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Depuis prés de vingt ans, les techniques
de lutte chimique n’ont pas permis

de venir a bout de Varroa destructor.
(et acarien parasite représente toujours
d ce jour une menace permanente

pour les colonies d'Apis mellifera.

En laboratoire, il a été démontré

que plusieurs espéces

de champignons entomopathogénes,
que |'on trouve a |'état naturel dans

les colonies d'abeilles, présentent

une certaine virulence vis-G-vis de
Varroa. Voici les résultats des deux
premiéres années d'une étude menée
par |'European Biological Control
Laboratory (EBCL) en collaboration
avec le comité technique et sanitaire
apicole du Gard (CTSAG) et I'Association
de développement de |'apiculture
professionnelle en Languedoc-Rousillon
(ADAPRO-LR).

Les micro-champignons,

nouvel espoir dans la lutte biologique
contre Varroa destructor

William MEIKLE

Guy MERCADIER

La lutte chimique contre Varroa présente
une série de problémes. En plus des rési-
dus de produits retrouvés dans la cire et
dans les miels, des résistances aux pro-
duits les plus utilisés comme le fluvali-
nate et le coumaphos ont été observées
en plusieurs endroits.

Les biopesticides et plus particuliere-
ment les champignons entomopathoge-
nes peuvent présenter une alternative
aux produits chimiques dans certains
domaines agricoles. Les apiculteurs
connaissent ainsi les préparations de
Bacillus thuringensis Berliner qui sont
enregistrées (B 401) pour lutter contre
la grande teigne Galleria mellonella. Plu-
sieurs espéces de champignons entomo-
pathogenes sont également actives. Des
essais préliminaires ont montré qu’Hir-
sutella thomsonii Fisher et Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sorokin affectent
la densité d'acariens dans les colonies
d’abeilles et que Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuillemin (Deuteromycota :
Hyphomycetes) infecte des varroas en
laboratoire.

Vincent GIROD

Larve de Galleria mellonella envahie par
B. bassiana

LA LUTTE BIOLOGIQUE AVEC DES MICRO-ORGANISMES

Les micro-organismes utilisés en lutte biologique sont des virus, des bactéries,

des micro-champignons, des nématodes ou des protozoaires. A ce jour, plusieurs
milliers de micro-organismes entomopathogénes et pathogéenes des mauvaises
herbes ont été décrits et plusieurs espéces sont utilisées en plein champ. Ils
sont naturellement présents dans l'environnement (sol, air, eau) et infectent gé-
néralement leur hote soit par ingestion, soit par pénétration a travers la cuticule
ou par les orifices. L'agent pathogéne se multiplie dans I'hdte en lui causant des
dommages par destruction des tissus, entrainant sa mort plus ou moins immé-

diate par septicémie ou toxémie.

teromycétes (Fungi imperfecti).

poussées.

Parmi les micro-organismes utilisés en lutte biologique, plus de 700 espéeces de
micro-champignons sont entomopathogeénes et jouent un role important dans
la régulation naturelle des populations d‘insectes.

Le plus grand nombre de ces champignons pathogénes se trouve dans la classe
des Zygomycetes, mais les plus utilisés en lutte biologique proviennent des Deu-

Les espéces des genres Beauveria, Metarhizium, Verticillium, Erynia, Hirsutella,
Entomophthora, Entomophaga, Paecilomyces et Aschersonia sont les plus utilisées
en lutte biologique. Elles ont un intérét agronomique majeur dans la lutte bio-
logique contre les ravageurs de cultures et font l'objet d’études de plus en plus




UN PARTENARIAT
ADAPRO-LR/EBCL

Fin 2004, U'EBCL envisageait de mettre
en place un programme de recherche
portant sur l'utilisation de champignons
entomopathogenes pour lutter con-
tre Varroa destructor. Un contact s’est
établi naturellement entre U'EBCL (Guy
Mercadier et William Meikle, tous deux
chercheurs) et UADAPRO-LR (Vincent
Girod, technicien) en vue d’aboutir a la
réalisation d’expérimentations de ter-
rain en Languedoc-Roussillon répondant
aux objectifs et attentes de chacun. Ce
partenariat s’est concrétisé en 2005 et
2006 et a déja donné lieu a des publi-
cations scientifiques et des communica-
tions auprés d'apiculteurs (séminaires

L'EUROPEAN BIOLOGICAL CONTROL LABORATORY

Le principal laboratoire de lutte biologique de L'USDA/ARS (United States
Department of Agriculture/ Agricultural Research Service) hors Etats-Unis se
trouve prés de Montpellier (Hérault).

Il s’agit de 'EBCL, né en 1991 de la fusion de l'ancien Laboratoire européen des
parasites fondé a Paris en 1919 avec le Laboratoire de contréle biologique des
mauvaises herbes ouvert a Rome en 1958. LUEBCL est la premiére installation de
recherche construite en dehors des USA par 'USDA/ARS.

Les recherches menées par les spécialistes de 'EBCL visent a développer des tech-
nologies de lutte biologique pouvant étre utilisées pour limiter l'invasion des in-
sectes nuisibles et des mauvaises herbes.

de 'ADAPRO-LR...).

LA STATION EXPERIMENTALE APICOLE ADAPRO-LR/CTSAG

A linitiative de quelques apiculteurs professionnels du Gard, en 2000, a été créé
le Comité technique et sanitaire apicole du Gard (CTSAG) dont la vocation est
de mettre en place des expérimentations pour répondre aux préoccupations des
apiculteurs professionnels. Le CTSAG a passé une convention avec 'ADAPRO-LR
(Association de développement de l'apiculture professionnelle en Languedoc-
Roussillon) qui regroupe actuellement plus d’une centaine d’apiculteurs profes-
sionnels et cing structures apicoles départementales (groupements de défense
sanitaire apicole et syndicats). Les missions que le CTSAG confie a 'ADAPRO-LR
concernent principalement 'étude du nourrissement des colonies, la recherche
de méthodes alternatives de lutte contre Varroa destructor et autres maladies du
couvain, et une veille sur la qualité des produits de la ruche a partir d’analyses
ciblées d'échantillons de miels et de cires, fournis par les apiculteurs ou issus
d’expérimentations. Ces actions, selon le cas, sont réalisées soit sur le rucher ex-
périmental créé en 2000 par les apiculteurs du CTSAG, soit chez des apiculteurs
professionnels volontaires. Le programme d’expérimentation est financé par
VINIFLHOR, le Conseil général du Gard et les apiculteurs.

Le rucher expérimental, qui comptait une cinquantaine de colonies en 2006,
permet de tester de nouveaux produits ou de nouvelles méthodes avant de pas-
ser aux expérimentations chez les apiculteurs, qui mettent alors du temps de
travail et des colonies a disposition pour les essais. Chaque année, plus d'une
centaine de colonies sont ainsi concernées par les expérimentations. A
Les différents contacts établis depuis 4 ans et une veille bibliographique régu- i p

liere ont permis d’établir des collaborations avec des laboratoires privés, des Rucher expérimental ADAPRO-LR/CTSAG
centres de formation, des organismes de recherche. Le CTSAG et 'ADAPRO-LR
ont ainsi acquis différents produits et formulations présents sur le marché
national ou international et les ont testés dans les conditions d’une apiculture
méditerranéenne.
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MODE D'ACTION DU CHAMPIGNON BEAUVERIA BASSIANA

Le mode d‘infection de B. bassiana se divise en quatre étapes distinctes :

 'adhésion est caractérisée par un mécanisme de reconnaissance et de compatibilité des spores avec les cellules tégu-
mentaires de linsecte. Cette phase se scinde en deux étapes distinctes : la premiére, passive, est la fixation sur la cuti-
cule, réalisée grace a des forces hydrophobes et électrostatiques ; la seconde, active, est caractérisée par la production
d’un mucilage qui va engendrer une modification épicuticulaire aboutissant a la germination ;

* la germination va dépendre des conditions environnantes et aussi de la physiologie de l'h6te (composition biochimique de
la cuticule de 'hdte), qui peuvent la favoriser ou linhiber ;

* la différenciation est caractérisée par la production de tubes germinatifs encore appelés appressorium. Ces structures ter-
minales vont servir de point d’ancrage, ramollir la cuticule et favoriser la pénétration ;

* la pénétration de 'hote se fait par la combinaison de pressions mécaniques et de processus enzymatiques. La colonisation
de U'héte a lieu lorsque le champignon parvient a surmonter les mécanismes immunitaires de défense de l'insecte et qu’il

DECOUVERTE DE LA SOUCHE
BB05002

Durant le printemps 2005, une récolte
de varroas a été réalisée dans 12 ru-
chers (112 colonies). Plus de 3.000
varroas sont tombés suite a des saupou-
drages de colonies avec du sucre glace
(x 150 g de sucre saupoudré sur les
abeilles au niveau du couvain - ferme-
ture de la ruche pendant 20" - récolte
des varroas tombés sous le grillage du
plancher). Les acariens ont été placés
dans des boites de Pétri dans un milieu
neutre favorable au développement na-
turel des champignons. Seul Beauveria
bassiana a été trouvé, et uniquement
dans 4 des 12 ruchers.

Sur base de ces résultats, 'équipe de
'EBCL a axé son travail sur cette souche
naturellement présente dans des ruchers
et ils 'ont référencée « Bb05002 ».
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Début de la sporulation
de B. bassiana sur
V. destructor

Préparation des nymphes ¢ )

BIOESSAIS DE LABORATOIRE

Avant d’envisager une utilisation sur le
terrain de cette souche de champignon,
elle devait faire l'objet d'une expérimen-
tation en laboratoire en conditions con-
trolées. Lobjectif des bioessais réalisés
durant U'été 2005 était d'évaluer l'action
pathogéne et la virulence de cette souche
Bb05002 sur Varroa destructor.

Pour cela, une technique de conserva-
tion de varroas vivants a été mise au
point et validée et la souche identifiée
de Beauveria bassiana a été mise en
culture pour obtenir une suspension de
107 spores/ml. L'essai a consisté, apres
dépot d'une dose de spores sur les var-
roas vivants, a analyser la durée de vie
des acariens. Pour leur permettre de
s'alimenter, les varroas sont placés par
deux sur des nymphes d'abeilles (re-
nouvelées tous les 3 a 4 jours). Ils sont
maintenus a 30°C dans un milieu humi-
de (humidité relative de 85 %). Lors des
contréles journaliers, les acariens morts
sont placés dans un milieu de culture
pour confirmer linfection par Beauveria
bassiana. Deux essais ont été réalisés.
La durée de vie des varroas infectés a
été en moyenne de 5 et de 8 jours lors
du premier et du second essai, et celle
des varroas témoins, respectivement de
23,5 et de 26 jours. Ces résultats dé-
montrent une action pathogene de la
souche Bb05002 de Beauveria bassiana
en conditions de laboratoire.

ESSAIS DE TERRAIN 2005

Deux premiers essais sur colonies dans
les conditions de la pratique apicole
ont été effectués durant Llautomne
2005 : en septembre dans un rucher de
'EBCL et en octobre dans un rucher de
'ADAPRO-LR situé a Lattes. Lobjectif
était triple :

. vérifierl'actionpathogénedespores
de la souche Bb05002 sur des colo-
nies infestées de varroas ;

 observer la durée de vie des varroas
dans les colonies traitées et dans des
colonies (proches) non traitées ;

. estimerlaquantitédesporesprésen-
tes sur les abeilles.

Dans les deux ruchers, les essais ont
été réalisés sur des colonies Dadant 10
cadres, équipées d'un plancher grillagé
avec un set de deux plateaux entiére-
ment grillagés disposant d'une plaque
de fermeture coulissante sur laquelle
on place un large autocollant quadrillé
pour le comptage des varroas. On peut
ainsi réintroduire un nouveau lange dés
le retrait de celui en place.

Apreés un travail long et fastidieux de mise
en culture de la souche Bb05002 de Beau-
veria bassiana et de vérification de la via-
bilité des spores, celles-ci ont été mélan-
gées avec de la poudre neutre Entostat®
utilisée comme support de distribution et
avec une petite quantité de silicate pour
éviter les agglomérats.

La proportion de ces mélanges a varié en
fonction du test :

J rucherEBCL:0,38gdespores, 10g
d’Entostat et 0,05 g de silicate ;
. rucherADAPRO-LR:1gdespores,9g

d’Entostat et 0,05 g de silicate ;



Dans les deux essais, les colonies ont
été réparties en deux lots :

e un lot traité avec une application
unique du mélange contenant des
spores entre les cadres occupés par
les abeilles : 2 ruches EBCL et 4 ru-
ches ADAPRO ;

e un lot témoin saupoudré de fagon

Fig.1 Proportion moyenne des acariens infectés et chute journaliére moyenne pour des
ruches traitées avec des spores de B. Bassiana et de la poudre électrostatique
(Entostat) (ligne orange), de la poudre électrostatique seule (ligne verte) ou rien
(ligne bleue). A - Pourcentage d’acariens infectés sur le site EBCL ; B - Pourcenta-
ge d’acariens infectés sur le site de Lattes ; C - Chute de varroas sur le site EBCL ;
D - Chute de varroas sur le site de Lattes. Les points surmontés d’un point rouge
indiquent que les colonies traitées étaient significativement différentes, tant
pour le traitement avec la poudre seule que pour le témoin. La ligne hachurée

identique avec uniquement l'Entostat
et le silicate : 2 ruches EBCL et 3 ru-
ches ADAPRO ;

A coté de ces deux lots, d'autres ru-

noire indique la date du traitement.

e Entostat seul

ches ont servi de témoins. Fig.1 EBCL ATémoin LATTES
* ruches sans aucun traitement (témoin
sans saupoudrage) : 4 ruches EBCL et . ; 100°
4 ruches ADAPRO. L 100%1 A | 100% B
s I
* Mortalité des varroas "Qé 80% | 80%
Un comptage des varroas a été réalisé g |
dans les deux essais. § 60% 1 | 60%
Dans le rucher de UEBCL, les langes ont |
été placés a partir du 14 septembre 2005 S 40% | 40%
sous les 8 ruches. Ils ont été remplacés g |
2 jours apres l'application afin de rédui- 8 209 | 20%
re les risques de contamination dus a la § | )
présence de poudre sur le lange. Durant 0% | 0% w v
les 17 jours suivants, les langes ont été ' '
renouvelés chaque jour. Par la suite, les
langes n’ont plus été renouvelés que deux 140 70 ’
fois par semaine. Lors du retrait des lan- | & C |__ D
ges, les varroas était systématiquement § 1207 | b 60 AN
dénombrés et placés dans un milieu de g 100 | 50 | |
culture (jusqu'a 40) pour vérifier aprés o | |
15 jours la sporulation des champignons. :S 801 | |
Dans le rucher de 'ADAPRO-LR, Les lan- E 60 | L‘
ges ont été placés une semaine avant 3 | |
le début du traitement (le 3 octobre g, 40 ,l |
2005). Ils ont été changés juste avant ":g | |
le traitement. De nouveaux langes g 201 1 |
ont été placés juste aprés traitement ol . . . 0 | .
(10 octobre 2005) et ont été renouvelés £ 8 £ 8 % s s . s s s
tous les 3 2 4 jours pendant les trois 3 3 3 3 S - S N S ° N
s . ] N ‘o j=) S S ~ ~ N ™ S
premiéres semaines et encore chaque = N N o

semaine pendant les deux suivantes. Ici
aussi, les varroas étaient dénombrés et
placés dans un milieu de culture.

Les différences observées au ni-
veau des chutes de varroas les
deux premiers jours ne sont pas
: . liées au champignon mais plutot
i 2 leffet du saupoudrage. Pour le
rucher de U'EBCL, les chutes de
varroas sont plus importantes
6 et 8 jours apres le traitement
dans les ruches traitées, ce qui
| correspond au moment d’effica-
| cité maximum attendu. Ce phé-
noméne n’est pas observé dans
| les ruches test ADAPRO.

graphes : de Meikle et al. (2007)

L'analyse des varroas tombés sur le
lange montre que linfection par le
champignon est trés répandue chez les
acariens provenant des ruches traitées
et que linfection des ruches non trai-
tées a également augmenté dans une
moindre mesure par rapport au niveau
d’infection avant expérimentation. La
proportion des acariens infectés est plus
importante dans les ruches traitées que
dans les ruches témoins.
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Lors du test avec les ruches de U'EBCL,
un suivi des spores sur abeilles a été
réalisé. La quantification du nombre de
spores présentes sur des abeilles vivan-
tes prélevées aux jours n-1, n+3, n+8,
n+16 et n+14 (25 a 30 abeilles de cha-
que colonie) a mis en évidence une dif-
férence significative entre les colonies
traitées (1,1 X 10% CFU (Colonies For-
mant Unité) par abeille) et les autres.
Vingt-quatre jours aprés traitement, le
niveau était similaire a celui observé
avant le test.

Une série de mesures complémentaires

ont été réalisées lors de l'essai de I'EBCL

pour mettre en évidence des effets :

. suividupoidscontinuparbalance
électronique (capacité de 100 kg
* 30 g) sur 4 ruches (2 ruches trai-
tées Bb05002 et 2 ruches témoins
Entostat) ;

* toutes les deux semaines (début trois
semaines avant le traitement), pesée
avec une balance de précision (+ 1g)
et sansabeilles, des différents éléments
des 4 ruches sur balance (hausses,
cadres, corps). Ceci permet de cal-
culer le poids de l'essaim (poids de
la ruche - poids des éléments sans
abeilles) ;

* photographie numérique de toutes
les faces de cadres et estimation
des surfaces de couvain avec un lo-
giciel informatique (ArcView3.0.). La
densité du couvain a été estimée a
0,72 g/cm?. Cette valeur a été égale-
ment utilisée pour le miel et le pollen
en stock ;

suivi de la température, de 'humidité
relative et de la pluviométrie avec une
station météo située dans le rucher.

Mesure des surfaces de couvain et
des provisions avec la technique ArcView
sur les ruches de EBCL

ESSAIS DE TERRAIN 2006

L'objectif de ces nouveaux essais était
de vérifier limpact du traitement avec
le champignon entomopathogéne sur le
comportement de la ruche et plus parti-
culierement sur la dynamique de popu-
lation des abeilles, le développement du
couvain et 'aptitude a produire du miel.
Une comparaison de la poudre utilisée
comme support de distribution (adju-
vant) a également été réalisée.

L'expérimentation a été menée du
23 mai au 27 juin 2006 sur 22 colonies en
ruches Dadant 10 cadres, équipées pour
le controle des varroas et appartenant a
'’ADAPRO-LR. Les ruches ont été séparées
aléatoirement en trois lots + un groupe
témoin de 8 colonies.

e Le premier lot est composé de 5 colo-
nies traitées comme lors des expérien-
ces de 2005 avec un mélange homo-
géne de 1 g de spores de Bb05002, de
9 g de poudre Entostat® et de 0,05 g
de silicate.

e Le second lot de 5 colonies a eu un
traitement qui differe du premier uni-
quement par l'adjuvant qui est ici de
la farine dans les mémes proportions
que 'Entostat®.

e Le troisieme lot de 4 colonies n'a été
saupoudré que d'un mélange homo-
géne de 9 g de farine et de 0,05 g de
silicate.

Un suivi hebdomadaire des poids (ruche
et éléments séparés comme en 2005) a
montré que l'ensemble des lots a gagné
du poids et toutes les ruches ont produit
du miel dans les hausses. Le traitement
na, a priori, pas affecté la capacité a pro-
duire des colonies.




Le comptage bihebdomadaire des varroas
sur langes et le prélevement aléatoire
de 40 d’entre eux pour vérifier l'origine
de leur mort ont permis d’obtenir les in-
formations suivantes :

e comme on pouvait s’y attendre, en
moyenne, on retrouve le plus grand
nombre de varroas tués par les spores
dans les lots traités ;

J laproportiondevarroasinfectéspar
les spores diminue rapidement au-
deld de 5 jours (probablement Llié
a l'augmentation de la température
extérieure) ;

e statistiquement, le cumul des chutes
de varroas par ruche a été significa-
tivement plus important avec le lot
traité avec les spores et l'Entostat®
comme adjuvant par rapport aux
autres lots.

Les premiers résultats du suivi photogra-
phique réalisé comme en 2005 montrent
qu’il n’y a pas eu d'impact du traitement
entre le lot témoin et le lot traité « spo-
res + Entostat® » sur le volume de cou-
vain, ni sur les provisions de miel et de
pollen, ni sur la population d’abeilles.

. spores + Entostat® I:‘ farine seule
. spores + farine

T

Lattes 2006 : 6 Avant traitement 23 mai
poids des
adultes
T
4 -
kg
2 L
0
Surface
couvain l
dm?

Miel et pollen 25

kg 20 -

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Des souches de champignons entomopa-
thogenes virulentes contre le varroa sont
naturellement présentes dans certaines
ruches. Dans notre recherche, la seule es-
péce trouvée est Beauveria bassiana.

Dans le cadre des essais menés a ce
jour, un traitement avec les spores de ce
champignon :

e cause une augmentation significative
des fréquences d’infections parmi les
varroas ;

* n‘a eu aucun effet détectable négatif
sur le gain de poids de la ruche, sur
la masse du couvain ou des abeilles
adultes.
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Sur base de ces premiers résultats, l'ob-
jectif pour 2007 est de vérifier les ef-
fets d'un double traitement (le second
traitement sera probablement réalisé
au moment ol la densité de spores par
abeille a décliné) en se basant sur les
critéres déja utilisés. Une évaluation de
l'efficacité d'un tel traitement sera ef-
fectuée afin de pouvoir la comparer a
d’autres moyens de lutte.
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