
ENTOMOPFIAGA, 159 (3), I974, 3LI'3~3 

MODALITt~S D ' INFECTION 

DES LARVES DE LEPTINOTARSA DECEMLINEATA 
PAR BEAUVER1A BASSIANA AU COURS DE LA MUE 

PAl% 

J .  F A R G U E S  & A .  V E Y  

Sta t ion  de Recherches  de Lu t te  Biologique, , 
I .N.R.A. ,  L a  Mini~rc, 78000 Versailles, France  

S ta t ion  de Reche rches  Cytopathologiques  
I .N.R.A. ,  30380 Saint-Christol-les-Al~s, France  

L '6 tude  h i s t opa tho log ique  des modali t6s d ' infect ion des larvcs de L. decem- 
lineata par  Beauveria bassiana au tours  de la mue  a 6t~ r6alis~e pou r  met t re  en 
6vidence les ph6nom@nes pathologiques  part icul iers  se man i fe s t an t  au  cours du  
renouvel lement  du t 6 g u m e n t  en pr6sence d 'une  infection c ryptogarn ique .  

Les techniques histologiques et la microscopie 61ectronique h ba layage  per-  
me t t en t  de suivre la p6n6t ra t ion  du  champignon  chez les larves en pr6mue,  mon-  
t r a n t  les modali t6s d ' invas ion  du l iquide exuvial  et de con tamina t ion  seeondaire 
du t6gument  en format ion .  L '6 tude  des pe r tu rba t ions  de la mue chez les larves 
contamin6es sou l igne  l ' impor tanee  des 'zones de  d6chirure du nouveau  t6gument ,  
non seulement  comme voles pr6f6rentielles de p6n6t ra t ion  des 6t6ments myc61iens 
multipli6s dans  le l iquide exuvial ,  mais  aussi comiue portes d 'en t rge  pour  les bac-  
t6eies. 

Ces observat ions  a p p o r t e n t  une cont r ibut ion  originale h l '6 tude des m6canismes 
pathologiqucs  p r o v o q u a n t  une morta t i t6  diff6r6c des insectes. 

De nombreux travaux, eonsaerds A l 'dtude des maladies erypto- 
gamiques des inseetes, ont mis en dvidenee l'influenee de divers fae- 
teurs lids au germe, k l 'h6te ou au milieu (?r 1965; 
FERRON, 1967). Entre  autres phdnom~nes, le r61e de la mue eomme 
mdeanisme naturel de rdsistanee par rejet des tdguments eontaminds 
a dtd souvent signald depuis les observations originales de KONCKEL 
D'HERCUL.aIS (1899). Des infections expdrimentales des larves de 
Leptinotarsa decemlineata SaY (Col. Chrysomelidae) par Beauveria 
bassiana (BALs.) VUILLEMIY nous ont permis de souligner l'acuitd du 
probl~me de la coincidence entre la phase infectieuse du germe (pdnd- 
tration du t@gument) et la phase rdceptive de l 'h6te (intermue) chez 
les insectes s cycle larvaire court, interrompu par plusieurs roues 

successives (FARGUES, 1972). En effet, suivant le moment  off la conta- 
mination de la larve est rdalisde en fonction du stade d'dvolution de 
la mue, il a dtd observd que la maladie peut  : soit ~tre dvitdc, soit se 
manifester rapidement,  soit ~ long terme au cours des stades ultdrieurs 
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du d ~ v e l o p p e m e n t  de l 'hTte.  C 'es t  pourquo i  l ' d tude  des modal i t~s  de 
l ' infee t ion  ~ Beauveria a dtd effeetude dans  ces condit ions,  qui se 
p rdsen ten t  f r@quemment  chez les inseetes  suseept ib les  d ' e t r e  l ' ob j e t  
de recherehes  en lu t t e  b iologique avee  les c h a m p i g n o n s  en tomo-  
pa thog~nes .  

MatTriel et mTthodes  

L '61evage  du  d o r y p h o r e  est  r@alis6 sur  feuil lage de p o m m e  de terre,  
de la varift@ Ackersegen ,  dans  des eages placTes en eneeinte  e l lmat isde 
(ph0top@riode de 16 h sur  24 h, t e m p T r a t u r e  de 20 ~ I~ et  hygro -  
m@trie de 70 4- 5 ~o). Les infect ions  exp@rimentales on t  @t@ effeetuTes 
avee  deux  souehes  de B. bassiana, la souehe n o 18 isol6e en 1968 d ' u n e  
chenille d'Epinotia cedricida (Lep. Tortricidae) et  la souehe n ~  
isol@e en 1972 d ' u n e  la rve  de L. decemlineata, de v i ru lence  c o m p a r a b l e  
p o u r  les la rves  d e , d o r y p h o r e .  L a  mu l t i p l i ca t i on  du  c h a m p i g n o n  a @t@ 
assur@e stir mil ieu nu t r i t i f  g@los@. L e  t i t r age  des suspensions  aqueuses  
de conidiospores  a 6t@ fa i t  pa r  c o m p t a g e  ~ la cellule h@matimdtr ique 
de 3{alassez. 

L a  c o n t a m i n a t i o n  des larves  consis te  ~ pulv@riser une  suspens ion  de 
t i t re  connu  sous t o u r  de t r a i t e m e n t  (FARGUES, 1972). Nous  avons  
r e t enu  la dose c o r r e s p o n d a n t  ~ un  d@pTt de 3.10 ~ spores  p a r  cen t im~t re  
carr@. Cet te  quantit@ de spores de B, bassiana pulv@risde sur  des ia rves  
en pr@mue, c 'es t -~-di re  ~g@es d e  2 jours  alors que la dur@e du s t ade  
e s t d e  3-4 jours ,  p r o v o q u e  une  mortalit@ diff@r@e qui  p e u t  se t r adu i r e  
pal" la m o r t  du t iers  des l a r v e s ' e n  fin de 3 e s tade,  les au t res  ind iv idus  
s u c c o m b a n t  succes s ivemen t  au  4e~stade, en pr@nymphe ou en n y m p h o s e .  

Nous  avons  fix@ des larves  au  3 e s t ade  en pr@mue, en com-s d ' e x u -  
v i a t ion  et  des jeunes  larves  du 4 e s t ade  af in de suivre  l ' in fec t ion  pen-  
d a n t  et apr~s  la mue ,  pa r  les t echn iques  his tologiques  et la microscopie  
@lectronique s b a l a y a g e  (~[. E .  B.). 

PLANCIYE 1 

Fla. 1. TTgument d'une larve du 3 e stade contaminde par B. bassiana, prTsentant 
un inoculum plus dense le long des zones intersegmentaires. M.E.B. • 270. 

l~m. 2. D~veloppement rTduit de Beauveria i~ la surface du tTgument apr~s ger- 
mination des conidiospores. I~{.E.B. • 980. 

FIG. 3. Zone de pTnTtration de l'exuvie (e) avec dTformation des couches internes 
de l'endocuticule et dTbut de d@veloppement du champignon dans l'espace 
exuvial (es) chez une larve L3 en prTmue; le tTgument de la L4 (t) n'est 
pas encore containing. Coloration A.P.S.-h~malun. x 290. 

Fie.. 4. D@sorganisation de l'endocuticule pTn~tr@e par B. bassiana. Inclusion 
dans l'I~pon. Coupe semi-fine tangentielle,  x 720. 

Fie.. 5. DTveloppement du champignon dans le liquide exuvial chez une larve L4 
partiellement dTgagTe de son exuvie. Coloration A.P.S.-h~malun. • 290. 

FIG. 6. Formation de blastospores darts le liquide exuvial d'une L3 en prTmue. 
Coloration Giemsa. • 290. 
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En vue d'observations en microscopie 61ectronique k balayage les 
larves, dont  les pattes 6talent sectionndes, ont 6t6 plac6es pendant  
24 heures dans du fixateur de Carnoy k 5oC, puis transf6rdes dans 
deux bains successifs de 12 heures dans i '6thanol absolu ~ 20oC, et 
conserv6es dans le butanol. Apr~s s6chage des pi~ces ~ observer ~ l'air 
libre, celles-ci ont dr6 fix6es sur le porte-objet soit avec du vernis, soit 
avec de l 'argent colloidal Degussa n o 200. Les observations microsco- 
piques ont 6t6 effectu6es grace k un appareil Cameca IVIEB 07. 

Pour les 6tudes histologiques et cytologiques en microscopie pho- 
tonique nous avons utilis6 deux types de m6thodes. 

D'une part, des larves fix6es in toto dans le liquide de Bouin, 
le Carnoy ou le I-Ielly, ont 6t6 incluses dans le paraplast, et d6bitdes 
en coupes s6ri6es. Ces coupes, de 5 k 7 ~ d'6paisseur, ont 6t6 color6es 
par l 'h6malun-picro-indigocarmin, l 'azan modifi6, le Giemsa, et I'A.P.S. 
qui met  particuli~rement bien en 6vidence la paroi des champignons. 

D 'aut re  part, de petits fragments de t6gument accompagn6 de 
tissus sous-jacents ont 6t6 pr61ev6s, fix6s pendant  1 heure ~ 4oC par le 
glutarald6hyde ~ 2 ~ dans un t a m p o n  cacodylate de sodium 0,1 IV[ 
de p i t  7.2, et postfix6s dans le t6troxyde d'osmium k 0,5 % en solution 
dans le m~me tampon. Les pi~ces ont dt6 ensuite d6shydrat6es dans 
un g rad ien t  d'ac6tone et incluses dans l'l~,pon. A partir  du mat6riel 
inclus ont dr6 confectionn6es des coupes semi-fines de 0,3 ~ d'6paisseur 
environ, pr6pardes avec l 'ultramicrotome, et colordes p a r l e  bleu de 
toluidine. 

R6sultats et discussion 

IV]~ODE D:E P]~N]~TRATION DU CHAMPIGNON" CH~EZ LW.S LARV]~S EN PR]~3IU:E 

Chez les larves du troisi~me stade contamindes par pulv6risation, 
l ' inoculum apparalt  plus dense le long des zones intersegmentaires, qui 
consti tuent des replis (fig. 1), ce qui rejoint les observations de BAO 
& YENDOL (1971) effectu~es apr~s contamination par immersion. 
Apr~s germination des conidies le champignon se d6veloppe peu en 
surface du t6gument (fig. 2), mais commence par contre k croltre 
rapidement  en direction de l 'int6rieur de l'organisme. I1 p6n~tre /~ 
travers l 'exuvie commen~ant ~ se d6tacher (fig. 3) en provoquant  une 
certaine d6sorganisation des couches internes (fig. 4). De telles d6for- 
mations de l 'endocuticule ont 6t6 fr6quemment not6es (Mt~LLER- 
K6GLER, 1965) et ce ph6nom~ne est reconnu dans les r6centes 6tudes 
ultrastructurales de ZACH&RUK (1970) et de G6TZ & VEY (1974). 

Bien que la contamination ~ des larves soit g6n6rale, le nombre  de 
zones de p6n6tration effective paralt  tr~s limit6. L 'examen de t 'ensemble 
des coupes histologiques n 'a pas permis de d6tecter des sites d'infection 
pr6f6rentiels comme cela a 6t6 r6cemment d6montr6 chez les larves 
de Melolontha melolontha L. par contamination ponctuelle (DELMAS, 
1973). 
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Ayant  travers~ l'exuvie, le myc6lium atteint  le liquide exuvial et 
s 'y d6veloppe sous forme d'hyphes et d'articles courts isol6s du type 
blastospore (fig. 5 et 6). Dans l'espace exuvial, la croissance de 
B. bassiana est donc du m~me type que celle qui a 6t~ observ6e par 
de nombreux auteurs dans l'hdmocoele de divers insectes contamin6s 
par des Deut6romyc~tes entomopathog~nes (~[5"LLER-K6GLEI~, 1965; 
FERRON, 1967; N[C CAULEY et al., 1968; PRATSERPHON & TANADA, 1968). 

A partir  du liquide exuvial, le champignon contamine secondaire- 
ment  la jeune larve dont le nouveau tdgument est en formation. Au 
niveau de ces points d'infection secondaire les cellules hypodermiques 
sont ddsorganis~es (fig. 7). Bien que dans ces zones d'histolyse on 
observe une forte concentration d'h~mocytes autour des ~ldments 
myc~liens at teignant  l 'h~molymphe parmi des ddbris de cellules hypo- 
dermiques (fig. 8), les cas de phag0cytose sont tr~s rares. Cette lyse 
hypodermique est identique k celle que provoque la contamination 
primaire des larves en intermue (~r CAULEY et al., 1968; SANNASI, 
1969). L 'hypoderme paralt d'ailleurs ~tre le seul tissu subissant des 
atteintes notables chez les larves de doryphore en pr~mue au cours 
du ddveloppement parasitaire de B. bassiana. Une ~tude prdliminaire 
de LABOUI~ sur le tissu adipeux des larves de doryphore contamin~es 
par  ce champignon, faisant suite k un travail sur le corps gras de larves' 
saines (LABOUR, 1970) confirme l'absence de l~sions d~celables dans 
ce tissu par la microscopie photonique. Nous insisterons cependant 
sur le fait que des altdrations discr~tes provoqudes par le champignon 
peuvent n'~tre d6eelables qu'en cytologie fine (3[c CAULEY et al., 
1968, ZACHARUK, 1971). 

PERTURBATION DE L'EXUVIATION CHEZ LES LAlZVES CONTAMINI~ES 

De l ' interaction entre la p6n6tration du champignon et la mue, 
m6canisme de r6sistance de l'insecte h6te, d6pend en grande partie 
le devenir de l ' individu malade (FAI~OUES, 1972). 

Chez les larves contanlin6es avant  le d6but de l 'exuviation il se 
produit tr~s fr6quemment dans la zone d'infection des d6chirures du 
nouveau t~gument, certainement tr~s fragile, au cours de la mue. I1 
est possible que des cellules sanguines passent dans le !iquide exuvial 
par ces br~ches car le hombre d'h6mocytes observ6s ~ ce niveau (fig. 9 
et 10; 11; 12) semble trop 61ev6 pour qu'il ne s'agisse que d'h6mocytes 
ecdysiaux. Quoiqu'il en soit, ces d6chirures sont des voles pr6f6rentielles 
de passage pour le germe qui s'est multipli6 dans le liquide exuvial 
(fig. 3). Elles favorisent le passage des hyphes et peuvent rendre 
possible une contamination secondaire ~ partir des blastospores consi- 
d6r6es comme incapables d'exercer une pression m6canique (lVL~DELIN, 
1968). 
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Une certaine proportion d 'animaux meurt  de mycose en pr4mue, 
sans que la jeune larve du 4e stade ait pu se d4gager de son fourreau 
exuvial. Par  contre, d 'autres L~ bloqu~es dans leur exuvie meurent  
de septic4mie. Les examens histopathologiques des larves chez les- 
quelles la bact4riose se manifeste montrent  que les corps b act4riens 
sont abondants  dans la partie superficielle du caillot, et dans l 'hemocoele 
imm4diatement au-dessous d e  la zone cicatricielle (fig. 14). Nous en 
avons conclu que les blessures li4es s la p4n4tration du champignon 
peuvent  jouer le rSle de porte d'entr4e pour les bact4ries souvent 
pr4sentes duns l 'espace exuvial. Duns ce cas le d4veloppement bact4rien 

i n t e n s e  inhibe la progression de l 'agent cryptogamique dans l'hSte, 
ph4nom~ne qui se ra t tache aux enchainements de maladies d4finis par 
VAGO (1956), et au parasitisme de blessure (VEY, 1968). 

Ce r4su l ta t  doit ~tre rapproch4 des observations de Z A C ~ U K  
(1973)  chez les larves d'Elat4rides infect4es par Metarrhizium anisopliae. 
Cet auteur  constate d'une par t  un envahissement fr4quent de l 'espace 
exuvial des larves par des bact4ries du sol de l'esp~ce Pseudomonas 
aeruginosa (SCHR.) ~[IGULA, d 'autre  part  des cas de mortalit4 avec des 
symptSmes caract4ristiques de bact4riose parmi les larves dont la mue 
est perturb4e. ZACHA~UK at tr ibue cette mortalit4 g l 'action de 

P .  aeruginosa et suppose que les bact4ries pourraient infecter l 'h6te 
au niveau du m4sent4ron A part ir  du liquide exuvial proctod4al, sans 
q u e  soit d4montr4e l 'existence d'un tel processus, Nos observations 
chez les tarves de L. decemlineata contamin4es par B. bassiana, montrent  
donc, pour la premiere lois, l ' intervention d'un m4canisme expliquant 
des infections bact4riennes dues A des germes qui, ayant  envahi l 'espace 
exuvial, parviennent  ensuite A passer dans l 'h4molymphe de l'insecte. 

' F I G .  
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PLANCH:E  2 

7. Lyse  de l ' hypoderme  au n iveau  d 'une  zone d ' infee t ion  secondaire chez 
une larve  L4 par t ie l lement  d4gag4e de son exuvie.  Colorat ion Azan. • 290. 

8. Pu l lu lement  d'41~ments myc41iens et accumula t ion  d 'h4mocytes  au n iveau  
de la zone d ' infec t ion  secondaire chez une L4 par t ie l lement  d4gag4e. Colo- 
ra t ion  Azan.  •  

9. Face  interne de l ' exuv ie  d 'une  L3 en pr4mue, m o n t r a n t  des h~mocytes  
ecdysiaux et des hyphes  d4velopp4s duns le l iquide exuvial .  M.E.B.  • 200. 

10. Vue d4taill4e du t~gument  d ' une  jeune L4 en cours d ' exuv ia t ion  m o n t r a n t  
des blastospores (b) et  des h4mocytes  ecdysiaux (h) M.E.B.  x 500. 

11. t~l~ments myc~liens duns l ' exuv ie  et  Fespace exuvial ,  et  h~mocytes ecdy- 
siaux (h). Inclusion dans l 'Epon .  Coupe semi-fine. • 290. 

12. Vue d6taill4e du m6me sujet .  >< 720. 

13. P4n4tra t ion  massive  de B. bassiana au n iveau  d 'une  blessure du t~gument  
chez une larve  L4 par t i e l l ement  d4gag~e de son exuvie.  Colorat ion h4malun-  
picro-indigo carmin,  x 140. 
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Cependan t ,  la p l u p a r t  des larves  a r r i ven t  A se ddgager  de l t u r  
exuvie,  et  il est  alors possible  de d is t inguer  s c h ~ m a t i q u e m e n t  les trois  
modal i tds  su ivan te s  : 

- -  D ~ g a g e m e n t  to t a l  d~ la nouvel le  la rve  sans b lessure  a p p a r e n t e ;  
des taches  de mdlan i sa t ion  ~cons~cutives ~ une  infect ion secondaire  sc 
f o r m e n t  r a p i d e m e n t  sur  la j eune  la rve  du 4 e s t ade  (fig. 15), les dl~- 
m e n t s  fongiques  de l ' e s p a c e  exuv ia l  a y a n t  c o m m e n c ~  h infec ter  le 
n o u v e a u  t~gumen t .  L a  d imens ion  des taches  s 'accro~t,  j u squ '~  ce que 
ces derni~res occupen t  la plus g rande  surface  du  corps de ces insectes.  

- - D d g a g e m e n t  to t a l  de la nouvel le  l a rve  avec  zones cicatricielles 
f o r t e m e n t  m~lanisdes,  c o n s t i t u t e s  p a r  un  cail lot  d ' h d m o l y m p h e  coagul~e 
et  un  agg l0m~ra t  d ' h ~ m o c y t e s  (fig. 16 et  17). Ces zones p r~sen ten t  le 
mSme  aspec t  que celui de  Coupures t dgumen ta i r e s  exp~r imenta les  apr~s 
mise  en oeuvre du processus  de gudrison (VAao, 1956; VEY, 1968). 
E n  ces points ,  les ~l~ments myc~l iens  son t  s o u v e n t  tr~s abor /dan ts  au  
n i v e a u  s .ous -hypodermique  (fig. 18). 

D ~ g a g e m e n t  par t i e l  de la nouvel le  l a rve ,  l ' exuv i e  r e s t a n t  fix~e 
stir une  pa r t i e  de l ' a b d o m e n  de  la l a rve  du  z~e s t ade  (fig. 19 et 20). D a n s  
la zone  d ~ t [ k c h e  de l ' e x u v i e  e t  du n o u v e a u  t 6 g u m e n t  les s t ruc tu res  
t issulaires  son t  tr,~s modif i6es,  difficites A r e c o n n a i t r e  du  fa i t  de la 
for te  m6 lan i sa t ion  , et  il s ' e s t  p rodu i t  une  a c c u m u l a t i o n  d ' h d m d c y t e s  
laches,  m a i s  g r o u p a n t  de n o m b r e u s e s  cellules (fig. 21). I t  est  mala is6  
de d i s t inguer  dans  ce t t e  rdgion des 616ments myc61iens, tou tefo is  la 
pr6sence  de que lques -uns  de ces 616ments a pu  ~tre 'd6cel6e (fig. 22), 

Les  la rves  s u r v i v a n t e s  con t inuen t  leur  d 6 v e l o p p e m e n t  et  s 'enfouis-  
sent  dans  le s u b s t r a t  de n y m p h o s e :  Un  g r a n d  n o m b r e  d ' e n t r e  :elles 
p r6sen ten t  des 616ments myc61iens dans  ! ' h 6 m o l y m p h e  (fig. 23) ou 
dans  le t i ssu  a d i p e u x  (fig. 2~) qui  p r o v o q u e r o n t  f ina lemen t  une  mor -  
tal i t6 diff6r6e chez des p r 6 n y m p h e s  (fig. 25), des n y m p h e s  (fig. 26) 
ou des insectes  pa r fa i t s  (FARGUES, 1972, 1973). 

PLANCHE 3 
FIG. 14. Bact~ries darts l'h~mocoele d'une L3 en pr~mue pr~sentant une blessure. 

Les corps baet~riens sont abondants imm~diatement au-dessous de l'hypo- 
derme. Inclusion dans l']~pon. Coupe semi-fine. • 960. 

FIG. 15. Larve du 4 e stade ayant rejet6 normalement son exuvie sans blessure 
apparente mais pr6sentant des taches de m61anisation. • 6. 

Fic. 16. Larve L4 avec caillot ~en formation au niveau d'une zone de blessure 
dans la r~gion abdominale. • 6. 

Fla. 17. Aspect en coupe histologique de la zone de blessure cicatris6.e. On rcmarque, 
en surface, l 'importante masse d'h6molymphe coagul6e et m~lanis6e. Colo- 
ration h6malun-piero-indigocarmin. • 140. 

l~m. 18. Pullulation d'616ments myc61i.ens dans l'h6molymphe et les tissus de 
l'h6te au-dessous d'une zone cicatricielle m6lanis6e. Coloration Azan. x 290. 

FIG. 19. Larve L4 chez !aquelle l'exuvie est rest~e fix6e sur le t6gument abdominal 
au niveau d'une zone cicatricielle. • 5,5. 

Fxo. 20. Zone de fixation de l'exuvie sur le t6gument de la L4 venant de muer. 
Coleration h~malun-picro-indigocarmin. • 28. 
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Conclusion 

Les o b s e r v a t i o n s  relat~es m o n t r e n t  que B.  bassiana t r ave r se  le 
t ~ g u m e n t  des la rves  du 3 e s tade  de L. decemlineata en pr~mue,  colonise 
le l iquide exuv ia l  sous fo rme  d ' h y p h e s  et  de b las tospores ,  c o n t a m i n e  
le n o u v e a u  t ~ g u m e n t  en fo rma t ion ,  et p r o v o q u e  une  lyse localis~e de 
l ' h y p o d e r m e .  I1 s ' en  sui t  des ddchirures  de la pa ro i  du  corps de la 
j eune  larve  du  4 e s tade  au cours  de sa sor t ie  hors  de l ' exnvie .  

Le  processus  de rdinfect ion des la rves  au  cours  de la m u e  s 'e f fec tue  
donc ~ p a r t i r  des ~l~ments c r y p t o g a m i q u e s  d~veloppds dans  l ' e space  
exuv ia l  et  ce, s u i v a n t  deux  moda l i tds  : 

- -  d ' u n e  pa r t ,  une  c o n t a m i n a t i o n  secondai re  ~ t r ave r s  le tdgu- 
m e n t  en f o r m a t i o n  s u i van t  le s c h e m a  classique de l ' in fec t ion  p r ima i r e  
des larves  en i n t e r m u e ;  

- -  d ' a u t r e  pa r t ,  une  c o n t a m i n a t i o n  mass ive  ~ t r a v e r s  les zones 
de blessures t~gumen ta i r e s  qui  c o n s t i t u e n t  des voles de p~n~t ra t ion  
p o u r  le c h a m p i g n o n  mais  aussi,  acc iden te l l ement ,  p o u r  des bact~r ies  
p 0 u v a n t  en t r a ine r  la m o r t  de l ' h6 t e  p a r  sept icdmie.  

Ainsi, la raise en ~vidence des zones cicatricielles chez  les la rves  
du 4 e s t ade  nous  ind ique  p o u r q u o i  la m u e  ne b loque  pas  tou jour s  le 
processus  in fec t i eux  ou n ' en  r e t a r d e  pas  le t e r m e  plus Iong temps .  

E n  conclusion,  il est  v ra i  que  la barr i~re  t ~ g u m e n t a i r e  cons t i t ue  
l ' obs tac le  m a j e u r  ~ l ' in fec t ion  p a r  les Deu t~ romyc~ te s  e n t o m o p a t h o -  
g~nes (3[fJLI,ER-K6GLER, 1965), et  que chez les la rves  de d o r y p h o r e  
les mues  sont  a u t a n t  de fae teurs  de r6s is tanee  de l ' h6 t e  qui d i f fe ren t  
la mor ta l i t6  (F.~RGUES, 1972). Cependan t ,  l ' ex i s t enee  m ~ m e  de ee t t e  

PLANCHE 4, 

FIG. 21. D~tail de la zone d'attache de l'exuvie; on remarque : la m~lanisation 
intense de l'exuvie et du tdgument, qui pr~sentent une structure perturb~e, 
et l'accumulation d'h~mocytes en position interne. Coloration h~malun- 
picro-indigocarrnin. • 290. 

FIG. 22. Frdsence de quelques 6l~ments myc~liens dans la zone de fixation de 
l'exuvie. Coloration Azan. • 140. 

Fro. 23. ~16ments myc6liens (m) dans l'h~molymphe d'une larve du 4 e stade. 
Inclusion dans l']~pon. Coupe semi-fine. • 

FIG. 24. D~veloppement de B. bassiana dans l'hdmolymphe d'une larve L4 pr~- 
sentant des zones cicatricielles; 16g~res p~n~trations du tissu adipeux. Colo- 
ration hdmalun-picro-indigocarmin. • 290. 

FIG. 25. Individu contamin~ en L3 dont la mortalit~ a ~t~ diff~r~e au 4 e stade 
en pr~nymphe. • 6. 

FIG. 26. Mortalit~ diff~r~e/~ la fin du ddveloppement nymphal apr~s contamination 
au 3 e stade larvaire, x 3,5. 
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m o r t a l i t d  diff6rde chez les i n d i v i d u s  c o n t a m i n 6 s  est  u n e  p r e u v e  que  
l ' e x u v i a t i o n  n ' e s t  pas  u n  m ~ e a n i s m e  p a r f a i t  de r e j e t  du  e h a m p i g n o n .  
L ' ~ t u d e  h i s t o p a t h o l o g i q u e  exp l i e i t e  d o n e  les r ~ s u l t a t s  des i n f e c t i o n s  
e x p ~ r i m e n t a l e s ,  en d ~ m o n t r a n t  c o m m e n t  u n  g e r m e  qu i  p~n~.tre p a r  
la  vo ie  t ~ g u m e n t a i r e  p e u t  se m a i n t e n i r  su r  son  h 6 t e  ma lg rd  le r e j e t  
des t ~ g u m e n t s  e o n t a m i n d s .  
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SUiWAVIARY 

Means of infection of the larvae of Lept inotarsa decemlineata by Beauver ia  basMana 
during the moult 

The histopathological study of the infectious procces of larvae of L.  decem- 
lineata by B.  bassiana was carried out on moulting larvae infected experimentaly. 
The experiments showed that  the differed mortali ty among this type of insect 
with a short larval cycle, interrupted by clcse successive moults, depends on the 
interaction between the penetration of the fungus and the throwing out of the 
infected integument.  

The penetration of B. bassiana into the larvae at the ecdysial stage was carac- 
terized by invasion of the moulting fluid: infection of the integument in formation 
and hypodermical histolysis. The disturbance of the tissues was followed by 
ntegumental  ruptures of the young larva during the emergence from the ecdysis. 

i A double infectious process, of larvae in the moulting stage was shown. On 
one hand, an infection of the intermoult-integument occurred. On the other hand, 
the injured regions were routes for massive penetration of hyphal bodies in the 
hemolymph. Such injuries, also allowed the entrance of bacteria from the 
moulting fluid to the hemolymph and then caused a septicemia. 

Larvae after ecdysis, with blackened integumentary patches or with cica- 
trices, showed hyphal bodies in the hemolymph, which may explain the differed 
mortality caused by the fungus. 
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