A Kermarrec 
  
H Mauleon 
  
C Sirjusingh 
  
L Baud 
  
  
  
Etude expérimentale de la sensibilité de vertébrés hétérothermes tropicaux (crapaud, grenouilles, lézards) à diverses souches de nématodes entomoparasites des genres Heterorhabditis

et Steinernema.

SUMMARY

Agressivity of Heterorhabditid and Steinernematid entornopathogenic nematodes against the earliest tadpole instar of the toad Bufo marinus varies with the strain used. Adults of the iguanid lizard Anolis marmoratus may also be adversely affected by some strains of entomopathogenic nematodes. Adults of the frog Eleutherodactylus sp. are not affected. Massive dermic inoculations of Xenorhabdus spp to white mice (Mus muscuIus) did not induce any dermatitis.

INTRODUCTION

Howorth (1991), souligne les impacts environnementaux négatifs de certains contrôles biologiques classiques et insiste sur les risques encourus par des espèces sauvages non cibles, et plus particulièrement clles en danger d'extinction. L'auteur ne fait cependant pas référence aux quelques publications récentes (Kermarrec & Mauléon, 1985 ;[START_REF] Poinar | Infection of frog tadpol" (Amphibia) by Insect, parasitic nematodes (Rhabditina)[END_REF][START_REF] Poinar | Non-insect host for the entomopathogenous rhabditoid nematodes Neoaplectana (Steinernematidae) and Heterorhabditis (Heterorhabditidae)[END_REF] signalant que des vertébrés hétérothennes de la faune sauvage présentent une nette sensibilité à certains nématodes entomopathogènes Heterorhabditidae et Steinernematidae.

Les risques environnementaux de l'utilisation brutale d'agents biologiques sous les tropiques ne sont pas nuls et peuvent théoriquement être plus importants qu'en climat tempéré. Ces effets indésirables sont accrus par la richesse et la complexité relatives des écosystèmes tropicaux et aussi parce que la plupart des recherches écologiques ont été effectuées en climats tempérés avec de nombreuses conclusions totalement inadaptées aux régions chaudes. Trop peu est, de ce fait, connu quant à la biodiversité, l'écologie, la structure des communautés, les interrelations trophiques qui président au fonctionnement normal des biocénoses tropicales, même pour les zones cultivées les plus entropisées. De plus, il entre clairement dans la mission et les devoirs du chercheur en lutte biologique de se préoccuper des éventuels effets secondaires, ou biais pervers, de ses expérimentations sur la faune ou la flore non-cible de la biocénose concernée.

Quelques publications concernent les interactions entre les nématodes entomopathogènes et les vertébrés. Les auteurs concluent tous à l'innocuité totale pour les homéothermes (Gaugler & Malory Boush, 1979;[START_REF] Jackson | Cuticular fine structure and molting of Neoaplectana glaseri (Nematoda), after prolonged contact with rat peritoneal exudate[END_REF]Kermarrec & Mauléon, 1985;[START_REF] Kobayashi | Recent advances in Biological control of pests by entomogenous nematodes in Japan[END_REF][START_REF] Poinar | Nematodeas facultative parasites of insects[END_REF][START_REF] Poinar | Non-insect host for the entomopathogenous rhabditoid nematodes Neoaplectana (Steinernematidae) and Heterorhabditis (Heterorhabditidae)[END_REF][START_REF] Poinar | Inoculation of entomogenous, nematodes , Neoapleetona and Heterorhahditis;, and their associated,. bacteria, Xenorhabdus spp., into chicks and mice[END_REF]Schmiege, 1962[START_REF] Schmiege | The feasibility of using a ncoaplectanid nematode for contro1 of some forest insect pests[END_REF]Wangetal., 1983).

Le présent travail apporte plus de précisions aux résultats qui furent acquis antérieurement par Kermarrec & Mauléon (1985) à l'aide d'une seule souche ("Agriotos") de Neoaplectana (Steinernema) carpocapsae contre un seul vertébré: le crapaud Bufo marinus. L'éventail des tests de sensibilité a pu être ouvert à dix souches appartenant aux deux principaux genres de nématodes Rhabditides entomoparasites (Heterorhabditis et Steinernema). Les cibles sont également multipliées et constituées par trois vertébrés hétérothermes de la faune naturelle des Antilles: le crapaud Bufo marinus, la petite grenouille siffleuse Eleutherodactylus sp. et le lézard iguanide vert Anolis marmoratus. [START_REF] Poinar | Infection of frog tadpol" (Amphibia) by Insect, parasitic nematodes (Rhabditina)[END_REF] Ces nématodes sont multipliés sur des chenilles de Galleria melionella (Lépidoptère, teigne des ruches) élevées sur milieu semi-artificiel à base de cire et de pollen sans addition de substance antibiotique.

-Les bactéries symbiotiques

Les bactéries du genre Xenorhabdus qui accompagnent les nématodes entomopathogènes sont isolées à partir des souches précédentes et cultivées axéniquement sur milieu artificiel en veillant à les maintenir dans leur phase 1 (Boyer-Giglio & [START_REF] Boyer-Giglio M. R | La variation de phase chez les Xenorhabdus spp[END_REF]. Les souches testées par scarification sur souris sont présentées au Tableau 2 Tableau 2: Liste des espèces et souches de Xenorhabdus utilisées en scarification dermique ventrale de la souris blanche.

Nématode vecteur

Espèce bactérienne Réf. bibliographique

Steinernema carpocapsae (breton)

Heterorhabditis bacteriophora . (HG01)

Xenorhabdus nematophilus Photorhabdus luminescens

Boemare & Brehelin, 1990 [START_REF] Boemare | Taxonomie et propriétés générales des Xenorhabdus, bactéries associées aux nématodes entomophages Steinernematidae et Heterorhabditidae[END_REF] 3 -Les vertébrés cibles Homéothermes : la souris blanche (Mus musculus), élevée en animalerie du laboratoire ClRAD-IEMVT, a subi le test de scarification dermique avec les bactéries symbiotiques.

Hétérothermes : les batraciens retenus sont (1) le crapaud Bufo marinus aux stades tétards pêchés à l'aide d'un filet à plancton en eaux libres (formes apode: stade I ; avec pattes Enfin, un lézard Iguanidae, Anolis marmoratus, est capturé dans la nature au stade adulte par la méthode du lasso. Ces petits lézards américains sont sensibles au stress et de nombreux décès sont observés dans les témoins si l'on ne prend pas quelques précautions élémentaires: périodes de repos, alimentation ad libitum et élimination des individus les moins bien portants avant l'expérimentation.

-Inoculations

Les souris sont scarifiées sur la paroi ventrale préalablement épilée et désinfectée. Une crème de Xenorhabdus spp (Tableau 2) est étalée sur la plaie. Les réactions dermiques postérieures sont notées tous les jours (éventuelles rougeurs, inflammations, septicémies, et cicatrisations) .

Les adultes d'A. marmoratus et d'Eleutherodactylus sp. recoivent chacun, per os à la seringue et en une prise, 80 000 stades infestants des différents nématodes (Tableau 1). L'adulte de B. marinus reçoit en une prise 80 000 nématodes per os. Ses tétards sont mis en contact avec des concentrations de 20 à 100 nématodes par cm2 de fond de cuve expérimentale en verre remplie d'eau. Les animaux testés sont alimentés, autant que faire se peut, après l'infestation.

Les répétitions ne sont jamais inférieures à 30 individus par test et les effets sont notés journellement, jusqu'à 30 jours si nécessaire. Les cadavres sont disséqués (ou digérés à la pepsine selon la méthode de Mauléon et al., 1991) et les nématodes dénombrés à la loupe binoculaire par stade de développement selon les organes atteints. Certaines expérimentations douteuses ou sensibles (mortalité forte des hôtes, développement des nématodes en adultes reproductifs,...) sont automatiquement répétées pour confirmation. Toutes les mortalités sont pondérées parcelle des témoins selon Abbott (1925). ,,-' Les foies les pfus manifestement septicémiés des A. marmoratus sont prélevés aux fins d'isolements et de détenninations bactériologiques.

RESULTATS

-Résultats négatifs

Aucune septicémie, ni inflammation même minime, n'est apparue sur le ventre des souris scarifiées et inoculées massivement par les bactéries symbiotiques. La cicatrisation des plaies de scarification a été constamment rapide, totale et homogène. Aucune mortalité n'est apparue chez les adultes des batraciens, crapaud ou grenouille, inoculés per os avec de fortes doses de nématodes entomopathogènes.

-Résultats positifs

Les tétards de B. marinus sont sensibles aux larves infestantes des nématodes parasites d'insectes. Cette sensibilité, marquée par une mortalité élevée, varie avec les souches et l'age du tétard cible (Figures 1 et 2). La résistance du tétard au stade 2 (avec pattes arrières) n'est réelle que pour les souches DD136 et AIl de Steinernema carpocapsae (Figures 2 et 3). La réduction de cinq fois des concentrations en nématodes infestants dans les cuves expérimentales laisse encore apparaître des mortalités Abbott considérables (Figure 4 ). Les Steinernema se retrouvent en général vivants (mais non évolués) dans la cavité générale des tétards alors que les Heterorhabditis se cantonnent dans l'intestin de l'hôte. Seulement pour la souche "breton" de S. carpocapsae, prés de 5% des nématodes infestants se sont développés en adultes féconds (présence de L3 de première génération) dans la cavité générale du stade 2 des tétards de B . marinus. Les anolis adultes sont parasités naturellement par des Oxyurides Pharyngodonidae et surtout des Trichostrongyloides sp. Quatre souches de nématodes entomoparasites ont entrainé des monalités Abbott remarquables aprés l'inoculation per os de 80 000 larves infestantes (Figure 5). Seule la souche "breton" de S. carpocapsae a permis d'observer des larves L3 (i.e. infestantes et non développées) vivantes dans la cavité générale des lézards morts. Le genre : Heterorhabditis laisse apparaître des nécroses intestinales à caractère hémorragiques et des invasions bactériennes au niveau du foie, mais aucune survie des L3 infestantes. Les analyses 1 ::. bactériologiques ont révélé la présence de Pseudomonas aeruginosa dans les foies après . infestation par les souches K53, K87 et HG02 de St François. Le genre Vibrio est apparu chez les anolis infestés par H. 

DISCUSSION ET CONCLUSIONS

L'engouement actuel de nombre de chercheurs dans le monde entier pour les nématodes parasites d'insectes, avec pour objectif un contrôle biologique des arthropodes nuisibles, est : tout à fait remarquable. Cette observation souligne l'intérêt porté à ces agents biologiques "à , têtes chercheuses", intérêt reposant sur une base objective de belles réussites expérimentales passées et présentes. C'est, de plus, le biopesticide qui a intéressé le plus d'industriels, avec un développement réel, soutenu et accessible au grand public d'une petite dizaine de spécialités et marques commerciales (USA, UK, Hollande, Italie, Australie... en ajoutant quelques pays socialistes, grands producteurs: Cuba, URSS, Chine...). Le nombre de sessions spécialisées, de séminaires internationaux, de rencontres portant spécifiquement sur les nématodes entomoparasites est un autre signe de la vitalité de ce thème de recherche. Des projets internationaux de recherche sur ces helminthes existent: Chine-Autralie, Allemagne-Tonga, France-Cuba, USA-Caraïbes,... et, en projet, CEE-Caraïbes avec la base INRA en Guadeloupe.

Très tôt (Schmiege, 1962), des chercheurs se sont interrogés sur l'innocuité de ces vers pour la faune vertébrée, de l'Homme aux hétérothermes. La conclusion actuelle, fondée sur de très nombreuses expériences publiées ou non, est que la faune homéotherme (dont l'Homme) est totalement insensible à ces nématodes. Cette opinion prévalait pour les vertébrés poïkilothermes jusqu'à la démonstration dès 1974 (publiée par Kermarrec & Mauléon, 1985) dans nos laboratoires de la haute sensibilité des stades les plus jeunes du crapaud buffle Bufo marinus à Steinernema carpocapsae (souche agriotos). Cette observation fut rapidement confirmée par [START_REF] Poinar | Infection of frog tadpol" (Amphibia) by Insect, parasitic nematodes (Rhabditina)[END_REF] sur les plus jeunes tétards de la grenouille Hyla regida. Il est du devoir du chercheur d'aller jusqu'au bout de ses observations, mais également de les ramener à leur juste signification en prenant en compte la complexité biologique des systèmes hétérogènes qui forment le champ de ses expérimentations (agrocénoses, zones naturelles...). Cette double démarche a été la nôtre dans ce travail.

(A) : aller jusqu'au bout des observations objectives: nous avons montré que la sensibilité des batraciens et des sauriens dépend essentiellement (1) de la souche de nématode entomopararasite utilisée, et (2) du stade de développement de la cible vertébrée. Plus la cible est jeune (membranes ectodermiques fines et fragiles, [START_REF] Poinar | Infection of frog tadpol" (Amphibia) by Insect, parasitic nematodes (Rhabditina)[END_REF], plus la nocuité est grande. Le parasite meurt en général avec l'hôte. Cependant, dans quelques cas de faible fréquence (5%, pour la souche "breton" de S. carpocapsae sur les tétards de B . marinus), le parasite effectue son développement complet dans l'hôte tant que l'état du cadavre le lui permet. Rappelons, avec [START_REF] Poinar | Non-insect host for the entomopathogenous rhabditoid nematodes Neoaplectana (Steinernematidae) and Heterorhabditis (Heterorhabditidae)[END_REF], que l'exosquelette des hôtes arthropodes procure un avantage écologique certain au parasite. Il lui offre, en effet, un espace clos et protégé (donc homeostaté) pour quelques cycles de reproduction jusqu'à l'épuisement des réserves alimentaires constituées par les organes internes lysés par la population bactérienne que le nématode y a installée. Le facteur limitant, dans un arthropode, est la biomasse transformable au profit des générations de vers.

(B) : pondérer la signification réelle des résultats expérimentaux, obtenus in vitro, avec une bonne connaissance des contraintes de la réalité écologique des agrosystèmes. Certes, les tétards de crapaud meurent rapidement face à de faibles doses de certaines souches de nématodes entomoparasites, et il en va de même d'anolis adultes! Il peut paraître inquiétant qu'un vertébré soit tué par ces nématodes. Il faut, toutefois, s'affranchir de l'irrationnel et observer les conditions de nos expérimentations, puis la réalité du terrain.

L'expérimentation a été menée in vitro en optimisant volontairement tous les paramètres de survie de l'inoculum, de maintien de sa virulence et de contact avec l'hôte. Les stades infestants du parasite sont introduits, frais et actifs, dans un milieu oxygéné, sans DBO, sans prédateurs, sans contrainte physico-chimique liée au substrat sur lequel ils sédimentent rapidement et où les tétards, dans leur comportement de prise de nourriture, ne peuvent que Ces faits ont une probabilité excessivement rare de se réaliser sur le terrain. De plus, comme indiqué ci-avant, chez les vertébrés de nos expérimentation, le facteur limitant le développement des populations de vers est, d'évidence, la destruction rapide de l'intégrité du corps (limites molles avec l'extérieur) de l'hôte. Les facteurs écologiques externes agissent dès lors immédiatement et défavorablement sur le potentiel de développement ultérieur des populations du parasite, même si une importante biomasse reste encore disponible pour assurer plusieurs cycles de reproduction de celui-ci.

Le contact avec les tétards de crapaud ne pourrait se faire qu'en cas de traitement de points d'eau avec des nématodes parasites d'insectes dans le cadre d'une lutte anti-moustiques. D'une part, cette lutte est loin d'être au point, et, d'autre part, même à forte doses, la sédimentation rapide des larves infestantes des nématodes vers le fond anoxique (et souvent mou sur plusieurs centimètres) des points d'eau nous paraît annuler rapidement toute chance de contact avec les tétards.

Enfin, les populations de tétards sont denses et l'espèce est loin d'être en voie de disparition.

Dans le cas particulier des iguanides, le contact avec les nématodes entomoparasites n'est possible que par l'intermédiaire d'insectes morts et emplis de parasites. Les anolis sont des chasseurs de proies mobiles, pas des nécrophages: ceci élimine, à notre sens, pratiquement le risque.

En ce qui concerne les bactéries symbiotiques, elles ne sont certainement pas pathogènes pour la souris au niveau dermique. Ce ne sont pas non plus les bactéries symbiotiques des nématodes que l'on retrouve dans le foie des anolis morts, mais des bactéries opportunistes apparues à la faveur d'une chute du système immunitaire sous le choc de l'inoculation forcée et de l'envahissement part les nématodes.

Il n'y a, en conclusion et pour l 'heure, aucune crainte environnementale majeure à avoir dans l'utilisation des nématodes entomopathogènes. Les chercheurs restent parfaitement conscients de la portée de leurs actes scientifiques. Les nématodes parasites d'insectes continuent de mériter toute notre attention pour leurs grandes qualités et potentialités dans le cadre d'une biologisation des technologies de nos agroécosystèmes. 
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Figure 1 .

 1 Figure 1. Mortalités au 3ème jour des tétards de premier stade (apodes) de Bufo marinus, à la dose de 100 larves infestantes/cm2 de fond de cuve.: souche St François.

Figure 2 .Figure 3 .Figure 4 .Figure 5 .

 2345 Figure 2.Mortalités au 3ème jour des tétards de second stade (avec pattes arrières) de Bufo marinus, à la dose de 108 larves infestantes/cm2 de fond de cuve

  Comment citer ce document : Kermarrec, A., Mauléon, H., Sirjusingh, C., Baud, L. (1991). Étude expérimentale de la sensibilité de vertébrés hétérothermes tropicaux (crapaud, grenouilles, lézards) à diverses souches de nématodes entomoparasites des genres Heterorhabditis et Steinernema. In: Rencontres Caraïbes en lutte biologique/Caribbean meetings on biological control (p. 193-204). Colloques de bacteriophora d'Argentine et le genre Chromobacterium est isolé après infestation par la souche DD 136 de S. carpocapsae.

L

  'équipe technique INRA était costutuée par S. Briand, A. Jean-Bart et R. Paul; les souris proviennent de l'élevage du CIRAD-IEMVT et les contrôles pathologiques ont été assurés par le Dr N. Barré (Mission IEMVT de Guadeloupe). Certaines souches de nématodes proviennent de la collection du Laboratoire des Nématodes entomoparasites de l'INRA à Antibes (C. Laumond). Le Pharyngodonidae (Oxyuride) a été déterminé par le Professeur Chabaud du Muséum National d'Histoire Naturelle de Paris.

Tableau 1. Liste et code des souches de nématodes entomoparasites utilisés dans les tests de sensibilité des vertébrés hétérothermes antillais. (*): deux écotypes de Heterorhabditis sp. ont été retenus dans certains tests: VH de Vieux-Habitants (Sud Basse-Terre, Guadeloupe) et SF de Saint-François (Est Grande-Terre, Guadeloupe).

  avaient complété et confinné nos résultats de 1985 en soumettant deux grenouilles (Hyla regida, Hylidae,et Xenopus laevis, Pipidae) à deux nématodes: S. carpocapsae , souche All et Heterorhabditis heliothidis, souche NC.

		MATERIELS ET METHODES	
	l -Les souches de nématodes entomopathogènes		
	La nature et l'origine des nématodes retenus pour ces expérimentations sont présentés dans le Tableau 1.
	Genre et espèce	Hôte d'origine	Provenance	Code souche
	Heterorhabditis bacteriophora heliothidis bacteriophora	Sol Pachnaeus litus Sol	Argentine Cuba St François Guadeloupe	Hb Arg P2M HG02
		Diaprepes abbreviatus	Vieux Habitants	HG01
	Steinernema anomali bibionis carpocapsae	Anomalia dubia Sol Laspeyresia pomonella Vitacea polistiformis	URSS France (Champagne) USA ( Virginie) USA (Georgie)	K87 K53 DD136 All
		Otiorhynchus sulcatus	France (Bretagne)	Breton
		Sol	USA (Floride)	SgFl
	glaseri	Sol	USA (Floride)	SgK72
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. Colloques de

  Eleutherodactylus sp. dont le développement larvaire, affranchi de l'eau libre, s'effectue entièrement dans un mucilage déposé lors de la ponte sous les litières de feuilles ou sous des pierres. Les captures s'effectuent à la main.
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  et les avaler. Quant aux lézards anolis, la prise de 80 000 vers en une fois doit correspondre, ramené à l'échelle humaine, à une soupière pleine à avaler d'un trait.

Comment citer ce document : Kermarrec, A., Mauléon, H., Sirjusingh, C., Baud, L. (1991). Étude expérimentale de la sensibilité de vertébrés hétérothermes tropicaux (crapaud, grenouilles, lézards) à diverses souches de nématodes entomoparasites des genres Heterorhabditis et Steinernema. In: Rencontres Caraïbes en lutte biologique/Caribbean meetings on biological control (p. 193-204). Colloques de les rencontrer