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Recherches sur les agents
entomopathogénes d’origine virale

chez les lépidopteres défoliateurs
du palmier a huile et du cocotier !

R. DESMIER de CHENON (2), D. MARIAU (3), P. MONSARRAT (4), G. FEDIERE (5) et A. SIPAYUNG (6)

Résumé. — Les premiéres déterminations des organismes entomopathogénes d’origine virale et les premiers essais en plantations sur
Limacodidae ont été faits 3 I’instigation de 'IRHO dés 1975. Des petits virus libres Densovirus, Picornavirus ont été mis en évidence en
Amérique du Sud et Afrique de I’Ouest, et d’autres de type 8 Nudaurelia dans le Sud-Est Asiatique. Des particules virales de taille plus
grande, Reovirus (polyédrose cytoplasmique), Baculovirus (polyédrose nucléaire, granulose) ont été aussi observées. En Indonésie, une
recherche de maladies virales a été effectuée et la symptomatologie de nouvelles maladies analysée : polyédrose cytoplasmique et maladie &
petits virus sur Setothosea asigna, association de granulose et petits virus de type 8 Nudaurelia sur Darna trima, Parasa lepida. En plus de
Ia caractérisation de ces pathogénes, des observations de I’incidence de ces maladies ainsi que les premiers tests expérimentaux ont été faits
en plantation. Les premiers résultats d’utilisation en vraie grandeur montrent qu’une lutte microbiologique est possible. Des états de ces
maladies virales, prospection, identité des virus, sélection des souches, potentialités d’utilisation, tests expérimentaux, tests de pathogénicité
au laboratoire et en champ sont encore nécessaires sur hotes secondaires ou cellules d’invertébrés avant de passer a des unités de production.
Cette biotechnologie devrait fournir une alternative aux insecticides chimiques en réduisant les risques de provoquer des déséquilibres dans

v

les biocénoses.

INTRODUCTION

Les épizooties naturelles sur les chenilles défoliatrices des
palmiers sont connues depuis longtemps. En 1925 De Jong
au Nord-Sumatra en Indonésie signalait, lors d’une attaque
de Darna trima Moore sur palmier & huile, la présence
d’une maladie ayant éliminé naturellement la pullulation
de cette espéce sur 300 hectares. Cette maladie, depuis,
considérée comme d’origine virale, a été de nouveau mise
en évidence en Malaisie au Sabah {Young, 1971].

Sur le cocotier, Tams en 1930 mentionne une maladie
dite « bactérienne » sur Darna catenatus (Snellen) au Nord
Sulawesi détruisant 80 p. 100 de la population des chenil-
les. Cette maladie sur cette espéce endémique des Célébes a
été retrouvée récemment et un petit virus isolé [Wikardi,
1984].

C’est depuis une dizaine d’années, grice 4 la microsco-
pie électronique et d’autres techniques de laboratoire, que
les pathogénes impliqués dans ces maladies ont commencé
a éire caractérisés et que les possibilités d’utilisation de ces
microorganismes comme méthode de lutte microbiologique
ont été envisagées.

Les premiéres déterminations de virus sur les Limacodi-
dae et les premiers essais en plantation ont été faits a P’ins-
tigation de I’IRHO en Amérique du Sud [Genty, Mariau,
1975].

Cette communication concerne particuliérement les
résultats obtenus sur les Limacodidae en Indonésie.

(1) Communication présentée aux « 1987 International oil palm/palm oil
Conferences, Progress and prospects », 23-26 juin 1987 a Kuala Lumpur
(Malaisie).

(2) Consultant IRHO en Indonésie ; ¢/o IRHO-CIRAD ; 11, Square
Pétrarque, 75116 Paris (France).

(3) Directeur de la Division Entomologie, IRHO-CIRAD, B.P. 5035,
34032 Montpellier Cedex (France).

(4) ORSTOM, 213, rue Lafayette, 75480 Paris Cedex (France).

(5) ORSTOM, . Cenire .d’Adiopodoumé, B.P. 51 Abidjan 01 (Cote
d’Ivoire).

(6) P.P. Marihat, P.O. Box 37, Pematang Siantar, Nord-Sumatra (Indo-
nésie).

I. — HISTORIQUE DES PREMIERES
CARACTERISATIONS ET BILAN ACTUEL

S

En 1964 C.Vago (INRA) découvre les densonucléoses
dont les agents, les Densovirus, ont été mis aussi ensuite en
évidence sur Sibine fusca Stoll, Limacodidae du palmier 2
huile en Amérique du Sud [Meynadier et al, 1977].
Récemment, un autre Densovirus a été trouvé sur Caspha-
lia extranea WIk., ravageur du palmier et du cocotier en
Afrique de I’Ouest [Fédiére ef al., 1981]. En 1977 des
maladies virales ont été aussi déterminées dans le Sud-Est
asiatique sur Darna trima Moore et Setothosea asigna van
Eecke [Tiong et al., 1977, 1979] avec présence du virus du
type B Nudaurelia [Reinganum et al., 1978].

Un autre virus de type Picornavirus a été détecté sur
Latoia viridissima Holland en Cdte d’Ivoire [Fédiére ef al.,
1981 ; Fédiére, 1983]. D’autres virus de type Baculovirus
(virus de polyédroses nucléaires et de granuloses), plus
facilement identifiables par le corps d’inclusion qu’ils
engendrent, ont été mentionnés sur quelques autres espé-
ces, des Limacodidae pour la plupart, telles que Darna
nararia Moore au Sri Lanka {Smith et a/l., 1954], Darra
trima Moore en Malaisie [Thomas ef al., 1973] ou encore
Natada pucara Dognin en Colombie, Amérique du Sud
[Genty et al., 1978}.

A partir de 1981 de trés nombreuses maladies sur
d’autres espéces ou des maladies différentes sur les espéces
déja indiquées ont été repérées dans les pays ou I'IRHO
exerce son activité et caractérisées par P'INRA et I’ORS-
TOM. Les résultats sont résumés dans le tableau I.

Plusieurs maladies sur d’autres espéces nous sont con-
nues, enire autres sur Hidari irava (Moore) Hesperiidae
d’Indonésie, Zophopetes cerymica Hewitson autre espéce
de la méme famille en Cote d’Ivoire, Natada michorta
Dyar il y a quelques mois au Brésil, etc.

06 ocT. 1989

ORSTOM Fonds Documentaire

N° : Zéq%ﬁ ‘W'(
Cote =

3 P ALY



108 —

Oléagineux, Vol. 43, n® 3 — Mars 1988

TABLEAU I. — Les virus entomophages
(Entomopathogenic viruses of oil

Famille Genre et espéces P, C Type de virus Origine Références
(Family) (Genus and species) (1) (Type of virus) (Origin)
Hesperiidae Preroteinon laufella P, C 1 virus de 30 nm et 1 virus de 40 nm Cote d’Ivoire Kouenidjin, 1986
30-nm virus and 40 nm virus
non caractérisés - not classified
Notodontidae  Turnaca rufisquamata P Picornavirus Cote d’Ivoire Fédiére, 1985
Lymantriidae Dasychira mendosa P, C Baculovirus de polyédrose nucléaire Indonesia Martignoni & Iwai, 1981
Nuclear polyhedrosis Baculovirus
Orgyia turbata P Baculovirus de polyédrose nucléaire Indonesia Martignoni & Iwai, 1981
(fruits) Nuclear polyhedrosis Baculovirus
Limacodidae Casphalia extranea P Densovirus Cote d’Ivoire Fédiére, 1981
Darna nararia C Baculovirus de granulose Sri Lanka Smith & Xeros, 1954
Granulosis Baculovirus
Darna trima P, C Baculovirus de granulose W. Malaysia  Thomas & Poinar, 1973
Granulosis Baculovirus (Selangor)
Baculovirus de granulose et 8 Nudaurelia E. Malaysia Reinganum, 1978
Granulosis Baculovirus and 8 Nudaurelia (Sarawak, Sabah)
Baculovirus de granulose, Indonesia Monsarrat & Desmier
B Nudaurelia et Picornavirus (South Sumatra) de Chenon, 1982
Granulosis Baculovirus, 8 Nudaurelia (Comm. pers, -
and Picornavirus unpublished)
Baculovirus de granulose et Indonesia Monsarrat & Desmier
8 Nudaurelia (Kalimantan) de Chenon, 1986
Granulosis Baculovirus and (Comm. pers, -
B8 Nudaurelia unpublished)
Darna catenatus C Petit virus de taille indéterminée Indonesia Wikardi, 1984
Small virus of undetermined size (Sulawesi)
Darna sordida P B8 Nudaurelia et Picornavirus Indonesia (South Monsarrat & Desmier
B8 Nudaurelia and Picornavirus Sumatra) de Chenon, 1982 (non
publié - unpublished)
Euprosterna elaeasa P Polyédrose Polyhedrosis Colombia Genty ef al., 1978
Latoia pallida C Picornavirus Céte d’'Ivoire  Fédiere, 1987 (Comm.

pers. -~ unpublished)

(1) P : palmier & huile (Oil palm) - C : cocotier (Coconut).

II. — MISE EN EVIDENCE DE MALADIES
VIRALES SUR LES LIMACODIDAE
EN INDONESIE

La plupart des chenilles fortement défoliatrices des pal-
miers et surtout du palmier a huile en Indonésie sont aussi
des Limacodidae. Les dégats sont provoqués par cing espé-
ces dominantes : Sefothosea asigna van Eecke, Birthosea
bisura Moore, Darna trima Moore, Setora nitens Walker
et Parasa lepida Cramer sur cocotier.

1. — Maladies virales de Sefothosea asigna van
Eecke.

a) Symptomatologie des maladies.

Muladie « laiteuse ».

Une des caractéristiques des chenilles atteintes par cette
maladie est de rejeter un liquide laiteux. La succession des
symptdmes est la suivante : il y a une modification du
comportement, la chenille s’immobilise et ne s’alimente

plus. Les téguments deviennent plus ternes et prennent une
teinte blanchétre. Il y a parfois présence d’un exudat. Les
téguments se déchirent libérant un liquide épais brunétre
avec des filets laiteux. Sur la feuille persistent de longues
coulées de couleur blanc laiteux. A lintérieur de la che-
nille, les organes sont complétement désorganisés avec un
tube digestif hypertrophié blanchétre.

Mualadie « déliquescente ».

Les chenilles peuvent &tre aussi affectées par une autre
série de symptdmes complétement différents. On observe
en général ces symptdbmes sur les stades jeunes. Les
symptdmes suivants sont ceux de la maladie sur une che-
nille de 6° stade infectée.

Symptbémes externes :

Arrét de prise de nourriture, immobilité. Jaunissement
du corps & la partie ventrale et autour des taches dorsales,
latéralement coloration brun rougeitre avec cotés plus ou
moins transparents laissant voir une totale déliquescence
des tissus internes. Rupture facile de la peau de la chenille,
un liquide jaunitre s’en échappe.
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des 1épidoptéres ravageurs des palmiers
palm and coconut caterpillars)
Famille Genre et espéces P, C Type de virus Origine Références
(Family) (Genus and species) (1) (Type of virus) (Origin)
Lirr}acc_;d}idae Latoia viridissima P, C Picornavirus Cote d’Ivoire Fédiére, 1983
suite
Natada pucara P Baculovirus de polyédrose nucléaire Colombia Genty ef al., 1978
Nuclear polyhedrosis Baculovirus g
Parasa lepida C  Baculovirus de granulose et 8 Nudaurelia Indonesia Croizier & Desmier
Granulosis Baculovirus and 8 Nudaurelia (South Sumatra) de Chenon, 1985
(Comm. pers. ~
unpublished)
Setora nitens P, C B Nudaurelia E. Malaysia Greenwood & Moore,
(Sabah) 1982
Setora tagalog C Baculovirus de polyédrose nucléaire  Philippines (Luzon) Cock, 1985
Nuclear polyhedrosis Baculovirus
Sibine fusca P Densovirus, Colombia Meynadier ef al., 1977
Picornavirus Colombia Fédiére, 1983
Sibine nesea P Densovirus & Picornavirus Ecuador Croizier, 1986
(Comm. pers. -
unpublished)
Setothosea asigna P, C B8 Nudaurelia E. Malaysia  Reinganum ef al., 1978
(Sarawak)
Polyédrose cytoplasmique (Reovirus) Indonesia Monsarrat, Croizier &
et 8 Nudaurelia (N. Sumatra) Desmier de Chenon,
Cytoplasmic polyhedrosis (Reovirus) and 1986 (Comm. pers.
B8 Nudaurelia - unpublished)
Birthosea bisura P, C B8 Nudaurelia Indonesia Monsarrat & Desmier
(S, Sumatra) de Chenon, 1982
(Comm. pers. -
unpublished)
Thosea boreocaerulea C Baculovirus de polyédrose nucléaire  Philippines (Luzon) Cock, 1985
Nuclear polyhedrosis Baculovirus
Thosea moluccana C Petit virus de taille indéterminée Indonesia Litt. 1982
Small virus of undetermined size
Psychidae Mahasena corbetti P 27 nm. virus non caractérisé E. Malaysia Spencer, 1976
27 nmn virus not classified (Sarawak)

Sympitbémes internes :

Ils ont été observés & la dissection de chenilles saines et
malades de stade VI en début d’apparition de la maladie.

e Chenille malade : hémolymphe jaunitre, abondante.
Systéme digestif vide. Pas de tissu adipeux abondant.
Intestin déliquescent, odeur nauséabonde avec proliféra-
tion de bactéries si la maladie est avancée.

e Chenille saine : hémolymphe limpide. Tube digestif
brun sombre rempli de matiére végétale. Masses importan-
tes de tissus adipeux.

b) Caractérisation des pathogénes.

Il y a donc présence de deux types de symptOmes et par
conséquent de deux maladies chez les chenilles infectées de
Setothosea asigna, ce que confirme ’analyse en microsco-
pie électronique. ’

— Chenilles atteintes de maladie « laiteuse ».

Les chenilles de S. asigna en fin de développement, 7-9
stades avec des symptomes bien caractéristiques de la mala-
die laiteuse ont été traitées & I'INRA (Station de St-
Christol-Lez-Alés).

La microscopie électronique montre la présence de corps
d’inclusions de type polyédres. Ces inclusions polyédriques
aprés clarification révélent a Pintérieur des particules vira-
les sphériques de 60-70 nm enchédssées dans les alvéoles
(Fig. 1). 11 s’agit de Reovirus caractéristiques de réovirose
ou polyédrose cytoplasmique. Ces inclusions polyédriques
se développent dans les cellules de ’intestin moyen.

— Chenilles atteintes de la maladie « déliguescente ».

Les chenilles ont été analysées au Laboratoire d’Ento-
movirologie de ’ORSTOM en Cote d’Ivoire.

Des petites particules virales, icosaédriques, mesurant
35 nm de diamétre, de type 8 Nudaurelia, ont été mises en
évidence (Fig. 2). Ce type de virus avait été déja caractérisé
par Reinganum ef al. en 1978 (diamétre 35 nm, densité
1275 g/cm?, une protéine de capside de poids moléculaire
de 60 800) & partir de chenilles malades de S. asigna obte-
nues par Tiong lors d’une pullulation de cette espéce au
Sarawak en 1976-77.

¢) Observations en plantations.

Les deux maladies virales de S. asigna, polyédrose cyto-
plasmique et virose de type 8 Nudaurelia, peuvent étre
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FIG. 1. — Maladie « laiteuse » de Setothosea asigna Moore : polyhé-
drose cytoplasmique. Coupe de polyédres avec alvéoles sphériques des parti-
cules virales (« Milky » disease of Setothosea asigna Moore : Cytoplasmic
polyhedrosis. Cross-section of polvhedron with spherical depressions of
viral particles) (X 61.000). Photo : INRA Saint Christol-les-Alés (France).

trouvées sur une méme plantation séparément ou en
mélange. En 1980-81 & Aek Loba (SOCFINDO), la polyé-
drose cytoplasmique, bien que peu fréquente, était en
mélange avec des chenilles présentant des symptdmes de la
maladie de type 8 Nudaurelia sans que 1’on puisse dire que
les deux maladies fussent associées. Mais elle avait ten-
dance 3 &tre dominante sur les populations dgées de S. asi-
gna sur hybrides E. guineensis X E. oleifera alors qu’elle
était quasi inexistante sur E. guineensis.

Par contre, la méme polyédrose cytoplasmique mise en
évidence en 1985 au Nord-Sumatra a la station de Marihat
n’était pas en mélange avec I’autre maladie.

Cette polyédrose cytoplasmique a été suffisante pour faire
disparajire une population résiduelle de chenilles de S. asi-
gna 4 Marihat, de méme que sur hybrides & Aek Loba.

Sur les blocs a trés forte pullulation, il ne semble pas
que cette maladie ait naturellement une incidence trés nota-
ble. L’autre maladie & petits virus semble par contre beau-
coup plus virulente en particulier sur les jeunes stades.
Des colonies entiéres, ou la population totale de palmes
avec 150 & 200 chenilles, peut étre détruite naturellement,
les cadavres restant collés & la face inférieure des folioles.
Mais sans tests expérimentaux cette action est difficile a
apprécier.

d) Premiers tests expérimentaux.
— Polyédrose cytoplasmiqgue.

A partir de jus bruts de chenilles atteintes de cette mala-
die, mais pouvant aussi héberger I’autre virus en faible
quantité, des populations connues de S. assigna de
stade 3-5 jours ont été traitées en jeunes cultures a I’aide
de pulvérisateurs manuels a raison de 4 p. 100 de solution
mére contenant 50 g de chenilles mortes dans 250 ml
d’eau.

Apres 8 jours dans trois répétitions traitées, 200 chenilles
par lot, une mortalité de 84, 88 et 89 p. 100 a été obtenue
alors que, dans le témoin, la mortalité ne dépasse pas
23 p. 100 ou au maximum 41 p. 100 (Fig. 3). Aprés 15
jours, la mortalité cumulée dans les objets traités atteint 95
a 100 p. 100.

FIG. 2. — Maladie « déliquescente » de Setothosea asigna Moore : parti-
cules virales du type 8 Nudaurelia et celles d'un plus petit virus (« Deligues-
cent » disease of Setothosea asigna Moore : 8 Nudaurelia type viral parti-
cles and those of a smaller virus) (X 113.000). Photo : ORSTOM (Cbte
d’Ivoire).
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FIG. 3. — Traitement a I’aide d’une solution virale (polyédrose cytoplas-
mique) de Setothosea asigna Moore — stades 3 3 5 — (Treatments using a
viral solution — cytoplasmic polyhedrosis — of Setothosea asigna Moore —
3rd to 5th instars).

T1 : Témoin (Control) 1 — T2 : Témoin (Control) 2.

— Virose a § Nudaurelia.

En 1980-81 des chenilles de S. .asigna présentant des
symptémes de cette maladie avaient été récupérées. Apres
broyage et léger filtrage la solution virale obtenue a été
immédiatement utilisée pour traiter, a 1’aide d’un atomi-
seur, 40 ha trés infestés de jeunes cultures en début de pro-
duction. Le résultat a été spectaculaire avec une élimina-
tion totale de la population de chenilles en une dizaine de
jours. Mais a partir des chenilles mortes récoltées aprés ce
traitement, les résultats n’ont pas été aussi satisfaisants. Il
est vrai que la solution mére avait été gardée plusieurs mois
dans de trés mauvaises conditions de conservation.

Ces données sont a rapprocher de celles indiquées par
Tiong en 1981 qui parle de résultats « erratiques » aprés
utilisation d’une solution virale a base de chenilles malades
de S. asigna dont I’agent pathogéne était aussi le virus de
type 8 Nudaurelia. Ce virus est efficace mais son pouvoir
pathogéne semble grandement influencé par les conditions
de conservation.

—
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La répartition de cette maladie a virus de type 8 Nudau-
relig est, d’aprés nos connaissances, beaucoup plus grande
que la polyédrose cytoplasmique. Les études en cours a
Marihat devraient permettre, maintenant que les symptd-
mes sont connus et les particules virales caractérisées, de
tester le potentiel de ces pathogénes isolément ou en asso-
ciation & partir de matériel purifié.

2. — Maladies virales sur les chenilles de Darna
trima Moore.

a) Symptomatologie de la maladie.

Au cours des différentes phases de la maladie les
symptdmes externes sont assez semblables a ceux de la
maladie « laiteuse » de S. asigna mais le liquide épais
exudé est de couleur gris-beige. Le corps de la chenille ne
prend pas I’aspect blanc laiteux caractéristique de la polyé-
drose cytoplasmique.

b) Caractérisation des pathogénes.

La caractérisation des pathogénes a été faite sur un
ensemble de chenilles malades sans différenciation des
symptOmes, et les différents types de particules virales sont
peut-&tre associés ou non.

Aprés broyage des chenilles malades récoltées, centrifu-
gation et examen au microscope électronique, de petites
particules virales, icosaédriques de 35 nm et disposées en
chapelet ont été observées (Fig. 4). Il s’agit de virus de
type B Nudaurelia. En mélange il y a aussi des particules
plus petites, trés probablement des Picornavirus et parfois
des Baculovirus.

FIG. 4. — Chapelets de particules virales du type 8 Nudaurelia de Darna
trima Moore (Strings of B Nudaurelia type viral particles of Darna trima
Moore) (X 58.000). Photo : ORSTOM (Céte d’Ivoire).

Il y a ainsi dans les chenilles malades de Darna trima
trois types de particules virales (INRA, Laboratoire de St-
Christol-lez-Algs).

En 1975 Tiong et Munroe ont observé un type de mala-
die identique au Sarawak, que Tinsley en 1976 avait men-
tionné comme étant une granulose, et un mélange de petits
virus non inclus & ARN. Reinganum ef al. ont caractérisé
ce dernier en 1978 comme un petit virus isométrique de
35 nm de diameétre, de densité de 1 289 g/cm?® et constitué
d’une seule protéine de poids moléculaire de 62 100, donc
ayant les caractéristiques physico-chimiques d’un virus de
type 8 Nudaurelia.

En 1968, Wood avait décelé une épizootie sur D. irima
dans la péninsule malaise. Le diagnostic fait par Thomas et
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Poinar en 1973 avait permis de mettre en évidence une gra-
nulose.

De méme une maladie & petits virus, sans doute trés voi-
sine, a ét¢é mise en évidence par Wikardi en 1984 sur Darna
catenatus qui s’attaque au cocotier aux Célébes en Indoné-
sie.

¢) Observations en plantations.

Des épizooties ont été observées au Sud-Sumatra en 1980
comme en Est-Kalimantan en 1986 avec une incidence
naturelle de la maladie atteignant 24 p. 100.

d) Tests expérimentaux.

Sur cette espece les tests expérimentaux de Tiong et
Munroe en 1975 sont bien connus et montrent une réelle
efficacité de la solution virale (100 p. 100 de mortalité).

3. — Maladie virale de Birthosea bisura Moore.

a) Symptomatologie de la maladie.

Une chenille en début de maladie devient plus jaunitre,
la bande médiane et les taches sont moins bleutées, plus
diffuses. Puis, trés rapidement, le corps de la chenille
devient enti¢rement rougeitre. La maladie se développe
rapidement et les jeunes chenilles meurent en 4 ou 5 jours.

b) Caractérisation des pathogénes de Birthosea bisura
Moore.

Malgré le peu de matériel disponible, la purification et
I’isolement du pathogéne ont été faits au laboratoire de
PINRA de St-Christophe-les-Ales. Quelques particules
virales ont été mises en évidence qui, toutes d’un diamétre
de 35 nm, sont du type virus 8 Nudaurelia.

¢) Observations de la maladie en plantation.

Des chenilles malades ont été trouvées dans le Sud-
Sumatra mais moins de 1 p. 100 de la population était
affecté au moment de I’observation.

4. — Recherches de maladies sur Sefora nitens
Walker.

Recherche de chenilles malades.

En Indonésie, malgré une recherche intensive de chenil-
les malades aussi bien a Sumatra, Java qu’en Kalimantan
sur palmier & huile ou sur cocotier dans des populations
endémiques ou en pullulations, aucune maladie virale n’a
€té trouvée pour cette espéce.

La seule mention d’une maladic a été faite 4 Sabah
[Syed, 1970] dans la région de Kudat. Cette épizootie
aurait détruit 60 p. 100 des chenilles. En 1982 Greenwood
et Moore ont indiqué la présence de particules de type
Nudaurelia.

5. — Maladies virales de Parasa lepida Cramer,
Limacodidae du cocotier.

a) Symptomatologie de la maladie.

A partir de chenilles de dernier stade infectées artificiel-
lement nous avons pu suivre le développement de la mala-
die :

— arrét d’alimentation et immobilité ;

— coloration plus claire, jaunitre puis aspect laiteux.
Ensuite la chenille devient plus sombre. Il se produit des
écoulements par les parties anale et buccale.
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b) Caractérisation des pathogénes.

Il apparait deux sortes de particules virales 4 I’examen en
microscopie électronique (INRA, St Christol-lez-Algs) :

— de petites particules icosaédriques d’environ 35 nm
du type 8 Nudaurelia ;

— de gros granules ovoides de taille hétérogéne avec des
virions en batonnets d’environ 200 nm de long sur 40 nm
de large.

Ainsi, la maladie de Parasa lepida résulte d’une double

infection d’un Baculovirus responsable d’une granulose et

d’un petit virus du type 8 Nudaurelia.

¢} Observations en plantation.

Le grégarisme de I’espéce tout au long de son développe-
ment permet a des populations entiéres d’étre contaminées
sur ’ensemble d’une palme ou d’un palmier. L’incidence
naturelle de la maladie en champ sur une population dans
les Lampung, Sud-Sumatra, peut étre de quelques pour
cent & 100 p. 100. Une moyenne de 20 p. 100 est générale-
ment trouvée. Mais la maladie installée, la population de
Parasa disparait peu a peu au cours des générations sui-
vantes, toutes les colonies arrivant a é&tre infectées.

d) Tests expérimentaux.

Les traitements par pulvérisation de colonies sur coco-
tiers isolés & raison de 1 ml de solution mére pour 100 ml
d’eau ont donné les résultats suivants (Fig. 5) :

— pour un stade II, la mortalité est de 78 p. 100 aprés
3 jours et 100 p. 100 au 6¢ jour. Mais pour un stade VI la
mortalité est de 4 p. 100 & 3 jours, 87 p. 100 & 7 jours et
100 p. 100 a 12 jours ;

— dans le cas d’une réinfestation artificielle c’est-a-dire
mise en place de chenilles sur une palme ol des chenilles
sont mortes trois mois auparavant et od il reste des cada-
vres, une mortalité de 100 p. 100 n’est obtenue pour le
stade IT qu’a 12 jours seulement ;

— quant au témoin pour un stade de méme Age, stade
11, la mortalité aprés 12 jours n’atteint que 18 p. 100.

III. — PERSPECTIVES

1. — Début d’utilisation des virus en plantation.

Un premier essai de traitement a ’aide d’un atomiseur &
dos avec une solution virale du Limacodidae Sibine fusca a
été fait en Colombie (Amérique du Sud) en 1975 en utili-
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sant 10 a 20 g de larves broyées et filirées pour 50 1 d’eau ;
et une mortalité de 94 a 97 p. 100 a été obtenue avec 2 1 de
solution par arbre.

Ensuite, des traitements & échelle industrielle a titre
d’essais par avion équipé de micronair ont été faits contre
Sibine fusca sur plusieurs centaines d’hectares. Avec seule-
ment 20 1 de solution/ha, une mortalité voisine de 100 p.
100 a été obtenue. Mais ce traitement pour &tre efficace
doit &tre effectué sur les jeunes stades en début de cycle car
la mortalité n’apparait qu’aprés 20 jours [Genty, Mariau,
1975].

En 1975 également, en Malaisie au Sarawak, des traite-
ments ont été effectués avec succés contre Darna trima.
Plusieurs dizaines d’hectares de palmiers 4 huile de 3 ans
avaient été traités a I’aide d’un atomiseur & raison de 50 ml
d’inoculum concentré frais de solution virale pour 1001
d’eau, donnant 100 p. 100 de mortalité en une période de
8 & 24 jours [Tiong et al., 1977].

En Afrique de I’Ouest sur Latoia viridissima en 1984 sur
des palmiers de 4-5 métres de haut traités & partir du sol a
Paide d’un appareil & pression préalable avec une suspen-
sion de Picornavirus équivalente 3 425, 1 900 et 3 700 g de
chenilles malades/ha, la mortalité a été respectivement de
11, 44 et 61 p. 100 une semaine aprés 1’application. Par
contre, 15 jours plus tard la mortalité était équivalente sur
I’ensemble des parcelles y compris les témoins.

Pour Casphalia extranea en 1985 sur blocs de 10 ha, une
solution de Densovirus, préparée avec 50 ou 100 chenilles
malades/ha et appliquée par hélicoptére, donne 5 jours
plus tard une mortalité de 72 4 81 p. 100 alors qu’elle n’est
que de 28 p. 100 sur le témoin [Fédiére ef al., 1984, 1986].

2. — Possibilités de Intte microbiologique.

Dans toute la zone de culture du palmier & huile et du
cocotier des épizooties spectaculaires ont été décelées sur
plusieurs Limacodidae, de méme que sur quelques autres
ravageurs, Hesperiidae et Psychidae notamment. Actuelle-
ment des virus utilisables, dont les souches sont conser-
vées, ont été mis en évidence sur trois espéces de Limacodi-
dae en Amérique du Sud, mais des maladies ont été obser-
vées sur bien d’autres espéces, trois espéces de Limacodi-
dae et une d’Hesperiidae en Afrique de 1’Ouest, et une
dizaine d’espéces de Limacodidae dans le Sud-Est asiati-
que.

Parmi les pathogénes trouvés, plus de la moitié sont des
petits virus, Densovirus, Picornavirus, 3 Nudaurelia, le
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FIG. 5. — Traitement de différents stades de
Parasa lepida Cramer avec une solution virale —
granulés et 8 Nudaurelin — (Treatment of diffe-
rent Parasa lepida Cramer instars with a viral
solution — granulosis and 8 Nudaurelia).

A : Traitement stade II solution virale (Treat-
ment IInd instar viral solution).

B : Traitement stade VI solution virale (Trear-
ment VIth instar viral solution).

C : Contamination naturelle Stade II — réinfes-
tation (Natural contamination — Ilnd instar —
reinfestation).

T1 : 1°r témoin, Stade II (Ist control, IInd instar),
T2 : 2¢ témoin, Stade II (IInd control, Ilnd ins-
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reste se partage entre Baculovirus de polyédrose nucléaire
et de granulose, et Reovirus de polyédrose cytoplasmique.
Trés fréquemment ces virus sont associés chez la méme
espéce sans que l’on sache alors quel virus est la vraie
cause de maladie ou s’il y a effet de synergie.

Il y a un potentiel important présenté par ces diverses
catégories de virus et, en conséquence, une large perspec-
tive pour une meilleure utilisation de ces germes en protec-
tion des palmiers.

L’importance des épizooties observées sur quelques espe-

s : Sibine fusca, Darna trima, Setothosea asigha, Latoia
viridissima a donné 'idée de les utiliser en vraie grandeur,
en particulier étant donné leur spécificité stricte. Des les
premiéres applications, des résultats trés intéressants ont
été ainsi obtenus, ce qui montre bien qu’une lutte micro-
biologique est possible.

CONCLUSION

En Indonésie, les attaques du palmier & huile et du coco-
tier, par les chenilles, Limacodidae principalement, attei-
gnent plus de 100 000 ha par an, entrafnant généralement
de fortes pertes de production si des traitements ne sont
pas effectués. Les surfaces traitées contre les chenilles
phyllophages sont également importantes en Afrique et en
Amérique du Sud.

Les insecticides appliqués organophosphorés, pyréthri-
noides et carbamates sont efficaces mais d’un codit trés
élevé et leur emploi intensif entraine souvent 1’obligation
d’utiliser des doses plus fortes pour remédier & d’éventuel-
les apparitions de phénoménes de résistance.

En outre, malgré les précautions prises (réseaux d’aver-
tissement, limitation des surfaces traitées au minimum) les
prédateurs et les parasitoides sont peu 4 peu éliminés car
les surfaces & traiter sont trop importantes pour que
soient respectées les périodes rigoureuses pendant lesquelles
les traitements doivent &tre faits. Il importe donc de reve-
nir a une situation plus équilibrée en utilisant des facteurs
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limitants naturels de ces pullulations de chenilles tels que
les virus entomopathogénes. Ces virus présentent un intérét
économique remarquable permettant de réduire le cofit des
traitements et d’éviter la perturbation du milieu naturel en
préservant les auxiliaires.

Par les résultats déja connus sur les Limacodidae, I’utili-
sation des virus comme insecticide biologique s’avére &tre
possible. Malgré des réussites spectaculaires en utilisant des
solutions virales de type artisanal, de tels traitements n’ont
pas été continués car il s’agit de surmonter les contraintes
de spécificité, de production, des méthodes d’application
et d’évaluer I'inocuité des préparations virales vis-a-vis des
vertébrés.

C’est le but du programme d’études que viennent
d’entreprendre 'IRHO, ’OSTOM et 'INRA pour :

® prospecter les maladies virales et d’identifier le maté-
riel ;

® acquérir une meilleure connaissance de ces virus et de
la biologie de leurs hotes ;

e sélectionner des souches sur leur pouvoir pathogéne ;

e estimer les potentialités d’utilisation, de spécificité ou
de polyspécificité avec analyse des gammes d’hotes ;

¢ tester expérimentalement sur le terrain et en labora-
toire la rapidité d’infestation, la rémanence du pouvoir
pathogeéne, la dispersion des germes, la résistance aux
agents extérieurs et les modes de traitement ;

e tester la pathogénéité sur vertébrés.

Les virus des lépidoptéres défoliateurs du palmier a huile
présentent des potentialités intéressantes pour une large
utilisation mais les traitements & I1’échelle industrielle
devront, dans certains cas, passer par une unité de produc-
tion a partir d’un insecte hdte ou sur cellules d’insectes en
cultures. Dans d’autres cas, par contre, une production
artisanale & I’échelle de la plantation pourra étre réalisée.

Cette biotechnologie pourrait fournir aux planteurs une
alternance aux pesticides, tout en évitant les défoliations et
les pertes de production sans risque de provoquer de désé-
quilibre dans les biocénoses.
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SUMMARY

Research into entomopathogenic agents of viral origin
in leaf-eating Lepidoptera of the oil palm and coconut.

R. DESMIER de CHENON, D. MARITAU, P. MONSARRAT,
G. FEDIERE and A. SIPAYUNG, Oléagineux, 1988, 43,
N° 3, p. 107-117.

Initial determinations of entomopathogenic organisms of viral
origin and the first trials on Limacodidae in plantations were
carried out as early as 1975 at the instigation of the IRHO. Small
free viruses — Densoviruses, Picornaviruses — were detected in
South America and West Africa and others, but of the 8 Nudau-
relia type, in Southeast Asia. Larger viral particles Reoviruses
(cytoplasmic polyhedrosis), Baculoviruses (nuclear polyhedrosis,
granulosis) were also observed. In Indonesia, research was
undertaken into viral diseases and the symptomology of new
diseases was analyzed : cytoplasmic polyhedrosis and diseases
caused by small viruses on Sefothosea asigna, association of
granulosis and small viruses of the 8 Nudaurelia type on Darna
trima, Parasa lepida. In addition to characterizing these
pathogens, observations on the incidence of these diseases and the
first experimental tests were also carried out on plantations. The
initial results obtained, when applied on a true scale, show that
microbiological control is possible, Studies of these viral diseases,
prospection, identification of viruses, selection of strains,
determination of potential for use, experimental tests and
pathogenicity tests, in the laboratory and in the field, are still
necessary on secondary hosts or invertebrate cells before
production units are set up. This biotechnology should provide an
alternative to chemical insecticides, thereby reducing the risks of
disrupting environmental balance.

RESUMEN

Investigaciones sobre los organismos entomopatégenos de
origen virdtico en los lepidopteros defoliadores de la
palma africana y del cocotero.

R. DESMIER de CHENON, D. MARIAU, P. MONSARRAT,
G. FEDIERE y A. SIPAYUNG, Oléagineux, 1988, 43,
N¢ 3, p. 107-117.

Las primeras determinaciones de organismos entomopatdge-
nos de origen virético y los primeros experimentos en las planta-
ciones sobre Limacodidae se hicieron a instigaciéon del IRHO a
partir del afio 1975. Unos pequeios virus libres Densovirus y
Picornavirus, se evidenciaron en América del Sur y en el Africa
occidental, y otros de tipo 8 Nudaurelia se evidenciaron en el
Sudeste asiatico. Asimismo se observaron particulas de virus de
mayor tamafio, Reovirus (poliedrosis citoplasmatica), Baculovirus
(poliedrosis nuclear, granulosis). En Indonesia se hizo una investi-
gacién sobre enfermedades por virus, y se analisé la sintomatolo-
gia de nuevas enfermedades, como poliedrosis citoplasmatica y
enfermedad de pequefios virus sobre Sefothosea asigna, una aso-
ciacion de granulosis y de pequefios virus de tipo 8 Nudaurelia
sobre Darna trima, Parasa lepida. Ademas de caracterizar a estos
pat6genos, se hizo observaciones de la incidencia de estas enfer-
medades, y también las primeras pruebas experimentales en plan-
taciones. Los primeros resultados de utilizacion en las condiciones
de una plantacién muestran que es posible llevar a cabo una lucha
microbiolégica. Antes de pasar a la aplicacion de esta lucha a las
unidades de produccién, atn se necesita estudiar estados de estas
enfermedades virdticas, hacer prospecciones, estudiar la identidad
de los virus, seleccionar cepas, conocer las potencialidades de uti-
lizacion, hacer pruebas experimentales, pruebas de caracter pato6-
geno en laboratorio y en el campo sobre hospederos secundarios o
células de invertebrados. Esta biotecnologia deberia ofrecer una
alternativa a los insecticidas quimicos, disminuyendo el riesgo de
provocar desequilibrios en las biocenosis.
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Research into entomopathogenic agents of viral origin

in leaf-eating Lepidoptera of the oil palm and coconut (1

R. DESMIER de CHENON (2), D. MARIAU (3), P. MONSARRAT (4), G. FEDIERE (5) and A. SIPAYUNG (6)

INTRODUCTION

Natural epizootic diseases affecting oil palm leaf-eating
caterpillars have long been known to exist. During a Darna trima
Moore attack on oil palm in North Sumatra (Indonesia), De Jong
[1925] recorded the occurrence of a disease which naturally
eliminated the outbreak of this species over an area of
300 hectares. A disease assumed to be the same one and of viral
origin was also found in Sabah, Malaysia [Young, 1971].

As regards coconut, Tams [1930] mentions a disease said to be
of bacterial origin in Darna catenatus (Snellen) which destroyed
80 p. 100 of the caterpillar population in North Sulawesi. In this
caterpillar species, which is endemic to Sulawesi, this same disease
recently recurred, and a very small virus was isolated [Wikardi,
1984].

Over the last ten years or so, a start has been made in
identifying the pathogens which cause these diseases through
electron microscopy and other laboratory techniques ; this has led
to considering the possible use of such micro-organisms as a
means of microbiological pest control.

The first Limacodidae virus identification operations and the
first plantation tests were conducted on the initiative of the
IRHO (7) in South America [Genty, Mariau, 1975]. This paper is
particularly concerned with results obtained on Limacodidae in
Indonesia.

I. — CHRONOLOGICAL ACCOUNT OF INITIAL
IDENTIFICATION AND CURRENT STATE
OF KNOWLEDGE

Vago [1964], from the INRA (7), discovered demsonucleosis
whose agents (densoviruses) were then detected in Sibine fusca
Stoll, a South American oil palm Limacodidae [Meynadier et al.,
1977]. Recently, another Densovirus was found in Casphalia
extranea Wk, a West African oil palm and coconut pest [Fédiére
et al., 1981]. In 1977, viral diseases were also identified in
Southeast Asia in Darna trima Moore and Setothosea asigna van
Eecke [Tiong ef al., 1977, 1979] with the presence of a
B Nudaurelia type virus [Reinganum et al., 1978].

Other Picornavirus type viruses were detected in Latoia
viridissima Holland in Cbte d’Ivoire [Fédiére ef al., 1981 ;
Fédiére, 1983]. Viruses of the Baculoviriss type (viruses of nuclear
polyhedrosis and granulosis), which are easier to identify because
they give rise to inclusion bodies, have been observed in various
other species, mostly in Limacodidaec such as Darna nararia
Moore in Sri Lanka [Smith ef al., 1954], Darna trima Moore in
Malaysia [Thomas ef al., 1973] and Natada pucara Dognin in
Colombia, South America [Genty ef al., 1978].

Since 1981, numerous diseases in other species and many
different diseases in the species mentioned above have been
observed in countries where the IRHO is present. These diseases
have been characterized by the INRA and ORSTOM (7) and the
results are given in table L.

Diseases have also been found in species such as Hiradi irava
Moore Hesperiidae in Indonesia, Zophopetes cerymica Hewitson
(another species of the same family in C6te d’Ivoire), and Natada
michorta Dyar a few months ago in Brazil.

(1) Communication presented at « 1987 International oil palm/palm oil
Conferences, Progress and prospects », 23-26 June 1987, Kuala Lumpur
(Malaysia).

(2) IRHO Consultant in Indonesia ; c/o IRHO-CIRAD ; 11, Square
Pétrarque, 75116 Paris (France).

(3) Director of the IRHO-CIRAD Entomology Division. B. P. 5035,
34032 Montpellier Cedex (France).

(4) ORSTOM, 213, rue Lafayette, 75480 Paris Cedex (France).

II. — MANIFESTATION OF VIRAL DISEASES
IN LIMACODIDAE IN INDONESIA

Most leaf-eating caterpillars attacking strongly palm trees in
Indonesia, particularly oil palm, are Limacodidae. Damage is
caused by five dominant species : Sefothosea asigna van Eecke,
Birthosea bisura Moore, Darna trima Moore, Setora nitens
Walker and Parasa lepida Cramer on coconut.

1. — Viral diseases in Sefothosea asigna van Eecke.

a) Disease symptomatology.
— « Milky » disease.

One of the characteristics of caterpillars infected with this
disease is a milky discharge.

Symptoms become evident through changes in behaviour : first
the caterpillar stops moving and feeding and integuments become
less shiny and whitish. An exudate sometimes occurs. The
integuments then tear, discharging a thick brownish liquid with
milky threads. Long milky white traces remain on the leaf. Inside
the caterpillar, the organs are completely disorganized, and the
alimentary canal is hypertrophied and whitish.

— « Deliquescent » disease.

Caterpillars can also be affected by a completely different series
of symptoms, which are generally observed in early stages of
development. The following symptoms are those of an infected
6th instar caterpillar.

External symptoms ;

The caterpillar stops feeding and remains motionless. The body
turns yellow around the ventral section and around the dorsal
patches, with lateral reddish-brown colouration and more or less
transparent sides revealing total deliquescence of internal tissues.
The caterpillat skin breaks open easily, releasing a yellowish
liquid.

Internal symptoms :

These symptoms were observed when healthy and infected 6th
instar caterpillars were dissected shortly after the disease occured.

e Diseased caterpillar : Abundant yellowish hemolymph.
Digestive system empty. No abundant fatty tissue. Deliquescent
intestine, nauseating odour with proliferation of bacteria if
disease is in advanced stage.

® Healthy caterpillar : Clear hemolymph. Dark brown
alimentary canal filled with plant matter. Large masses of fatty
tissue.

b) Identification of pathogens.

Two sets of symptoms, and thus two diseases, occur in infected
S. asigna caterpillars, which confirms the electron microscope
analysis.

— Caterpillars infected with « milky » disease.

S. asigna caterpillars at the end of their development (instars 7-
9) with the characteristic symptoms of milky disease were
examined by the INRA. (St-Christol-lez-Alés Station).

(5) ORSTOM Centre d’Adiopodoumé, B. P. 51, Abidjan 01 (Cote
d’Ivoire). !
(6) P. P, Marihat, P. O. Box. 37, Pematang Siantar, North Sumatra
(Indonesia). .
(7) IRHO : Institut de Recherches pour les Huiles et Oléagineux.
INRA : Institut National de la Recherche Agronomique.
ORSTOM : Institut Frangais de Recherches Scientifiques pour le Déve-
loppement en Coopération.
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Electron microscopy revealed the presence of polyhedral
inclusion bodies. After clarification, the inclusion bodies were
found to contain spherical viral particles of 60-70 nm embedded
in cavities (Fig. 1). These are Reoviruses characteristic of reovirosis
or cytoplasmic polyhedrosis. These. polyhedral inclusion bodies
develop in the cells of the mid-gut.

— Caterpillars infected with « deliquescent » disease.

The caterpillars were analyzed at the ORSTOM
Entomovirology Laboratory in Cote d’Ivoire.

Small icosahedral viral particles of 35 nm in diameter of the 8
Nudaurelia type were found (Fig. 2). This virus (diam. 35 nm,
density 1,275 g/cm?, capsid protein with a molecular weight of
60,800) had already been identified by Reinganum et a/. [1978] in
infected S. asigna caterpillars collected by Tiong during an
outbreak of this species in Sarawak (1976-77).

¢) Plantation observations.

The two viral diseases of S. asigna, cytoplasmic polyhedrosis
and B Nudaurelia type virosis, can be found on the same
plantation separately or together.

In 1980-81 (Aek Loba Estate, SOCFINDOQO), a cytoplasmic
polyhedrosis, although not frequent, was found together with
caterpillars showing symptoms of the 8 Nudaurelia type disease,
though it is not possible to say whether the two diseases were
associated. However, the cytoplasmic polyhedrosis tended to be the
dominant disease in S. asigna caterpillar populations of the last
instars on E. guineensis X E. oleifera hybrids, whereas this
disease was almost nonexistent on E. guineensis.

On the other hand, the same cytoplasmic polyhedrosis
discovered in 1985 in North Sumatra (Marihat Station), was not
found together with any other disease.

This cytoplasmic polyhedrosis was enough to wipe out a
residual population of S. asigna caterpillars at Marihat, as well as
a population found on hybrids at Aek Loba. Nonetheless, on
blocks with very severe caterpillar outbreaks, this disease does not
seem to have a very marked natural impact. On the other hand,
the second disease with very small viruses seems far more virulent,
particularly on young stages. Entire colonies or the total
population, with 150 to 200 caterpillars per frond, can be
destroyed naturally, with the dead larvae sticking to the underside
of the leaflets. Without experiments, however, it is difficult to
gauge the impact of this type of action.

d) Initial experiments.
— Cytoplasmic polyhedrosis.

Using the unprocessed body fluids of infected caterpillars,
which may have contained small quantities of another virus,
known S. asigna populations of the 3rd to 5th instar found on
young crops were treated using manual sprayers with a 4 p. 100
mixture of master solution containing 50 g of dead caterpillars in
250 ml of water.

After 8 days, mortality observed in three replications (200
caterpillars per replication) was 84 p. 100, 88 p. 100 and
89 p. 100, whereas in a control group, mortality was 23 p. 100,
or at most, 41 p. 100 (Fig. 3). After 15 days, cumulative mortality
in the treated plots reached 95-100 p. 100.

— B Nudaurelia virosis.

In 1980-81, S. asigna caterpillars with symptoms of this disease
were collected, blended and passed through a coarse filter. The
viral solution obtained was immediately used to spray 40 hectares
of highly infested young crops which had just started to bear. The
results were spectacular : the caterpillar population was totally
eradicated within 10 days. On the other hand, treatments using
dead caterpillars collected afterwards gave less satisfactory results.
It should, however, be noted that the master solution was stored
under very poor conditions for several months.

These results may be compared with those recorded by Tiong
[1981] who speaks of « erratic » results after the use of a viral
solution based on infected S. asigna caterpillars whose pathogenic
agent was also a 8 Nudaurelia type virus. This virus is effective,
but it seems that its pathogenic capacity is greatly affected by
storage conditions.

Our information indicates that the 8 Nudaurelia virus disease is
far more widely distributed than cytoplasmic polyhedrosis. Now
that the symptoms are.known and the viral particles identified,
studies currently in progress at Marihat should make it possible to
assess the potential of these pathogens either individually or in
association, using purified material.
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2. — Yiral diseases in Darna trima Moore caterpillars.

a) Disease symptomatology.

During the various phases of the disease, external symptoms are
similar to those of the « milky » disease in S. asigna, but the
exuded thick liquid is greyish beige in colour. Moreover, the body
of the caterpillar does not take on the milky white appearance
characteristic of cytoplasmic polyhedrosis.

b) Identification of pathogens.

The pathogens were identified using a batch of infected
caterpillars whose symptoms had not been categorized ; the
various types of viral particles observed may or may not be
associated.

After the infected caterpillars collected had been blended,
centrifuged and examined under an electron microscope, a string
of small 35 nm icosahedral particles was observed (Fig. 4). Whilst
these were § Nudaurelia type viruses, smaller particles, most
probably Picornaviruses and some Baculoviruses, were also
found.

The infected Darna trima caterpillars thus contained three types
of viral particles (INRA, St Christol-les-Alés Laboratory).

Tiong and Munroe [1975] observed an identical type of disease in
Sarawak, which Tinsley [1976] reported as a granulosis and a
mixture of small RNA non-occluded viruses. Reinganum ef al.
[1978] identified the latter in 1978 as a small isometric virus (dia.
35 nm, density 1,289 g/cm?, made up of a single protein with a
molecular weight of 62,100) whose physicochemical characteristics
were thus those of a 8 Nudaurelia type virus.

Wood [1968] recorded an epizootic in D. frima on the Malay
peninsula. The diagnosis made by Thomas and Poinar [1973] was
that this was a granulosis.

Likewise, a disease with a small non-occluded virus which
appears to be very similar was detected by Wikardi [1984] in
Darna catenatus which attacks coconut in Sulawesi, Indonesia.

¢) Plantation observations.

Epizootic diseases were observed in South Sumatra in 1980 and
East Kalimantan in 1986 with a natural incidence of up to
24 p. 100.

d) Experiments.

Experiments carried out on this species by Tiong and Munroe
[1975] are well known and their results show that the viral
solution is very effective (mortality : 100 p. 100).

3. — Viral disease in Birthosea bisura Moore.

a) Disease symptomatology.

Initially, the caterpillar turns increasingly yellowish, whilst the
median stripe and patches become less bluish and more diffuse.
Very quickly the whole body of the caterpillar turns reddish. The
disease develops rapidly and the young caterpillars die within 4-
5 days.

b) Identification of Birthosea bisura Moore pathogens.

Despite the limited material available, the pathogen was
purified and isolated (INRA, laboratory, St-Christol-lez-Al¢s).
Some viral particles were found, all with a diameter of 35 nm and
of the 8 Nudaurelia virus type.

¢) Disease observations on plantations.

Infected caterpillars were found in South Sumatra, but less than
1 p. 100 of the population was affected on the day of observation.

4. — Research into diseases in Setora nitens Walker.

Search for infected caterpillars.

Despite intensive efforts to find infected caterpillars on oil
palms or coconuts in Sumatra, Java and Kalimantan, from either
endemic populations or infestations, no viral disease was found
fort this species.

The only record of a disease was in Sabah [Syed, 1970] in the
Kudat 'région. This epizootic apparently destroyed 60 p. 100 of
the caterpillars. Greenwood and Moore [1982] indicated the
presence of 8 Nudaurelia particles.
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S. — Viral diseases in Parasa lepida Cramer (Limaco-
didae which attack coconuts).

a) Disease symptomatology.

It was possible to follow the development of the disease by
using artificially infected caterpillars in the final instar of their
development :

— they stopped feeding and stopped moving ;

— they became lighter in colour and yellowish, then took on a
milky appearance. The caterpillars then turned darker, with anal
and buccal discharges.

b) Identification of pathogens.

Two sorts of viral particles were detected using an electron
microscope (INRA, St-Christol-lez-Alés) :

— small icosahedral particles of about 35 nm of 8 Nudaurelia
type ;

— large ovoid granules of heterogeneous size with rod-like
virions about 200 nm long X 40 nm wide.

The disease affecting Parasa lepida thus results from a double
infection by a Baculovirus which causes granulosis and a small
virus of the 8 Nudaurelia type.

¢) Observations on plantations.

The gregariousness of the species throughout its development
means that entire populations can be contamined over the whole
of a frond or palm tree. Natural incidence of the disease in the
field on a population in Lampung in South Sumatra can vary
from a few per cent to 100 p. 100. An average value of 20 p. 100
per batch was generally found. However, once the disease has set
in, the Parasa population gradually disappears with subsequent
generations as all the colonies become infected.

d) Experiments.

Spraying colonies on isolated coconuts using 1 ml of master
solution to 100 mi of water gave the following results (Fig. 5).

— For instar II, mortality is 78 p. 100 after 3 days and 100 p.
100 by the 6th day. In the case of instar VI, mortality is 4 p. 100
by day 3, 87 p. 100 by day 7, and 100 p. 100 at 12 days.

— In the case of artificial reinfestation, i.e. placing larvae on a
palm where larvae died 3 months before and where dead bodies
remain, 100 p. 100 mortality was obtained for instar II only at
12 days. :

" — For the control larvae at instar II, mortality after 12 days
was only 18 p. 100.

IIx. — PROSPECTS

1. — Initial use of viruses on the population.

The first trial using a Limacodidae (Sibine fusca) viral solution
in mistblowers was carried out in 1975 on a few trees in Colombia
(South America) with 10-20 g of blended filtered larvae to 501
water ; a mortality of 94-97 p. 100 was obtained using 21 of
solution per tree.

Full-scale industrial treatment against Sibine fusca was then
carried out over an area of several hundred hectares using an
aircraft equipped with a Micronair system. With only 20 | of
solution/ha, almost 100 p. 100 mortality was obtained. However,
if this treatment is to be effective, it must be carried out during
the early stages of caterpillar development, as mortality does not
occur until day 20 [Genty, Mariau, 1975].

Treatments against Darna frima were also successful in 1975 in
Sarawak (Malaysia). Several dozen hectares of 3-year old oil
palms were sprayed using 50 ml of fresh concentrated viral
solution inoculum to 100 I of water, resulting in 100 p. 100
mortality over a period of 8-24 days [Tiong ef al., 1977].

In 1984 in West Africa, Latoia viridissima found on 4-5 metre
high oil palms were treated from the ground using a mistblower
with a Picornavirus suspension equivalent to 425, 1,900 and
3,700 g of diseased caterpillars per hectare. One week after
application, mortality was 11, 44 and 61 p. 100 respectively. A
fortnight later, however, mortality was the same on all the plots,
including the control plots.

In 1985, Casphalia extranea 10-hectare blocks were treated by
helicopter with a Densovirus solution prepared with 50 or 100
dead caterpillars per hectare. This treatment gave a mortality of
72 and 81 p. 100 5 days later, whereas it was only 28 p. 100 on
the control [Fédiére ef al., 1984, 1986].
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2. — Microbiological pest control possibilities.

Throughout the oil palm and coconut growing zone, specta-
cular epizootics have been detected in several Limacodidae
and in several other pests, in particular Hesperiidae and
Psychidae. At present useful viruses whose strains have been
conserved have been discovered for three species of Limacodidae
in South America, but diseases have been observed in numerous
other species (three species of Limacodidae and one species of
Hesperiidae in West Africa, and about ten species of Limacodidae
in Southeast Asia).

Over half the pathogens found are small viruses (Densoviruses,
Picornaviruses, 8 Nudaurelia), the rest being divided between
nuclear polyhedrosis and granulosis Baculoviruses and
cytoplasmic polyhedrosis Reoviruses. Very frequently these
viruses are associated in the same species, which makes it
impossible to know which virus is the real cause of the disease and
whether synergism occurs.

The various categories of virus thus constitute a significant
potential, and offer wide prospects for the more effective use of
such germs to protect palm trees.

The amplitude of the epizootic diseases observed in some
species (Sibine fusca, Darna irima, Setothosea asigna, Latoia
viridissima) led to the idea of using them on a large scale basis,
particularly in view of the strict specificity of each species. From
the first applications, the results obtained were very good, which
clearly shows that this type of microbiological pest control is
possible.

CONCLUSION

In Indonesia, attacks on the oil palm and coconut, mainly by
Limacodidae caterpillars, affect more than 100,000 ha per year,
which generally leads to severe losses in yields if no treatment is
given. The surface areas treated against phyllophagous caterpillars
are also extensive in Africa and South America.

The organophosphate, pyrethroid and carbamate insecticides
currently applied are effective but very expensive, and their
intensive use often leads to a need for higher rates to overcome
resistance phenomena.

Moreover, despite the precautions taken (warning networks,
limiting to a minimum the surface areas treated), predators and
parasitoids are gradually eliminated, since the surface areas to be
treated are so great that the strict periods assigned for treatment
are not complied with. It is therefore important to return to a
more balanced situation by using natural factors, such as
entomopathogenic viruses, to limit caterpillar outbreaks. These
viruses offer outstanding economic advantages, as they cut
treatment costs and reduce disruption to the environment by
preserving natural enemies.

Judging from already known results concerning Limacodidae,
the use of viruses as a biological insecticide is possible. Despite
spectacular results achieved with viral solutions prepared using
rudimentary methods, treatments of this type have not been
continued because of constraints linked to specificity, production,
and application methods, and because the harmlessness of viral
preparations on vertebrates needs to be assessed.

This is the purpose of the study programme which the IRHO
and ORSTOM and INRA are beginning to develop with projects
to: .

— collect viral diseases, and identify the pathogenic material ;

— obtain a fuller understanding of the viruses and the biology
of their hosts ;

— select strains on the basis of their pathogenic capacity ;

— estimate potential use and specificity, and analyze ranges of
hosts ;

— carry out experimental applications in the field and in the
laboratory to test infestation rate, remanence of pathogenic
capacity, germ dispersion, resistance to external agents and
treatment methods ;

— test pathogenicity with regard to vertebrates.

The widespread use of viruses found in oil palm leaf-eating
caterpillars has considerable potential, but industrial-scale
production will, in some cases, involve the creation of a
production unit using a host insect or cultured cells of insects. In
other cases however, unsophisticated plantation-scale production
could be set up.

This biotechnology could provide growers with an alternative to
chemical pesticides, preventing defoliation and yield losses
without the danger of causing environmental imbalance. (]




