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Introduction générale

Les maladies a transmission vectorielles figurent parmi les principales causes de la
morbidité et la mortalité pour I’homme et pour les animaux. Leur impact sur la santé publique
et I'économie est considérable. La maitrise de ces pathologies requiert une connaissance
approfondie des vecteurs qui les transmettent.

Les vecteurs sont des arthropodes qui ont la capacité de transmettre des maladies
infectieuses d'un hoéte a un autre, qu'il s'agisse d'animaux ou d'’humains. Il s'agit souvent
d'insectes hématophages qui ingérent des micro-organismes pathogénes tels que des bactéries,
des parasites ou des virus lorsqu'ils se nourrissent de sang d'un hote infecté. Par la suite, ces
micro-organismes sont réinjectés dans un nouvel héte lors du prochain repas sanguin. Parmi

ces vecteurs, les moustiques sont les mieux étudiés (OMS, 2012).

Les moustiques sont des insectes présents dans presque tous les types de climats a
travers le monde, des régions arctiques aux tropiques. lls ont la capacité de survivre aux
hivers rigoureux et aux saisons séches, en fonction de leur habitat. Selon I'espéce, ils peuvent
se reproduire dans diverses sources d'eau, allant des flaques fortement polluées aux eaux
propres, des petites accumulations d'eau dans des récipients en étain aux étangs et aux
ruisseaux. Leur capacité d'adaptation est remarquable, Parmi les maladies transmises par les
moustiques a I'nomme, le paludisme (ou malaria) occupe une place prépondérante. Cette
maladie touche environ 500 millions de personnes dans le monde et provoque plus d'un
million de déces humains chaque année. L'Anopheles Gambie est le principal vecteur du
paludisme (Lalami et al.,, 2009). D'autres maladies transmises par les moustiques
comprennent la fievre jaune, la dengue (qui provoque des fievres hémorragiques) avec plus de
30 000 déces par an (Boyer, 2006), des arboviroses (causant des hémorragies et des méningo-
encéphalites), des filarioses lymphatiques (infections sanguines), divers virus (causant des
symptémes grippaux), la maladie de Lyme, le Chikungunya et méme la peste porcine. Ces
maladies concernent également les animaux, tels que la myxomatose (Schaffner, 2004 ;
Himmi, 2007).

La lutte contre ces maladies représente un défi majeur de nos jours. D'une part, il est
crucial de comprendre les mécanismes de transmission de la maladie afin de pouvoir controler
efficacement. Cependant, en raison de leur mode de propagation indirecte, cela s'avere

généralement trés complexe (Pichard, 2008).

Malheureusement, l'utilisation de pesticides chimiques a entrainé des conséquences

néfastes sur I'environnement, telles que la pollution de I'eau, la présence de résidus toxiques
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dans les aliments et les effets sur la santé humaine. De plus, elle a réduit le potentiel
biologique en entrainant une augmentation de la résistance aux insecticides et en pouvant étre
toxique pour les prédateurs naturels. C'est pourquoi I'approche biologique est couramment
employée pour lutter efficacement contre les principaux arthropodes nuisibles dans les
cultures en serre. La lutte biologique repose sur l'utilisation d'organismes vivants pour réduire
la densité de population ou I'impact d'un organisme ciblé, le rendant ainsi moins abondant ou

moins nuisible que s'il était laisseé sans intervention (Eisenberg et al., 2001).

Plus de 500 espéces de champignons ont été identifiées comme ayant le potentiel
d'étre utilisées comme agents de lutte biologique contre les insectes nuisibles (Sternes et al.,
1993). La plupart voire toutes, ces espéces de champignons entomopathogénes ont un cycle
de vie qui est en synchronisation avec les étapes d'infection de I'hdte ainsi qu'avec les
conditions environnementales. Parmi les champignons entomopathogénes étudiés, de
nombreuses espéces appartiennent a la classe des Zygomycetes, plus précisément a I'ordre des
Entomophthorales. Ces champignons sont connus pour leur capacité a causer des infections
chez les insectes et sont donc particuliérement intéressants pour les pathologistes en raison de
leur fort potentiel dans le contrdle biologique des ravageurs (Samson et al., 1988).

Contrairement a d'autres microorganismes, les champignons entomopathogenes ont la
capacité de pénétrer a I'intérieur de l'insecte et d'affecter individuellement leur hote (Lacey et
al., 1996).

Selon les recherches mycologiques, notamment celles se concentrant sur des
champignons tels que Beauveria bassiana, Verticillium lecanii et divers autres spécimens,
leur potentiel prometteur a été mis en évidence. En tant que champignons pour le controle
biologique (Wright et al., 2007), B. bassiana et V. lecanii sont largement reconnus comme
des agents de biocontréle virulents efficaces contre diverses cultures, foréts et organismes
nuisibles domestiques. Ces champignons ont par ailleurs fait la preuve de leur efficacité dans
des contextes diversifiés, incluant les écosystemes arides, les secteurs agricoles ainsi que les

environnements forestiers. (Druart, 2017).
Dans ce contexte, nous avons réalisé notre travail dont les objectifs visent a :

v Evalué I’effet entomopathogéne des champignons sur les stades aquatique de I’espéce
Culex pipiens.
v' Evaluer la prépondérance des champignons entomopathogénes dans la régulation des
effectifs des insectes.
v'Identifier les caractéres généraux des champignons entomopathogenes.
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v" Signaler les especes les plus utilisées dans la lutte biologique.
Ce contexte est composé d'une introduction et trois partie et une conclusion.

La premiére partie est consacré aux données bibliographiques sur Les maladies a
transmission vectorielle et le moustique domestique Culex pipiens ainsi que les champignons
entomopathogénes (Metarhizium anisopliae, Verticilium lecanii et Beauveria bassiana) et les
moyens de lutte contre les moustiques

La seconde partie présente I’ensemble du matériel et les différentes méthodes utilisées,
La troisieme partie presente les résultats et les discussions de chaque partie étudiée a savoir
I’isolement et caractérisation de souches entomopathogenes locales, toxicité de ces dernicres
sur les stades aquatiques de Culex pipiens, symptomatologie.

Enfin, ce travail est cloturé par une conclusion générale et la mise en évidence des

perspectives de recherche.
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I. Les moyens de lutte Contre les moustiques
I.1. Les maladies a transmission vectorielle

Les maladies a transmission vectorielle sont des affections dans lesquelles un agent
pathogene, tel qu'un virus, une bactérie ou un parasite, est transmis d'un individu infecté (un
hote vertébré, qu'il s'agisse d'un humain ou d'un animal) a un autre par le biais d'un arthropode
hématophage, comme un insecte ou une tique. Ces maladies, parmi lesquelles figurent le
paludisme et la dengue chez I'humain, ont un impact considérable sur la santé a I'échelle
mondiale. En effet, elles sont particulierement sensibles aux changements écologiques qui
peuvent altérer la répartition des pathogénes et/ou des vecteurs, favorisant ainsi la propagation
de la maladie (OMS, 2004).

1.1.1. Le Vecteur

Les trois définitions susmentionnées proviennent de I'ouvrage de référence (Robert,
2017). Selon ce dernier, un vecteur se réféere a tout organisme impliqué dans la transmission
d'un agent infectieux, ou a tout arthropode qui assure activement la transmission d'un agent
infectieux. De plus, il englobe également tout arthropode hématophage qui joue un réle actif

dans la transmission biologique d'un agent pathogene d'un vertébré a un autre.

Cependant, cette transmission peut simplement étre mécanique, sans que le pathogene
ne subisse de transformation dans le vecteur. Le r6le du vecteur se limite alors a celui d'une
seringue volante. Ce sont les parties buccales du vecteur, contaminées lors d'un repas de sang
interrompu sur un hoéte infecté, qui transférent le pathogene a un hote sain. Pour cela, le délai
entre les deux hotes doit généralement étre trés court afin que le pathogéne reste viable. Ces
conditions nécessitent des circonstances particuliéres, telles qu'une forte concentration d'hotes

potentiels et de vecteurs dans les mémes endroits.

La plupart du temps, la transmission est qualifiée de biologique. L'agent pathogene
subit un cycle a l'intérieur du vecteur, au cours duquel il peut se multiplier, passer par des
stades de reproduction asexuée appelés schizogonie, ou des stades de reproduction sexuée
appelés sporogonie. Finalement, le pathogéne se retrouve dans un stade infectieux, prét a
infecter un héte sain lors du prochain repas sanguin du vecteur. On peut citer par exemple le
cycle du Plasmodium, l'agent responsable du paludisme, chez son vecteur I'anophéle. Ou
encore le cycle du trypanosome chez la glossine ou mouche tsé-tsé, ainsi que celui des filaires

chez les simulies, les taons ou les moustiques (Duvallet, 2006).
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1.1.2. Mode de transmission de I’agent pathogéne

Chez les vertébres, les vecteurs s’infectent en prélevant un agent pathogéne sur un
hote infecté lors de la prise d’un repas sanguin: on parle d’hématophage. Les agents
pathogénes utilisent divers modes de transmission pour infecter de nouveaux hotes, parmi

lesquels les plus courants sont les suivants :

v" Injection de salive lors d'une nouvelle pigdre : certains moustiques transmettent des
virus et la glossine (ou mouche tsé-tse) transmettent le parasite responsable de la
maladie du sommeil par le biais de leur salive lorsqu'ils piquent.

v Déjections : par exemple, le parasite responsable de la maladie de Chagas est transmis
par les déjections de certains insectes.

v Régurgitation : les puces transmettent la bactérie responsable de la peste (Yersinia

pestis) lorsqu'elles régurgitent. (Johanna, 2018).

1.1.3. Le systeme vectoriel

Afin que la transmission vectorielle d'un agent infectieux puisse s'effectuer, il est
essentiel que les hotes, les vecteurs et les agents infectieux interagissent au sein d'un
environnement propice, comme mentionné par Reisen (2010). Ces trois acteurs, a savoir les
hotes, les vecteurs et les agents infectieux, constituent la triade vectorielle. De plus, cette
triade, en conjonction avec l'environnement dans lequel elle évolue et I'ensemble des
interactions entre les acteurs et l'environnement, forme le systéme vectoriel dans son

ensemble, comme illustré dans la Figure 01.
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Environnement

Figure 1: Une représentation graphique est présentée, dépeignant de maniere explicite un
schéma représentatif d'un systeme vectoriel (Reisen, 2010).

Les systemes vectoriels sont influencés par divers facteurs.
Divers facteurs sont susceptibles d'exercer une influence sur le cycle épidémiologique d'une

maladie a transmission vectorielle en affectant I'un ou plusieurs des éléments essentiels du

cycle, notamment l'agent pathogéne, le vecteur ou I'héte.

Facteurs
anthropigques

Facteurs biotiques

Hoéte vertébré
infecte

Hote vertébré Systéeme WVecteur sain
sain vectoriel

Facteurs non

biologiques Facteurs abiotiques

——— Transmission du pathogéne au cours d’un repas sanguin

Figure 2: Les éléments qui exercent une influence sur un systeme vectoriel (Amandine,
2008).
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La figure illustre de maniéere explicite comment les différents acteurs d'un systeme
vectoriel sont soumis a l'influence de facteurs biologiques. Parmi ces facteurs, il convient de

souligner :

Les facteurs biotiques : Les activités humaines, la prédation et la compétition entre

especes exercent une influence sur I'abondance des populations de vecteurs et d'hotes.

Les facteurs abiotiques : Le climat, incluant des parametres tels que la température,
I'hnumidité et les précipitations, joue un réle essentiel dans la survie, lI'abondance et la

reproduction des vecteurs, ainsi que dans la durée d'incubation des agents pathogénes.

Il est également important de souligner que des facteurs non biologiques exercent une
influence significative sur le systéeme vectoriel, comme relevé par Randolph (2003). Parmi
ces facteurs, on peut mentionner les voyages, les transports, le commerce, les comportements
humains, l'occupation du territoire, les conditions socio-économiques et politiques, ainsi que

les activités de santé publique.

Par conséquent, toute modification de ces facteurs peut avoir des répercussions
positives ou négatives sur le cycle de transmission d'un agent pathogene au sein d'un systeme
vectoriel. Concernant spécifiqguement le vecteur, tous les facteurs mentionnés précédemment
peuvent influencer I'abondance de sa population, ses préférences écologiques et trophiques, sa

longévité, sa reproduction et sa dispersion géographique (Gubler et al., 2001).

Dans le contexte de la transmission vectorielle, une grande diversité d'agents
infectieux peut étre transmise, tels que des virus, des bactéries, des protozoaires et des
métazoaires. Bien que ces agents soient toujours infectieux, ils ne sont pas toujours
pathogénes. Certains "parasites" sont remarquablement bien tolérés par leurs hétes transmis,
qui ne présentent aucun signe ni symptéme de la maladie. Les hétes peuvent étre des humains
ou des animaux, parfois méme les deux dans le cas des zoonoses. La liste des maladies
humaines qui se transmettent par vecteur est considérable. Un apercu de ces maladies est

présenté dans le tableau. 01 :
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Tableau 1: Les principales maladies a transmission vectorielle avec leurs principales
caractéristiques (Kimberly et al., 2020).

L’agent | Le mode De
Le vecteur La maladie | Pathoge | Contaminati Les Symptdmes
ne on
La fiévre ;
. La myalgie (surtout dans le dos) ;
Moustiques .y . . . Y g (_ )
Fievre jaune | Virus Pigdre Les frissons ;
Genre Aedes A
Les maux de téte.
. La fiévre, des frissons, des sueurs,
Moustiques A .
Des maux de téte, des nauseées et des
Femelles . : o .
Anopheles Malaria Parasites | Pigdre vomissements, des douleurs corporelles et
P un malaise géneral.
Les maux de téte ;
Moustiques | Encéphalite . . La fievre ;
. Virus Piqure .
Genre Culex | Japonaise Des vomissements.
La fiévre, des céphalées,
Une asthénie, des douleurs, des nausées,
. . . des vomissements et, a 1’occasion, une
Moustiques Fievre a sruntion cutanée
Genre Culex | West Nile Virus Piqdre P . :
(Sur le tronc) et une adénopathie
(gonflement des ganglions).
La leishmaniose viscérale :
Caracteérise par des acces de fievres
irrégulieres,
Une perte de poids,
Une hépatomégalie,
Une splénomégalie et une anémie.
La leishmaniose cutanée : de lésions
. Leishmaniose | Parasite | Piqlre cutanées et
Phlébotomes y 1« ) .
D’ulceres, soumettant la personne infectée
ades
Cicatrices permanentes.
La leishmaniose cutanée : entraine une
Destruction partielle ou compléte des
muqueuses du
Nez, De la bouche et de la gorge.
Fiévre, de frissons, de maux de téte, de
fatigue
Et de douleurs musculaires et articulaires.
Les tiques La maladie de | Bactérie Pigiire L'infection
g Lyme Borrelia g Peut s'étendre aux articulations, au coeur et
au
Systeme nerveux central, provoquant de
I'arthrite.
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sl\:l)?r:?rc]t?ldu La fiévr(_e, I'nypertrophie des ganglions
La mouche (trypanosomia | Parasite | Pigdre lymphatiques
Tsé-tsé .y Et les douleurs articulaires.
se africaine)
La Un éléphantiasis des membres ;
Moustiques Filariose Parasite | Pigdre Ou a une hydroceéle ;
Culex lymphatique Un lympheedéme.

1.2. Les moustiques

Les moustiques sont largement reconnus comme étant les principaux vecteurs de
maladies. En plus d'étre une source de nuisance avec leurs piqdres douloureuses et génantes,
ils jouent également un rdle essentiel dans la transmission de maladies parasitaires
(Carnevale et Robert, 2009).

1.2.1. Culex pipiens

Le Culex pipiens, désigné sous le nom de maringouin, représente une espece de
moustique faisant partie de la famille des Culicidae. Les Culicidés, insectes ailés
holométaboles, font partie du phylum Insecta et Arthropoda. Ces derniers présentent trois
paires d'appendices locomoteurs. Etant classés dans l'ordre des Diptéres, ils sont munis d'une
unique paire d'ailes mésothoraciques, tandis que la deuxiéme paire se transforme en haltéres
(Aouati, 2016).

La classification des moustiques englobe prés de 3200 especes et environ 40 genres,
qui se trouvent largement réparties dans pratiquement toutes les régions du globe (Coutin,
1988). lIs résident a la fois dans des milieux naturels et urbains (Fondje et al., 1992). La
famille des moustiques est subdivisée en trois sous-familles : les Toxorhynchitinae, la sous-

famille des Anopheles et la sous-famille des Culicidae (Brunhes et al., 1999).

Le Culex pipiens est une espéce variée et abondante pendant les saisons estivales et
automnales. Les femelles adultes se réfugient dans des caves, des écuries, des terriers et
d'autres abris naturels pour hiberner. Elles déposent leurs ceufs a la surface de I'eau, avec une
moyenne de 240 a 340 ceufs par récipient, dont environ 30 a 40 sont spontanés. Les larves se
développent dans des eaux fortement contaminées par des matiéres organiques, telles que les
fosses septiques, les mares improvisées en périphérie des villes, etc. Elles peuvent également
étre présentes dans les habitations ou de I'eau propre est disponible. Les femelles piquent les

animaux a sang chaud, en particulier pendant la nuit, et se nourrissent également a l'intérieur
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des habitations. Cette espece joue le rdle de vecteur pour des virus tels que le virus du Nil

occidental et le Plasmodium aviaire, et est sensible au virus du tahini (Schaffner et al., 2001).

Mesonotum

Spiracle anténicur

Antennes

Sermite 1}

Tibia

Pazttes
antéricures

Pattes
Moy ennes

Pattes
posicnicurces

Figure 3: Morphologie du Culex pipiens (Boukraa, 2010).

Selon Brunhes et al., 1999, I’espéce Culex pipiens est classee comme suit :

Tableau 2: La classification de Culex pipiens (Brunhes et al., 1999).

Régne Animalia
Sous-régne Metazoa
Embranchement Arthropoda
Sous-embranchement Hexapoda

Classe Insecta

Sous-classe Pterygota
Sous-ordre Nematocera
Famille Culicidae

Genre Culex (Linng,1758)

1.2.2. Distribution géographique et habitat du Culex pipiens

Le Culex pipiens est largement utilisé dans les régions tempérées d'Afrique, d'Europe,
d'Asie, d’Ameérique et d'Australie (Farajollali et al., 2015). En Algerie, il est I'espece de
moustique la plus courante, présente dans de nombreux endroits, en particulier en milieu
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urbain (Berchi et al., 2012). La répartition des moustiques est activée par leurs habitats
larvaires respectifs : les moustiques anopheles, qui se développent dans les zones cdtieres,
préférent les eaux salées ou saumatres. Les moustiques Aedes, quant a eux, préferent les eaux
douces des rivieres. Le Culex pipiens se développe dans des eaux claires et propres, tandis
que le Culex pipiens peut se developper dans des eaux polluées, comme les égouts ou les
regards (Rodhaine et Perez, 1995).

1.2.3. Alimentation du culex

Les femelles moustiques se nourrissent principalement de sang, ce repas sanguin étant
essentiel pour la ponte des ceufs, tandis que Les individus males se sustentent en se
nourrissant de la seéve des végétaux. Les larves se nourrissent de débris organiques et
d'organismes microscopiques tels que les algues et les bactéries. A I'aide des mouvements de
leur bouche, elles créent suffisamment de courant pour absorber ces éléments. Différentes
especes de moustiques se distinguent par leurs préférences alimentaires : zoophiles (piquant
les animaux), anthropophiles (piquant les humains), zoo-anthropotropes (piquant les animaux
et les humains), exotropes (piquant a I'extérieur) ou endophiles (piquant a l'intérieur des
habitations) (Himmi, 2007).

1.2.4. Les Stades biologiques des moustiques

Euf : Aprés avoir pris un repas sanguin, la femelle adulte du moustique pond entre 50 et 300
ceufs lors d'une seule ponte, généralement dans un délai d'un ou deux jours. Tout au long de
son existence, elle est capable de déposer individuellement jusqu'a 800 a 1000 ceufs. Ces ceufs
sont soigneusement déposés a la surface de I'eau et elles sont libérés de flotteurs de chaque

coté. Ils ne peuvent pas survivre en cas de sécheresse et éclosent en 2 a 3 jours.

Larve : Chaque ceuf donne naissance a une larve qui flotte pres de Afin de satisfaire ses
besoins respiratoires, elle se maintient a la surface de I'eau. Elle se nourrit des particules
présentes dans ce milieu aqueux. Au stade initial, la larve présente une taille d'environ 1 mm,
mais elle connait trois mues successives avant d'atteindre une taille d'environ 5 mm lors de sa
quatrieme phase de développement. Les larves peuvent étre observées dans divers habitats,
mais la majorité des espéces privilégient les eaux claires et non polluées. Une fois qu'elles

atteignent le quatriéme stade, les larves se transforment en nymphes.

Nymphe : La nymphe présente une forme en virgule lorsqu'elle se manifeste de cété. Comme
la larve, la nymphe doit remonter régulierement a la surface de I'eau pour respirer grace a des

trompettes respiratoires placées sur son céphalothorax. Apres quelques jours, les moustiques
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adultes émergent du stade nymphal. En général, Le cycle entier du moustique, depuis

I'éclosion de I'ceuf jusqu'a 1'émergence de I'adulte, s'étend sur une période allant de 9 a 20

jours.

> /_,( \l \ | ’ (

—_— &% n 4

\q .’\‘ e | é ,/ C\

’: ™\ /f‘ Lf! \

A [
y / \
Euf  Larve Nymphe  Moustique adulte

Figure 4: Les Stades biologiques des moustiques (Clements, 1999).

L’adulte : Le moustique adulte est un insecte de taille mince et allongée, entre 5 et 10 mm de
long. Il présente généralement une couleur brun clair et est dotée de pattes longues et fines
(Blenghien, 2007). Son corps se compose de trois parties bien définies : la téte, le thorax et
I'abdomen (Rodhain et Perez, 1985).

1.2.5. Le processus de développement des moustiques

Le cycle de développement des moustiques se caractérise par une métamorphose

compléte (holométabole), se déroulant en deux phases bien différenciées :

La premicre phase, appelée phase aquatique, englobe 1'éclosion de 1'ceuf, les différents

stades larvaires et la période de nymphe.

La seconde phase, nommée phase aérienne, concerne I'émergence de l'adulte,

également connu sous le nom d'imago, qui posséde des ailes fonctionnelles.

La phase aquatique du développement des moustiques se déroule selon une séquence
précise : peu de temps aprés la fécondation, les ceufs de Culex pipiens sont deposes
perpendiculairement a la surface de I'eau, formant une structure en forme de nacelle, comme
décrit par Benkalfate (1991). Apres I'éclosion des ceufs, les larves se forment et traversent
quatre stades distincts, separés par trois mues successives. La durée de cette phase larvaire
varie en fonction de I'espéce de moustique, de la température ambiante, de la densité des

larves et de la disponibilité de Nourriture. Aprés environ six a dix jours, voire plus, la
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guatrieme mue marque le passage a la phase de nymphe, également connue sous le nhom de
nymphose. Cette étape dure généralement de 1 a 3 jours, pendant laquelle la nymphe ne se
nourrit pas, conformément aux observations de Himmi et al., (1995). A la fin de cette
période, la nymphe s'étire, son exosquelette se fend dorsalement, et progressivement, le
moustique adulte émerge de I'exuvie dans un processus connu sous le nom d'‘émergence.
(Rodhain et Perez, 1985).

La phase aérienne du développement des moustiques se déroule de la maniére suivante
: une fois éclos, les moustiques adultes demeurent a la surface de I'eau, ou ils gagnent en force
jusqu'a ce qu'ils soient capables de prendre leur envol et de rechercher leur source de
nourriture. (Bezzaoui, 2013). Deés leur émergence, aussi bien les méales que les femelles
s'alimentent en se nourrissant de nectar. Les males sont attirés par les fréquences sonores et
les phéromones émises par les femelles. Peu de temps apres leur émergence, I'accouplement a
lieu lors d'un vol en essaim a proximité des sites de reproduction des larves. (Leféver et al.,
2003).

ADULTES
e ol FEMELLE MALE
e S !
P ~~— U T ‘ N/
REPAS DE SANG 7 / /&\' :
@ i AN
+ | FEconpaTION N
© /

Figure 5: Cycle du développement de Culex pipiens (Guilaumot, 2005).

La femelle ne s'accouple qu'une seule fois au cours de sa vie (Darriet, 1998), Apres
I'accouplement, la femelle stocke les spermatozoides dans un organe spécialisé appelé la
spermathéque. Pour le développement de ses ovaires et la maturation des follicules, la femelle

a besoin de se nourrir de sang en prenant un repas sanguin. (Thierry, 2011). Aprés la
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fécondation, la femelle recherche un site de ponte approprié pour assurer le développement de
ses larves. La ponte a géneralement lieu au crépuscule. En automne, les femelles cherchent un
abri ou elles peuvent passer plusieurs mois sans se nourrir, un phénoméne appelé diapause.
Pendant cette période, elles peuvent survivre en utilisant les réserves lipidiques libérées a
partir des sucres végétaux. Au printemps, elles sortent de leur période de repos et

recommencent a se nourrir de sang. (Resseguier, 2011).

1.2.6. Facteurs influencent le développement des moustiques

Plusieurs facteurs influencent le développement des moustiques. 1ls ont une préférence
pour les températures chaudes, bien que celles-ci ne doivent pas étre excessivement élevées.
On a observé que les ceufs ne se transforment pas en larves en cas de temps froid, et ils
n'éclosent pas non plus lorsque la température dépasse les 30°C. La prolifération des
moustiques est favorisée par différents éléments essentiels tels que la température ambiante,
le pH de I'eau, la nature et I'abondance de la végétation aquatique, ainsi que la faune associée.
(Kpondjo, 2008).

1.2.7. Méthode de la lutte biologique

La lutte biologique par le recours a des micro-organismes entomopathogénes constitue une
méthode prometteuse en vue d'assurer une protection phytosanitaire efficace. Cette approche
exploite les agents microbiologiques naturellement présents dans les écosystemes, caractérisés
par leur diversité, leur capacité de dissémination, leur spécificité d'action et leur persistance

dans I'environnement. (Ahmed et Leather, 1994).

Les micro-organismes utilisés dans cette lutte microbiologique comprennent différentes
catégories taxonomiques, telles que les virus, les bactéries, les microchampignons, les
nématodes et les protozoaires. Jusqu'a présent, des milliers de micro-organismes
entomopathogenes et pathogéenes pour les mauvaises herbes ont été identifiés, dont plus d'une

centaine d'especes sont utilisées sur le terrain (Ignoffo et al., 1977).

En utilisant des micro-organismes comme agents de lutte biologique, il devient
possible de contrdler de maniéere spécifique et respectueuse de I'environnement les ravageurs
et les mauvaises herbes. Cette approche présente de nombreux avantages grace a la présence
naturelle des agents microbiologiques dans les écosystemes, favorisant leur dissémination

aisée et leur persistance a long terme (Pintureau, 2009).
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En résume, la lutte biologique qui fait appel aux micro-organismes entomopathogénes
se révele une alternative prometteuse pour garantir une protection phytosanitaire, en

exploitant les propriétés spécifiques efficaces de ces agents microbiologiques (Anes, 2011).
1.3. La classification des champignons

La classification établie par Hawksworth, Sutton et Ainsworth (1970),
ultérieurement modifiée par Kwon Chung et Bennett (1992), puis par De Hoog (1995), est
actuellement largement adoptée. Selon ces éminents chercheurs, les champignons sont
regroupés en quatre classes principales : les Ascomycetes, les Basidiomycétes, les
Deutéromycetes et les Zygomycetes.

Champignons microscopiques ou micromyceétes
Filaments mycéliens siphonnés=siphomycétes Filaments mycéliens cloisonnés =septomycétes
l Ascomycétes
Basidiomycétes
Zyzomy Deutéromycétes
Thalle levuriforme Thalle septé pas d’organes Thallc‘ scpté .com'flis
protecteurs des cellules prodgxtes al’interieur de
1 plia pycnides ou d’acervules
Blastomycétes Hyphomycétes Coelomycétes
Mucédinés il Dématié
Filaments Hyalins o Fi Mélani
(Claire ou incolores) (Brun foncé & noirs)

Figure 6: La systématique des champignons (selon Botton et al.,1990).

1.3.1. Les champignons entomopathogenes

Les champignons entomopathogenes désignent des agents pathogénes eucaryotes qui
ont la capacité d'infecter les insectes et de provoquer des maladies chez eux. lls font partie
intégrante des pathogenes d'insectes connus sous le nom d'entomopathogénes, comprenant
également les bactéries telles que Bacillus thuringiensis et B. sphériques, les protozoaires tels

que les Amoebidea, ainsi que les virus tels que I'Entomopox virus.
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Les champignons entomopathogenes se distinguent en tant qu'organismes eucaryotes
dotés de noyaux, d'organites bien définis et d'une paroi cellulaire composée de chitine. Leur
existence peut prendre forme de cellules individuelles, mais plus fréqguemment, elles se
manifestent sous la forme de filaments appelés hyphes, lesquels s'entremélent pour constituer
un réseau complexe nommé mycélium. Les cellules sont disposées le long de ces hyphes. La
reproduction des champignons entomopathogenes s'effectue par la formation de spores,

qu'elles soient de nature sexuée ou asexuée (Humber, 1997 ; Tzean et al., 1997).

1.3.1.1. Les deutéromycetes

Les deutéromycetes, également connus sous le nom de champignons imparfaits,
constituent une classe polyphylétique de champignons. Cette classe regroupe un grand
nombre d'especes d'intérét médical et utilisées dans la lutte biologique. Les deutéromycetes
sont trés diversifiés, se présentant sous forme unicellulaire ou sous forme de filaments septés.
Leur mode de reproduction asexuée se caractérise par la formation externe de spores, En
général, la reproduction des champignons entomopathogéenes s'effectue par bourgeonnement a
partir d'une cellule spécialisée connue sous le nom de cellule conidiogene. Ces organismes
produisent des spores asexuées, communément appelées conidies (Bedossa, 2002 ; Chabasse
et al., 2002).

1.3.1.2. Les hyphomyceétes

Les hyphomyceétes sont des champignons filamenteux, stériles ou produisent des
spores directement sur les hyphes ou sur des conidiophores simples ou agrégés sur deux types
d'opposition hyphomycetes : les hyalins ou clairs (hyalohyphomycétes) appartenant a la
famille des Mo niliaceae et les foncés ou noirs s'appelés Dématies ou phaéohyphomycétes
apparentant a la famille des Dématricée (Botton, 1990 ; Chabasse et al., 2002). Les conidies
sont des cellules banales ou des cellules spécialisées souvent portées par un filament
différencie ou par le conidiophore Certaines Hyphomycetes (Rhizoctonia, Sclirotium) jamais
forment des spores ; ils sont classés dans le groupe Micelia sterilia. Chez les Hyphomycetes,
les conidiospores et les cellules conidiogénes peuvent se présenter dispersées, agrégees en
faisceaux ou en forme de coussin (sporodochies).Les spores peuvent étre :

v Des chlamydospores : spores de résistance, souvent a paroi épaisse, terminales ou
intercalaires, différenciées par transformation de cellules du mycélium (Trichoderma,

Fusarium).
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v' Des arthrospores (arthroconidies) : formes par fragmentation dhyphes non
différenciées. Des conidies proprement dites, souvent bourgeonnées par des cellules
spécialisées nommées phialidies. (Botton et al., 1990).

Les Caractéristiques peuvent varier et peuvent sur tout changer avec les conditions de
croissance et de maturité de ces champignons (Von Arx, 1986). Les champignons
entomopathogenes sont tres répondus dans I'environnement naturel, il est plus de 700especes
de microchampignons sont entomopathogenes. Ils provoquent des infections chez un large
éventail d'insectes et des acariens. Ils produisent des spores qui infectent leur hote insecte par
germination sur sa surface, puis de plus en plus dans son corps (Starnes et al., 1993).

La mort prend entre 4 et 10 jours solen le type de champignons et le nombre de spores
sur le cadavre qui se dispersent et continuent leur cycle de vie sur les nouveaux hétes. Ils
jouent un réle important dans la régulation naturelle des populations. 1ls produisent des spores
qui infectent leur hote insecte par germination sur sa surface, puis de plus en plus dans son
corps (De Kouassi, 2001)

La mort prend entre 4 et 10 jours solen le type de champignons et le nombre de spores
sur le cadavre qui se dispersent et continuent leur cycle de vie sur les nouveaux hotes. lls
jouent un réle important dans la régulation naturelle des populations d'insectes. lls produisent
des spores qui infectent leur héte insecte par germination sur sa surface, puis de plus en plus
dans son corps. La mort prend entre 4 et 10 jours solen le type de champignons et le nombre
de spores sur le cadavre qui se dispersent et continuent leur cycle de vie sur les nouveaux
hotes. Ils jouent un réle important dans la régulation naturelle des populations d'insectes
(Wraight et Roberts, 1987).

1.3.2. Facteurs impactant la croissance des champignons entomopathogenes

L'impact de la lumiere sur le développement et la progression de la croissance des
champignons entomopathogénes est notable, que ce soit par la destruction photochimique
des composants du milieu ou par son impact direct sur le développement fongique lui-
méme (Patrick, 1996). Les radiations ultraviolettes constituent le principal facteur abiotique
qui restreint la survie des spores fongiques présentes sur les feuilles. L'exposition aux
rayonnements peut engendrer des conséquences significatives sur la mortalité des larves
d'Ostrinia mubilalis, un nuisible du mais, causée par les isolats de B. bassiana, en perturbant

leurs caractéristiques physiologiques (Cagani et Svercel, 2001).

Le pH joue un role crucial dans la croissance des champignons, car il peut influencer leur
développement de deux maniéres principales. Tout d'abord, le pH peut avoir un effet indirect

en modifiant la disponibilité des éléments nutritifs dans le milieu environnant. Ensuite, il peut
UAMOB Page 18




Partie | Syntheses Bibliographiques

agir directement sur la membrane cellulaire des champignons. De plus, le métabolisme des
champignons peut influencer le pH en utilisant les anions ou les cations présents dans leur
environnement, ou en produisant des acides organiques et de I'ammoniac. Ces mécanismes de
régulation du pH. Il est primordial de considérer cette variable lors de la culture et de I'analyse
des champignons. (Jaronski et Goettel, 1997).

La température est un élément crucial de I'environnement qui exerce une influence
significative sur le développement des champignons entomopathogénes, tels que les
Hyphomyces, ainsi que sur la germination et la sporulation des spores des entomophthorales.
Les spores de ces derniers semblent étre plus sensibles aux variations de température que
celles des deutéromycetes. Chaque champignon posséde une plage de température optimale
specifique qui favorise sa survie, et cette plage peut varier en fonction des taxons. En régle
générale, la plupart des champignons entomopathogénes préferent des températures situées
entre 25 et 30°C. Au-dela de 35°C, La progression et I'évolution de ces champignons dans
leur croissance et leur développement sont entravés, bien que certaines especes
thermotolérantes puissent tolérer des températures allant jusqu'a 50°C (McCoy et al., 1990 ;
Luis et Toiii, 1999).

L'humidité du sol est un facteur déterminant pour l'augmentation de Il'infection
racinaire par Phytophthora. Cette augmentation est directement liée a un volume d'eau plus
élevé dans le sol (Workneh et al.,1993).

1.3.3. Les mécanismes d'action des champignons entomopathogénes

Le champignon entomopathogéne parvient a infecter I'insecte par un contact direct,
sans necessiter une ingestion par I'hdte pour initier I'infection. Le processus d'infection de ce
champignon peut étre divisé en quatre phases distinctes, a savoir I'adhésion, la germination, la
différenciation et la pénétration. L'observation et I'étude de ces différentes phases ont été

réalisées a I'aide de la microscopie électronique.

La phase d'adhésion : La phase préliminaire primordiale du processus d'infection des
champignons entomopathogénes réside dans la formulation initiale, étape qui se caractérise
par un mécanisme intrinséquement complexe de reconnaissance et de compatibilité entre les
conidies fongiques et le tégument de l'insecte cible. Au niveau moléculaire, cette étape
implique une interaction spécifique entre les récepteurs présents sur le tégument de l'insecte,
principalement des glycoprotéines, et les conidies du champignon. Ces interactions
specifiques facilitent une adhesion précise et efficace des conidies a la surface de l'insecte.

Ceci permet au champignon de tisser des liens étroits avec son hote, favorisant ainsi la
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préparation préliminaire des conditions propices a l'avancement des étapes subséquentes de
I'infection. La phase d'adhésion est essentielle pour assurer la fixation et la stabilité des
conidies sur l'insecte, constituant ainsi le point de début de l'infection fongique (Tanada et
Kaya, 1993 ; Vey et al., 1982).

La phase de germination: constitue la deuxieme étape du processus d'infection des
champignons entomopathogénes. Au cours de cette phase, le champignon se multiplie
rapidement en formant des bourgeons ou en procédant a des scissions des hyphes, Cela
entraine la génération disséminée de cellules lévuriformes a travers I'organisme de l'insecte,
un phénomeéne qui découle de la germination des conidies. Cette germination est tributaire de
multiples facteurs, dont les conditions environnementales et la physiologie de I'héte,
notamment la composition biochimique de sa cuticule. En effet, ladite cuticule peut agir
comme un catalyseur ou un frein a la germination des conidies, selon sa composition
chimique spécifique. Certaines composantes présentes dans la cuticule peuvent ainsi favoriser
I'éclosion, tandis que d'autres peuvent exercer une action inhibitrice. Cette étape de
germination revét une importance cruciale car elle permet au champignon de se multiplier a
I'intérieur de l'insecte et de se préparer aux phases ultérieures de différenciation et de

pénétration (Ferron et al., 1996).

La phase de différenciation: est une étape cruciale du processus d'infection des
champignons entomopathogénes. Pendant cette phase, la spore germée se développe pour
former une structure spécialisée appelée appressorium. L'appressorium occupe une position
primordiale, remplissant un role essentiel en tant que point d'ancrage sur la surface de
I'insecte, tout en étant responsable de I'amollissement de la cuticule. Cette fonction cruciale
facilite ainsi la pénétration de la spore a travers cette barriére protectrice. La formation de
I'appressorium dépend de la valeur nutritionnelle de la cuticule de I'insecte héte, c'est-a-dire
de la disponibilité des nutriments nécessaires a la croissance et au développement du
champignon. La capacité du champignon a former des appressoria est donc influencée par la
composition biochimique spécifique de la cuticule de I'insecte. Cette phase de différenciation
est essentielle car elle permet au champignon de préparer le chemin pour la pénétration dans

I'insecte et I'établissement d'une infection réussie (Magalhaes et al., 1989).

La phase de pénétration : La phase de pénétration des microchampignons a l'intérieur de
I'néte représente un processus de grande complexité, nécessitant la traversée de la barriére
protectrice formeée par la cuticule de l'insecte. La cuticule, qui constitue la couche externe de

I'insecte, présente une structure complexe ainsi qu'une composition chimique qui conferent
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une résistance accrue a la pénétration fongique. Plus particulierement, [I'épicuticule,
composante essentielle de la cuticule, joue un réle crucial dans la formation de cette barriere
protectrice. (Andersen, 1979 ; Oudard, 1999).

> o appressorium
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se¢ondary hypha

bodies
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Figure 7: Le mécanisme de pénétration des champignons entomopathogeénes a travers la
cuticule des insectes (Clarkson et Charmley,1996).

1.3.4. Les champignons entomopathogénes les plus utilisés

1.3.4.1. Metarhizium anisopliae

Metarhizium anisopliae, qui fut le tout premier pathogéne a étre intentionnellement
utilisé pour la lutte contre les ravageurs des cultures, a été découvert et utilisé par le
scientifique russe Elie Metchnikoff. Considéré comme le pére de la lutte microbiologique,
Metchnikoff a initié cette utilisation des les années 1880.

Au fil des années, la classification de Metarhizium anisopliae a connu plusieurs
révisions. Historiqguement, cette espece était principalement classée dans la division des
Deutéromycétes, au sein de la classe des Hyphomycetes. Cette classe regroupe des
champignons qui produisent rarement, voire jamais, des spores sexuées. Les Hyphomycétes
se distinguent par la présence de structures mycéliennes portant des conidies, des spores
asexuées, produites par des cellules conidiogenes spécialisées. La classification de ce genre,
incluant Metarhizium anisopliae, reposait principalement sur des caracteristiques

morphologiques des cellules et des conidies. Cependant, ces caractéristiques morphologiques
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présentent souvent des limites, ce qui a rendu la taxonomie de ce genre complexe (Bidochka
et Small, 2005).

1.3.4.2. Verticillium lecanii

La speécificité du genre Verticillium réside dans la présence de conidiophores
rigoureusement verticillés, accompagnés de phialides allongées. Il est également possible
d'observer des penicilles similaires, dotés de phialides longues et verticillées. Verticillium
lecanii se distingue par un thalle de croissance floconneux, d'une teinte blanche a jaune péle,
et un revers dépourvu de couleur ou teinté de jaune foncé. Les phialides se présentent soit de
maniere isolée, soit en verticilles, et sont estimées a environ 12-40 pum de longueur pour 1-3
pum de largeur. Les conidies, quant a elles, sont de forme elliptique a cylindrique, mesurant
entre 2,5 et 10 um de longueur et de 1 a 1,25 um de largeur. Il convient de noter que ce

champignon n'est pas susceptible de produire des chlamydospores (Button et al., 1990).

1.3.4.3. Beauveria bassiana

Les différentes especes du genre Beauveria se distinguent par la formation de colonies
floconneuses de teinte blanche a jaunétre. Les conidies, également connues sous le nom de
spores, sont portées par de longs filaments composés d’hyphes transparents et segmentés, dont
le diametre varie entre 2,5 et 25 um. En présence d'oxygeéne, ce champignon a engendré des
conidiospores de forme sphérique ou ovale. Cependant, en milieu sans oxygene, il produit des
blastopores de forme ovale, comme indiqué dans les travaux de Weiser (1972) et Lipa
(1975).

La reproduction du champignon Beauveria bassiana s'effectue par voie végétative.
Initialement, les cellules conidiogénes se trouvent soit isolées, soit regroupées en petits
bouquets comprenant de 2 a 5 éléments, le long des filaments végétaux ou sur de courtes
ramifications. Ces cellules conidiogénes, qui se forment rapidement en amas denses, présente
une partie inférieure Iégérement élargie, supposée environ 3 a 6 um de longueur sur 2,5 a 3,5
pum de largeur. Leur aspect peut étre plus ou moins anguleux. Les conidies du champignon
Beauveria bassiana sont unicellulaires, transparentes et lisses. Elles ont une forme globuleuse
a subglobuleuse, censée étre entre 2 et 3 um de longueur sur 2 a 2,5 um de largeur. Il est
essentiel de noter que Beauveria bassiana infecte les insectes par simple contact et n'exige pas
d'étre ingeré par son hoéte pour prévenir l'infection, comme le mentionnent Boucias et
Pandland (1991).
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Figure 8: Les Spores de Beauveria bassiana (Dannon ,2020).
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I1. Matériel et méthode

Notre étude avait pour objectif de procéder a l'isolement et a l'identification des
champignons entomopathogenes présents dans le sol de la région de Bouira. Apres avoir
procédé a la collecte d'échantillons, nos travaux ont été conduits au sein du laboratoire
microbiologique de la faculté des sciences et de la vie de Bouira. Une analyse approfondie du
sol de chaque échantillon a été entreprise dans le but d'évaluer les parametres physico-
chimiques et d'étudier leur influence sur le développement et I'abondance des champignons
isolés. Par la suite, des tests de pathogénicité ont été réalisés sur les larves et les nymphes de

Culex pipiens, qui représentent les stades aquatiques du moustique.

11.1. Matériel biologique
11.1.1. Prélevement du sol

Nous avons collecté des échantillons de sol dans trois régions différentes de la wilaya
de Bouira, provenant de divers champs : Sour el Ghozlane (cultures de blé et d'abricots), Ain

Bassem (figuier et chéne) et Lakhdaria (olivier et pin d'Alep).

11.1.2. Matériel entomologique : Culex pipiens

Nous avons étudié l'activité biologique de nos souches en utilisant les larves et les

nymphes du Culex pipiens.

11.2. Matériel non biologique

Nous avons utilisé principalement du matériel de collecte tel que des louches, de la
tulle moustiquaire, des contenants, ainsi que des gobelets et de la poudre de biscuit sec. En
plus de cela, nous avons utilisé d'autres équipements Parmi les éléments requis, on peut citer
des équipements tels que de la verrerie, des produits chimiques et des milieux de culture. Ces

éléments sont présentés en annexes n°02.

11.2.1. Prélévement du sol et sites d’isolement

Les échantillons de sol utilisés dans notre étude ont été prélevés avec rigueur a partir
de trois sols agricoles localisés dans diverses localités de la wilaya de Bouira. : Sour el
Ghozlane, Ain Bessem et Lakhdaria. La sélection de ces régions a été basée sur des facteurs
connus pour influencer la croissance des champignons, Lors du prélévement des échantillons,
nous avons écarté les cing premiers centimétres de sol et prélevé une quantité adéquate de
terre a une profondeur de 15 a 20 cm. Cette terre a été déposée sur un sac stérile a l'aide d'une

spatule, puis transportée au laboratoire dans les 24 heures suivant le prélevement.
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Ou ont été maintenus a une température de 4°C dans des conditions de conservation

appropriées en attente de leur analyse ultérieure.

Tableau 3: Caractéristiques des échantillons du sol utilisés.

Echantillons ,S!te de Le champ Le sol La Description
Date prelévement Végétal
] Sol granuleux
Blé )
Couleur gris
Sour
El
El Ghozlane
11/4/2023 )
(W. Bouira)
Abricot Sol granuleux
Couleur marron
Sol sableux
Olivier Couleur marron
clair
E2 Lakhdaria
11/4/2023 (W. Bouira)
Sol sableux
Pin d’Alep Couleur marron
clair
Sol granuleux
E3 Ain Bassem
Figuier Couleur marron
12/4/2023 (W. Bouira) .
foncé
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Sol humide,
Eau trouble,
Chéne

terre rouge

Et boueuse.

11.2.2. Analyses physico-chimiques du sol
11.2.2.1. Mesure du pH des échantillons

La mesure du pH des échantillons de sol est une étape fondamentale des analyses
physico-chimiques. L'objectif de cette démarche consiste a évaluer le pH d'une suspension de
sol filtrée, préparée en mélangeant précisément 10 grammes de sol avec 90 millilitres d'eau
distillée (Davet, 1996).

Dans chaque région, nous avons procédé a la collecte de 10 grammes de sol, que nous
avons déposes dans des béchers contenant 90 millilitres d'eau distillée stérile. Les suspensions
ont été ensuite agitées sur une plagque d'agitation pendant une durée d'une heure. Par la suite,

nous avons utilisé un pH-metre afin d'effectuer la mesure du pH des échantillons.

Figure 9: (A) L’agitation de la suspension ;(B) Mesure du pH avec un pH-métre.
11.2.2.2. Mesure de la conductivité

La salinité des sols est attribuée a travers la mesure de la conductivité électrique,
comme décrit par Moradi et al., (2011). Pour déterminer cette conductivité électrique, nous
avons prélevé 10 grammes de sol provenant de chaque région et les avons disposés dans des
béchers contenant 50 millilitres d'eau distillée. Aprés une période d'agitation d'une heure,

nous avons procédé a la mesure de la conductivité électrique a I'aide d'un conductimetre.

UAMOB Page 27




Partie Il Matériel et méthode

Figure 10: (A) I’agitation de la suspension ;(B) la mesure de la conductivité a 1’aide d’un
conductimetre.

11.2.3. Isolement des champignons a partir du sol

La préparation des dilutions consiste a ajoutant d'abord une quantité mesurée de terre,
nous avons utilisé une quantité de 1 gramme de sol que nous avons mélangé avec précision a
9 millilitres d'eau distillée stérile, puis en agitant pendant un temps donné a 1’aide d’un vortex
(généralement 30 secondes). Cela correspond a la dilution initiale de 10~ 1, a partir de laquelle
d'autres dilutions sont préparées jusqu'a atteindre une dilution de 10~ ® . Chaque dilution de
I'échantillon est ensuite répartie en surface des milieux geélifiés (Sabouraud) en utilisant une
quantité de 1 ml par dilution. En réalise cette opération par I’utilisation une pipette pasteur
graduée et préalablement sterilisee. On aspire 1 ml de la suspension mére (10~ ') et on les
dépose sur les boites de pétri qui contient milieu de culture solide Sabouraud. Ensuite en étale
Iml de la suspension sur la surface de la gélose a l'aide d’une pipette pasteur incurvée (forme
d’un rateau) bien stérilisé, on referme rapidement la boite de Pétri pour éviter toute
contamination extérieure. Cette manipulation est répétée pour tous les échantillons, puis ils

sont mis dans 1’étuve pendant 7 jours (Laporte, 1947).
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Figure 11: (A) Préparation des suspensions dilutions du sol;(B) étalement de 1 ml dans
chaque boit de pétri ;(C) ensemencement a 1’aide d’un rateau ;(D) incubation dans 1’étuve a
28° pendant 07 jours.

11.2.4. Purification et conservation des souches isolées

Une fois que les souches atteint un développement satisfaisant, nous avons réalisé des
repiquages individuels. Ce processus a été répété jusqu'a lI'obtention d'une seule colonie d'un

champignon spécifique isolée dans chaque boite de Pétri (Guiraud, 1998).

La technique de repiquage a été employée pour isoler les souches de maniere délicate,
en prélevant un fragment de colonie a l'aide d'une anse stérilisée, en évitant tout contact avec
les autres colonies. Ce fragment a été dépose au centre d'une nouvelle boite de Pétri contenant
le méme milieu OGA, respectant toutes les coordonnées spécifiées pour chaque boite. Le
repiquage s'est effectué dans des conditions stériles, pres de la flamme d'un bec Bunsen. Les
boites de Pétri ont ensuite été placées dans un incubateur a une température de 28°C pendant
une période de six jours pour favoriser le développement et la multiplication des colonies de
champignons. Des repiquages successifs ont été réalisés en prélevant a chaque fois un

fragment de la colonie isolée précédente afin d'obtenir des souches pures.

Pour la conservation des souches, la méthode couramment utilisée et simple consiste a
les repiquer sur des tubes contenant une gélose inclinée. Les cultures ainsi obtenues sont
maintenues a une température de 28°C pendant 7 jours. Par la suite, les tubes sont stockés a
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une temperature de 4°C, ce qui garantit la viabilité des souches tout en minimisant les risques
de mutations. (Botton et al., 1990).

Figure 12: (A) et (B) Les étapes de purification et repiquage des isolats fongiques ; (C) et (D)
préparation des tubes sur gélose inclinée pour la conservation.

11.2.5. Méthodes d’identification

Pour identifier les souches, on recourt a deux méthodes classiques, a savoir
I'observation macroscopique et I'étude microscopique des échantillons. Ces deux approches
sont souvent adéquates pour parvenir a déterminer le genre des moisissures isolées de maniere

satisfaisante.

11.2.5.1. Observation macroscopique

Pour procéder a l'observation macroscopique des champignons, il est indispensable de
caractériser les isolats en les cultivant sur un milieu de culture OGA, puis d'examiner
attentivement I'aspect des colonies obtenues. L'identification repose principalement sur une
évaluation visuelle, ou I'ceil nu est sollicité pour observer et analyser les caractéristiques
suivantes : la vitesse de croissance (rapide, moyenne, lente), la texture des colonies, la couleur
des colonies, la couleur de la face inférieure de la culture, ainsi que le mode de reproduction.

Ces attributs perceptibles a I'eeil non assisté fournissent des indices précieux permettant de

distinguer et de classer les champignons étudiés (Hamid,2015).
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11.2.5.2. Identification microscopique

D'aprés Chabasse (2002), I'examen microscopique d'une souche fongique nécessite un
étalement entre lame, scotch et coloration préalable. En général, l'utilisation d'un objectif 40
est suffisante pour détecter la majorités des éléments importants. L'identification des
champignons, selon Botton et al., (1985), se base principalement sur leurs caracteres

culturaux et morphologiques.

Les caractéristiques culturelles englobent des éléments tels que la vitesse de croissance
apicale, la texture, la marge, I'épaisseur et la couleur de la colonie, ainsi que la pigmentation

de I'agar, la production d'exsudat et I'odeur des colonies.

Concernant les caractéristiques morphologiques, on peut les diviser en deux catégories
principales : a) Le mycélium : il est crucial d'observer la présence ou I'absence de cloisons, la
couleur, les dimensions, l'ornementation des parois, le mode de ramification et la
différenciation des thallospores. b) Les organes différenciés et leur contenu : il est pertinent de

noter la forme, la couleur, les dimensions et la texture des parois, ainsi que les ornements.

La méthode de l'adhésif en ruban est utilisee pour I'observation sur place de la

morphologie des chaines de spores et du mycélium.

Une méthode utilisant le ruban adhésif a été utilisée. Cette technique implique de
prélever un fragment de mycélium provenant d'une culture jeune en utilisant un morceau de
ruban adhésif, puis de le coller sur une lame préparée avec quelques gouttes de bleu de
méthyléne. Cette opération a été effectuée avec précaution afin d'éviter toute contamination

des souches pures,

En réalisant les observations a proximité d'un bec Bunsen, Les observations
microscopiques ont été effectuées a un grossissement de 40 a l'aide d'un microscope
photonique (chabasse, 2002)
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Figure 13: Observation sous microscope optique au grossissement (40).

11.2.6. La collecte des stades pré imaginaux des Culicidés

La collecte des larves est réalisée par la méthode du “coup de louche™ ou "dipping"
(Messai et al., 2010). La technique décrite consiste a plonger doucement une louche dans
I'eau, puis la déplacer de maniére uniforme en évitant de créer des remous. L'objectif est de ne
pas déranger les larves présentes dans I'eau et de veiller a ce qu'elles ne disparaissent pas au
fond (Bouabida et al., 2012). Le contenu de la louche est versé dans des bouteilles en verre,
non fermé hermétiquement, installés a I’ombre, jusqu’a ce que les échantillons soient ramenés

au laboratoire.

Figure 14: La récolte des larves du culex pipiens (dipping).
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11.2.7. Le relevé de I’abondance des souches fongiques isolées

Nous avons procédé au calcul du relevé de 1’abondance des especes fongiques isolées
a partir du sol dans un but d’estimer les especes des champignons telluriques qui prédominent
au niveau de ce dernier, les calculs sont realisés selon la formule suivante (Jean-Michel,
2006).

N(s)
P(s) = F; x 100

P (s) : Taux d’abondance de I’isolat fongique exprimé en %.

N (s) : Nombre d’isolats appartenant a une méme espece.

11.2.7.1. L>élevage des larves

Madame Hamid compte et identifie les larves de moustiques par genres et especes
dans des bacs propres en plastique contenant 500 ml d'eau de gite au laboratoire Apres cela,
les larves sont triées en fonction de leur stade de développement. Les bacs contenant les

larves sont ensuite recouverts d'un morceau de tulle moustiquaire (Koua, 1994).

Les larves sont nourries avec de la farine de biscuit (Rehimi et Soltani, 1999).

Figure 15: Tri des stades larvaires de Culex pipiens.

11.2.7.2. Application des champignons entomopathogénes sélectionnes sur les
différents stades aquatiques du Culex pipiens

11.2.7.2.1. Préparation de la solution fongique

Pour préparer la solution mere, on introduit plusieurs colonies du champignon agées
de 9 a 15 jours dans un erlenmeyer de 500 ml contenant 250 ml d'eau distillée stérile.
L'erlenmeyer est fermé pour éviter toute contamination (figure 16). Ensuite, on agite
I'erlenmeyer pendant 30 minutes a une vitesse de 1500 tours/minute, Pour faciliter la
libération des spores, il est recommandé d'ajouter 2 a 3 gouttes du réactif Tween 80. La

UAMOB Page 33



Partie Il Matériel et méthode

concentration en spores peut ensuite étre évaluée a l'aide d'une cellule hématimétrique,
communément appelée cellule de Malassez.

Trois erlenmeyers de 500 ml contenant Introduisant plusieurs colonies du
250 ml d’eau distillé stérile. champignon issues des cultures agées.

L agitation de solution fongique Pendant
30 minutes.

En ajoutant 2 a 3 gouttes de réactif.

Figure 16: Les étapes de préparation de solution fongique.

11.2.7.3. Traitement

Pour étudier la toxicité des entomopathogénes sélectionnés contre les larves et les
nymphes du moustique C. pipiens, nous avons choisi une dose de 10® spores/ml pour les
différentes suspensions fongiques indiqué dans le tableau ci-dessous :

Tableau 4: Les Suspensions fongiques et leur concentration en spores / ml.

La souche (suspension fongique) La dose appliquée

Beauveria sp 0,20 x10® spores/ ml
Verticillium sp 0,40 x10® spores/ ml
Cladosporium sp 0,18 x10® spores/ ml
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11.2.7.4. Mode d’administration de la suspension fongique

Nous avons opté pour une administration par contact et ingestion de la solution

fongique a nos arthropodes (Butt et Goettel, 2000).

Pour créer une voie d'entrée préférentielle et habituelle pour les champignons
entomopathogenes ensuite, un bécher qui contient 30 ml d'eau de gite, dans lequel nous avons
ajouté 10 larves et nymphes. Ensuite, nous avons ajouté 20 ml de la solution entomologique
(Figure 17).

Les individus témoins, comprenant également des larves et des nymphes, ont été
répartis de la méme maniere et en méme nombre que les individus traités, a la différence que

nous avons ajouté de I'eau distillée stérile au lieu de la solution fongique.

Les mortalités cumulées, les symptdmes, le comportement et le renouvellement de la

nourriture sont verifiés quotidiennement.

Iy

Figure 17: Réalisation du traitement de la solution fongique sur les larves et nymphes du C.
pipiens.
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I11.Les résultats et la discussion
I11.1. Résultats des analyses physico-chimiques de sol

Les données relatives aux parametres physico-chimiques des échantillons de sol sont
présentées dans le tableau ci-dessous, provenant des prélevements effectués dans les trois

régions.

Tableau 5: Paramétres physico-chimiques des échantillons de sol préleves.

Le sol Ble Abricot Olivier Pin d’Alep | Figuier Chéne
Parametre
Le pH 7,49 7,44 7,45 7,26 7,61 8,00
La conductivité | 591 ppm 385 ppm 95,1 ppm 120 ppm 88 ppm 176 ppm
La température | 20,8°C 24,3°C 23°C 23,8°C 21,8°C 23,7°C

Le pH représente un parametre essentiel de la composition chimique du sol, et il
exerce une influence déterminante sur la disponibilité des éléments nutritifs pour les végétaux

et les microorganismes qui y résident (Doucet, 2006 ; Borah et al., 2010).

Les échantillons de sol que nous avons prélevés révelent des variations significatives
de pH d'un sol a un autre. Les sols associés au blé, a I'abricot, a I'olivier et au figuier se
caractérisent par une légére alcalinité, tandis que celui du chéne démontre une légére acidité a
neutralité. Quant au sol de pin d'Alep, il se distingue par une alcalinité prononcée, selon les

ouvrages spécialisés en agronomie.

Cette diversité de pH peut étre expliquée par l'augmentation des ions d'hydrogene,
entrainant une diminution du pH de la solution (qui devient ainsi plus acide). A un pH de 7, la
solution est considérée comme neutre. A mesure que l'acidité s'augmente, le nombre
correspondant diminue, alors qu'une augmentation de l'alcalinité se traduit par une

augmentation de ce nombre (Hanna, 2013).

La plupart des champignons se développent dans un intervalle de pH situé entre 4 et 7.
Les variations du pH du sol, attribuables aux changements de son taux d'humidité et aux
saisons, occasionnent une diminution au printemps et en automne, ainsi qu'une augmentation

en hiver. Ces fluctuations sont principalement engendrees par la production d'acides
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organiques lors de périodes d'activité biologique intense, encouragées par les conditions

chaudes et humides prévalant dans le sol (Anonyme, 2008).

Il est important de souligner que la valeur du pH du sol peut subir des changements au
fil du temps et étre influencée par divers facteurs, tels que la nature de I'eau utilisée pour
I'irrigation, dont I'alcalinité ou I'acidité spécifique peut avoir un impact sur le pH. De plus, le
choix des engrais peut logiquement entrainer une diminution ou une augmentation
significative du pH (Antoine, 2006).

La mesure de la salinité de nos échantillons a été évaluée en se basant sur les valeurs
de conductivité électrique des sols de trois régions différentes. Nous avons relevé une salinité
moyenne (176 et 120 ppm) pour les sols abritant des pins d'Alep et des chénes, tandis que les
sols ou se trouvent des oliviers et des figuiers présentent une salinite faible (95,1 et 88 ppm).

Les sols ou poussent du blé et des abricotiers affichent une salinité excessive (591 et 385

ppm).
111.2. Résultats d’isolement des souches fongiques

Suite a la collecte des isolats fongiques présents dans le sol, nous avons entrepris une
analyse approfondie de leur identification, tant au niveau macroscopique que microscopique,
afin de déterminer les différents genres fongiques prélevés et d'estimer leur abondance

relative.

Les souches fongiques sont ubiquitaires dans I'ensemble de I'univers : sol, air et eau...
Etant donné la diversité des microorganismes présents dans ces écosystémes, Pour parvenir a
isoler les moisissures, il est nécessaire de se débarrasser des autres microorganismes qui, de
par leur aptitude a envahir, entravent la croissance des moisissures. Il est donc impératif

d'utiliser des méthodes selectives afin de pouvoir isoler les souches fongiques.

Afin de prévenir la condensation des microorganismes et de réduire leur nombre, il est
recommandé d'effectuer des dilutions décimales. De plus, il est conseillé de choisir des

milieux présentant un pH acide propice au développement des moisissures (Botton, 1990).

Parmi les six échantillons de sol prélevés, nous avons réussi a isoler 17 souches

réparties en fonction des sites d'échantillonnage (tableau n06).

111.2.1. Résultat d’identification morphologique des souches obtenus

L'identification de ces genres repose principalement sur la clé d'identification

"Illustrated Genera of Imperfect Fungi'* de Barnett et Hunter (2000), ainsi que sur les
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moisissures d'intérét médical de Chabasse et al. (2002). Cette identification se base sur les
caractéres macroscopiques des colonies (aspect, couleur, forme, contour, etc.) ainsi que sur les
caractéres microscopiques du mycélium, des conidies ou spores (cloisonnement du myceélium,

forme des spores, forme des organes de fructification, etc.).

L’étude macroscopique : Les caractéristiques macroscopiques des différentes souches sont
examinées sur le milieu OGA. Le tableau 06 présent 1’aspect du mycélium des souches

isolées, la consistance des colonies et la couleur caractéristique de chaque souche.

L’étude microscopique : L'étude microscopique porte sur l'observation des structures
caractéristiques des 17 souches fongiques (conidiophores, conidies et mycélium). (Tableau
06).

Parmi les principaux champignons étudiés

v Les souches S3, S8, S15 et S17 présentent les caractéristiques microscopiques et

macroscopiques suivantes :

La présence d'un mycélium doté de cloisons est associée aux caractéristiques suivantes :
De nombreux conidiophores dressés et non ramifiés, se déterminant par une vesicule.
Des phialides formées directement sur la vésicule.

Des conidies disposées en chaines divergentes.

Des cellules présentant une paroi épaisse.

Ces souches semblent appartenir au genre Aspergillus.

v" Les souches S10, S13 et S16 se caractérisent par la présence de conidiophores
individuels accompagnés de pénicilles, composés de phialides rattachés directement a

I'extrémité du conidiophore.
Appartiennent au genre Penicillium.

v’ Les souches S4 et S5, Elles se distinguent par des conidiophores dressés de teinte
claire, formant plusieurs groupes de verticilles. Chaque verticille contient 3 a 4
phialides produisant de nombreuses conidies unicellulaires de forme ovoide a
ellipsoide sont classées dans le genre Verticillium.

v' La souche S1 se distingue par la présence dhyphes pourvus de cloisons, de
conidiophores en forme de zigzag et de conidies unicellulaires regroupées en grappes.

L'extrémité de la cellule conidiogéne présente une apparence étroite, anguleuse et
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v

présentant des denticules. Selon les caractéristiques présentées, cette souche semble
appartenir au genre Beauveria.

La souche S2 se distingue par son thalle végétatif compose de filaments dotés de
cloisons disposés de maniere paralléle. Les phialides, qui sont minces et cylindriques,
émergent directement des filaments végetatifs. Les conidies, qu'elles soient
cylindriques ou elliptiques, se regroupent en amas a I'extrémité des phialides. Selon les
caractéristiques observées, cette souche semble étre affiliée au genre Acremonium.
Une souche S7 caractérisé par la présence de conidies en chaines acropétales qui

s'étirent vers le sommet, avec des cloisons longitudinales et transversales.

Ces caractéristiqgues morphologiques responsables que cette souche est probablement

affiliée au genre Alternaria.

v

Une souche spécifiqgue, S14 qui présente les caractéristiques morphologiques
suivantes :

Des conidiophores qui sont a la fois ramifiés.

Des conidies en chaine acropétale,

Des cloisons internes, et plusieurs sites conidiogenes.

Ces observations fortement favorisées que ces souches sont probablement affiliées au

genre Cladosporium.

v

Une souche S6 présente les caracteres suivants :

Filaments mycéliens cloisonnés pigmenteés ;

Conidiogene de type blastique porique ;

Conidiophores géniculés (tortueux) simples ou ramifiés ;

Conidies légerement incurvées a I’extrémité arrondie pluricellulaires, cloisons

toujours transversales : cellule centrale volumineuse plus foncée ;

Cette souche semble appartenir au genre Curvularia.

La souche S12 présente les traits distinctifs suivants :
Des filaments myceliens larges, irréguliers, peu ou non cloisonnés, avec des

ramifications a angle droit.
Des spores unicellulaires, de forme ovale ou elliptique, avec des contours irréguliers et

souvent anguleux.
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e |l est possible d'observer des chlamydospores isolées ou en chainettes. Ces

caractéristiques connues que ces souches appartiennent probablement au genre

Rhizopus.

v" Une souche S11 se caractérise par :

e Hyphes septés hyalins a brins portent des phialides solitaire ou groupés ;

e Conidiophores courts ;

e Conidies globuleuses a elliptiques, hyalines ou fortement noiréatre ;

Ces criteres rejoignent ceux du genre Phialophora.

v Une souche S9 présente les caractéres suivants :

e Des microconidies : qui sont des conidies uni (ou bi) cellulaire, allongées, ovales ou

cylindriques.

e Des macroconidies :

courbés, assez pointues aux extrémites.

Cette souche semble appartenir au genre Fusarium.

qui sont des conidies pluricellulaires, elles sont fusiformes,

Tableau 6: Les caractéres macroscopique et microscopiques des genres fongiques isolés.

L’espece
Fongique

Aspect macroscopique

Aspect microscopique (G X40)

Souche 01
Beauveria sp

Souche 02
Acremonium sp

Souche 03
Aspergillus sp
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Souche 04
verticillium sp

Souche 05
Verticillium sp

Souche 06
Curvularia sp

Souche 07
Alternaria sp

Souche 08
Aspergillus sp

Souche 09
Fusarium sp.

UAMOB Page 42




Partie 111

Résultats et discussion

Souche 10
Penicillium sp

Souche 11
Phialophora sp

Souche 12
Rhizopus sp

Souche 13
Penicillium sp

Souche 14
Cladosporium sp

UAMOB

Page 43




Partie 111 Résultats et discussion

Souche 15
Aspergillus sp

Souche 16
Penicillium sp

Souche 17
Aspergillus sp

L'identification macroscopique et microscopique du genre Aspergillus correspond
parfaitement a celles décrites par Chabasse (2002), Collier et son équipe (1998). Les
caractéristiques du genre Mucor sp. Sont en accord avec celles rapportées par Koenraadt et
al., (2004) et Bukhari et al., (2011). Les critéres d'identification du genre Cladosporium sont
tres similaires a ceux mentionnés par Pritchard et ses collaborateurs (1987) et Sutton et son
équipe (1998).

De Hoog et son équipe (2000) ont également décrit les mémes critéres d'identification
pour le genre Penicillium. De plus, les critéres d'identification du genre Verticilium ont été
cités par Dufresne et al., (2013). L'identification des autres genres est réalisée selon les
directives de Barnett et Hunter (2000) ainsi que le cahier de formation "Bioforma - Les
moisissures d'intérét médical" de Chabasse (2002).

111.2.2. Le relevé d’abondance des souches isolées

Le recensement des souches fongiques isolées et leur abondance dans les six sols
agricoles ont révélé la présence de 17 isolats distincts. L'analyse Le recensement des especes

a révélé que le genre prédominant est Aspergillus, représentant 23,56 % du total, suivi de
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Penicillium sp, avec un taux de 17,64 %. En troisieme position se trouve Verticillium sp, avec
une représentation de 11,76 %. Les huit autres genres identifiés, a savoir Beauveria sp,
Acremonium sp, Curvularia sp, Alternaria sp, Fusarium sp, Phialophora sp, Rhizopus sp et

Cladosporium sp, présentent tous un taux d'abondance équivalent de 5,88 %.

m Beauveria sp
A = Aspergillus sp
Veerticillium sp
23.56 Penicillium sp
= Acremonium sp

= Curvularia sp
m Alternaria sp

s 88 / m Fusarium sp
11.76 » Phialophora sp
5.88 » Rhizopus sp

17.64 m Cladosporium sp

Figure 18:Le relevé d’abondance des souches isolées.

A partir de ces résultats, il est observé que le genre Aspergillus se distingue comme
étant le plus prédominant parmi les souches fongiques isolées. Il appartient au phylum des
Ascomycetes. Ce genre présente une répartition géographique étendue, bien qu'il soit plus
fréqguemment associé aux régions caractérisées par un climat chaud. Il trouve son
développement sur des matieres organiques en décomposition, Divers milieux tels que le sol,
le compost, les denrées alimentaires et les céréales peuvent étre colonisés par des especes
d'Aspergillus. 1l est important de souligner que certaines de ces espéces peuvent étre
directement pathogenes pour les étres humains et les animaux, étant capables de coloniser les

tissus vivants et de provoquer des aspergilloses (Bougharef, 2008).

Les genres Aspergillus et Penicillium ont clairement marqué leur présence,
contrairement aux autres souches qui étaient présentes en nombre tres limité, un résultat
similaire a celui rapporté par Fenghour et al., (2002) lorsgu'ils ont isolé 22 souches fongiques
a partir d'un sol de la région d'El Kala dans le cadre d'une recherche sur leur activité

pectinolytique.
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La prédominance significative des Penicillium s'explique par leur capacité élevée de
sporulation et leur aptitude a coloniser des milieux tres variés, y compris les plus complexes,
comme I'a souligné Bensmira (2006). Des souches fongiques similaires ont également été
isolées par Bensmira (2006), qui a observé une abondance marquée du genre Aspergillus sp.
Lors de son étude sur l'isolement et la caractérisation de souches fongiques productrices de

cellulases thermostables a intérét industriel a partir du sol de la région de Biskra.

A partir les données présentées dans le tableau 06, il est évident que la distribution des

genres fongiques varie de maniere hétérogene parmi les six sols étudiés.

La fréquence d'apparition des espéces fongiques dépend de divers facteurs, notamment
de I'numidité relative, qui revét une importance cruciale pour déclencher la manifestation des
champignons, ainsi que du pH (Amrouche, 2007). Bien que les champignons ne soient pas
les micro-organismes les plus nombreux dans le sol, leur poids est considérable en raison de
leur taille relativement grande par rapport aux autres micro-organismes (Huber et Schaub,
2011).

La diminution constatée peut étre attribuée a la préférence des champignons pour les
environnements acides, ou ils ne sont pas en compétition avec les bactéries. Cette préférence
pour les milieux acides pourrait étre une caractéristique inhérente aux champignons, ce qui
explique leur moindre abondance dans les milieux moins acides ou les bactéries prédominent.
En d'autres termes, les champignons ont tendance a prospérer dans des conditions acides qui
favorisent leur développement, tandis que les bactéries sont plus compétitives dans des
milieux moins acides (Morel, 1989). Les mycéetes préferent les milieux acides, et leur
métabolisme peut contribuer a l'acidification accrue de ces environnements. Leur croissance
optimale se produit dans un pH comprise entre 4 et 6. Par conséquent, les champignons
montrent une affinité spécifique pour les conditions acides, et leur activité métabolique peut
avoir un impact sur le pH du milieu dans lequel ils se développent (Nicklin et al., 2000). La
faible densité des champignons dans nos sols peut étre attribuée a leur pH alcalin. Cependant,
il convient également de noter que la différence de pH entre les trois sites peut également

avoir une influence sur cette densité.

Les analyses des échantillons de sol confirment les résultats précédents concernant
I'abondance des champignons. Les sols présentant un pH élevé, atteignant 8, limitent le
développement des champignons, ce qui explique les pourcentages d'abondance relativement
faibles observés pour ces espéces dans toutes les régions étudiees. Ces observations sont en

accord avec les conclusions de Doucet en 2006, qui a également observé que I'augmentation
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du pH avait un impact sur le development des champignons, se traduisant directement par une

diminution du nombre de spores par gramme de sol.

111.3. Le processus de sélection des souches fongiques entomopathogénes

Sur les 17 souches fongiques isolées a partir des trois régions étudiées, nous avons
identifié quatre souches qui présentent des propriétés entomopathogenes. Ces souches sont

Beauveria sp, Verticillium sp, Cladosporium sp et Alternaria sp.

Parmi les quatre souches, Beauveria sp, Verticillium sp et Cladosporium sp ont été
sélectionnées comme les souches principales utilisées dans notre étude sur les moisissures.
Cette sélection est basée sur les informations présentes dans la littérature scientifique
concernant l'activité biologique intéressante de ces souches. De plus, nous avons pris en

considération le fait que ces souches ne sont pas pathogenes pour les étres humains.

En résumé, nous avons isolé cing souches fongiques entomopathogénes a partir des
sols agricoles étudiés. Parmi celles-ci, Beauveria sp, Verticillium sp et Cladosporium sp ont
été choisies en tant que souches principales pour notre étude en raison de leurs propriétés

biologiques bénéfiques et de leur innocuité pour I'homme.

L'agent de lutte biologique Beauveria bassiana présente un intérét considérable en tant
gu'entomopathogéne (De kouassi, 2001). Beauveria bassiana présente I'avantage d'étre non
pathogéne pour les humains et tout un animal a sang chaud, ce qui le rend sOr et sans danger
lorsqu'il est utilisé comme agent de lutte biologique (Tong-kwee et al., 1989 ; Laird et al.,
1990).

Comme Beauveria bassiana, la souche Verticillium lecanii présente également un
large spectre d'hotes, ce qui signifie qu'il peut infecter différentes espéces d'arthropodes. En
outre, selon les souches spécifiques, il est capable de contaminer des insectes appartenant a
d'autres ordres tels que les coléoptéres, les Iépidoptéres, les diptéres ou encore les orthoptéres.

(Champion, 1997). La souche Cladosporium sp présente une activité insecticide remarquable
(Heuchert et al., 2005).

I11.4. Toxicité des champignons entomopathogénes sélectionnées sur les différents

stades aquatiques du Culex pipiens

Nous avons enregistré les taux de mortalité résultant du traitement des stades larvaires
L2, L3 et L4, ainsi que du stade nymphal, avec des suspensions fongiques contenant les trois

champignons sélectionnés. Ces données nous ont permis d'établir la cinétique de mortalité.
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Les graphiques suivants représentent les taux de mortalité observés chez les stades aquatiques
et nymphal du Culex pipiens traités avec différentes doses des champignons

entomopathogenes, pendant une période de traitement de 10 jours.
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Figure 19: La dynamique de mortalité des larves et des nymphes infectés par champignons
Beauveria sp.
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Figure 20: La dynamique de mortalité des larves infectés par champignons Verticillium sp.
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Figure 21: La dynamique de mortalité des larves et des nymphes infectés par champignons
Cladosporium sp.

Les courbes présentent I'évolution des taux de mortalité des larves de Culex pipiens
traitées avec les souches Verticillium sp et Cladosporium sp. On constate une augmentation
progressive du taux de mortalité des larves traitées avec Verticillium sp, avec une
augmentation significative dés le premier jour de traitement, ou une mortalité de 20% est
observée., qui atteint 60% de mortalité apres cing jours, pour finalement atteindre 90% de
mortalité au septieme jour. Cette évolution démontre I'efficacité croissante de
Verticillium sp dans la lutte contre les larves de Culex pipiens.

Selon les observations de Chabane et Harrache (2013), suite au traitement des larves
de Culex pipiens au stade L1 avec une suspension fongique de Verticillium lecanii a une
concentration de 0,29x107 spores/ml, une mortalité de 75% a été constatée au huitieme jour
de traitement. Ces résultats confirment I'efficacité du Verticillium lecanii dans la lutte contre

les larves de Culex pipiens.

111.5. Le comportement des stades aquatiques et nymphales du culex apres le

traitement

Les symptomes observés lors de l'infection de nos moustiques par les souches
entomopathogenes sélectionnées presentent une similitude remarquable avec ceux décrits par
Seye et Ndiaye (2012) dans leur étude portant sur l'isolement d'une souche de champignon
entomopathogéne hautement virulent contre les larves de moustiques tels que Anopheles
gambiae, Aedes aegypti et Culex quinquefasciatus. De plus, les sites d'action des

champignons sont également similaires.
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111.6. Les Effet des trois entomopathogenes Beauveria sp Verticillium sp et
Cladosporium sp sur les différents stades aquatiques et les nymphes de Culex
pipiens

Suite au traitement des larves du Culex pipiens, on observe une réduction des
mouvements suivie d'une mortalité. Immédiatement apres la mort, on constate I'adhésion des
spores du champignon a la cuticule, tandis que d'autres spores sont en phase initiale de

germination (figure 22).

Figure 22: Larves stade 11, Il et IV de Culex pipiens témoins (A) et traitées (B, C, D, E, F)
vues sous loupe.

L'application des souches entomopathogeénes Verticillium sp et Cladosporium sp sur
les différents stades aquatiques du Culex pipiens entraine I'apparition de symptémes
similaires. Les individus traités présentent des taches au niveau de leurs abdomens suite a
I'ingestion des spores des champignons (voir figure 32). L'apparition de ces taches est
rapidement suivie d'une réduction des mouvements des larves et d'une diminution de la

fréquence de prise de nourriture.
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Figure 23: Prolifération du mycélium de couleur vert grisatre sur les larves de Culex pipiens
traités a une suspension fongique Cladosporium sp.

Figure 24: Effet de Cladosporium sp sur les différents stades aquatiques de Culex pipiens.
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Figure 25: Développement des spores du Verticilium sp sur le corps des larves et des
nymphes vue sous loupe.

Les larves de Culex pipiens, une fois traitées avec Cladosporium sp, présentent une
réduction de leur activité motrice suivie d'une mortalité. Apres leur déces, on observe
I'attachement des spores du champignon a la cuticule des larves, avec certaines d'entre elles

commengant a germer.

Un mycélium vert se développe sur le corps des larves de Culex pipiens mortes,
résultant de la germination de Cladosporium sp. En I'espace de 12 a 24 heures, le corps de la

larve se dégrade entiérement.

Par ailleurs, lors du traitement des nymphes de Culex pipiens, une mortalité précoce survient

avant leur émergence, généralement environ 3 jours apres le début du traitement.

En résumé, l'application de Cladosporium sp sur les larves de Culex pipiens entraine
une diminution de leur activité motrice, une mortalité accompagnée de I'adhésion et de la
germination des spores du champignon, ainsi qu'une dégradation compléte du corps de la
larve. De plus, les nymphes de Culex pipiens traitées présentent une mortalité avant leur

émergence.

De maniére générale, les spores des souches fongiques ont la capacité de pénétrer la
cuticule des insectes et de se développer dans leur hémoccele. Une fois a l'intérieur, ces spores
produisent des composés organiques spécifiques qui déclenchent des mécanismes internes de
destruction (Gillespie et Clayton, 1989). Ces processus conduisent a des infections fongiques

chez les insectes, entrainant ultimement leur mort. En outre, il est parfois observe une
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perturbation de I'émergence normale des insectes infectés (figure 25), ceci est cohérent avec
les résultats de Bukhari et al., 2011.

Figure 26: Témoins (A), Mort de la nymphe aprés traitement(B), interruption de 1’émergence
aux différents niveaux (c) vues sous loupe.

L'observation des adultes émergents a partir de nymphes traitées avec
I'entomopathogene Verticillium sp a révélé la présence de certaines malformations, la plus

significative étant I'atrophie des ailes par rapport a un adulte témoin (figure 27).

Figure 27: Apparition des ailes atrophiées chez un adulte traité au Verticillium sp en
comparant avec le témoin.
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En effet, les champignons entomopathogénes étudiés ont révélé une action précoce des
le premier jour de traitement, ce qui est en accord avec les observations rapportées par Alves
et al., (2002) qui ont constaté une mortalité des larves de Culex quinquefasciatus deés le

premier jour de traitement, bien que le taux de mortalité a ce stade soit de 50 %.

De plus, nous avons effectué une comparaison de I'efficacité des trois souches sur les larves
de Culex pipiens. Aprés une analyse des résultats de mortalité, nous avons observé que la
souche Cladosporium sp présente une mortalité plus rapide et plus intense que les souches
Beauveria sp et Verticillium sp. En effet, la mortalité compléte des larves a été atteinte au
quatrieme jour pour Cladosporium sp, au sixiéeme jour pour Verticillium sp et au septiéme

jour pour Beauveria sp.

D'apres les recherches de Roberts (1967), les champignons entomopathogénes ont une
préférence pour cibler les larves de moustiques en passant par leur siphon respiratoire. Ainsi,
lorsque ces agents pathogenes sont appliqués a la surface de I'eau, leur impact sur la mortalité

des moustiques est considérablement amplifié.

L'étude réalisée pour évaluer l'effet des trois souches sur la mortalité des larves de Culex
pipiens a révélé une efficacité remarquablement significative par rapport aux groupes

témoins.
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Conclusion générale

Les maladies a transmission vectorielle demeurent une préoccupation majeure en
matiére de santé publique en raison de leur distribution géographique étendue et des maladies
graves qu'elles entrainent. Il est essentiel que les professionnels de la santé prennent en

compte I'impact mondial de ces maladies et contribuent & leur contrdle et a leur gestion.

La lutte biologique, qui inclut notamment [l'utilisation des micro-organismes
entomopathogénes, se présente comme une alternative extrémement prometteuse en vue
d'assurer une protection efficace. En effet, les micro-organismes présents de maniere naturelle
dans les écosystemes offrent de nombreux avantages dans le cadre de la lutte biologique. Leur
grande diversité, leur capacité de dissémination, leur action spécifique et leur persistance dans

I'environnement sont autant de caractéristiques qui les rendent précieux dans ce domaine.

Les micro-organismes utilisés pour la lutte biologique comprennent notamment les
virus, les bactéries, les microchampignons, les nématodes et les protozoaires. Grace a leurs
propriétés spécifiques, ils peuvent étre utilisés de maniéere ciblée pour controler efficacement

les populations nuisibles sans nuire a I'environnement.

Parmi les différentes methodes de lutte contre les vecteurs, l'utilisation de
biopesticides a base de champignons représente une voie prometteuse, comme en témoignent
les résultats obtenus lors des essais en laboratoire. Les conclusions de notre étude ont
clairement démontré I'efficacité des isolats de Beauveria sp, Verticillium sp et Cladosporium
sp contre les stades aquatiques du moustique Culex pipiens. Ces résultats renforcent la
création des champignons entomopathogenes en tant qu'acteurs importants de la lutte
biologique, offrant ainsi une alternative viable aux pesticides synthétiques. Cette approche
présente de nombreux avantages, tels que la réduction de la pollution environnementale, la

prévention de I'émergence de résistances chez les espéces pathogénes et la préservation

Dans le cadre des perspectives futures de notre travail, nous recommandons les études

suivantes :

v' Réaliser un élevage en laboratoire afin de mieux comprendre le cycle de
développement de Culex pipiens.
v Faire une étude histologique afin d'identifier les différentes structures corporelles

affectées par le traitement fongique.
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v Envisager la possibilité de réaliser des nouveaux essais dans des conditions naturelles,
a plus grande échelle sur le terrain, afin de confirmer les résultats obtenus dans notre
étude.

v Tester l'efficacité des champignons entomopathogénes vis-a-vis des adultes du
moustique Culex pipiens et comparer la sensibilité entre les femelles et les males lors
du traitement, car il peut y avoir des différences entre les deux sexes.

v' En poursuivant ces recherches, nous pourrons approfondir nos connaissances sur
I'utilisation des champignons entomopathogénes dans la lutte contre les moustiques
Culex pipiens, et ainsi développer des stratégies plus efficaces et ciblées pour

controler ces vecteurs de maladies.
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1-Matériels non biologique

1. Les verreries

v" Béchers (15ml, 25ml, 50ml, 100ml, 500ml)
v" Fioles (100ml, 500ml, 1000ml)

v' Pipettes pasteurs

v' Boites de pétri

v’ Lames

v" Les tubes

v" Ance de platine

v" Entonnoir

v’ Passoire
2- Equipements

Balance

Plaque chauffante

Ph- métre

Multi paramétrés (le conductimétre)
Microscope optique

Etuve

Agitateur

AN NNV N N NN

Etuve
2 - Milieux de culture
2 .1. Milieux Sabouraud
Peptonel0 g
Glucose massé20 g
Agar-agarl5 g
Eau distillée1000ml

PH6,0
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2 .2. Milieux OGA

Extrait autolytique de levure5 g

Glucose20 g

Agar bactériologiquel5 g

Eau distillé1000ml

PH6,6

3 - Calcul de la concentration de la solution mére
% Principe

La numération cellulaire est la détermination du nombre de cellules contenues dans un
volume précis de milieu liquide. On exprime le résultat de la numération en concentration

cellulaire, c’est a dire en nombre de cellules par litre.

La numération cellulaire est réalisée directement par comptage au microscope, a 1’aide

d’une lame de comptage spéciale ou cellule de Malassez
Le volume de comptage est déterminé par :

v' Lasurface du quadrillage gravé sur la lame.

v' La profondeur de la chambre.
La cellule de Malassez possede un quadrillage spécifique comportant 100 rectangles.

Parmi les 100 rectangles totaux, on trouve 25 rectangles qui sont divisés en 20 petits

carrés afin de faciliter le comptage (Hazrat et al. 2012).

% Remplissage de la cellule de numération

v" Humecter les deux plateaux latéraux. Faire adhérer parfaitement la lamelle aux
plateaux latéraux : pour cela placer la lamelle sur ces plateaux, puis a 1’aide des
pouces posés sur la lamelle, exercer une pression sur la lamelle tout en pratiquant un
mouvement de va et vient jusqu’a perception d’une résistance.

v Placer la cellule de comptage sur une surface plane. Homogénéiser la suspension
cellulaire, et prelever celle-ci a 1’aide d’une pipette Pasteur. Remplir la chambre de
comptage par capillarité, en placant la pointe de la pipette légérement inclinée prés de

la lamelle sur la plate-forme centrale quadrillée
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v Le remplissage doit étre fait en une seule fois, sans bulles d’air, et sans faire déborder
le liquide dans les rigoles. Laisser sédimenter les cellules sur le quadrillage quelques
minutes, et passer a la numération.

v Apres utilisation, la lame porte-objet et la lamelle planée sont immergés dans un bain
d’eau de Javel pendant 5 minutes, puis sont rincées avec de I’eau distillée et essuyées
avec du papier (sans frotter, en particulier au niveau du quadrillage).

% Numération

s Observer a 1“objectif x10 pour repérer la position du quadrillage, et vérifier
I"homogénéité de la répartition des cellules a compter (si la répartition est mauvaise,
recommencer).

¢ Observer ensuite a 1“objectif x40 pour réaliser le comptage (1 rectangle par champ).

Le quadrillage est donc constitué de 10 bandes verticales de 0.25 mm de large et de 10
bandes horizontales de 0,22 mm de large formant ainsi100 rectangles. On ne comptera les
cellules que dans 10 des 25 rectangles non contigus pris au hasard dans la cellule.On totalise
le nombre des cellules présentes dans chaque rectangle, arbitrairement, il est convenu de ne

tenir compte que des cellules positionnées sur les cotés droits et supérieurs.

On fait ensuite la somme des cellules observées dans chaque rectangle, on divise ce
nombre par le nombre de rectangles comptés, on obtient ainsi le nombre de cellules par
rectangle, il suffit de multiplier le nombre obtenu par 100 pour connaitre le nombre d“entités

cellulaires par mm3.Sachant que 0.01mm3=10-5ml (1 ml=1 cm3=10mma3).

Donc la concentration cellulaire (nombre de spore/ml)= nombre de spores dans un

rectangle x 105 x facteur de dilution).

Calculs
Formule a appliquer : Nombre de
Nombre de cellules par cellules {acteur de

. : dilution
unité de volume \ / cumPte"-‘f//

N = - x Fd nombre de cellules par unite de volume

" a.v
Nombre d’unités de —*
comptage denombrees Volume d’une unité de comptage
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Appliquer pour la solution de Beauveria sp

Le dénombrement de 10 rectangles donne les résultats suivants : 20, 18, 15, 17,24, 27,

17, 23,23 et 21cellules pour chaque unité de comptage (rectangle).

. _ N 205 - 8
Concentration = — xFd Toxo0n103 < 10==0,20x 10° spore /ml.

Appliquer pour la solution de Verticillium sp

Le dénombrement de 10 rectangles donne les résultats suivants :33, 39, 39, 51,32, 32,
41,

401

Towooi<ios < 10=0,401 X 102 spore /ml.

Concentration = N xFd =
a.v

Appliquer pour la solution de Cladosporium sp

Le dénombrement de 10 rectangles donne les résultats suivants : 29, 18, 22, 15,13, 12,

14, 22, ,15 et 20 cellules pour chaque unité de comptage (rectangle).

180

Towooix<ios X 10=0,18% 108 spore /ml.

Concentration = N xFd =
a.v

Tableau 01 : Les mortalités des larves et des nymphes traitées aux champignons Beauveria

sp.

Les stades L2 L3 L4 Témoins

J1

J2

J3

o &l M| of of =

J5

0
1
2
Ja 4
6
8

J6

J7 10 10 10 10

O] O] o] O] O] ol o] o

Total 10 10 10 10
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Tableau 02 : Les mortalités des larves traitées aux champignons Verticillium sp.

Les stades L2 L3 L4 Témoins
J1 0 0 2 0
J2 0 2 4 0
J3 2 4 8 0
J4 4 7 9 0
J5 7 9 10 0
J6 10 10 10 0
J7 10 10 10 0
Total 10 10 10 0

Tableau 03 : La mortalité des larves et nymphes traitées aux champignons Cladosporium sp.

Les stades L2 L3 L4 N Témoins
J1 1 2 1 3 0
J2 3 5 3 6 0
J3 7 8 7 9 0
J4 9 9 9 10 0
J5 10 10 10 10 0
J6 10 10 10 10 0
Total 10 10 10 10 0
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Résumé

L’objectif de notre travail consiste a isoler et identifier des champignons entomopathogénes a partir du sol de trois
régions d’études et tester leur pathogénicité contre les larves de Culex pipiens. Aprés 1’échantillonnage, nous avons
analysé le sol de chaque échantillon pour estimer les parameétres physico-chimiques et discuter leur influence sur le
développement et I’abondance des champignons isolés. L’isolement des champignons a partir des six sols agricoles a mis
en évidence 17 isolats. Le genre le plus abondant est Aspergillus avec un taux de 23,56 % suivi par Penicillium sp avec
un taux de 17,64 %, On a opté pour ces trois souches entomopathogénes Beauveria sp, Cladosporium sp avec un taux
5,88 % pour les deux genres et Verticillium sp avec un taux de 11,76%, puis nous avons fait le test de pathogénicité des
champignons entomopathogénes vis-a-vis les stades aquatiques de Culex pipiens. Le nombre faible des champignons
isolés est due au pH basique du sol qui est un facteur limitant de la croissance des champignons. Chez les larves du
Culex pipiens traitées, on assiste a une diminution des mouvements puis une mortalité. Tout juste aprés la mort, les
spores du champignon sont en adhésion sur la cuticule et d’autres en début de germination, D’apres nos résultats nous
avons constaté que la mortalité des larves évolue avec I’entomopathogéne utiliser et la durée de traitement. En effet,
nous avons aussi constaté que ces champignons agissent dés le premier jour du traitement. D’aprés les résultats de
mortalité nous avons remarqué que la mortalité des larves traitées avec Cladosporium sp est plus rapide et intense par
rapport a la mortalité des larves traitées avec les souches de Beauveria sp, Verticillium sp. Ces champignons
entomopathogénes attaquent les larves de moustiques préférenticllement par le siphon respiratoire. C’est pourquoi ce
germe tue davantage de moustiques lorsqu’il est appliqué a la surface de 1’eau.

Mots clés : sol, entomopathogénes, isolement, Identification, lutte biologique et Culex pipiens.
Abstract

The aim of our work was to isolate and identify entomopathogenic fungi from the soil of three study regions and test
their pathogenicity against Culex pipiens larvae. After sampling, we analyzed the soil from each sample to estimate
physico-chemical parameters and discuss their influence on the development and abundance of isolated fungi. Isolation
of fungi from the six agricultural soils revealed 17 isolates. The most abundant genus was Aspergillus with a rate of
23.56%, followed by Penicillium sp with a rate of 17.64%. We opted for these three entomopathogenic strains Beauveria
sp, Cladosporium sp with a rate of 5.88% for both genera and Verticillium sp with a rate of 11.76%, then tested the
pathogenicity of entomopathogenic fungi against the aquatic stages of Culex pipiens. The low number of fungi isolated is
due to the basic pH of the soil, which is a limiting factor for fungal growth. Treated Culex pipiens larvae show a decrease
in movement, followed by mortality. Immediately after death, the fungus spores adhere to the cuticle, while others begin
to germinate. Our results show that larval mortality evolves with the entomopathogen used and the duration of treatment.
In fact, we also found that these fungi were active from the first day of treatment. From the mortality results we noted
that the mortality of larvae treated with Cladosporium sp was more rapid and intense than that of larvae treated with
strains of Beauveria sp, Verticillium sp. These entomopathogenic fungi attack mosquito larvae preferentially via the
respiratory siphon. This is why this germ kills more mosquitoes when applied to the water surface.

Key words: soil, entomopathogens, isolation, identification, biological control and Culex pipiens.
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