproduce in the nature. It is therefore
possible to apply them from the air, through drip
irrigation systems or by spraying, but the ideal
way is to place the nematodes in the soil in the
sites of insect activity, to avoid drying and UV
degradation on the soil surface. ■
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