Mémoire de recherche forestiére n° 126

Technique d’élevage
de la pyrale des cdnes du sapin
et tests de vulnérabilité au

Bacillus rhurfngien
a la page iv du document

par R. TRUDEL



bousy2
Zone de texte 
Ce mémoire contient un errata à la page iv du document


Richard TRUDEL est biologiste, dipldomé de
I'Université Laval depuis 1988. A 'emploi du
ministére de Foréts en 1990, il est affecté au
laboratoire de microbiologie pour y réaliser
des travaux sur I'élevage de différents
insectes. En 1994, il effectue un retour aux
études a I'Université Laval, qui lui déceme
le titre de maitre és sciences en 1996. Il
poursuit présentement des études de
doctorat a la Faculté de foresterie et de
géomatique du méme établissement.

Photo Claude Moffet, RNC-SCF

Depuis de nombreuses années, chacun des
Mémoires et des autres rapports publiés par la
Recherche forestiére est révisé par un comité
ad hoc d'au moins trois membres recrutés aussi
bien a l'intérieur du Ministére que dans le milieu
universitaire, la fonction publique du Canada ou
les autres milieux de la recherche. Les respon-
sables de la Recherche forestiére remercient
les scientifiques qui ont accepté bénévolement
de revoir le texte présenté ici et de participer
ainsi a la diffusion des résultats des recherches
menées au Ministére des Ressources
naturelles.

Les publications de la Recherche forestiére
sont produites et diffusées a méme les budgets
de recherche et de développement, comme
autant d'étapes essentielles a la réalisation de
chaque projet ou expérience. En conséquence,
ces documents sont, par définition, a tirage
limité et & diffusion restreinte. Adresser toute
demande a :

Publications

Direction de la recherche forestiére

Ministére des Ressources naturelles du Québec

2700, rue Einstein

SAINTE-FOY (Québec)

Canada G1P 3W8




s g emer mom wy o swer g

Technique d’élevage de
la pyrale des cones du sapin
et tests de vulnérabilité au
Bacillus thuringiensis var. kurstaki



il

— = - o - . B

De gauche a droite, en haut : oeufs; premier stade larvaire; en bas : quatrieme stade larvaire; chrysalide.



R - e = R

Technique d’élevage de
la pyrale des cénes du sapin
et tests de vulnérabilité au
Bacillus thuringiensis var. kurstaki *

par

Richard TRUDEL, M.Sc.

Mémoire de recherche forestiére n° 126

Gouvernement du Québec
Ministére des Ressources naturelles
Direction de la recherche forestiére
1996

* Tiré d'un mémoire présenté a la Faculté des études supérieures de I'Université Laval pour I'obtention du grade de
Maitre és sciences forestiéres.



Ce texte constitue le rapport final du projet de recherche (subvention) n° 0895-2560 : « Etude de la potentialité
insecticide du Bacillus thurigiensis var, kurstaki contre la pyrale des cones du sapin ».

TRUDEL, Richard, 1996. Technique d'élevage de la pyrale des cénes du sapin et tests de vulnérabilité au
Bacillus thuringiensis var. kurstaki. Gouv. du Québec, min. des Ress. nat., Dir. de la rech. for. Mémaire de

recherche forestiére n° 126, RN96-3103
ERRATA
page col parag. ligne
18 2 2 2 sur la nourriture artificielle contaminée
24 2 1 31-32 ...Subs- tance...
25 2 1 8 ...entomopathogéne...
RNZ6-3103

ISBN 2-550-30920-0

ISSN 1183-3912

Dépdt legal 1997

Bibliotheque nationale du Québec
Bibliothéque nationale du Canada
© 1997 Gouvernement du Québec


bousy2
Rectangle 


Remerciements

Je tiens a remercier toute 'équipe du laboratoire
de microbiologie du ministére des Ressources natu-
relles du Québec : Jean Cabana, Monique Dubé,
Monique Pelletier et Céline Blanchette, pour leur im-
plication dans ce projet. Je tiens a exprimer toute ma
gratitude a mon directeur et a mon codirecteur, Dr Eric
Bauce et Dr Claude Guertin, pour le partage de leur
connaissance et de leur expertise dans la réalisation
de cette recherche. Finalement, je tiens a remercier la
Direction de la recherche forestiére du ministére des
Ressources naturelles du Québec pour son soutien
financier, sans lequel cette étude n'aurait pu étre
réalisée.






Résume

L'objectif de cette recherche était d'élaborer une technique
d'élevage de pyrales des cones du sapin (Dioryctria abieti-
vorelia) de fagon & développer une colonie de laboratoire
exempte de contamination. Cette technique a rendu possi-
ble la production en masse d'insectes et la récolte de
données sur certains parametres biologiques de cet insecte.
Ces parametres portent entre autres sur la caractérisation
des stades larvaires ainsi que leur nombre, les temps de
développement larvaire et la capacité de ponte des femelles.
Par la suite, des insectes de differents stades ont été utilisés
pour realiser des épreuves biologiques afin d'évaluer la
vulnérabilité de la pyrale au Bacillus thuringiensis var.
kurstaki (Btk). L'utilisation de la concentration Iétale 50 %
(CL-50) comme mesure du potentiel insecticide a permis
d’identifier la vulnérabilité de linsecte a la souche HD-1
(Btk). Ces tests ont été faits sur les premier, troisieme et
cinguiéme stades larvaires. Aucune différence significative
n'a été observée entre les stades larvaires pour ce qui est
de leur vulnérabilité a cette souche de Btk. Grace a cette
étude, il a éte possible d'identifier le Btk comme un outil
potentiel de lutte contre la pyrale des cdnes du sapin.

Mots-clés : pyrale des cones du sapin, Dioryctria abieti-
vorella, insecticide biologique, Bacillus thurin-
giensis, élevage d'insectes, vulnérabilité des
insectes.

Abstract

Rearing technique of the fir coneworm and vulnerability
tests to Bacillus thuringiensis var. kurstaki. The objective of
this project was the development of a rearing technique for
the fir coneworm (Dioryctria abietivorella) in order to obtain
an aseptic laboratory colony. This technique made possible
mass production and collection of biological data on this
insect. Some of the parameters measured during this part of
the research were the characterization of the differentinstars
and the number of moults, larval development times, and
female egg laying capacilty. Different instars were then used
in bioassays to evaluate the vulnerability of the fir coneworm
to Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk). The utilization of
the lethal concentration 50% (LC-50) made possible the
identification of the insect vulnerability to the HD-1 strain
(Btk). These tests were conducted with first, third, and fifth
instars and no significant differences were observed be-
tween the different instars for insect sensibility to Btk. The
realization of this study demonstrated that the utilization of
Btk (HD-1) could be effective for the control of D. abietivorella
populations in seed orchards.

Key words : firconeworm, Dioryctria abietivorella, biological
insecticide, Bacillus thuringiensis, insect rear-
ing, insect vulnerability.
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introduction

La pyrale des cones du sapin, Dioryctria abieti-
vorella (Grote), est un insecte qui occasionne des
problémes récurrents dans les vergers a graines au
Canada et dans les états américains limitrophes. On
le retrouve principalement sur I'épinette blanche,
Picea glauca (Moench) Voss, I'épinette noire, P.
mariana (Mill.) B.S.P., le sapin beaumier, Abies balsa-
mea (L.) Mill., le pin blanc, Pinus strobus (L.) et le pin
gris, P. banksiana (Lamb.) (Hedlin etal. 1980, Turgeon
1994). De plus, il existe une certaine confusion
concernant l'identification de cet insecte, du fait que
plusieurs autres insectes de la méme famille, dont
Dioryctria abietella (D. & S.), ont été confondus avec
D. abietivorella (Hedlin et al. 1980, Turgeon et
De Groot 1992). Pendant les bonnes années de
production semenciére, plus de la moitié des cones
produits peuvent étre endommagés par cet insecte
(MFO 1991). Durant les périodes épidémiques, il peut
complétement détruire les cones des arbres d'une
région donnée, spécialement durant les années de
faible floraison (Ruth 1980). De plus, les méthodes
employées afin d'accroitre la production semenciére
peuvent favoriser la prolifération des populations de
pyrales des cones du sapin. Certaines pratiques,
comme la fertilisation (Shaw et al. 1978, Jackson et
Hunter 1983, Burgess et al. 1995), la taille des racines
et I'annelage du tronc ou des branches (White 1984),
occasionnent des modifications physiologiques entrai-
nant l'augmentation de l'azote disponible dans les
tissus de la plante hote. L'alimentation des insectes a
partir d'une source nutritive riche en azote a pour effet
d'augmenter leur taux de survie, d'accroitre leur fécon-
dité et aussi de diminuer leur temps de développement
(White 1984, Mattson et Scriber 1986, Loader &
Damman 1991, Bidon 1983).

Jusqu'a présent, on n'avait élaboré aucune
méthode d'élevage en laboratoire qui permettait le
développement de colonies de pyrales des cones du
sapin. L'élaboration d'une méthode d'élevage de cet
insecte permettrait d'obtenir une population homo-
gene, ou les problémes liés & son identification

seraient éliminés. De plus, la production d'insectes
dans des conditions de stérilité offrirait la possibilité de
développer des colonies d'insectes exemptes de
contamination. Des méthodes d'élevage de ce genre
ont été développées par le passé pour des insectes
comme la tordeuse des bourgeons de I'épinette,
Choristoneura fumiferana (Clemens) (Robertson
1985) et Dioryctria amatella (Hulst) (Fatzinger 1981).
La mise au point d'un moyen de lutte contre D. abieti-
vorella permettrait de réprimer les populations de cet
insecte et, par le fait méme, limiterait leurs dégats.
Connaissant I'effet pathogéne du Bacillus thuringien-
sis var. kurstaki (Btk) contre certains lépidoptéres
(Aronson et al. 1986, van Frankenhuyzen et Ortiz
1991, Gill et al. 1992), on pourrait donc le tester contre
la pyrale des cones du sapin. Cette bactérie Gram-
positive synthétise, durant sa phase de sporulation, un
cristal qui contient entre autres une protoxine (endo-
toxine delta) (Angus 1962, Dubois et Lewis 1981,
Raymond et al. 1989, Gill et al. 1992), qui a un effet
insecticide spécifique contre certaines larves de
lépidopteres.

Le premier objectif de la présente recherche
consistait a développer une méthode d'élevage de
pyrales des cénes du sapin dans des conditions
aseptiques, afin de produire des guantités massives
d'insectes. Grace aux connaissances acquises sur la
biologie de cet insecte, il serait possible d’adapter une
méthode permettant le développement des larves et
favoriser I'accouplement et ['oviposition des femelles
sur des substrats artificiels respectifs. Le second
objectif etait de vérifier le potentiel insecticide du Btk
contre la pyrale des cones du sapin. Du fait que cet
entomopathogeéne est efficace contre plusieurs autres
lepidoptéres, il serait donc possible de mesurer la
vulnérabilité de la pyrale au Btk. Des méthodes
standards d'épreuves biologiques ont donc été utili-
sées afin de vérifier le potentiel insecticide de cet
entomopathogéne. La concentration létale 50 %
(CL-50) a servi d'outil pour quantifier la virulence du
Btk de souche HD-1.
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Chapitre premier

Revue de littérature

1.1 Pyrale des cones du sapin

1.1.1 Description du cycle vital

Le cycle vital de la pyrale des cénes du sapin
semble étre variable et n'est pas trés bien documenté
(Hedlin et al. 1980, Ruth 1980, Sweeney 1994). lly a
beaucoup de confusion dans la littérature concernant
la biologie de D. abietivorella. Certains auteurs affir-
ment que la pyrale des cones du sapin est bivoltine
(Fogal 1979) tandis que d'autres évaluent le dévelop-
pement de linsecte @ une génération par année
(Martineau 1985, Ives et Wong 1988). Selon Rose et
Lindquist (1994), il y aurait une génération par année
au Canada mais avec de multiples chevauchements
de stades, ce qui permettrait de constater la présence
de l'insecte dans les cones du printemps jusqu'a
l'automne. D. amatella, espéce du méme genre qu'on
trouve dans le nord de la Floride, peut avoir jusqu'a
quatre générations par année (Fatzinger et Merkel
1985). La controverse existe aussi quant au stade
durant lequel la pyrale effectue sa dormance. La pyrale
des cones du sapin passe I'hiver, soit sous la forme
d'oeufs selon Keen (1958) et Hedlin et al. (1980), soit
au 1% ou 2° stade larvaire selon Martineau (1985),
soit au stade de pupe ou de prépupe selon Fogal
(1976) et Ives et Wong (1988). Cette confusion est
vraisemblablement liée au fait que plusieurs autres
insectes du méme genre, dont D. abietella, ont été
confondus avec D. abietivorella (Hedlin et al. 1980,
Turgeon et De Groot 1992).

Les oeufs de D. abietivorella ont une forme ovale
et mesurent environ 1 mm de longueur par 0,65 mm
de diamétre (Hedlin et al. 1980, Ruth 1980, Martineau
1985). Juste aprés la ponte, les oeufs sont de couleur
jaunatre, mais seuls les oeufs fertilisés virent au brun-
rougeatre aprés 24 heures d'incubation (Lyons 1957,

Stevens et al. 1988). Les oeufs sont pondus individuel-
lement ou en groupe de deux ou trois sur les cénes,
sur les branches ou sur les vieilles aiguilles (Lyons
1957, Ruth 1980, Martineau 1985). Selon Stevens et
al. (1988), les larves mettent environ 10 jours a éclore.

C'est pendant le stade larvaire que la pyrale des
cones du sapin cause le plus de dégats (Turgeon et
De Groot 1992). Le développement larvaire de D.
abietivorella passe par cinq stades (Martineau 1985).
Les jeunes larves ont d'abord la téte brun foncé et le
corps de couleur ambre, mais 2 la fin du cinquiéme
stade, le corps est plus foncé et marqué de rangées
de points bruns dans la région dorsale (Ilves et Wong
1988). Les larves de 5° stade peuvent atteindre une
longueur de 18 a 20 mm (Hedlin et al. 1980, Ives et
Wong 1988, Rose et Lindquist 1994).

A leur plein développement, les larves se laissent
choir sur le sol ou elles tissent un cocon de soie dans
lequel elles se transforment en chrysalide (Martineau
1985). Ces derniéres sont de couleur ambre a brun-
rougeatre et mesurent environ 10 mm de long (Hedlin
et al. 1980).

Les ailes antérieures du papillon de la pyrale des
cOnes du sapin sont de couleur gris-bleu traversées
de lignes en zigzag alors que les ailes postérieures
sont de couleur gris péle; I'insecte a une envergure
d'environ 25 mm (MacKay 1943, Munroe 1959, Hedlin
et al. 1980). Les adultes sont actifs principalement
durant les périodes d'obscurité (scotophase). La ponte
des oeufs a lieu également durant la scotophase
(Fatzinger 1981). Il semble que les adultes de la pyrale
réagissent aux monoterpénes des cénes de leur hote
(Asher 1970). Ainsi, les substances volatiles des coni-
féres pourraient étre considérées comme les compo-
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santes responsables de la stimulation a I'oviposition
(Fatzinger et Merkel 1985). Fatzinger et Merkel (1985)
ont observé que I'oviposition des femelles de D. ama-
tella était positivement corrélée avec la teneur en
monoterpéne et la densité du bois.

1.1.2 Description des dégats

La larve de pyrale des cones du sapin est de type
exoconophytique, c'est a dire qu'elle se développe
dans les cones, mais une fois a maturité, elle en sort
(Turgeon 1994). Cet insecte détruit les cones en
creusant des galeries et laisse a leur entrée un amas
d'excréments (Turgeon et De Groot 1992). En
I'absence de fleurs, la pyrale des cdnes du sapin
s'alimente d'aiguilles et de la partie interne de I'écorce
des branches (Hedlin et al. 1980, Ruth 1980, Marti-
neau 1985). Cet insecte est rarement abondant, mais
pendant les périodes épidemiques, il peut complé-
tement détruire les cones des arbres d'une région
donnée, spécialement durant les années de faible
production (Ruth 1980). Il y a de grands risques qu'une
population de pyrales des cones du sapin se déve-
loppe dans les vergers a graines ou la production de
cones est importante (Hedlin et al. 1980, Ruth et
al.1982). Une plus forte concentration de D. abieti-
vorella a été observée dans un verger & graines de
pins rouges, lesquels avaient produit des quantités
considérables de cénes durant trois années consécu-
tives, comparativement a d'autres coniféres de la
méme région dont la production semenciére avait été
sporadique (Mosseler et al. 1992).

1.2 Bacillus thuringiensis

1.2.1 Historique

Le Bacillus thuringiensis (Ber.) est une bactérie
sporulante qui provoque la mort chez certains insectes
(Hulme et al. 1983, Aronson et al. 1986, Charmillot et
Pasquier 1992). Cette bactérie a été isolée pour la
premiere fois par Ishawata en 1905 au Japon a partir
de vers a soie, Bombyx mori (L.), et a été alors
nommeée Bacillus sotto (Prasad et Shethna 1976,
Dubois et Lewis 1981, Hulme et al. 1983). Ce n'est que
vers 1915 que Aoki et Chigasaki ont observé que les
cultures sporulantes de Bacillus sotto étaient plus
efficaces que des cultures végétatives pour provoquer
la mort chez B. mori (Prasad et Shethna 1976). C'est
a la méme période en Allemagne que Berliner a isolé
cette bactérie (Bacillus thuringiensis) a partir de la
pyrale méditerranéenne de la farine, Anagasta kihn-
iella (Zeller) (Prasad et Shethna 1976, Dubois et Lewis
1981, Hulme et al. 1983). Au milieu des années 1950,
il a été convenu que le Bacillus sotto d’lshawata et le
Bacillus thuringiensis de Berliner étaient, en fait, la
méme espece (Fast 1974).

1.2.2 Description de Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis (Bf) est une bactérie de
forme allongée présente dans la microbiocénose du
sol (Hulme et al. 1983, van Frankenhuyzen et Ortiz
1991). Cette bactérie peut se déplacer a l'aide de
flagelles péritriches (Dubois et Lewis 1981). Elle se
subdivise en plus de 30 groupes sérologiques, appe-
lés sérotypes ou sérovars (Dubois et Lewis 1981,
Barjac et Frachon 1890, van Frankenhuyzen et Ortiz
1991). Le sérotype est défini par la composition de
I'antigéne flagellaire (antigéne H) compris dans les
cellules végétatives (Dubois et Lewis 1981, Barjac
1881, Barjac et Frachon 1990). L'antigéne H permet
une classification stable et fiable des différents séro-
types de Bt (Barjac 1981, Barjac et Frachon 1990). Les
méthodes plus récentes de classification du Bt utilisent
une technologie permettant de déterminer I'empreinte
génétique des différents sérovars en se basant sur la
caractérisation de I'ADN (Brousseau et al. 1993). Les
variétés de Btactuellement connues se classent aussi
selon leur toxicité pour différents ordres d'insectes
(van Frankenhuyzen et Ortiz 1991). Cette toxicité
provient de la production de plusieurs facteurs
entomopathogenes. L'exotoxine alpha, soluble dans
I'eau et sensible a la chaleur, peut étre produite par
d'autres bactéries que le Bt (Angus 1962, Dubois et
Lewis 1981). Cette toxine a été identifiee comme
I'enzyme lécithinase C et son effet insecticide a été
observé chez Plutella maculipennis (Dubois et Lewis
1981). L'exotoxine beta, émise durant la phase végé-
tative de plusieurs souches de Bt (Angus 1962, Huber
et Lithy 1981), est hautement toxique pour les dipte-
res (Dubois et Lewis 1981). Cette protéine, soluble
dans 'eau et non sensible a la chaleur, peut aussi étre
toxique aux vertébrés lorsqu'injectée par voie peérito-
néale et peut avoir des effets tératogéniques chez les
insectes. L'utilisation de préparations de Bt dotées de
cette toxine est interdite au Canada (Dubois et Lewis
1981). Pour sa par, le louse factor, exotoxine soluble
dans I'eau et non sensible a la chaleur, est produit par
des souches qui ne fabriquent pas d'exotoxine beta.
Cet agent est trés toxique aux insectes hématophages
de l'ordre des Anoplura (puces) (Dubois et Lewis
1981). L'endotoxine delta, aussi appelée cristal ou
corps parasporal dans sa phase inactive, est insoluble
dans I'eau et sensible a la chaleur (Angus 1962). Cette
protéine ne peut étre solubilisée qu'en milieu alcalin,
spécialement en présence d'acide thioglycollique
(Angus 1962). Le cristal de forme bipyramidale
(Prasad et Shethna 1976, Huber et Lithy 1981) chez
la souche HD-1 est synthétisé a la fois a partir de
constituants de la cellule végétative et de ceux
présents dans le milieu de croissance (Angus 1962)
pendant la phase de sporulation (Prasad et Shethna
1976, Huber et Lithy 1981, Raymond et al. 1989, Gill
et al. 1992). Cette protéine a un spectre d’action dont
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la toxicité se limite aux insectes de I'ordre des |épidop-
teres, des diptéres et des coléoptéres (Dubois et Lewis
1981, Aronson et al 1986, Gill et al. 1992). La variété
kurstaki posséde une toxine pathogéne pour les lépi-
doptéres (Aronson et al. 1986, van Frankenhuyzen et
Ortiz 1991). Cette toxine est le principal agent actif
causant la maladie puis la mort chez les Iépidoptéres
(Ebersold et al. 1979, Calabrese et al. 1980, Percy et
Fast 1983). Le degré de toxicité de I'endotoxine delta
dépend de la capacité de l'insecte a fragmenter le
cristal dont les fractions produisent I'effet toxique
(Dubois et Lewis 1981, Gill et al. 1992). Le site actif se
trouve a l'extrémité aminée de la protoxine (Aronson
et al. 1986, Raymond et al. 1989, Gill et al. 1992). lI
n'existe actuellement aucune donnée dans la littéra-
ture prouvant que cette endotoxine puisse avoir des
effets adverses sur les insectes non ciblés, autres que
les lépidoptéres, ou sur les vertébrés (Dubois et Lewis
1981, Bauer 1995). La spore (endospore) de Bt,
constituée de matériel cytoplasmigue et nucléique
condensé, assure la survie de la bactérie lorsque les
conditions du milieu ne sont pas favorables a sa
croissance (Angus 1962). Avant la découverte de
I'endotoxine delta, la spore était considérée comme le
principal agent infectieux (Dubois et Lewis 1981),
jusqu'a ce qu'on découvre a sa surface des protéines
homologues a I'endotoxine delta (Fast 1977, Dubois
et Lewis 1981, Aronson et al. 1986). Chez certaines
sous-espéces de Btdotées d'un mince exosporium, le
dépot de protoxines a la surface de la spore lui confére
une certaine toxicité (Aronson et al. 1986).

1.2.3 Mode d'action du Bacillus thuringiensis

La spore et le cristal doivent d'abord étre ingérés
pour permettre l'activation de la toxine (Dubois et
Lewis 1981, van Frankenhuyzen 1994). Dans la
plupart des cas, le cristal est dissous par ['action
combinée d'un pH alcalin et des protéases présentes
dans le liquide stomacal (Angus 1962, Huber et Liithy
1981, Gill et al. 1992). Le pH de I'estomac de C.
fumiferana, qui entraine la dissolution du cristal, varie
entre 7,18 et 9,25 au cours de son développement
larvaire (Heimpel 1956). Ce sont deux sérines protéa-
ses qui sont responsables de solubiliser le cristal, ce
qui provoque le clivage des ponts disulfites au niveau
de la protéine (Huber et Lithy 1981). Les protoxines
produites vont par la suite se fixer aux sites récepteurs
spécifiques présents sur la membrane épithéliale du
tube digestif de l'insecte (Gill et al. 1992). Selon
Ebersold et al. (1977), la spore ne joue qu'un rdle
pathogéne secondaire en envahissant 'némolymphe
de l'insecte a la suite de la destruction de I'épithélium
gastrique par I'endotoxine delta. Par contre, Hulme et
al. (1983) mentionnent que les protéines qui recou-
vrent I'exosporium de certains Bt peuvent aussi
affecter les cellules épithéliales du tube digestif. Une

S L e T ST T~

fois liées aux sites récepteurs, les toxines agissent sur
la perméabilité des cellules de I'épithélium stomacal,
ce qui provoque leur gonflement puis leur éclatement
(Ebersold et al. 1977, Ebersold et al. 1979, Dubois et
Lewis 1981, van Frankenhuyzen 1994). Une paralysie
du systéme digestif s'en suit, ce qui incite l'insecte &
jener (Angus 1962, Dubois et Lewis 1981, Gill et al.
1992). La paralysie de la larve serait conséquente a
un changement drastique du pH de 'hémolymphe
(alcalin) di aux dommages subis par I'épithélium
stomacal (Angus 1962, Gill et al. 1992). |l peut arriver
que le contenu gastrique se répande dans I'hémo-
lymphe; chez les insectes les plus susceptibles, la
mort s'en suit aprés quelques heures (Dubois et Lewis
1981, Hulme et al. 1983). Les spores présentes dans
I'hemolymphe vont germer et se multiplier, pour pro-
voquer une septicemie puis la mort de l'insecte (Angus
1962, Dubois et Lewis 1981, Hulme et al. 1983).
L'efficacité du Bt dépend de la qualité et du type de
protéines contenues dans le cristal, de la capacité de
l'insecte a le fragmenter en fractions toxiques disper-
sees dans le lumen stomacal et, enfin, de la capacité
de la spore a germer et envahir I'hémolymphe (Dubois
et Lewis 1981). Certaines substances phagostimulan-
tes ajoutées au Bt peuvent augmenter ['efficacité in-
secticide du produit lors des arrosages. Le fait
d'ajouter du sucrose a I'entomopathogéne stimule
I'appétence de l'insecte et favorise ainsi I'efficacité du
produit (Bell et Romine 1980, Farrar et Ridgway 1994).

Des souches asporulantes (bactéries sans spore)
de Bt ont été produites afin de prévenir les effets
possibles de l'insecticide sur I'environnement. Il est
d'ailleur possible d'obtenir des souches mutantes de
Btasporogenes capable de produire de grandes quan-
tités d'endotoxines delta, sans former de spores
dormantes; pour y arriver, on utilise comme agent
mutagene le sulfonate d'éthyle méthane (Wakisaka et
al. 1982). Surany (1970) a démontré que les toxines
produites par ces souches asporulantes sont dotées
de qualités insecticides substantiellement améliorées.

1.3 Les vergers a graines

1.3.1 Description

Les vergers a graines sont des plantations
d'arbres issus d'une greffe ou de semis d'arbres
sélectionnés. Ces plantations sont situées a I'écart afin
de prévenir la pollinisation par des individus non dési-
rables et aménagées pour une production rapide et
abondante de semences améliorées en vue des reboi-
sements (Lamontagne et Corriveau 1982). Il existe
deux types de vergers au Québec: les vergers de
clones, qui utilisent des essences qui fructifient a un
age assez avanceé, et les vergers de semis, qui utilisent
des essences qui fructifient abondamment et a un age
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relativement jeune, soit de 8 a 10 ans (Lamontagne
1992). Les vergers de clones sont établis générale-
ment avec des plants greffés dont les greffons ont été
prélevés sur des arbres sélectionnés. Dans le cas des
vergers de semis, environ 350 descendances
provenant d'autant d'arbres sélectionnés y sont
représentées (Lamontagne 1992).

L'implantation d'un verger clonal passe par les
étapes suivantes: la sélection d'arbres, la multiplica-
tion de ces arbres par greffage, le choix du site, la
préparation du site, le choix et I'installation du dispositif
de plantation, la plantation et I'aménagement du
verger. Pour ce qui est des vergers de semis, les
étapes sont les mémes sauf que le greffage est
remplacé par la culture en récipient de semis
provenant des semences récoltées sur les arbres
sélectionnés (Rainville et al. 1990).

1.3.2 Sélection des arbres
et localisation des sites

La sélection des arbres consiste a parcourir des
peuplements naturels ainsi que de vieilles plantations
afin d'identifier les meilleurs phénotypes (Lamontagne
1992). Les caractéristiques recherchées, en grande
partie héréditaires, sont principalement la croissance,
la forme rectiligne du tronc, la production de semen-
ces, la rusticité et la résistance aux insectes et aux
maladies (Lamontagne 1992). Grace a la sélection, les
semences produites dans ces vergers devraient
présenter un gain génétique en volume que I'on estime
a environ 5 a 10 % par rapport aux semences récol-
tées en dehors des vergers (Lamontagne 1988).

Il est trés important de localiser le verger dans une
région favorable au développement des fleurs
(Lamontagne 1978b, Pharis et al. 1986, Lamontagne
1992). La contamination par le pollen est grandement
diminuée lorsque le verger a graines est localisé
entierement hors de l'aire de distribution de I'espéce
(Lamontagne 1992). Le fait de localiser une essence
hors de son aire de distribution peut par contre favo-
riser les problémes entomologiques. La texture et la
structure du sol ont par ailleurs une influence sur la
croissance des plants a cause de leur effet sur le
drainage et la capacité de rétention d’eau dans le sol
(Lamontagne 1978b, Lamontagne 1992). Les condi-
tions édaphiques idéales pour un verger a graines
consistent en une couche de 30-45 cm de glaise
sableuse surmontant un sous-sol friable composé de
sable glaiseux (Lamontagne 1978b). |l faut éviter
d'établir un verger a graines dans une région ou des
facteurs limitatifs comme les rongeurs, les insectes,
les maladies ou le climat peuvent nuire au développe-
ment normal des plants (Lamontagne 1978b).

Pyrale des cénes du sapin

1.3.3 Traitements pour promouvoir la floraison

L'utilisation de fertilisants augmente habituelle-
ment la production de cénes dans les vergers a
graines. La production de fruits et de graines demande
des quantités importantes de carbohydrates et
d'azote, lesquels sont favorisés par la fertilisation au
moyen de produits azotés (Koslowski et al. 1991).
L'application de fertilisant a pour effet d'augmenter la
quantité d'acides aminés totaux, principalement I'argi-
nine, et des composés guanidino. Ces composés pré-
viennent I'état de latence au site d'élaboration des
cones, favorisent le développement des primordia et
inhibent la différentiation des bourgeons végétatifs
(Maretzki et al. 1969). La fertilisation combinée avec
d'autres traitements augmente d'autant la floraison
(Lamontagne 1978a).

Chez les coniferes, les gibberlines ont un réle
hormonal lié au développement de la plante et a la
différentiation des fleurs. Elles agissent sur la germi-
nation, I'élongation des pousses, la croissance
cambiale ainsi que sur la différentiation sexuelle
(Pharis et Kuo 1977). Ces hormones peuvent étre
utiliséés par application topicale, par injection méristé-
matique ou par vaporisation sur le feuillage (Bonnet-
Masimbert et Zaerr 1987). L'utilisation de l'acide
gibbérellique combiné a des traitements culturaux
appropriés favorise la croissance ainsi que la produc-
tion des cones (Owens et al. 1985; Ross 1985; Webber
et al. 1985). L'acide naphtaléne acétique est aussi
reconnu comme étant une substance pouvant pro-
mouvoir la production de cénes (Bonnet-Masimbert et
Zaerr 1987). Cette auxine est souvent utilisée conjoin-
tement avec I'acide gibberellique afin d’en augmenter
son effet. L'éthylene, gaz produit par des tissus végé-
taux endommagés, semblerait aussi étre impliqué
dans l'induction florale (Kozlowski et al. 1991)

L'annelage du tronc ou des branches est consi-
déré comme un traitement cultural qui permet d'amé-
liorer la production florale chez certaines espéces de
coniferes (Bonnet-Massimbert et Zaerr 1987,
Kozlowski et af. 1991). De plus, on peut obtenir de
meilleures réactions lorsque le traitement s'effectue au
printemps et pendant une période de faible production
semenciére (Ebell 1971). L'annelage augmente la
teneur en amidon dans les tissus des pousses durant
I'éclatement des bourgeons et pendant le développe-
ment précoce du bourgeon reproductif (Ebell 1970).
La taille des racines peut elle aussi avoir un effet sur
le processus végeétatif et reproductif chez certaines
especes de coniféres, spécialement dans les
vergers a graines (Bonnet-Massimbert et Zaerr
1987). Ce traitement provoque aussi une baisse du
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potentiel hydrique, ayant pour effet de ralentir
significativement I'activité miotique, la croissance api-
cale et le développement des bourgeons végétatifs
terminaux (Owens et al. 1985).

1.3.4 Influence de 'induction florale
et des différents traitements
sur les populations d'insectes

La production de cénes chez les résineux est
souvent précédée par une période de stress, occa-
sionné principalement par un déficit hydrique et des
températures chaudes (White 1984, Mattson et Haack
1987a). Ces stress subis par la plante ont pour effet
de modifier le métabolisme de I'azote de sorte que la
teneur en protéines diminue alors que celles des aci-
des aminés libres dans les tissus augmente (Mattson
et Haack 1987b). Cette modification est en partie le
résultatde I'hydrolyse des protéines, observée par une
augmentation de l'activité enzymatique, et aussi di a
la réduction de la croissance de la plante (Mattson et
Haack 1987b). L'azote ainsi accumulé dans le
phloéme devient donc disponible pour étre transporté
aux sites de différenciation des primordia, ce qui favo-
rise le taux de succés de formation des fleurs (White
1984).

Les vergers a graines sont des sites ou la produc-
tion florale est souvent induite artificiellement. Les
traitements utilisés, comme la taille des racines et
I'annelage du tronc et des branches, ont pour effet de
provoquer un stress chez |a plante, occasionnant ainsi
des modifications physiologiques (White 1984) équi-
valentes au stress hydrique. La fertilisation azotée (par
exemple NH4NO3) et I'utilisation d’hormones comme
la GA4/7 peuvent aussi stimuler I'induction florale, sans
préjudice a la plante. Les individus ainsi traités ont une
teneur élevée en azote dans leurs tissus et sont donc
prédisposés a fleurir. Les vergers a graines sont des
sites propices a la prolifération de la pyrale des cones
du sapin et d'autres insectes ravageurs. Les insectes
qui s’alimentent sur des arbres a fort contenu en azote
se développent plus rapidement (Bidon 1993), ont des
taux de survie plus élevés (Cates et al. 1987) et ont
une meilleure capacité reproductive (Rhoades 1983,
Mattson et Haack 1987a). Ce phénoméne s'explique
par la grande capacité des insectes a absorber I'azote,
principalement sous forme d'acides aminés, au niveau
de leur systéme digestif (Brodbeck et Strong 1988). Le
succes qu'obtiennent les insectes a se développer
dans un verger a graines est aussi intimement lié¢ a la
présence de fleurs. Bauce et Carisey (1996) ont
observé que la floraison du sapin baumier favorise le
développement des populations de C. fumiferana
lorsque l'insecte se trouve en phase endémique. Le
pollen contenu dans les cones males constitue une
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bonne source d'acides aminés, de protéines, de vita-
mines et de sucres solubles pour les insectes (Bauce
et Carisey 1996).

1.3.5 Méthodes de lutte contre les insectes
nuisibles employées dans les vergers
a graines
Les méthodes de lutte actuellement employées
dans les vergers a graines font appel a des insecti-
cides chimiques. Ce sont principalement des insecti-
cides systémiques qui sont utilisés dans la lutte contre
les ravageurs des cdnes. Ce type de produit a 'avan-
tage de se disperser dans les tissus de I'arbre héte
(Stein et al. 1993). Il n'y a que deux insecticides
homologués qui peuvent étre utilisés dans de telles
conditions: le diméthoate et le carbofurane en granu-
les peuvent étre utilisés respectivement au Canada et
aux Etats-Unis (Fogal et Plowman 1990, Stein et al.
1993).

Le diméthoate est appliqué par pulvérisation sur
le feuillage ainsi que sur les cones. L'efficacité de ce
produit peut varier selon I'essence hote mais, en
moyenne, on note une réduction de 82 a 100 % du
nombre de cones endommageés chez I'épinette noire
et I'épinette blanche (Fogal et Plowman 1990). Stein
et al. (1993) ont observé une réduction de 14 a 25 %
des dégats causés par les insectes a la suite de
I'utilisation du diméthoate sur des douglas taxifoliés.
Ce produit, utilisé a des concentrations élevées, est
phytotoxique: il provoque le brunissement des
aiguilles (Fogal et Plowman 1990).

Le carbofurane peut étre appliqué au sol sous
forme granulaire ou liquide. Le traitement au carbo-
furane s'avére efficace I'année de I'application et
'année suivante. Il ne persiste pas dans le sol plus de
deux ans suivant le traitement (Fogal et al. 1993).
Dans des vergers d'épinettes noires, Fogal et al.
(1993) ont observé que le carbofurane n'était pas
efficace I'année du traitement mais seulement I'année
suivante. Stein et al. (1993) n'ont noté aucune diffé-
rence significative entre une population témoin et des
douglas taxifoliés traités par une injection de carbo-
furane de 0,875 g au moyen de capsules. Selon Fogal
et al. (1993), le nitrate d'ammonium aurait le potentiel
d'augmenter 'efficacité du carbofurane et réduirait la
perte de feuillage associé a I'utilisation de ce produit
insecticide. Le carbofurane, spécialement sous forme
granulaire, est toxique pour les oiseaux (Fogal et al.
1988) et son utilisation exige des mesures adéquates
de protection de I'environnement.



Dans une étude effectuée par Stein et al. (1993),
des traitements au diméthoate et au carbofurane sur
des douglas taxifoliés se sont avérés inefficaces pour
réduire les dégats causés par D. abietivorella. Par
contre, Haverty et al. (1986) ont observé une diminu-
tion de 30 % des dégats causés par D. abietivorella,
comparé a une parcelle témoin ou aucun traitement
n'a été appliqué, aprés avoir effectué des traitements
au sol avec du fenvalérate dans un verger de pins
blancs de I'ouest, Pinus monticola (Douglas). Une
seconde application la méme année a permis une
augmentation significative de la production de 31,3 a
56,0 graines par cone, comparativement au bloc non
traité (Haverty et al. 1986).
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D'autres produits, comme le dicrotophos, I'oxy-
démeton-méthyle, I'acéphate, le formothion et le
phorate sont des insecticides chimiques actuellement
étudiés dans le but d'identifier un produit ayant un
pouvoir insecticide adéquat contre les ravageurs des
vergers a graines (Fogal et Lopushanski 1989, Fogal
et Plowman 1990, Stein et al. 1993).
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Chapitre deux

Méthode pour I’élevage de D. abietivorella

2.1 Introduction

La pyrale des cones du sapin, Dioryctria abieti-
vorella (Grote), est un insecte qui occasionne des
problémes récurrents dans les vergers a graines. Les
dommages causés par cet insecte sont d'autant plus
importants qu'ils affectent le potentiel reproducteur
des arbres qu'on y cultive. De plus, la probabilité pour
une population de pyrales des cénes du sapin de se
développer dans un verger a graines est grande, puis-
que la production de cones y est généralement soute-
nue (Hedlin et al. 1980, Ruth 1980).

Trés peu d'information sur la biologie et le cycle
vital de D. abietivorella a été publié au Québec. Cette
pyrale est particulierement difficile a étudier puisque
les larves passent la majeure partie de leur vie dans
les cones (Rappaport et Volney 1989). L'élaboration
d'une méthode d'élevage en laboratoire permettrait
I'établissement d'une colonie d'insectes, a partir de
laquelle il serait possible d'obtenir des informations
pertinentes sur la biologie de D. abietivorella.

A partir d'insectes récoltés sur le terrain, une
colonie de laboratoire de D. abietivorella a été mise
sur pied. Une modification de la recette de nourriture
artificielle de McMorran (1965) a été fournie aux insec-
tes comme substrat alimentaire. L'élaboration du dis-
positif d'élevage a été inspirée de résultats provenant
de Fatzinger (1981) obtenus a partir d'un élevage de
Dioryctria amatella (Hulst).

Pendant les différents stades larvaires, on a
mesuré le nombre de mues, la largeur des capsules
céphaliques et le temps de développement pour
chaque stade, de la larve de premier stade jusqu'a la
chrysalide. De plus, des données ont été prises sur la

fécondité des femelles et sur les taux de survie tout au
long du développement de D. abietivorella. Parmi les
insectes produits dans cet élevage de laboratoire, une
partie de la colonie a été utilisée pour effectuer les
tests de vulnérabilité au Btk (v. chapitre trois).

2.2 Matériel et méthode

2.2.1 Constitution de la colonie

La colonie de laboratoire été constituée durant
I'été 1992 aprés la récolte de 400 cones dans lesquels
nous présumions la présence de l'insecte. Les cones
ont été récoltés dans un verger a graines d'épinettes
blanches de 8 ans, situé dans la municipalité de
Sacré-Coeur-de-Charlevoix (48° 14' N, 69° 48' 0), a
environ 400 km a I'est de Québec. Les cones recueillis
montraient des déformations et avaient quelques
écailles décolorées. Afin de permettre a l'insecte de
compléter son développement larvaire dans des con-
ditions semi-artificielles, les cones ont été disposés
dans des contenants de carton (15 cm de diamétre sur
20 cm de haut) par groupes de 25, puis placés dans
un incubateur a 25°C, avec une humidité relative de
60 % et une photopériode de 16:8 (lumiére:obscurité,
L:0) h. Lorsque les pyrales ont atteint le 4° ou le
5° stade, les larves ont été extraites des cones.
Notons qu’a cet age il est plus facile de localiser les
insectes sans les blesser en disséquant les cénes. Par
la suite, les insectes ont été placés individuellement
dans des godets (Solo Company, Urbana, IL) conte-
nant de la nourriture artificielle (Tableau 1) pour éviter
le cannibalisme et leur permettre de compléter leur
développement jusqu'a la chrysalide. Les contenants
présentants des signes de contamination étaient
automatiquement éliminés.



10

Tableau 1. Composition de la nourriture artificielle
de la pyrale des cones du sapin

Groupe Quantité
| Eau déionisée 1000 ml
Caséine sans vitamine 35¢g
Alphacel 5¢g
Mélange de sels 10¢
Saccharose 35¢g
Germe de blé 44 ¢
Chlorure de choline 19
Acide ascorbique 49
Méthyle paraben 1,59

Agar 16,6 g
Acide sorbique 1,5¢0

Il Solution A de vitamine?® 5ml
Solution B de vitamine® 5mi

KOH 4M 5mi

1 Formaline 10 % 2ml
Auréomycine 5,5 ml

@ La solution A de vitamines contient 50 mg d'acide folique
et 100 mg de riboflavine pour 100 ml d’eau.

b | a solution B de vitamines contient 20 mg de niacine,
200 mg de pentothénate de calcium, 50 mg de thiamine
HCL, 50 mg de pyrodoxine HCL, 4 mg de biotine, et 0,4 mg
de vitamine B1z pour 100 ml d'eau.

2.2.2 Préparation de la nourriture artificielle

La recette utilisée pour préparer la nourriture arti-
ficielle pour la pyrale des cdnes du sapin est une
modification de celle de McMorran (1965), congue
pour la tordeuse des bourgeons de I'épinette, Choris-
toneura fumiferana (Clemens) (Tableau 1). La prépa-
ration de la nourriture artificielle s’est faite dans une
marmite a parois pressurisées (modele TDB/7-40,
Groen). L'eau est d’'abord versée dans la marmite puis
amenée a une température de 50° C. I faut mettre
ensuite I'agitateur en marche continue puis ajouter
graduellement les éléments du groupe |. Les ingré-
dients sont par la suite chauffés a 100° C, a une
pression de 15 livres au pouce carré (15 PSI =
103,4 kPa), pendant 15 minutes. La préparation est
ensuite refroidi a 60° C, et les ingrédients des groupes
Il et Il sont ajoutés dans la marmite. Il faut bien
mélanger (au moins 5 minutes) et maintenir & une
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température de 57° C jusqu'a son utilisation. La nour-
riture artificielle est par la suite versée dans des con-
tenants de 30 ml (Solo Company, Urbana, IL).
Lorsgu'elle est solidifiee, on y vaporise une solution
fongistatique (Grisdale 1984) composée de 250 ml
d'alcool éthylique 95 %, de 3,8 g d'acide ascorbigue,
etde 1,5 g de méthyle paraben (méthyl-p-hydroxyben-
zoate) afin de limiter la croissance éventuelle de
champignons.

2.2.3 Cages d'accouplement et de ponte
pour les adultes

On a d'abord déterminé le sexe des chrysalides,
a l'aide d'un microscope binoculaire (40 X), selon la
technique décrite par Guy etal. (1985) basée sur
I'observation des 8% et 9% segments sterno-abdomi-
naux (Figure 1). Les pupes, 50 males et 50 femelles,
ont été placées au fond d'une cage d'accouplement.
Cette derniére consiste en un contenant de carton de
forme cylindrigue (Figure 2) et sert aux insectes adul-
tes de site d'accouplement et de ponte. Un morceau
d'étamine (« coton a fromage ») double épaisseur
(30 cm de long sur 15 cm de large) est suspendu au
centre de la cage pour servir aux femelles de site
d'oviposition. Un autre morceau d'étamine sert de
couvercle et est maintenu en place par un élastique.
Deux fioles de 1,5 ml obstruées par une boule de coton
sont installées sur les parois de la cage et servent a
distribuer du sucrose.

La solution de sucrose 10 % est composée de
100 g de sucrose et de 1,25 g de méthyle paraben
dilués dans 1 litre d'eau (Leppla et al. 1984). Cette
solution a pour fonction de nourrir l'insecte durant sa
phase adulte.

Dix cages témoins contenant trois males et une
femelle sont utilisées pour documenter la ponte des
femelles. Toutes ces cages ont été placées dans un
incubateur a 22 °C , 4 60 % d’humidité relative et avec
une photopériode de 12:12 (L:O) h pour une période
de deux semaines. La période de ponte terminée, la
quantité de chrysalides non viables est évaluée et par
la suite les adultes sont éliminés.

2.2.4 Oeufs

Les oeufs pondus sur les tissus d'étamine sont
récoltés a deux reprises, soit une semaine aprés le
début de 'accouplement et a la fin de la période de
ponte (deux semaines). Aprés leur récolte, les oeufs
sont placés dans un sac de plastique puis maintenus
a une température de 7° C pendant une durée maxi-
male d'une semaine. La désinfection des oeufs se fait
dans une solution d’hypochlorite de sodium a 5 %
pendant 2-3 minutes et le ringage s'effectue avec de
'eau stérile pendant une minute (Leppla ef al. 1984).
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Figure 1. Identification du sexe des chrysalides de la pyrale des cdnes du sapin, selon Guy et al. (1985).

Durant I'incubation, les oeufs sont disposés dans des
plats de plastique (10 cm de largeur par 4 cm de
hauteur), lesquels sont recouverts d'une mousseline
maintenue en place par un couvercle ayant une large
ouverture en son centre (trou de 8 cm de diameétre).
Les oeufs sont placés en incubateur a 27 °C, a 80 %
d’humidité relative et avec une photopériode de 16:8
(L:O) h.

2.2.5 Les larves

Apres leur éclosion, les jeunes larves sont placées
individuellement, a l'aide d'un écouvillon stérile, dans
de petits godets de 30 ml (Solo Company, Urbana, IL)
contenant de la nourriture arificielle. Les contenants
sont fermés par un couvercle de plastique préalable-
ment perforé (deux ou trois petits trous) pour en
permettre l'aération. Les godets sont disposés sur des
plateaux grillagés puis placés dans un incubateur a
25 °C a 60 % d’humidité relative et avec une photopé-
riode de 16:8 (L:0) h. Tous les jours, des données sont
prises sur le développement et le taux de survie de
linsecte. Des mesures sur la largeur des capsules
céphaliques sont effectuées a tous les stades larvaires
a l'aide des capsules rejetées lors de la mue. Ces
mesures ont été prises au moyen d'un micrométre
adapté a I'oculaire d'un microscope binoculaire, & un
grossissement de 100 X. Aprés 10 jours, les larves

sont transférées sur de la nourriture artificielle fraiche
afin de leur permettre de compléter leur développe-
ment jusqu‘au stade de la chrysalide. Les chrysalides
sont extraites des godets, puis identifiées selon leur
sexe et pesées.

2.3 Résultats et discussion

Quatre-vingt-neuf larves ont été extraites des
cones et ont servi de colonie de départ pour I'élevage
en laboratoire. Aprés |'élimination de quelques indi-
vidus contaminés et avec un certain pourcentage de
mortalité, 64 insectes sont parvenus au stade adulte.

2.3.1 Accouplement des adultes
et ponte des femelles

Les activités de I'adulte liées a sa reproduction ont
eu lieu durant la période d'obscurité (scotophase).
L'accouplement s’est produit de 36 a 48 heures apres
I'émergence des adultes. La ponte, quant a elle, a
débuté environ 24 heures aprés l'accouplement et
pouvait durer jusqu'a deux semaines. Les femelles ont
pondu un nombre moyen de 24,68 + 2,02 oeufs
(moyenne + écart type, ET, n = 500 femelles) lorsqu'il
y avait 50 couples par cage. Une des femelles témoins
utilisées pour documenter plus spécifiquement leur
capacité de ponte a pondu un nombre total de 104
oeufs. Le nombre moyen d'oeufs pondus pour les
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Figure 2. Cage pour la pyrale des cones du sapin servant a I'accouplement et la ponte.
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femelles placées individuellement est de 37,54 + 8,64
oeufs (n = 10 femelles). Les oeufs ont été pondus en
grande partie (75 %) sur le morceau d'étamine utilisé
comme couvercle. Une partie des oeufs a été pondue
sur le morceau d'étamine suspendu au centre de la
cage. Quelques oeufs ont aussi été pondus sur I'ex-
trémité des distributeurs de sucrose.

A la suite d'une étude sur les rythmes d'activités
liés a I'accouplement et a l'oviposition de D. amatella,
Fatzinger (1981) a observé que I'activité locomotrice
de l'insecte commence 25 minutes aprés le début de
la scotophase, que la période d'appel des femelles
commence 8 heures apres le début de 'obscurité et,
enfin, que I'accouplement se produit dans I'heure qui
suit. La ponte s'effectue également durant la période
d'obscurité (Fatzinger 1981). Les observations sur D.
abietivorella quant a ses activités nocturnes ressem-
blent beaucoup a celles qui concernent D. amatella,
d'ou I'importance d'offrir a l'insecte une période d'obs-
curité suffisamment longue (12 heures) afin de lui
permettre d'effectuer ses activités reproductives.

Les données enregistrées sur la ponte des femel-
les ont démontré qu’il est possible d'avoir plus de
succes puisqu'une des femelles testées a pondu plus
de 100 oeufs. Méme avec une production moyenne de
25 oeufs par femelle, il a été possible de faire fonction-
ner cet elevage efficacement en utilisant 10 cages,
pour finalement obtenir 12 500 oeufs par génération.
Lyons (1957) a observé que les femelles de Dioryctria
disclusa (Heinrich) pouvaient pondre de 10 a 55 oeufs,
mais que trés peu pouvaient en pondre plus de 100.
Des observations de Fatzinger (1981) sur la ponte de
D. amatella ont révélé que les femelles pouvaient
pondre un nombre moyen de 954 + 12,6 oeufs
(moyenne + ET) en utilisant un substrat d'oviposition
naturel.

Les femelles ont semblé préféerer pondre sur les
surfaces horizontales plutoét que sur les surfaces
verticales. Un comportement semblable a été noté
chez des femelles de D. disclusa ou des oeufs ont été
trouvés sur des branches et sur de vieilles aiguilles,
lesquelles sont disposees horizontalement (Lyons
1957, Mattson 1986). Ruth (1980) et Rappaport et
Volney (1989) ont cependant observé la présence
d'oeufs de D. abietivorella sur des écailles de cones
de douglas taxifolié, qui eux sont en position verticale
dans l'arbre. Dans des conditions d’élevage, il est donc
preferable d'utilisé des substrats de ponte horizontaux
et verticaux dans le but d'optimiser la ponte et de
maximiser la récolte d'oeufs. De plus, il est conseillé
d'utiliser un substrat de ponte comme I'étamine car,
dans la nature, les femelles pondent leurs oeufs dans
des anfractuosités (Ruth et al. 1982).

13

Des études électrophysiologiques ont montré que
les femelles de C. fumiferana sont dotées, au niveau
de leur proboscis, de sensilles gustatives qui servent
a choisir un site de ponte (Rivet et Albert 1990). En
outre, les adultes de pyrale réagissent aux mono-
terpénes des cones de leur héte (Asher 1970). Des
substances volatiles de méme nature pourraient donc
servir a stimuler l'oviposition (Fatzinger et Merkel
1985); ces derniers auteurs ont d'ailleurs observé que
I'oviposition des femelles de D. amatella est positive-
ment corrélée au contenu en monoterpenes et a la
densité du bois.

2.3.2 Eclosion et développement larvaire

Les larves de premier stade étant récoltées un fois
par jour, elles pouvaient rester un maximum de
24 heures sans nourriture. Le taux de succes d'éclo-
sion des oeufs est donc sous-estimé du fait que les
jeunes larves, en l'absence de nourriture, s'alimen-
taient d'oeufs presents sur I'étamine. Malgre ce fait, le
taux de succes d'éclosion des oeufs a été évalué a
60 %, en comparant le nombre de larves de stade 1
obtenues au nombre d'oeufs avant l'incubation. Le
développement larvaire comprend cing stades; dans
256 % des cas cependant, il y a eu un 6° stade
larvaire. Les mesures de largeur des capsules cépha-
liques pour les males et les femelles des differents
stades sont présentées au Tableau 2. Les durées de
développement larvaire pour les méles et les femelles,
de la larve de premier stade jusqu'a la chrysalide, sont
respectivement de 22,54 + 0,56 jours et de 22,80 +
0,80 jours. Les poids moyens des chrysalides males
et femelles de D. abietivorella sont respectivement de
62,96 + 1,07 mg et de 61,42 + 1,68 mg. Il n'y a pas de
difference significative entre les males et les femelles
en ce qui concerne la largeur des capsules céphali-
ques, les durées de developpement et le poids des
chrysalides (P > 0,05, test de Waller-Duncan) (SAS
Institute 1985). Aucune diapause n'a été nécessaire a
D. abietivorella dans ces conditions d'élevage (Trudel
et al. 1995),

Le temps de développement de D. amatella, de la
larve de premier stade jusqu'a la pupaison, est de
28,1+ 0,5 jours et compte cing stades larvaires
(Fatzinger 1981). Ne connaissant pas les facteurs
abiotiques entourant le développement larvaire de
l'insecte, il est un peu difficile de comparer. Malgré tout
on retrouve le méme nombre de stades larvaires et
des durées de développement semblables. Lyons
(1957) a mesure la largeur des capsules céphaliques
des differents stades larvaires de D. disclusa et
celles-ci se rapprochent appreciablement de nos
résultats (stade 1 = 0,26 mm; stade 2 = 0,40 mm;
stade 3 = 0,57 mm; stade 4 = 0,92 mm; stade 5 =
1,44 mm).
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Tableau 2. Données sur le développement de D. abietivorella dans des conditions artificielles

Stade de Sexe? n Capsule céphalique Jour®
développement
Largeur (mm + SEM %) Moyenne + ET
Stade 1 M 37 0,2517 + 0,0015 0
F 25 0,2525 + 0,0016 0
Stade 2 M 37 0,3760 + 0,0051 4,19+ 0,09
F 24 0,3844 + 0,0052 4,08 +0,10
Stade 3 M 37 0,6115+0,0128 6,97 + 0,18
= 24 0,6158 + 0,0162 6,60 + 0,17
Stade 4 M 37 1,0193 + 0,0269 9,78 + 0,27
F 24 0,9802 + 0,0396 9,84 + 0,30
Stade 5 M 37 1,6621 + 0,0373 13,19 + 0,25
F 22 1,4747 + 0,0482 12,84 + 0,30
Stade 6 M 29 1,7069 + 0,0152 17,90 + 0,28
F 25 1,7133 + 0,0139 17,71 + 0,61
Chrysalide M 37 i 22,54 + 0,56
F 25 . 22,80 + 0,80

# lIn'y a pas de différence significative entre les méales et les femelles en ce qui concerne les largeurs de capsules céphaliques
et les temps de développement (test de Waller-Duncan, P> 0,05).

® Nombre de jours aprés I'éclosion de la larve de premier stade.

Tableau 3. Taux de survie de D. abietivorella dans des conditions artificielles

Période de développement % de survie (+ ET)
du au (n=23)?
1%' stade 3° stade 67,9+1,3
3° stade 5° stade 96,3+ 3,0
1%" stade Chrysalide 59,7+ 25
Chrysalide Adulte 849+25
1% stade Adulte 51,3+272

4 Moyenne de trois générations (Fg) :

Fs n=40 larves; F7 n=72 larves; Fg n= 115 larves.
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2.3.3 Taux de survie

Les taux de survie de D. abietivorella selon les
différents stades de développement sont présentés au
Tableau 3. Le fait que les insectes soient élevés
individuellement optimise la survie, puisque lorsque
les insectes sont en groupe de deux ou trois, il y a
considérablement de cannibalisme. C'est entre le
premier et le troisiéme stade larvaire que I'on trouve le
plus bas taux de survie avec 67,9 + 1,3 % (n = trois
générations), tandis que le plus haut taux de survie se
retrouve entre le stade 3 et le stade 5 avec
96,3 + 3,0 % (n = trois générations).

o T g . 4=
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Le comportement agressif de D. abietivorella a été
observé par Rappaport et Volney (1989). Elles ont
constaté que des larves pouvaient s'alimenter de
stades immatures de Contarinia oregonensis Foote. Il
est donc fortement recommandé d'élever la pyrale des
cones du sapin individuellement afin d'assurer une
meilleure survie des insectes. Les résultats d'élevage
de D. abietivorella obtenus aprés plus de trente géne-
rations d'insectes se comparent a ceux obtenus au
moyen d'autres méthodes reconnues (Robertson
1985).
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Chapitre trois

Epreuves biologiques avec le Bacillus thuringiensis

3.1. Introduction

La pyrale des cones du sapin, Dioryctria abieti-
vorella (Grote), est un insecte qui réduit considérable-
ment le rendement des vergers a graines en détruisant
de grandes quantités de cones. La mise au point d'un
moyen de lutte contre D. abietivorella permettrait de
contenir les populations de cet insecte de fagon a
réduire les pertes.

Grace a la mise au point d'une méthode d'élevage
efficace de la pyrale des cones du sapin, on a pu
obtenir une grande quantité d'insectes dans des con-
ditions d'aseptie (v. chapitre deux). Une partie des
insectes a servi au maintien de la colonie, tandis que
l'autre a été utilisée pour tester le pouvoir insecticide
du Btk. Connaissant I'effet pathogéne du Btk (sérotype
H-3a:3b) contre les Iépidoptéres (Aronson et al. 1986,
van Frankenhuyzen et Ortiz 1991), on I'a donc utilisé
contre la pyrale des cones du sapin. Le pouvoir insec-
ticide du Btk a déja été demontré pour trois insectes
de la famille des Pyralidae: Plodia interpunctelia
(Hubner) (McGaughey et Johnson 1994, Tabashnik et
McGaughey 1994), Ostrinia nubilalis (Hibner) (Bartelt
et al. 1990, Ebora et al. 1994, Gillespie et al. 1994,
McGuire et al. 1994) et Elasmopalpus lignosellus
(Zeller) (Moar et al. 1995).

Des méthodes standards d'épreuves biologiques
ont été utilisées afin de vérifier le potentiel insecticide
de cet entomopathogéne contre la pyrale (Laboratoire
de microbiologie du MRN). La concentration létale
50 % (CL-50) a été utilisée comme outil pour évaluer
la vulnérabilité de la pyrale des cones du sapin a la
souche HD-1 du Btk. Cette étude a été effectuée sur
des pyrales de 1°* , 3° et 5° stade larvaire afin de
déterminer s'il existe une différence significative entre
les différents stades testés concernant la vulnérabilité
de l'insecte au Btk.

Les informations obtenues devraient permettre
d'élaborer une méthode de lufte afin de contenir les
populations de pyrales des cones du sapin en-dega
d'un seuil limite de tolérance.

3.2. Matériel et méthode
3.2.1. Préparation des larves
pour les épreuves biologiques

Pendant la période précédant leur utilisation, les
larves sont maintenues sur une nourriture artificielle
(voir section 3.2.2) & une température de 25 °C, a une
humidité relative de 60 % et une photopériode de 16:8
(L:O) h. La durée de cette période dépendra du stade
désiré pour effectuer les épreuves biologiques: une
période de 7 jours ou de 14 jours suivant I'éclosion du
1°" stade est nécessaire pour obtenir des larves de &
stade ou de 5° stade. Lors d'épreuves biologiques
utilisant des larves de stade 1, ces dernieres sont
placées directement sur leur traitement respectif aprés
leur éclosion.

Les épreuves biologiques ont été effectuees sur
quatre a cing générations pour chacun des stades
testés. Trois réplicats ont été réalisés par génération
sur trois jours consécutifs, ce qui donne un nombre
maximal de 15 répétions par stade. Ces travaux ont
nécessité I'utilisation de 15 750 larves de tous les
stades pendant la période expérimentale.

3.2.2. Préparation de la nourriture artificielle

La preparation de la nourriture artificielle est
décrite au chapitre deux, section 2.2.2. Les éléments
du groupe lll, soit la formaline 10 % et I'auréomycine,
ne sont pas ajoutés a la nourriture artificielle parce
qu'ils pourraient avoir des effets sur les résultats de
CL-50. Ces effets peuvent étre variables selon I'age
des larves (Beegle 1985, Beegle 1990). Il a été
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démontré que certains antibiotiques, dont I'auréomy-
cine, pouvaient inhiber la croissance du Bt (Ignoffo
1963, Beegle et al. 1981).

3.2.3. Préparation de la solution-mere
de ['étalon HD-1 et de ses dilutions

Les préparations de solution mére ont été faites a
partir d'une poudre étalon de HD-1 dont le potentiel a
été évalué a 16 000 Ul/mg (USDA, North. Reg. Res.
Cen., Peoria, lllinois). Cent mg de I'étalon HD-1 sont
d'abord pesés, puis déposés dans une bouteille a
dilution de lait stérile contenant 100 ml d'eau
déionisée. Il faut par la suite bien agiter la suspension,
puis la placer dans un bain a ultra-sons pendant
5 minutes.

Une série de six dilutions est ensuite préparée en
utilisant de I'eau déionisée; chacune doit étre équiva-
lente & 75 % de la dilution précédente (en commen-
¢ant par la moins concentrée). Le volume total des
différentes dilutions doit étre de 10 ml (Tableau 4).
Tous ces volumes sont mesurés a l'aide d'une pipette
de précision avec embout stérile et sont effectués sous
une hotte a flux laminaire.

3.2.4. Incorporation des dilutions
dans la nourriture artificielle
La nourriture artificielle, préparée comme le décrit
la section 3.2.2, est agitée de fagon constante et
maintenue a une température de 55 “C au moyen d'un
bain-marie a thermostat. Cent trente millilitres de
nourriture artificielle ainsi qu'un volume de 10 mi

provenant de la derniére dilution de la solution-meére
sont versés dans un micro-mélangeur, qu'on met en
marche a vitesse réduite, augmentée graduellement
jusgu'a la vitesse maximale. Il faut laisser fonctionner
le mélangeur a sa vitesse maximale pendant une
minute. Par la suite, le contenu du mélangeur est versé
dans 50 contenants de 30 ml (Solo Company, Urba,
IL) disposés sur un plateau grillagé. Ces étapes sont
répétées pour toutes les autres dilutions, jusqu'a la
plus concentrée. Pour ce qui est du témoin, 10 mi
d'eau désionisée sont ajoutés aux 130 ml de nourriture
artificielle. Afin de permettre au substrat de se solidi-
fier, une période d'une heure est nécessaire avant
d’introduire les insectes sur la nourriture artifi-
cielle contaminée.

3.2.5. Introduction des larves
sur la contaminée

Les larves de pyrales sont déposées individuelle-
ment a I'aide d’une pince molle stérile dans chacun
des 50 contenants disposés sur le plateau grillagé.
Chaque plateau correspond a une dilution ou a un
témoin. Les contenants sont par la suite recouverts
d'un couvercle de plastique perforé (un a deux trous).
Les plateaux sont placés dans un incubateur a une
température de 25° C, une humidité relative de 60 %,
avec une photopériode de 16:8 (L:O) h. lls sont exa-
mineés apres 7 jours d'incubation et les larves mortes
sont dénombrées pour chacune des dilutions. La larve
est diagnostiquée morte si, aprés qu'on ['ait touchée,
il 'y a aucune réaction.

Tableau 4. Exemple de préparation des dilutions de Bt et évaluation de la concentration correspondante
en ug de Btk par mi de nourriture artificielle

Dilution Volume de la Volume d'eau Volume total
n° solution-mére (ml) déionisée (ml) de la dilution (ml)
1 0,840 9,16 10,0
2 0,630 9,37 10,0
3 0,470 9,53 10,0

Calcul de la concentration (dilution 1 ou D1) :
* Solution-mere (SM) de départ

* Préléevement d'un volume
que I'on compléte & 10 ml {

100 mg Bt — 100 ml H20 = 1 mg Bt/ ml H20

0,84 ml de SM + 9,16 ml H20 = 10 mi de D4

0,84 mg Bt 10 ml (D1) = 0,84 mg Bt/ 10 ml H20

* Incorporation de la dilution
dans la nourriture artificielle

* Réduction pour obtenir
la concentration finale

0,84 mg Bt/ 10 ml + 130 ml de nourriture artificielle
= 0,84 mg Bt/ 140 ml de nourriture artificielle

0,84 mg / 140 ml —» 0,006 mg / ml — 6,0 ug Bt/ ml de nourriture artificielle.
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3.2.6. Calcul de la CL-50

Afin de déterminer la CL-50 du standard HD-1, il
faut connaitre le nombre de larves mortes ainsi que le
nombre total de larves utilisées pour chacune des
dilutions. Par la suite, il faut évaluer & quoi correspon-
dent les dilutions en terme de concentration, dont les
unités sont des ung de Btk/ml de nourriture artifi-
cielle (Tableau 4). Un logiciel informatique utilisant la
méthode Logit (Berkson 1953) fait le calcul de la CL-50
en utilisant le nombre de larves mortes pour une
concentration de Btk donnée. La méthode Logit
effectue une analyse de régression basée sur un
modeéle logarithmique.

3.2.7. Analyse statistique

Afin de s'assurer de I'homogénéité des résultats
de CL-50 au sein des différentes générations pour un
stade donné, des analyses de variance utilisant la
procédure PROC GLM de SAS (SAS Institute 1985)
ont eté effectuées. D’autres analyses statistiques fai-
sant appel a des tests de comparaisons multiples
(Waller-Duncan) ont été réalisés sur les résultats de
CL-50 des différents stades, dans le but de vérifier si
le niveau de vulnérabilité a I'entomopathogéne varie
selon I'age larvaire. Le niveau de rejet pour toutes les
analyses statistiques a été etabli a a = 0,05.

3.3. Résultats

La vulnérabilité de la pyrale des cones du sapin
au Btk a été observée des les premiéres épreuves
avec l'entomopathogéne. Les larves mortes étaient
gonflées et avait cessé leur développement. La mor-
talité larvaire augmentait de fagon logarithmique en
fonction des concentrations de Btk utilisées. A I'oppo-
sé, les larves témoins introduites sur de la nourriture
saine se sont développées normalement et de trés
faibles taux de mortalité ont été observés.

3.3.1. CL-50 des larves de stade 1

Les résultats de la CL-50 des larves de stade 1
sont présentés a la Figure 3. Aucune différence signi-
ficative n'a été observée entre les différentes généra-
tions en ce qui concerne les CL-50 des stades 1
(P = 0,2664). La CL-50 du Btk pour ce stade est de
5,33 ug/ml de nourriture artificielle et la pente de la
courbe est de (moyenne + écart type) 3,90 + 0,38. Les
insectes ayant survécu aux traitements avec le Btk
etaient trés peu mobiles et avaient a peine atteint le
stade 2. La majorité des larves utilisées comme
témoins sur de la nourriture saine s'étaient dévelop-
pées jusqu'au 3° stade larvaire aprés 7 jours. Le taux
de mortalité des larves témoins variait de 2 a 8 %.

3.3.2. CL-50 des larves de stade 3

La Figure 4 présente les résultats de la CL-50 des
larves de stade 3. Aucune différence significative n'a
été observée entre les générations en ce qui concerne
les CL-50 de ce stade (P = 0,1473). Une CL-50 de
4,75 ug de Btk par ml de nourriture artificielle a été
obtenue avec une pente de 3,14 + 0,32. Les pyrales
ayant survécu aux différentes concentrations de Btk
étaient inertes et avaient a peine atteint le stade 4. La
plupart des larves utilisées comme témoin étaient
rendues au 5° stade larvaire aprés 7 jours. Le taux de
mortalité des larves témoins était inférieur a 2 %.

3.3.3. CL-50 des larves de stade 5

Les résultats de la CL-50 du Btk utilisant des
larves de stade 5 sont présentés a la Figure 5. Aucune
différence significative n'a été observée entre les dif-
férentes générations concernent les CL-50 des
stades 5 (P=0,3345). La CL-50 du Btk estde 4,17 ug
par ml de nourriture attificielle et la pente de la courbe
est de 3,08 + 0,29. Les larves ayant survécu aux
traitements avec le Btk étaient trés peu mobiles et la
métamorphose au stade de chrysalide n'était obser-
vée que tres rarement. Lors de la lecture aprés 7 jours,
la plupart des larves utilisées comme témoins s'étaient
développées jusqu'au stade de la chrysalide. Le taux
de mortalité des larves témoins était nul.

3.3.4. Comparaison des CL-50
des différents stades testés

L'analyse statistique des résultats de CL-50 du Btk
n'a permis d'observer aucune différence significative
quant a la vulnérabilité de l'insecte a I'entomopatho-
gene en fonction des stades testés (P = 0,0706)
(Figure 6). De plus, on observe une diminution des
taux de mortalité du témoin avec I'augmentation de
l'age larvaire.

3.4. Discussion

Les épreuves biologiques réalisées avec la pyrale
des coénes du sapin ont montré que la souche HD-1 de
Bt sérovar 3a, 3b, kurstaki est toxique pour D. abieti-
vorella. | a été possible de diagnostiquer les effets de
I'entomopathogéne par des observations qualitatives
des larves de différents stades ayant ingéré du Btk :
l'interruption du développement chez la larve serait
provoquée par le je(ine de l'insecte di a la paralysie
de son systéme digestif (Angus 1962, Dubois et Lewis
1981, Gill et al. 1992); cette paralysie serait attribuable
au changement drastiqgue du pH de I'hémolymphe
(alcalin) a la suite des dommages encourus a I'épithé-
lium stomacal (Angus 1962, Gill et al. 1992); le
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Figure 3. Evaluation de la CL-50 du Btk souche HD-1 chez le premier stade larvaire
de la pyrale des cones du sapin (n = 14).
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gonflement de la larve ainsi que sa coloration noiratre
seraient le résultat de la multiplication et de la germi-
nation des spores de Btk dans I'némolymphe. Cet
envahissement de I'hémolymphe par les spores de Btk
aurait provoqué une septicémie, puis la mort chez
l'insecte (Angus 1962, Dubois et Lewis 1981, Hulme
et al. 1983).

Les symptomes ont été les mémes peu importe le
stade larvaire étudié. Il en a été de méme pour les
résultats de CL-50 du Btk en fonction des différents
stades testés. Beegle et al. (1981) ont obtenus des
résultats similaires de CL-50, avec des larves de
fausse arpenteuse du chou, Trichoplusia ni (Hubner),
agéesde 1 et4jours, lors d'épreuves biologiques avec
la souche HD-1-S 1971. On remarque également une
légére augmentation (non significative) de la sensibi-
lité de la pyrale au Btk avec 'augmentation de I'age
larvaire (Figure 6). La plupart des travaux de recher-
che sur le potentiel insecticide du Btk ont démontré le
contraire, soit une diminution de la sensibilité de I'in-
secte avec 'augmentation de I'age larvaire (Beegle et
al. 1981). Par contre, Beegle (1990) a observé une
tendance similaire a nos résultats en ce qui concerne
le Dipel WP F-1980 sur des larves de fausse arpen-
teuse du chou. Les résultats de CL-50 pour des larves
néonates (stade 1) et pour des larves de 4 jours (stade
3) étaient respectivement de (moyenne + DS)
16 300 + 594 Ul/mg et 11 500 + 675 Ul/mg (Beegle
1990).

Lors des calculs de CL-50 a I'aide de la méthode
Logit (Berkson 1953), les taux de mortalité du témoin
sont considérés dans la procédure statistique (Abbott
1925). S'ily a plus de mortalité dans le témoin, le calcul
de la CL-50 en sera affecté a la hausse puisqu'il évalue
une proportion de la mortalité qui serait attribuable a
des causes naturelles et non pas des effets de I'ento-
mopathogéne. Nos résultats ont démontré que le taux
de mortalité chez le témoin diminuait en fonction de
l'augmentation de I'age larvaire. De plus, ce phéno-
méne a été observe lors de I'élevage de 'insecte dans
des conditions d’aseptie, puisque les taux de mortalité
les plus élevés se retrouvent entre le stade 1 et le stade
3 et les moins élevés entre le stade 3 et le stade 5
(chapitre deux, tableau 3). La faible variation de la
CL-50 entre les stades larvaires pourrait donc étre
attribuée aux différents taux de mortalité du témoin
observés lors des épreuves biologiques.

T e S L S Sy s
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L'effet pathogéne du Btk a été observé chez plu-
sieurs autres insectes de l'ordre des lépidoptéres
(Aronson et al. 1986, van Frankenhuyzen et Ortiz
1991, Gill et al. 1992). Plus spécifiqguement, la toxicité
du Btk a été étudiée chez des insectes de la famille
des Pyralidae, dont Plodia interpunctella (Hibner)
(McGaughey et Johnson 1994, Tabashnik et
McGaughey 1994), Ostrinia nubilalis (Hibner) (Bartelt
et al. 1990, Ebora et al. 1994, Gillespie et al. 1994,
McGuire et al. 1994) et Elasmopalpus lignosellus
(Zeller) (Moar et al. 1995). Des résultats de CL-50
similaires ont été obtenus au moyen d'épreuves biolo-
gigues utilisant des larves de E. lignosellus (Moar et
al. 1995). Une CL-50 moyenne de 4,83 ug de Btk par
g de nourriture artificielle a été observée apres ['utili-
sation de la souche HD-1 de Btk sur des larves néo-
nates (Moar et al. 1995). Une fois converti en ug/g, le
résultat de la CL-50 moyenne sur des larves de stade
1 de D. abietivorella donne 5,1 ug de Btk par g de
nourriture artificielle. Des travaux réalisés sur des
larves de O. nubilalis ont démontré que I'ajout d'un
phagostimulant (Coax) a une dose de 400 Ul/mg de
Btk (granules) a permis d'obtenir un taux de mortalité
de 80 %, comparativement 27 % pour une formulation
sans phagostimulant (Bartelt ef al. 1990). L'ajout de
cette sub- stance phagostimulante permettrait de
réduire de 75 % le volume utilisé sans affecter la
mortalité larvaire (Gillespie et al. 1994). Le Coax est
un phagostimulant d’origine commerciale qui contient
du sucrose, de I'huile de graine de coton et de la farine
de graine de coton (Bell et Romine 1980). Des sub-
stances semblables pourraient étre développées par
des recherches sur les préférences alimentaires de D.
abietivorella au moyen de tests électrophysiologiques.
Il serait donc possible d'améliorer davantage la perfor-
mance du pathogéne contre la pyrale des coénes du
sapin par I'ajout de ces substances a une formulation
de Btk donnée.

Cette seconde partie de I'étude a permis de
montrer que le Btk est efficace et qu'il pourrait étre
expérimenté sur le terrain contre la pyrale des cénes
du sapin. Les tests effectués en laboratoire ont démon-
tré que la vulnérabilité de I'insecte a I'entomopatho-
géne est le méme tout au long de son développement
larvaire. Les résultats obtenus en laboratoire fixent les
premiers jalons d'une stratégie de lutte biologique
contre D. abietivorella afin de protéger adéquatement
la production semenciére des vergers a graines.



Conclusion

Les vergers a graines sont au début de la chaine
de production d'arbres destinés au reboisement. lls
sont le résultat de sélections d'arbres dans le but de
produire des semences d'essences forestieres
géneétiquement améliorées. Ces vergers ont nécessité
d'importants investissements pour leur établissement,
leur entretien ainsi que leur développement tout au
long de leur vie. Afin de maximiser leur productivite, il
est nécessaire de lutter contre les insectes des cones
et des graines (Fogal et al. 1993). A cette fin, on doit
d’abord connaitre la biologie des insectes si on veut
contenir efficacement leur population de maniére a
rentabiliser la production semenciére.

La pyrale des cones du sapin, Dioryctria abieti-
vorella (Grote), fait partie des insectes menagant la
rentabilité des vergers a graines en détruisant des
quantités importantes de cénes. Les populations de
cet insecte risquent fort de se développer dans les
vergers a graines, car la production de cones y est plus
importante et plus soutenue qu'en forét naturelle.
L'élaboration d’une méthode d'élevage pour D. abieti-
vorella offre la possibilité de récolter des données
fondamentale sur sa biologie et son cycle vital. La
durée de développement, la détermination des stades

larvaires ainsi que la fécondité des femelles de
D. abietivorella sont des informations indispensables
a la mise en place d'une stratégie de lutte biologique
visant a minimiser les dégats causés par ce ravageur.
De plus, la production massive de pyrales dans des
conditions d'axénie a permis de réaliser des épreu-
ves biologiques afin de tester en laboratoire un
entomo- pathogéne efficace.

Actuellement au Canada, aucun produit n'a en-
core eté homologué pour lutter contre D. abietivorella.
Des études antérieures ont pourtant démontré I'effica-
cité du Btk contre plusieurs autres |épidoptéres, dont
la tordeuse des bourgeons de I'épinette. Cette bactérie
entomopathogéne contient en effet une toxine qui
provoque la mort de certains types d'insectes. Grace
a cette étude, il a été possible de mesurer la vulnéra-
bilité de la pyrale des cénes du sapin au Btk. Les
épreuves biologiques effectuées sur des larves de
stades 1, 3 et 5 nous permettent d'affirmer que le Btk
est efficace a n'importe quel stade larvaire. D'ores et
déja, il est possible d’élaborer une méthode de lutte
contre la pyrale des coénes du sapin, a l'aide du Bik,
qui nous permettra de réduire les dégats causes par
cet insecte.
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Recommandations

La pyrale des cones du sapin est une menace a
la rentabilité des vergers a graines, au Québec et a
travers le Canada. Le fait d'avoir trées peu d'informa-
tions sur sa biologie, ses performances en fonction de
ses hotes et son cycle vital nous laisse sans moyen
pour contrer les meéfaits de cet insecte. Les études
réalisées au cours de cette recherche ont permis
d'identifier un outil de lutte potentiellement efficace
contre la pyrale des cones du sapin.

Des travaux de recherche ultérieurs axés sur
I'écologie alimentaire de la pyrale seront nécessaire
au développement et a I'application d'une stratégie de
lutte contre D. abietivorella. Ces informations nous
renseigneront sur les ressources alimentaires de la
pyrale des cones du sapin en absence de cones, ainsi
que sur ses performances en association avec ses
diverses sources nutritives. De plus, il serait intéres-
sant de comparer les performances de pyrales aprés
leur développement sur différentes essences de coni-
féeres utilisées dans les vergers a graines. La réalisa-
tion de cette étude permettrait d’identifier les sites
propices a l'expansion de l'insecte en fonction de
l'essence utilisée. Des mesures pourraient donc étre
prises afin d'effectuer des suivis appropriés selon le
niveau de risque pour ['établissement de populations
de D. abietivorella.

Des études sur la phénologie de la pyrale des
cones du sapin en fonction du climat québécois
devraient étre entreprises afin de bien connaitre le
cycle vital de l'insecte. Par la suite, il serait possible
de savoir pendant quelle période de I'année les larves
sont actives et a quel stade elles passent I'hiver. Les
connaissances que nous auront acquises sur la
phénologie de l'insecte nous permettront de mieux
diriger nos interventions dans le but de réprimer
efficacement les populations de pyrales des cones du
sapin.

Les problémes entourant l'identification de
I'espéce pourraient étre résolus par I'utilisation d’outils
faisant appel a la biologie moléculaire. Les sondes
moléculaires permettraient le dépistage de la pyrale
des cOnes du sapin par la caractérisation de ses
empreintes genétiques, rendant ainsi possible une
identification précise.

A l'aide de ces informations, il serait possible
d'élaborer un dispositif de surveillance et de contréle
afin d’éviter la croissance des populations de pyrale
des cones du sapin dans les vergers a graines et, par
le fait méme, optimiser le rendement de ces derniers.
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