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Introduction

Les moustiques ont toujours causé¢ des désagréments et des nuisances aux humains,
principalement parce qu'ils peuvent devenir des vecteurs de divers agents pathogenes tels que
des bactéries, des virus et des nématodes ; leurs propriétés hématophages en font des
ectoparasites temporaires, transmettant diverses maladies aux humains et aux animaux, causant
des milliers de maladies et de déces chaque année. Parmi les espéces connues pour transmettre

des maladies a 'homme, nous listons les genres Culex, A¢des et Anophéles (Reid et al.,1990).

Il existe peu d’options de prévention et de traitement des maladies a transmission
vectorielle ; la lutte repose en grande partie sur la lutte antivectorielle. La méthode habituelle

de prévention consiste a utiliser des produits répulsifs ou insecticides.

Différentes techniques de controle ont donc €té mises au point, dont l'emploi de
pesticides chimiques (organophosphorés, organochlorés, carbamates). Cependant, ces derniers
ont montré peu de sélectivité (Reid et al.,1990). Des effets secondaires ont été observés a long

terme dans I'environnement (Casida et Quistad ,1998).

Toutes les connaissances acquises en physiologie des arthropodes et des insectes, ainsi
que la prise en compte du phénoméne nouveau et inquiétant de résistance des moustiques,
notamment aux insecticides traditionnels, ont conduit ces derniéres années au développement
des molécules non polluantes agissant de manic¢re sélective sur le développement des

organismes. (Ioannou et a/.,2021 ; Talipouo et a/.,2021; Hemingway et Ranson, 2000).

Récemment, [’utilisation de biopesticides, notamment de biocontrole a base de
champignons entomopathogenes, a fait son apparition. Méme utilisés en petites quantités, ils

sont tres efficaces et se décomposent rapidement, ne laissant aucun résidu toxique. (Mejias et

al., 2020).

Plusieurs taxons de micro-organismes sont utilisés dans la lutte biologique, tels que les
virus, les bactéries, les microchampignons, les nématodes et les protozoaires. Parmi les micro-
organismes utilisés, plus de 700 especes de microchampignons sont entomopathogenes et
jouent un role essentiel dans la régulation naturelle de ces populations d'insectes (Kouassi,
2001), dont la résistance est limitée par rapport aux insecticides chimiques traditionnels.
(Samada et Tambunan 2020; Ritika et Utpal 2014; Dubovskiy et al.,2013 ; Sudakin 2003), dans
ce contexte, nous citons les travaux réalisés par Hend et a/ (2023) concernant I’application du

champignon entomopathogéne M. anisopliae contre Culex pipiens ,il a signalé une mortalité
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synergique sur les larves de C. pipiens de troisi¢me stade a 2 et 4 jours aprés I'exposition ainsi

que des effets les plus déléteres sur les couches cuticulaires de I’insecte.

La lutte biologique contre les ravageurs et les maladies utilise le mode de vie parasitaire
des champignons. En effet, les maladies microbiennes chez les invertébrés sont principalement
causées par les champignons, avec prés de 1000 espéces qui jouent un role essentiel dans la
mort naturelle de certains insectes. En outre, la plupart des champignons entomopathogénes
présentent un mode d'infection direct, via la cuticule de I'hdte, et ils agissent par contact plutot
que par ingestion. Beauveria spp., Metarhizium spp., Isaria spp. et Lecanicillium spp. Sont
principalement utilisés comme biopesticides fongiques. Ces champignons appartiennent au
phylum Ascomycota, a la classe des Sordariomycetes et a I'ordre des Hypocréales. (Mascarin

et Jaronski 2016 . Greenfield et al., 2015 ; Ortiz-Urquiza et al., 2015).

Dans ce sens, nous avons ¢laboré un travail de recherche avec deux grandes parties :

> La premiére partie se concentre sur les données bibliographiques concernant les
champignons entomopathogenes (Beauveria bassiana et Verticilium lecanii), ainsi que
le moustique domestique Culex pipiens.

> La deuxieme partie décrit tous le matériel necessaire, les différentes méthodes
employées, ainsi que la maniere dont les résultats sont analysés et les discussions qui
ont été menées concernant chaque partie étudiée, notamment l'identification et la
caractérisation des souches entomopathogeénes locales, ainsi que leur toxicité sur les
stades aquatiques de Culex pipiens. On termine notre contribution par une conclusion

générale et des perspectives.



Premiere partie :
synthese
bibliographique



Chapitre I: Géneéralités sur les champignons entomopathogenes

L'un des groupes d'organismes les plus importants est constitués par les champignons

(fungi ou mycetes) (Muller et Schimt, 2007).

Dans le passé, ils ont été percus comme des végétaux, mais aujourd'hui ils forment un
régne distinct, nommé Mycota (Reboux et a/.,2010). IIs possédent une ou plusieurs cellules,

sans chlorophylle, ce qui les distingue clairement du régne végétal (Chabasse et al.,2002).

Les especes qui les composent comprennent des macromycetes et d'autres
micromycetes (Liittge et al.,2002), qui ont des structures et des caractéristiques biologiques tres
variées, adaptées a des modes de vie saprophytes, parasitaires ou symbiotiques (Anonyme a,

2000 ; Anonyme b, 2000).

Les champignons sont des microorganismes eucaryotes filamenteux, strictement
acrobies et rarement anaérobies (Tortora et al., 2003; Mathew, 1995). IIs ont un métabolisme
hétérotrophe qui fonctionne grace a 1’énergie puisée de la respiration et de la fermentation des
mati€res organiques solubles présentes dans leur environnement (Nicklin et al.,1999 ;Leveau

et Bouix, 1993).

Ils sont principalement constitués d'un thalle sans pigment assimilateur, appel «

mycélium » chez les champignons (Rispail, 2008).

Les spores, structures uni ou multicellulaires, sont la principale méthode de
reproduction des champignons, puisqu'elles peuvent reproduire l'espéce parentale apres la
germination. Selon Bouzid (2015), les spores peuvent se développer soit par une voie asexuée,

soit par une voie sexuée.

Les champignons sont divisés en quatre classes principales : les Ascomycétes, les

Basidiomyceétes, les Deutéromycetes et les Zygomycetes, selon Hoog (1995).

les champignons entomopathogenes jouent un role crucial dans la régulation naturelle

des populations d'insectes (Wraight et Roberts,1987).

L'intérét de ces champignons entomopathogenes réside dans leur capacité a influencer
tous les stades de développement de Il'insecte, y compris les ceufs (Ferreira et
al.,2005).Beauveria  bassiana et Metarhizium anisopliae sont les champignons

entomopathogenes les plus couramment employés dans le développement de biopesticides
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(Lacey et al.,2015) En particulier, Metarhizium anisopliae a été largement étudi¢ chez diverses
especes de moustiques, tandis que Beauveria bassiana a été rarement étudié chez ces insectes
(Huang et al., 2017 ; Scholte et al., 2004). Pour évaluer le potentiel d'un champignon en tant
que biopesticide efficace, il est essentiel de considérer sa virulence, sa persistance et sa

productivité en conidies (Muiiz-Paredes et al., 2017 ;Lopez-Perez et al., 2015).

Ces champignons possédent un large éventail d'hdtes et sont pergus comme des
champignons respectueux de I'environnement. De nombreux biopesticides ont été créés avec
ces agents afin de combattre les ravageurs et les vecteurs agricoles tels que les tiques, les

termites, les mouches domestiques (Lacey et al., 2015).

Les champignons entomopathogénes sont efficaces contre de nombreux insectes
nuisibles et jouent un rdle crucial en tant qu'agents de lutte biologique (Majeed et al.,2017 ;
Cabanillas et Jones, 2009). Grace a leur grande spécificité d'hote et a leur faible toxicité pour
les mammiferes, ces champignons sont devenus essentiels pour la recherche en
biocontrole(Vega et al., 2009 ; Wraight et Carruthers, 1999). De plus, les champignons
entomopathogeénes peuvent se développer de maniere endophytique dans diverses parties des
plantes et induire une résistance systémique chez les plantes hotes contre différents stress
biotiques, comme les insectes phytophages, les nématodes et les pathogénes (Jaber et Ownley,
2018 ; Sanchez-Rodriguez et al., 2018). Ils favorisent également la croissance et le rendement

des plantes (Behie et al., 2012 ; Kabaluk et Ericsson, 2007).
I -1- Classification des champignons entomopathogenes :

Selon Ferron (1975) les champignons entomopathogeénes sont classés en quatre
groupes : les champignons imparfaits, les entomophtorales, les coelomomyces et les

ascomycetes.

Désormais, la classification de la diversité biologique se focalise sur une classification
phylogénétique en remplacement de la classification classique, en raison des récentes

découvertes (Saiah, 2014).

Les groupes ou taxons sont établis par la classification classique en se basant sur un
critere de ressemblance globale. Selon Vega et al. (2012), une classification phylogénétique

implique la classification des étres vivants en fonction de leurs liens de parenté.
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Aprées I'émergence de la biologie moléculaire, de nombreux concepts taxonomiques ont
subi des modifications, cela conduirait & I’abandon des termes « Deutéromycétes », «
Hypomycetes » et « champignons incomplets», qui classent communément de nombreux
champignons entomopathogénes et a leur reclassement dans le phylum Ascomycota

(Humber,2012).

Les champignons entomopathogeénes se trouvent actuellement dans quatre divisions

distinctes : Chytridiomycota, Zygomycota, Basidiomycota et Ascomycota.

Le tableuu I répertorie plusieurs especes de champignons appartenant a divers champignons et

connus pour leur activité entomopathogeéne
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Tableau I : Champignons entomopathogénes appartenant a différents Phylums (Saiah, 2014

in Badaoui,2017)
Phyllum | Genre Espéce Auteur
Batkoa Humber B. apiculata et B. major Balazy, 1993
Conidiobolus Brefeld £ conmiaiins : Sopecerdl 1o
C. obscurus et C. thromboides Hiisitice. 5019
E. aulicae , E. maimaiga et E. grylli IS 200
Entomophaga Batko

Zygomycota

E. calopteni

Humber, 1989

- E. culicis et E. muscae Keller, 2002
Entomophthora Fresenius :
E. planchoniana Humber, 2012
E. aquatica et E. rhizospora Keller, 1991
Erynia Nowakowski E. conica Balazy, 1993
E. ovispora Humber, 2012

Furia Batko

F. americana

Keller, 1991

F. F. virescens

Balazy, 1993

Massospora Peck

M. cicadina

Neozygites Witlaczil

N. fresenii , N. parvispora et

Ascomycota

N. floridana Humber, 2012
Pandora Humber P. blunckii et P. neoaphidis
Z. phalloides et Z. phytonomi
Zoophthora Batko s e Balazy, 1993
g Septobasidium Septobasidium sp
o Auriculoscypha Auriculoscypha sp Henk et vilgalys, 2007
g' Uredinella Uredinella,sp
5 Coccidiodictyon Coccidiodictyon sp
‘% - - Sung et al., 2007
Ordonia Ordonia sp
Kacharsonts A. aleyrodis Chaverri et al., 2008.
) ) A.Montagne Liu et al., 2006;

Ascosphaera Spiltoir

A. aggregata

Anderson et al. 1998.

B.bassiana Balsamo)

=Meenepeniebuithennn —— R ., 20
B. brongniartii(Saccardo) Rtuieset ot i
Cordyceps C. militaris et C tuberculata Kepler et al., 2012
‘ Evcarivnin "donnell et al., 1998

L usaniun Link

e

1 Tzean et al., 1997

S ETIVIUTION

Hirsutella Patoulllard

Rdmbach et Roberts, 1989

H. thompsonii

Hodge et al., 1996

Hymenostilbe Petch

Emend.

H. citriformis

Humber, 2012

H. rhossiliensis et H. saussurei

Hodge et al., 1996

H. thompsonii

Rombach et Roberts, 1989

Isaria Persoon

I. farinosa et I fumosorosea

Paecilomyces Bainier

P lilacinus

Humber, 2012

Lecanicillium Gams et Zare

L lecanii

Zare etal., 2001.

Metarhizium Sorokin

M. anisopliae

Bischoff et al., 2009

M. flavoviride

Driver et al., 2000

M. majus et M. acridum

Kepler et al., 2012.

Nomuraea Maublanc

N. rilevi

Kepler et al., 2012

Tolypocladium

T. niveum

Humber, 2012

T. evlindrosporum

Hodge et al., 1996

Torrubiella Boudier

T. ratticaudata

Sato et al., 2010

T. aranicida

Sung et al., 2007
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I -2- Mode d’infection :

Les champignons entomopathogénes doivent coloniser un hote afin de l'utiliser comme
source de nutriments. Les champignons ectoparasites se développent sous forme de thalles a la
surface du corps de l'insecte. Ils obtiennent leur nourriture a la surface de I'hdte ou en pénétrant

légérement dans le tégument (Kuno,1973).

Les champignons entomopathogénes ayant un mode d'action endoparasitaire
comprennent toutes les especes qui pénétrent dans 1'organisme et tuent I'hote, généralement en
envahissant et/ou en envahissant les tissus digestifs. La sécrétion de toxines est souvent
considérée comme une activité complémentaire de ces champignons. Certaines especes
d'endoparasites, comme le Penicillium sp, sont capables d'infecter 1'hote en détruisant la

cuticule (Veyet Riba,1989).

Le schéma infectieux de ces champignons comprend plusieurs étapes, illustrées dans la

figure n° 01 (Dakhel, et a/.,2019 ;Zimmermann,2007) :

. Fixation des spores sur la cuticule de I’insecte,

. Germination et formation des appressoria, des structures hyphales initiales,
. Pénétration de la cuticule par les tubes hyphaux pour atteindre 1’hémoccele,
. Survie face aux réactions immunitaires de 1’hote,

. Propagation a I’intérieur de I’hote par fragments d’hyphes ou blastospores,
. Reproduction des conidies a partir de 1’hote mort.
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Figure n° 1: Le cycle de vie pathogéne des champignons entomopathogenes (Mascarin et

Jaronski ,2016).
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I-3- Exemples sur les champignons entomopathogénes: (Beauveria sp,Verticillium sp)

1-3-1- Beauveria bassiana:

Le champignon Beauveria sp. est couramment présent dans les sols du monde entier et est
largement utilis€ en lutte biologique. De nombreuses études ont démontré son potentiel
insecticide. Ce champignon peut cibler divers insectes ravageurs appartenant a différents ordres,
en particulier les coléopteres (Todorova et al.,1996). Parmi les insectes susceptibles d'étre

contrOlés par Beauveria sp., on trouve (Todorova et al.,1994) :

. la coccinelle maculée, Coleomegilla maculata (Coccinellidae),
. le scarabée argentin, Cyclocephala signaticollis (Scarabeidae),
. le doryphore de la pomme de terre (Leptinotarsa decemlineata) (Chrysomelidae) .

% Morphologie :

Beauveria bassiana produit des colonies cotonneuses blanches a jaunatres (Figure n°
02). Les conidies ou spores (Figure n°03) (Dannon, 2020) sont soutenues par des filaments
transparents et des hyphes cloisonnés (Figure n°04) d'un diamétre de 2,5 a 25 microns. Les
conidies sont produites sur des épis courts, donnant aux cellules formant les conidies un aspect
épineux. En présence d'air, le champignon produit des conidiospores sphériques (diamétre 1-4
um) ou ovales (Dannon, 2020) (largeur 1,55-5,5 x 1-3 um), mais en conditions anaérobies, il
produit des blastospores ovoides (Figure n°05). Forme (diameétre 2-3 um, longueur 7 um). Les

blastospores sont aussi infectieux que les conidies (Lipa, 1975; Weiser, 1972 )
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Figure n°2: Aspect macroscopique de B.bassiana Figure n°03:Les Spores de B.bassina

(Dannon,2020).

<+ Taxonomie

D’apres Rehner et Buckley (2005), la classification récente de Beauveria bassiana est

comme Ssuit :

Régne : Fungi

Phylum : Ascomycota

Sous-phylum : Pezizomycotina

Classe : Sordariomycete

Sous-classe : Hypocreomycetidae

11
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Ordre : Hypocreale Famille : Cordycipitaceae

Genre : Beauveria

Espece : Beauveria bassiana

% Application de Beauveria bassiana en lutte biologique (importance de B.sp).

Cette espece, dotée d'un large spectre d'action et d'une grande virulence, peut infecter son
hote par simple contact (Meyling et al.,2009) et entrainer la maladie de la muscardine blanche
(Michael, 2002) .(figure n°06), Selon son mode d'infection (ingestion ou simple contact avec

1'hote), Beauveria bassiana est un agent de lutte tres intéressant (De kouassi, 2001).

Ce champignon présente l'avantage de ne pas devenir un pathogeéne dangereux pour
I'homme ou les animaux a sang chaud ( Laird et al., 1990 ; Tong-kwee et al.,1989 ), Le
champignon entomopathogéne B. sp est un agent de lutte trés intéressant du fait qu'il peut
infecter 1'hdte par ingestion ou par simple contact contrairement aux autres agents de lutte
microbiologiques, Tous les stades, qu'il s'agisse d'ceufs, de larve ou d'adultes, sont sensibles a
ce mode d'action particulier. B. bassiana peut étre fabriqué en grande quantité a un prix

avantageux et peut étre utilisé avec les méthodes conventionnelles. (Lipa,1985).

Figure n°6: Muscardine blanche observée sur insecte attaqué par B. bassiana (Michael, 2002)
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1-3-2- Verticillium lecanii :

Verticillium lecanii est un champignon entomopathogeéne ciblant principalement les
pucerons et les cochenilles. Des souches tres virulentes et épizootiques de V. lecanii ont été
développées pour étre utilisées comme agents de lutte biologique (Hall, 1981 ) contre certains
insectes. Par exemple, Mycotal et Vertalec sont des produits commerciaux de lutte biologique
utilisés respectivement contre l'aleurode et le puceron (Hall,1984). V. lecanii agit également
comme mycoparasite sur la rouille (Allen, 1982 ; Spencer et Atkey, 1981).Le genre Verticillium
comprend des especes saprophytes, mais il est surtout constitué d'espéces parasites trés

répandues dans les sols (Champion,1997)
% Morphologie

La colonie type de Verticillium lecanii est blanche au jaune pale et d’aspects cotonneux (figure

n°07 /A) .

Le genre Verticillium se distingue par sa forme imparfaite, ses filaments filamenteux et
sa polyphagie (figure n® 07/B) Les champignons de cette catégorie ont une taille microscopique
et n'ont pas de forme sexuelle connue. On peut observer des conidiophores dressés, hyalins ou

noirs. Les conidiospores possedent des conidies (Botton et a/.,1990).

Figure n°7: Aspect macroscopique (A) et microscopique (B) de Verticillium lecanii Carrefio (2003)

Les conidies sont formées individuellement a l'extrémité de phialides; elles sont

principalement unicellulaires mais parfois elles présentent un septum, et ont une dimension de
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3.5 a2 10.5 (12.5) X 4 a 2 um. Elles ont une forme ellipsoidale ou subcylindrique et sont

irrégulieres.

Les phialides sont portées par des conidiophores qui ont des ramifications verticillées

ont la base est plus sombre en culture sur des tissus végétaux (Figure n° 08).

A : Conidies
B : Conidiophores
C : phialides R P B
D : Mycélium 2 o . A
A U g
s
f... _';;' ' P
N i g
o IR
R A

Figure n° 08: schéma microscopique du Verticillium. G ( x 40) (Le poivre , 2003)
% Classification:

Le genre Verticillium fait partie du groupe des Ascomycetes. Il a été mis en évidence pour

la premiére fois en 1816 par Nées von Esenbeck (Martin-Lapierre, 2011).
Selon Martin-Lapierre, (2011) : le genre Verticillium se classe comme suit :

Régne : Fungi

Embranchement : Ascomycota

Classe : Sordariomycetes

Sous-classe : Hypocreomycetidae

Ordre : Incertaecsedis
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Famille : Plectosphaerellaceae
Genre : JVerticillium
Espece : Verticillium lecanii (Nees, 1816)
% Importance de Verticillium lecani

Verticillium lecanii est un champignon microscopique. Il a été décrit pour la premiere
fois en 1981par Viegas comme un mycete cosmopolite trouvé sur les insectes. C'est un microbe

pathogene commun des insectes dans les climats tropicaux et subtropicaux.

Il est connu comme biopesticide/bioinsecticide .Il a la capacité exceptionnelle de se
reproduire tant sur les arthropodes que sur les champignons et de les injecter. Il est compatible

avec les arthropodes les plus parasites et les plus prédateurs.

Il est connu comme mycete de "blanc-halo" en raison de la croissance mycélienne
blanche sur les bords des insectes infectés, Le mycete se développe par la suite en dehors par
la cuticule et sporule sur l'extérieur du corps. Les insectes infectés apparaissent en tant que

blanc aux particules cotonneuses jaunatres.

Les insectes malades apparaissent habituellement en 7 jours. Cependant en raison des
conditions environnementales, il peut y avoir un certain temps de latence considérable de
l'infection a la mort des insectes, Le mycélium fongique du Verticillium lecanii produit une
toxine de cyclodepepsiptide appelée le bassionolide, qui a été¢ montré au ver a soie de mise a
mort. le mycete produit d’autres toxines d’insecticides telles que ’acide dipieolinique ( Philippe

et al.,1993).

Le Vlecanii peut affecter certains especes des champignons phytopathogenes

(Uromyces dianthii ) en inhibant leur développement( Boiron ,1996).
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Chapitre I1: Geénéralités sur Culex pipiens

Le moustique commun ( Meyer,2009).(Culex pipiens) représente l'espéce la plus
répandue des moustiques Culex dans I'hémisphére Nord. Les culex méales consomment du jus
sucré. En revanche, les femelles sont hématophages (Pierrick,2014) pique I'étre humain ou
d'autres animaux a sang chaud afin de consommer le sang nécessaire a la production de ses
ceufs. Les biocapteurs qu'elle posseéde lui permettent de repérer la température, le CO2 et
certaines odeurs, ce qui lui permet de repérer ses proies. Selon certaines recherches, elle est
attirée par différents types de lumiére et méme la pollution lumineuse contribue a
l'augmentation de la durée de vie, notamment par la lumicere blanche de la diode
¢lectroluminescente produite par la combinaison de la LED bleue et de la LED jaune ( Wilson

et al.,2023).

Ces moustiques se nourrissent principalement d'hotes aviaires et mammiféres, ce qui les
rend opportunistes (Brugman et a/., 2018 )Ainsi, ils sont per¢cus comme des vecteurs importants
pour le virus du Nil occidental, la fievre de la vallée du Rift, la filariose lymphatique et le

paludisme aviaire (Jung et al., 2021 ; Kimura et al., 2010 ).

Cette espece aime les eaux chaudes et stagnantes et/ou les mares ou fossés ombragés
avec des feuilles mortes. Certaines espeéces peuvent présenter des préférences spécifiques :
n.n

L'espéce anthropophile connue sous le nom de "moustique domestique", "moustique urbain

nocturne" ou encore "moustique de la chambre a coucher" habite les zones urbaines a

Figure n°9: Le Moustique Culex (Science world, 2020)

températures douces qui offrent des gites larvaires (comme des piscines mal entretenues et des

flaques d'eau de pluie) ( Marti, 2009).
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Chapitre I1: Geéneralités sur Culex pipiens

I1-1- Position systématique :

Le genre Culex est un arthropode appartient a la sous-famille des Culicinaes, Sous-

embranchement : Hexapoda. (Bussieras et a/.,1991;Wall et al.,1992).

Selon Harbach, (2007),La classification du culex repose sur divers critéres
morphologiques visibles a la fois chez les ceufs et a 1'état larvaire, ainsi que sur des critéres
biologiques imaginaires. La saison, la période d'activité, les hotes piqués (mammiferes, oiseaux

ou batraciens...), les gites de ponte.

Selon Trari et al (2002), Culex pipiens se trouve dans la position systématique suivante:

* Regne : Animalia

« Division : Arthropoda
» S/Division : hexapoda
» Classe : Insecta

« Sclasse : Pterygota

* Ordre : Diptera

» S/ordre : Nematocera
» Famille : Culicidae

» S/famille : Culicinae

» Genre : Culex

» Espece : Culex pipiens (Linne,1758).

I1-2-Répartition géographique :

II -2-1. Dans le monde :

Le Culex pipiens est de plus en plus répandu a travers le monde, omniprésent, capable
de s'adapter a tous les milieux, sauf dans les zones perpétuellement gelées, ou les conditions
sont trop séveres pour leur développement(Boyer, 2011),il se développant aussi bien dans les
zones urbaines que rurales, dans les eaux polluées et propres (Faraj et al., 2011;Hassaine,
2002) (Figure n°10). Culex pipiens est une espéce assez répandue en France et en particulier
en Méditerranée. Elle se rencontre aussi dans toutes les parties tempérées d'Afrique, d'Europe,
d'Asie, d'/Amérique et d'Australie (Farajollali et al., 2015 ;Wall et Sshearer, 1992).
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Figure n°10: Répartition du Culex pipiens dans le monde (Robejean, 2013)

II -2-2- En Algérie

Le culex pipiens est le moustique le plus intéressant en Algeérie, car il est abondant et

réellement nuisible dans les zones urbaines (Berchi et al., 2012).

Seules les sous-familles Culicinae et Anophelinae sont présentes en Algérie
(Kettle,1990 in Berchi 2000) avec six genres.

II-3- les carateres morphologiques :

Le développement apparent du moustique se divise généralement en 4 étapes : I'ccuf,

la larve, la nymphe et l'adulte.
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>

Euf : Les ceufs des femelles de Culex sont pondus a la surface de I'eau (Michaelakis et
al.,2005). On peut pondre les ceufs en groupes de 100 & 400 ceufs dans chaque nacelle. Ils
sont géneralement fusiformes et mesurent environ 0,5 mm (figure n°11). Au moment de
la ponte, ils sont blanchatres et s'assombrissent dans les heures qui suivent (Rodhain et
Perez,1985) par oxydation de certains éléments chimiques présents dans la theque
(Aissaoui, 2008 ;Seguy, 1951). Les ceufs sont incubés dans l'eau, généralement claire,
mais on en trouve aussi dans les eaux polluées, contenant des substances organiques qui
donnent aux larves la possibilité de se nourrir. Environ 24 a 48 heures apres l'ovipositeur,
chaque ceuf est entouré d'une coque imperméable a l'eau et résistant a la dessiccation pour
sortir de I'ceuf. L'éclosion des ceufs pondus en pleine eau se produit en quelques jours, en fonction

de la température ambiante du milieu (Benkalfate, 1991).

L/]

Figure n°11: Nacelle d’ceufs de Culex pipiens (Benzidane et Ibessaine, 2022)

Larve : Les larves vivent dans l'eau et évoluent en quatre étapes détaillées, allant du mm
au cm. La forme des larves est encéphale. Leur structure est constituée de plusieurs

couches, dont la plus externe constitue le revétement chitineux (Anonyme, 2004).

Elles proliféerent sans distinction dans les eaux claires ou contaminées,d’apparence

vermiforme (Andreo, 2003 ;Kettle,1995 ). Les insectes sont mobiles, qu'ils soient phytophages,

zoophages ou saprophages. Ils se nourrissent du plancton grace a des soies recourbées qui sont

renvoyées par les pré-mandibules vers la bouche. Elles font face a 4 mues. Elles assimilent de

I'air par un siphon caudal (Balenghien, 2007).
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Les particules de matieres organiques sont leur nourriture La croissance larvaire s'étend
sur une periode de 7 a 12 jours et se divise en 4 étapes successives, séparées par des mues.
Visible a I'eeil nu, la larve du quatriéme stade présente une téte qui porte latéralement les taches
oculaires et les deux antennes. Ensuite, on peut observer le thorax et I'abdomen (Guillaumot,
2006). (figure n°12).

Les individus de C. Pipiens augmentent leur poids de maniere relativement rapide pendant

oeil

antenne

siphon respiratoir

thorax

Figure n°12: Morphologie général de la larve du 4¢me stade de Culex pipiens
(Insect, 2020).

les deux premiers stades larvaires, puis de maniere plus lente par la suite (Bendali et al.,2001)

» Nymphes: La forme des nymphes est une virgule. Elles sont incapables de se nourrir et

respirent grace aux deux tubes qu'elles portent sur le dos.( Figure n°13).

C'est a ce moment que les moustiques se transforment pour la derniere fois, en deux jours

environ, puis la nymphe éclate et I'adulte est libéré (Zerroug, 2012).
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Figure n°13 : La nymphe de Culex pipiens (original,2024)

»  L’adulte: L'adulte, aprés sa transformation, casse la téte nymphale et s'échappe a la
surface de I'eau. (Figure n°14). La maturité sexuelle des males se fait en un jour, tandis
que celle des femelles se fait en 1 a 2 jours et elles sont plus grandes que les males issus
d'une méme émergence (Clements, 1999).

Le moustique adulte est un petit insecte allongé de 5 a 10 mm de long. En général, il est
d'un brun clair et posséde des pattes longues et fines (Blenghien,2007). Elle est divisée en trois

parties distinctes : la téte, le thorax et I'abdomen (Rodhain et Perez, 1985).

silon longltudinal mesothoracique

(UGG T

intennes seulellum

nlle droite

prothorax
palpe
tromp

\\ 'abdomen

thorax

Figure n°14: Morphologie générale d’un adulte de Culex pipiens (Toral y caro, 2005)
(Femelle en haut a droite, male en bas a droite) (Original,2024).

21



Chapitre I1: Geéneralités sur Culex pipiens

I1 -4- Cycle de développement de Culex pipiens :

Les moustiques ont un cycle de développement qui s'étend d'environ doue (12) a vingt
(20) jours (Adisso et Alia,2005)Comme tout insecte a métamorphose compléte (holométabole),
le moustique traverse deux étapes distinctes dans son développement (Rodhain et Perez,1985):

- la période aquatique qui rassemble les trois premiers stades.
- la phase aérienne affectant I'adulte ailé ou imago (stade final).

% Phase aquatique:

Quelques jours apres la fécondation, la femelle pond les ceufs dans divers environnements.
La ponte est généralement composée de 100 a 400 ceufs et le cycle ovulaire dure environ deux
(2) a trois (3) semaines. Lorsque les conditions : la température ambiante, le pH de l'eau, la
nature et I'abondance de la végétation aquatique, ainsi que la faune qui y est associée, sont
favorables (Kpondjo, 2008) sont propices a la croissance ; celle-ci peut étre retardee, par
exemple en cas de baisse de la température. Un ceuf a une taille d'environ 0,5 mm (Rodhain et
Perez,1985).

Lorsqu'ils sont a maturité, les ceufs éclosent et produisent des larves de stade 1 (1 a2 mm)
qui, jusqu'au stade 4 (1,5cm), se nourrissent de matiéres organiques, de microorganismes et
méme de proies vivantes (pour les especes carnassieres). Bien que les larves de moustiques
évoluent dans I'eau, elles respirent a l'air a l'aide de stigmates respiratoires ou d'un siphon.
(Rodhain et Perez., 1985). La taille de la larve de stade 4 est évidente a I'ceil nu. Elle posséde
une téte, avec les taches oculaires et les deux antennes latéralement. Par la suite, on retrouve le
thorax et I'abdomen. Aprées une période de six (6) a dix (10) jours et plus, en fonction de la
température de I'eau et de la disponibilité de nourriture, la quatrieme mue produit une nymphe :
c'est la nymphose (Guillaumot, 2006). La nymphe mobile, généralement représentée par une
virgule ou un point d'interrogation, ne se nourrit pas pendant tout le stade nymphal (phase de

métamorphose) qui dure entre un

(2) et deux (2) jours. De temps en temps, elle remonte a la surface de I'eau pour respirer
et plonge vers le fond, dés qu'elle est perturbée. A cette étape, la nymphe s‘allonge, son
tégument se brise dorsalement et, tres lentement, le moustique adulte (imago) s'‘échappe de
I'exuvie : c'est I'apparition, qui dure environ quinze minutes, pendant lesquelles l'insecte est

exposé sans protection a de nombreux prédateurs de surface (Rodhain et Perez, 1985).
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« Phase aérienne

Les sujets des deux sexes s'accouplent en vol ou dans la végétation et déplacent de 1 & 2
km. Les méales sont capables de percevoir le bruit du battement rapide des ailes des femelles,
qui s'approchent des essaims lors du vol nuptial, grace aux longs poils dressés sur leurs
antennes. A cette époque, le male donne a la femelle un stock de sa semence. La femelle, qui
possede un caractere spécifique, celui de la conservation des spermatozoides jusqu'a la mort,
conserve la semence du male dans une ampoule globulaire ou vésicule d'hébergement

(spermatique). Elle n'a donc été accouplée qu'une seule fois (Darriet, 1998).

Les males et les femelles adultes consomment des jus sucrés, des nectars et d'autres
produits végetaux. Cependant, une fois que les femelles sont fécondées, elles se rendent a la
recherche d'un repas sanguin dont elles extraient les protéines et les acides aminés essentiels a
la maturation des ceufs. On préléve ce repas sanguin sur un vertébré (mammifere, amphibien,

oiseau) et on le digére ensuite dans un endroit sdr (Guillaumot, 2006).

Une fois que la femelle est gravide, elle cherche un lieu de ponte approprié pour la
croissance de ses larves. En général, la ponte se fait au crépuscule. Le gite larvaire se compose
d'une eau stagnante ou a faible flux, qui peut étre douce ou salée (Ayitchedji, 1990). D'apres
(Iroko,1994), les trois conditions essentielles pour la reproduction et le développement de
certains moustiques d'Afrique noire sont le sang, I'eau et une température d'au moins 18°C. On

peut observer le cycle de développement du moustique dans la figure n°15.
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Figure n°15: Cycle de développement Culex pipiens (Tabti, 2017).

II-5- Les principales nuisances causées par Culex pipiens

« LesPiqures

La pigQre du moustique femelle chez I'hnomme et chez I'animal entraine une Iésion ronde
de quelques mm a 2 cm de diametre, souvent avec une prurigine. On peut observer des
réactions allergiques a ces piqures, causées par l'injection d'antigenes salivaires, mais
également par le simple contact avec le moustique ou ses excréments (Candace et al., 2001).
Cette allergie peut étre localisée ou généralisée chez le chien et se traduit par des plaques

érythémateuses tres prurigineuses (Prelaud, 1991).

X/

AS

% Transmission de maladies

L'encéphalite japonaise, le virus du Nil occidental et le virus de la fievre de la vallée du
Rift sont quelques-unes des maladies infectieuses qui peuvent causer par Culex pipiens
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(Farajollahi et al., 2011) De plus, étant donné que ces especes de moustiques se trouvent dans
des régions ou vit plus de la moitié de la population mondiale, il est essentiel de continuer a
lutter contre les moustiques afin de prévenir la propagation de ces maladies (Khaiboullina et
al.,2018; Kraemer et al.,2015 ; Lounibos,2002). De plus, en raison des changements
climatiques récents a I'échelle mondiale, la diffusion de ces espéces de moustiques et les
maladies arbovirales associées se généralisent (Shuman, 2011). Ainsi, ces moustiques
représentent deux éléments clés dont I'importance augmente a I'échelle mondiale. Toutefois,
étant donné qu'il n'y a pas de vaccins contre ces virus, a I'exception de I'encéphalite japonaise,
la lutte contre les moustiques qui les propagent constitue une approche pour prévenir une
pandémie causée par ces maladies (Moyes et al., 2017; Liu, 2015 ; Hemingway et Ranson
,2000).

II- 6- Apercu général sur les moyens de lutte :

II - 6-1- 1a lutte chimique

La stratégie de lutte chimique a éte largement employée afin de réguler la densité des
moustiques. Toutefois, les conséquences néfastes des insecticides chimiques artificiels sur
I'environnement sont devenues une préoccupation tres répandue (Moyes et al.,2017; Liu,
2015 ; Hemingway et Ranson ,2000).

De nos jours, I'emploi d'insecticides chimiques synthétiques dans le cadre de projets
agricoles et de santé publique a engendré de multiples difficultés, telles que la résistance aux
insecticides, la pollution de I'environnement et la toxicité pour les étres humains et les
organismes non ciblés (Ariee et al., 2001). Ainsi, on a essayé de mettre en place des méthodes
de lutte intégrées afin de surmonter ces contraintes, mais de nouvelles stratégies ont été
nécessaires car les méthodes intégrées n‘ont pas été efficaces avant maintenant (Patterson,
2016).

II- 6- 2- La lutte génétique

La lutte contre les insectes nuisibles utilise parfois des méthodes qui impactent leur
patrimoine génétique. L'objectif de cette méthode de combat est d'introduire un grand nombre

d'individus génétiqguement modifiés au sein des populations naturelles.

Iy a plusieurs méthodes pour altérer le patrimoine génétique des moustiques, comme
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celle développée par I'Américain Kimpling en 1937, qui implique l'utilisation de males
stérilisés par irradiation ou I'utilisation de substances chimiques (Ignoffo et al.,1977).Cette

méthode est extrémement colteuse et difficilement réalisable.
IT -6 - 3 -1a lutte biologique :

La lutte biologique est I'une des meilleures approches pour combattre les larves de
moustiques en utilisant Bacillus thuringien-sis israelensis (Bti) et Lysinibacillus sphaericus
(Berry, 2011). Le combat contre les larves est efficace, mais le combat contre les adultes
repose principalement sur l'utilisation d'insecticides chimiques synthétiques et Il'effet de
contréle n'a pas été obtenu. Une nouvelle méthode de contrdle biologique doit donc étre
développee pour combattre les moustiques adultes ; la méthode représentative est 'emploi de
champignons entomopathogenes. Déja largement employes dans la lutte contre les parasites
agricoles, les champignons entomopathogénes sont considérés comme inoffensifs et
sécuritaires pour les étres humains et les autres animaux (Lacey et al., 2015). Plus
précisement, ils présentent I'avantage majeur d'infecter les insectes, y compris les moustiques,
par contact avec les spores, par rapport a d'autres agents de lutte biologique qui doivent étre
ingérés, comme les bactéries, les virus et les protozoaires. 11 existe de nombreux insecticides
fongiques utilisant différents champignons entomopathogénes qui ont été largement
développes pour combattre les ravageurs agricoles. Cependant, malgré les nombreux efforts
déployés pour leur développement dans le but de combattre les moustiques, les produits
authentiques n'ont été développés que récemment et nécessitent davantage de recherche
(Buckner et al.,2017) etc.

Beauveria bassiana et Metarhizium anisopliae sont les champignons
entomopathogenes les plus couramment utilisés pour la production de biopesticides .La
variété d'hotes de ces champignons est assez vaste et ils sont percus comme des champignons
respectueux de I'environnement. De nombreux biopesticides ont été créés avec ces agents
afin de combattre les ravageurs et les vecteurs agricoles tels que les tiques, les termites et les
mouches domestiques (Lacey et al.,2015.). Plus précisément, on a étudié M. anisopliae dans
différentes especes de moustiques, tandis que B. bassiana a été rarement observé chez les

moustiques (Huang et al., 2017).
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Ce travail a été réalisé au laboratoire de microbiologie de la Faculté des Sciences de la Nature
et de la Vie de I'Université Akli Mohand Oulhadj, a Bouira durant la période qui s’étale du

moins de février jusqu’ au juin 2024
L'objectif de ce travail est de :

0,

% Rechercher et isoler les champignons entomopathogénes tellurique au niveau de deux
régions Bejaia et Bouira

0,

% L'évaluation de leur pathogénicité sur les stades aquatiques (L4, L3, L2 et nymphe) du

moustique Culex pipiens.
I-1- Matériel biologique.
I-1-1-Le sol:

Des échantillons de sol sont prélevés dans deux régions, dans le but d'isoler des champigno

entomopathogenes.
I-1-2- Matériel entomologique : Culex pipiens

L’étude de I’activité biologique de nos champignons identifies a été faite sur les stades

aquatiques (L2, L3, L4 et nymphe) du moustique domestique Culex pipiens.
I-2-Matériel non biologique :

L'ensemble du matériel utilisé dans notre étude est présenté dans lI'annexe 01 (tableau I)
qui comprend les équipements, les verreries de laboratoire, les produits chimiques ainsi que les
milieux de culture. Pour la collecte et le traitement des stades aquatiques du moustique Culex
pipiens, nous avons utilisé des seaux, des seringues, des gobelets, de la poudre de biscuit sec et

de tulle moustiquaire.
I-3 -Méthodologie
I-3 -1- Prélévement du sol et sites d’isolement

Les échantillons de sol utilisés pour ce travail proviennent de deux sols agricoles des
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wilayas de Bejaia (figure 16,A) et de Bouira (figure 16,B). Le choix de ces régions a éte fait
en fonction du type de sol et des conditions climatiques propres a chaque wilaya :

Les deux régions se caractérisent par:

Un climat méditerranéen, elles sont considérées comme des écosystemes favorables a la
prolifération des champignons (végétation disponible, humidité élevée, température moyenne
et la pluviométrie varie entre 500 et 1300 mm/an).

Un sol agricole et fertile, caractérisé par sa richesse en matiére organique, apportée
par les fruits et les feuilles, forme végétative de 1’olivier et d’autres plantes. Ces facteurs

influencent la croissance des champignons.

Les échantillons de sol ont été préleves en suivant la technique de Pochon et Tradieux
(1962).Apres avoir enlevé les cing premiers centimétres de sol, une quantité suffisante de terre
a été prélevée jusqu’a une profondeur de 10 centimetres, puis déposée a I’aide d’une spatule sur
une feuille d’aluminium stérile. Apres un premier tri pour éliminer les pierres et les débris
vegétaux, les échantillons ont éte placés dans un sac stérile, puis transportés au laboratoire de

microbiologie pour analyse dans les 24 heures (stockes a 4°C en attendant ’analyse).

Les sites d’isolement sont illustrés dans la figure suivante :

Figure n°16: Les échantillons du sol utilisés (original)

I -3 -2- Isolement des champignons

Aprés tamisage des échantillons de sol, 10 grammes de chaque échantillon sont mélangés

avec 100 ml d'eau physiologique stérile et homogénéisés pendant 10 minutes a l'aide d'un
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vortex. Cette dilution constitue la solution mére a partir de laquelle d'autres dilutions sont
préparées jusqu'a 10, Chaque dilution sera utilisée comme échantillon et étalée a la surface du

milieu gélosé Sabouraud (Botton et al., 1990).

Les boites de Pétri sont ensuite incubées a 25°C et observées quotidiennement pendant 7 a

21 jours.(figure n°17).

>\

preparation de la . , x
solution mere ~onaajoute 100 ml de
et - l'eau physiologique

« - sterille au10 g de sol
> . ‘\_’_4 =g
@ -
Echantillon \ "

de sol: 10g _l

l preparation de dilutions : 90ml de I'eau physiologique
sterille est ajoute pour chaque t_uLe‘

solution mere  —p = l'aﬂml\‘ﬁ 10ml = om B

10M 102 103 104 1 ml de chaque
o o - . dilution ete
\ \ ensemancee sur
( ) | ; ( \ ( \’ sabouraud
! \ ' \ ! \ /
\\\_// ."'\\‘,// \\_/_,/ \‘\__,.""

incuation a 25 C° pendant 7 a 21 jours

Figure n°17: Protocole d’isolement des champignons a partir de sol
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I-3-3 — Purification et repiquage des isolats fongiques

Une fois que les isolats ont atteint un développement satisfaisant, des repiquages individuels
ont été realisés. Ce processus a été répété jusqu'a ce qu'une seule colonie d'un champignon
specifique soit isolée dans chaque bofite de Pétri (Guiraud, 1998).

La technique de repiquage a été utilisée avec précaution pour isoler les champignons, en
prélevant un fragment de colonie a I'aide d'une anse stérilisée, évitant tout contact avec les autres
colonies. Ce fragment a été déposé au centre d'une nouvelle boite de Pétri contenant le méme
milieu PDA, favorable au développement rapide des champignons et a la production de spores,
tout en respectant les conditions spécifiques pour chaque boite. Le repiquage s'est déroulé 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 25°C pendant six jours pour favoriser le
développement et la multiplication des colonies de champignons. Des repiquages successifs ont
été réalisés en prelevant a chaque fois un fragment des colonies isolées précédemment afin

d'obtenir des souches pures.
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Figure n°18 : Les étapes de purification et repiquage des isolats

1-3 -4 -Méthodes d’identification

L'identification des genres fongiques repose sur l'observation des criteres

morphologiques a travers l'observation macroscopique et microscopique.
I-3 -4 —1- Observation macroscopique

Pour effectuer l'observation macroscopique des champignons, il est essentiel de cultiver
les isolats sur un milieu de culture PDA , puis d'examiner attentivement l'aspect des colonies
formées. L'identification repose principalement sur une évaluation visuelle, a 1'ceil nu est utilisé

pour observer et analyser des caractéristiques telles que la vitesse de croissance (rapide, moyenne,
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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 caractéristiques visibles a I'ceil nu fournissent des indices

importants pour distinguer et classifier les champignons étudiés (Hamid, 2015).

I -3 - 4 —-2- Observation microscopique

Pour observer la morphologie des chaines de spores et du mycélium, la technique du ruban
adhésif a été utilisée. Cette méthode consiste a de prélever une fraction de mycélium a partir d'une
culture jeune a l'aide d'un bout de ruban adhésif, puis de le coller sur une lame. Les observations
microscopiques ont ¢té effectuées a des grossissements de x40 a l'aide d'un microscope

photonique.

En général, I'utilisation d'un objectif 40 est suffisante pour détecter la majorité des
¢léments importants. L'identification des champignons, selon Botton et al. (1985), repose

principalement sur leurs caractéres culturels et morphologiques.

I-3-5 -Le relevé de I’abondance des genres fongiques

Nous avons effectué le calcule de relevé de I’abondance des genres fongiques isolées a
partir du sol dans le but d'estimer les genres de champignons telluriques prédominantes. Les

calculs ont été réalisés selon la formule suivante (Jean-Michel, 2006).

P(s)=__N(s) x10

N (©)

P (s) : Taux (pourcentage) d’abondance de la souche fongique exprimé en %.

N (t) : Nombre totale des souches fongiques isolées.

N (s) : Nombre des souches fongiques obtenues et qui appartiennent au méme genre, pour

lesquelles on

Voudra calculer le relevé de ’abondance.
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I-3-6 -la récolte des moustiques

La prospection a été menée dans les environs de la région de Ain —El-Hadjar durant le
mois de mai 2024. La collecte des larves a été réalisée selon la méthode du "coup de louche" ou
"dipping" (Messai et al., 2010). Cette technique implique de plonger doucement une louche dans
l'eau, puis de la déplacer de maniére uniforme afin de ne pas perturber les larves présentes sans
les faire tomber au fond (Bouabida et al., 2012). Le contenu de la louche est versé dans des
bouteilles en verre non hermétiquement fermées, puis conservé a l'ombre jusqu'a ce que les

échantillons soient ramenés au laboratoire.

Figure n°19: Gite larvaire utilisé dans 1’étude (original, 2024)
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I-3-7- Le tri:

Les larves et les nymphes ont été placées dans des gobelets en plastique portant le code du gite,
recouverts de tulle moustiquaire et contenant I'eau de leur gite pour un élevage temporaire.
L’identification des individus récoltées est basée sur les aspects morphologiques décrit par
Rozendael (1999) , selon Roth (1980), la distinction entre les stades larvaires est basée sur la

taille de I'individu.

Figure n° 20 : Tri des stades larvaires de Culex pipiens.

Le tableau ci-dessous présente le nombre et les tailles des différents stades de

développement du Culex pipiens apres la collecte.

Tableau II : Le nombre et la taille des différents stades de développement du culex pipiens.

Les individus La taille Le nombre
Larves stade 2 2a3mm |20
Larves stade 3 43a5mm |38
Larves stade 4 5a6mm |44
Nymphes 5 mm 14

I -3-8- Application des champignons entomopathogénes sélectionnés sur les différents

stades aquatiques du Culex pipiens
I -3-8-1- Préparation de la solution fongique

Pour préparer la solution mere, on place 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
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est ensuite fermé pour éviter toute contamination. On agite I'erlenmeyer pendant 30 minutes a
une vitesse de 1500 tours/minute. Pour faciliter la libération des spores, I'ajout de 2 a 3 gouttes
du réactif Tween 80 est recommandé. Enfin, la concentration en spores peut étre évaluée a l'aide
d'une cellule hématimétrique (cellule de Malassez).

Figure n°21 : Les étapes de préparation de la solution fongique.

1 -3-8-2- Calcul de la concentration de la solution mére.

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

d’une cellule de Mallassez .(voir 1 annexe 03)

Le remplissage de la cellule de numération et la méthode de calcul sont mentionnés en
annexe 03.

I -3-8-3 Traitement des stades aquatiques par la solution fongique
Pour évaluer la toxicité des entomopathogenes sélectionnés sur les larves et les nymphes

du moustique C. pipiens, deux doses ont été choisies, comme indiqué dans le tableau suivant :
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Tableau III : Les Suspensions fongiques et leur concentration en spores / ml.

La souche (suspension fongique) | La dose appliquée

Beauveria sp 0,8 x10°  spores/ ml

Verticillium sp 0,15 x10®  spores/ ml

0,

¢ Mode d’administration de la suspension fongique

Pour administrer la solution fongique aux arthropodes au stades L2, L3, L4 et N pour
Beauveria sp , et pour Verticillium sp , nous avons opté pour les stades L3 et L4 vu le manque
de materiel entomologique.Le mode d'inoculation directe a été choisi puisqu’il s’agit d’une
voie d'entrée préférentielle et courante des champignons entomopathogenes (Butt et Goettel,
2000). Cette méthode implique 1’ajout de 20 ml de la solution fongique dans des gobelet

contenant 08 individus de chaque stade dans leurs gite naturel (Figure n°22).

Les individus témoins, a savoir les larves et les nymphes, sont répartis de la méme
maniere et comptent le méme nombre que les individus traités, en ajoutant de l'eau distillée
stérile. Les individus traités et témoins sont nourrit du biscuit sec. Les mortalités cumulées,la
symptomatologie,le comportement et le renouvellement de la nourriture sont vérifiés

quotidiennement.
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Figure n°22 : Réalisation du traitement de la solution fongique sur les larves et nymphes
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I1-1- Isolement et sélection des champignons entomopathogénes :

L'isolement des champignons entomopathogeénes a été réalisé a partir de deux
échantillons de sols (Bejaia et Bouira).Treize genres de champignons entomopathogénes ont
¢été isolées. Aprés 21 jours d'incubation a 25°C, les champignons apparaissent et se développent
lentement. Leur identification a été faite en se basant sur leurs caractéristiques macroscopiques

distinctives et ils ont été purifiés pour obtenir des cultures pures.
II-1-1 - L’isolement et la caractérisation des genres fongiques

Afin de déterminer les différents genres fongiques prélevés et d'estimer leur abondance
relative aprés la collecte des isolats fongiques présents dans le sol, nous avons entrepris une

analyse approfondie de leur identification, a la fois macroscopique et microscopique.

L'identification de ces genres repose principalement sur la clé d'identification
"Tllustrated Genera of Imperfect Fungi'" de Barnett et Hunter (2000), ainsi que sur les

moisissures d'intérét médical de Chabasse et al. (2002).
- Etude macroscopique

Les caractéristiques macroscopiques des différentes genres sélectionnes sont étudies sur
le milieu Sabouraud. Le tableau III résume I’aspect du mycélium des isolats, la surface et
la consistance des colonies, la couleur du revers de la boite, ainsi que la présence ou

I’absence de pigments caractéristiques de chaque genre.
- Etude microscopique

L’étude microscopique concerne 1’observation des structures caractéristiques des 13

isolats fongiques sélectionnes, telles que les conidiophores, les conidies et le mycélium.

Six genres de moisissures ont été identifiés (voir tableau V).

> Quatre genres (G4,G9,G11 et G13) présentent les caractéristiques suivantes :

e Un mycélium cloisonné

e Des conidiophores nombreux, dressés et non ramifiés, terminés en vésicule
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e Des phialides formés directement sur la vésicule
e De conidies en chaine divergente

e Des cellules a paroi épaisse.

Ces genres semblent appartenir au genre Aspergillus

Trois genres (G1,G7 et G10 ) caractérisées par :

e Des conidiophores isolés.
e Des pénicilles constitués de phialides branchés directement a Iextrémité du

conidiophore.
Ces genres appartiennent probablement au genre Penicillium
> Deux genres (G3 et G8 ) présentent les caracteres suivants :

e Hyphes septé

e Conidiophores en zigzag.

e Conidies unicellulaire disposées en grappes, de petite taille sur une cellule conidiogéne
a croissance sympodiale.

e L’apex de la cellule conidiogéne est tres étroit, et présenteun aspect plus ou moins

géniculé et denticulé.
Ces genres semblent appartenir au genre Beauveria.
» Un genre (G5) présente les caractéres suivants :

. Du thalle végétatif naissent des conidiophores courts et souvent ramifiés. Ils portent des
phialides qui peuvent présenter un ou plusieurs sites de bourgeonnement pour la production

des conidies, lesquelles se divisent en deux types :

o Microconidies : Ce sont des conidies unicellulaires (ou bicellulaires), allongées, ovales
ou cylindriques.
o Macroconidies : Ce sont des conidies pluricellulaires, fusiformes, courbées et assez

pointues aux extrémités.
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Ce genre semble appartenir au genre Fusarium.
» Deux genres (G2 et G12) présentent les caractéristiques suivantes :

e Les conidiophores sont dressés et de teinte claire. Ils comprennent 3 a 4 groupes de verticilles.
Ces verticilles sont constitués de 3 a 4 phialides, d’ou s’échappent de nombreuses conidies

unicellulaires, ovoides a ellipsoides.

Ces genres semblent appartenir au genre Verticillium, et ces caractéristiques correspondent plus

précisément a 1’espece Verticillium lecanii.
» Un genre (G6) se caractérise par:

e Un thalle blanc et lisse

e Des arthropores cylindriques arrondies aux extrémités formées au niveau des doubles

cloisons.

Ce genre appartient probablement au genre Geotrichum.
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Tableau IV: Les caractéres macroscopiques des genres fongiques isolés.

Aspect macroscopique | Photos macroscopiques

de reference

(Dard¢,2011)

(Chabasse et al. ,2002).

Code | Origine | Mycéliu Caractéristique | surface Pigments au
de maérien de la Colonie Reversdela
genre  De genre
Boite
G1=G |Soldu |Vert Glabre et plan |Pas de
= e pigment
G10  |Bouira |jaunatre Poudreuse
G2= | Sol du Blanc Cotonneuse Plane Pas de
G12 pigment
Bouira et poudreuse
G3=G |Sol de| Blanc Floconneuse | Laineus| Pas de
8 Bouira etgranuleuse | ¢ Ou| pigment
et veloure
e
Bejaia
G4= | Sol de Marron Duveteuse et | plane Pas de
poudreuse pigment
G9= | Bouira
et
Gll=
Bejaia
G13
G5 Sol du| Blanc a| Duveteuse plane Un
Bejaia créme pigment
peut
diffuser
dans la
gelose
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Go6

Sol du| Blancau
Bouira depart
puis

deviant

verdatre

Laineuse

plane Pas de
pigment

Résultats et discussion

Tableau V : Caracteres microscopiques des genres fongiques isolés.

Aspect microscopique obtenu

Code des Genre
genres identifie
Penicillium
G1=G7=G10 P
Gr=G12 Verticillium
sp

G3=G8 Beauveria sp

G4=G9=G11
=G13

Aspergillus

sp

Photos microscopiques de

Référence (Chabasse et al., 2002).

43



Chapitre 11 : Résultats et discussion

Fusarium.
G5
Sp
Geotrichum
G6 P

Les caractéristiques décrites par Chabasse et al. (2002) correspondent parfaitement a
celles utilisées par Collier et son équipe (1998) pour identifier le genre Aspergillus, ainsi que
par Larone (1995), St-Germain et ses collaborateurs (1996), Malloch (1997), Sutton et ses
collaborateurs (1998), et De Hoog et son équipe (2000) pour le genre Penicillium. Quant au

genre Verticillium, il a été identifié selon les critéres de Dufresne et al. (2013).

Les criteres d'identification du genre Geotrichum ont également €té cités par Larone (1995)

et Sutton et ses collaborateurs (1998).

L'identification des autres genres est réalisée conformément aux méthodes décrites par
Barnett et Hunter (2000), ainsi que dans le cahier de formation "Bioforma - Les moisissures

d'intérét médical" de Chabasse et al. (2002).

II-1-2 - Le relevé de ’abondance des genres fongiques

L'isolement des champignons a permis d'identifier 06 genres différentes.Le relevé de
'abondance des espéces a révélé que I’espece la plus abondante est Aspergillus sp avec 30%,
suivi de Penicillium sp avec 23.7 %, puis Beauveria sp et Verticillium sp avec une proportion
de 15.3% pour chaque espece. Enfin, Fusarium sp et Geotrichum sp présentent un taux

d'abondance équivalent a 7.6% pour pour chacune
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M Penicillium sp B Aspergillus sp ® Beauveria sp B Verticillium sp B Fusarium sp B Geotrichum sp

Figure n°23: Le relevé d’abondance des isolats.

Les Aspergillus et Penicillium ont marqué leurs présences contrairement aux autres genres
qui se sont présentées en nombre tres réduit, résultat semblable a celui signalé par Fenghour et
al., 2002 en isolant 22 genres fongiques a partir d’un sol de la région d’El Kala dans un but de

recherche de I’activité pectinolytique de ces dernicres.

La forte prédominance des Penicillium est due a leur pouvoir élevé de sporulation et a leur
capacité de coloniser des milieux tres différents méme les plus complexes (Bensmira, 2006).
Des souches fongiques similaires sont isolées par Bensmira, (2006) avec une forte abondance
de I’espece Aspergillus sp, dans son étude sur I’isolement et caractérisation des genres
fongiques productrices de cellulase thermostables a intérét industriel a partir du sol de la région

de Biskra.
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I1-2- La sélection des genres fongiques entomopathogénes

Parmi les 13 genres fongiques on ‘a sélectionnés deux genres; Beauveria sp et Verticillium

sp pour les tests de toxicité vis-a-vis du moustique domestique Culex pipien.

Ces genres identifiées, Beauveria. sp et Verticillium sp ont été sélectionnées comme des
genres principales pour notre étude sur les moisissures. Cette sélection repose sur les
informations disponibles dans la littérature scientifique, qui mettent en avant l'activité
biologique intéressante de ces genres. De plus, nous avons pris en compte le fait que ces soes

ne sont pas pathogenes pour les étres humains.

L’entomopathogéne Beauveria sp est un agent de lutte trés intéressant (De
kouassi,2001).Ce champignon a l’avantage de ne pas faire partie des agents pathogeénes
dangereux pour ’homme et pour les animaux a sang chaud (Laird ef al.,1990 ;Tong-kwee et

al.,1989).

Beauveria est I’un des genres les plus connus de champignons entomopathogénes, en raison
de son utilisation de longue date comme agent de lutte biologique ainsi que de son réle dans le
développement de la théorie microbienne. En 1834, Agostino Bassi fut le premier a demontrer
qu’une maladie, la muscardine blanche des vers a soie, était causée par un agent vivant

pathogene (Porter,1973).

B. bassiana est I’espéce la plus répandue dans le monde dans son genre, retrouvé tant dans les
régions tempeérées que tropicales et sur une large variéte d’insectes provenant de différents ordres
(Zimmermann2007a). Ce champignon est présent naturellement chez les insectes et est capable
d’infester plus de 700 espéeces d’hotes (Baker et al.,2020; Mascarin et Jaronski ,2016).

La souche Verticillium sp posséde a 'instar de B.sp un spectre d'hotes trés large. Selon
les souches, il peut contaminer différentes espéces d’arthropodes. Il peut aussi infecter d'autres
ordres d'insectes tels que les coléopteres, les lépidopteres, des dipteéres ou les orthoptéres

(Champion, 1997).
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I1-3 — Effets des champignons entomopathogénes sélectionnées sur les

différents stades aquatiques du Culex pipiens :

Dans cette étude on a testé deux genres fongiques entomopathogénes selectionnés contre les

stades larvaires et stade nymphale de Culex pipiens.

Les taux de mortalité journaliéres obtenues chez les différents stades larvaires,et stade

nymphale traités sont enregistrés sur les tableaux II et III (voir annexe 04).

Les taux de mortalité¢ journaliéres enregistrées, on a permis de tracer les cinétiques de

mortalités qui sont représentées sur les figures n°24 et n°25
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Figure n°24 : Cinctique de mortalité des larves et des nymphes infectés

par champignons Beauveria sp.

Les courbes présentent 1'évolution des taux de mortalité des larves de Culex pipiens

traitées avec la suspension fongique de Beauveria sp a une concentration de 0,8x10° spores/ml.

Les résultats montrent une augmentation considérable du taux de mortalité des larves et des

nymphes de Culex pipiens traitées. Dés le premier quatrieme jour jour de traitement, une

augmentation significative est observée avec une mortalité de 12,5%. Ce chiffre a augmenté a
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62,5% apres trois jours, pour finalement atteindre une mortalité de 100% au. Cette progression
démontre clairement l'efficacité croissante de Beauveria sp. dans la lutte contre les larves
stades4 de Culex pipiens, qui est considére comme le stade le plus sensible au traitement
fongique (Ould taleb ,2022) puisque il est qualifié comme le stade le plus actif ou la larve se
nourrit pour stocker les réserves nécessaires au stade nymphal qui ne se nourrit pas et utilise
seulement les réserves de stade 4 , ce qu’ on a remarqué dans le graphe ( figure n°24 ) une
sensibilité¢ faible des nymphes au traitement (39%) de mortalité au bout de dix jours de

traitement.

D'apres une étude précédente, on observe une mortalité totale (100%) des larves de Culex
pipiens aprés 4 a 5 jours d'essais biologiques en boites de Pétri ou en mini-chambres, quelle que
soit la concentration de conidies de Beauveria sp. utilisée, allant de 10 3a 10 ° conidies/ml
(Mishra et al.,2011). Une autre ¢tude indique également une mortalité de 100% aprés 5 a 7
jours, avec une concentration spécifique de 10% conidies par 100 (mg) (Geden, Rutz, et
Steinkraus, 1995; Mishra et al., 2011). ). Les différences de mortalités peuvent étre attribuées a

la différence entre les isolats utilisés(Mishra et al., 2011).

Le phénoméne de résistance aux insecticides qu'a développé Culex pipiens a suscité la
recherche d'une autre solution pour combattre ces insectes nuisibles et vecteurs de maladies.
Selon Failoux et Rodhain (1999) ce phénoméne est apparu en 1990 en régions tempérées. Culex
pipiens connue comme €tant une espece vectrice de filarioses et d’encéphalites a développé

plusieurs types de résistance vis-a-vis des organophosphorés. (Chevillon, 1994).
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Figure n°25 : Cinétiques de mortalité des larves infectés par champignons

Les courbes présentent 1'évolution des taux de mortalité des larves de Culex pipiens
traitées avec la suspension fongique de Verticillium sp. a une concentration de 0,15x107

spores/ml.

Nos résultats ont montré que la mortalité des larves stade 3 et 4 évolue dans le temps,
avec une augmentation significative dés le premier jour de traitement, ou une mortalité de 25%
est observée., qui atteint 75% de mortalité apres quatre jours, pour finalement atteindre 100%
de mortalité au sixieme jour. Cette évolution démontre 1'efficacité croissante de Verticillium sp

dans la lutte contre les larves de Culex pipiens.

De fait on a remarqué que le taux de mortalité des larves témoins utilisées pour les tests

était nul.

En effet, on a aussi constaté que ce champignons agit dés le premier jour du traitement,ces
résultats sont similaires a ceux obtenus par 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 huitiéme jour
de traitement. Ces résultats confirment l'efficacité du Verticillium lecanii dans la lutte contre les

larves de Culex pipiens.
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I1-4- Symptomatologie
I1-4-1-. Effet de Beauveria sp sur les larves de différents stades de Culex pipiens

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 (figure n°26).

Temoin

| Les spores du champignon sont en adhésion sur la cuticule

Figure n°26 : Les stades larvaires de Culex pipiens traitées par Beauveria sp

11-4 -2. Effet de Beauveria sp sur les nymphes de Culex pipiens

Nous avons observé une mortalité pré-émergence chez les nymphes de Culex pipiens apres
48 heures de traitement avec une forte dose. En général, les conidies des souches fongiques
pénétrent la cuticule des insectes se développent dans I'hémocéle, ou elles produisent des
composants organiques variant qui déclenchent des mécanismes internes de destruction
(Gillespie et Clayton, 1989), entrainant des infections fongiques et la mort des individus

infectés.

Nous avons également constaté un blocage de 1'émergence des nymphes. Ce blocage de la
mue est suivi par la mort des individus (voir figure n°27), ce qui est conforme aux résultats

observés par Bukhari et al., 2011
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Témoin

Mycelium fongique sur la cuticule des nymphes

Figure n°27 (A) : interruption de I’émergence, (B) : Mort de la nymphe

apres traitement vues sous loupe.

De plus, les nymphes qui émergent se transforment en adultes présentant des
déformations telles que des ailes atrophiées chez certains individus (voir figure n°28). Une forte
prolifération d'un duvet blanchatre, caractéristique de la muscardine blanche causée par B.
bassiana, est observée sur les cadavres des adultes déformés (voir figure n°29). De manicre
similaire a ce que Boutellis et a/., 2010 ont constaté dans leur étude sur l'activité biologique de
Meétarhizium anisopliae variété acridum contre le moustique domestique Culex pipiens, qui
est un vecteur de maladies, ces symptomes sont généralement observés apres le traitement.
Ainsi, il est raisonnable de déduire que l'entomopathogene M. anisopliae, qui induit une mycose
appelée muscardine verte, partage avec B. bassiana des capacités remarquables pour contrdler
les populations d'insectes de divers ordres, comme l'ont également noté Saiah et al., 2011 dans
leur étude sur l'isolement de champignons entomopathogénes a partir de Phyllocnistis citrella

(Lepidoptera: Gracillariidae).
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Figure n°28: Adulte de Culex pipiens déformé avec une aile
atrophiée vu sous loupe

Duvet blanchatre

Figure n°29: Développement du champignon B.sp a la surface de I'adulte
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Conidies de champignone sur I'adulte traité

Figure n°30 : Mort du moustique aprés emergence vue sous loupe

I1-4- 2 - Effet de I’ entomopathogénes Verticillium sp sur les différents stades

aquatiques de Culex pipiens

Des symptomes  pareils sont observés en appliquant les deux souches
entomopathogenes Verticillium lecanii et Alternaria sp sur les différents stades aquatiques de

Culex pipiens.

Les individus traités présentent des taches au niveau de leurs abdomens apres
I’ingestion de spores des champignons (figure n°31 ). L’apparition de ces taches est vite
accompagnée par une baisse de mouvements des larves et une diminution de la fréquence de

la prise de nourriture.
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| Témoin

Figure n°31 : - Effet de I’ entomopathogenes Vsp sur les différents stades aquatiques de
Culex pipiens

L'observation des adultes émergents a partir de nymphes traitées avec l'entomopathogene
Verticillium sp a révélé la présence de certaines malformations, la plus notable étant I'atrophie
des ailes par rapport a un adulte témoin et les individus emprisonnés dans le mycélium fongique
ce qui induit & la mort de ces derniers comme elle a montré Haloune en 2021 dans son étude

sur P’activité biologique de B. bassiana sur le culex pipiens .(figure n°32).
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Des ailes atrophiées

Figure n°32: Adulte de Culex pipiens
déformé avec une aile atrophiée vu sous loupe

Duvet blanchatre

Figure n°33: Développement du
champignon Vsp a la surface de 1’adulte
déformé vu sous loupe
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Conclusion

Ce travail a été initié dans le but d'étudier l'activité biologique des entomopathogenes
isolés du sol (Beauveria sp et Verticillium sp) contre les stades aquatiques du moustique

domestique Culex pipiens, ainsi que pour explorer leur toxicité et les symptomes associés.

L'étude a porté sur l'analyse des caractéristiques macroscopiques et microscopiques des
moisissures isolées du sol de deux regions: Bouira et Bejaia. Elle nos a permis d'identifier six
genres de champignons entomopathogénes parmi les 13 isolats. Les résultats ont montré
qu'dspergillus était le genre le plus fréquent, avec un taux de 30,07%, suivi par Penicillium sp
a 23,07%.Deux genes potentiellement entomopathogenes, Beauveria sp et Verticillium sp, ont

¢été identifiées avec un taux global de 15,3%.

L'é¢tude de l'efficacité de Beauveria sp et Verticillium sp contre les stades aquatiques de
Culex, montre des taux de mortalité qui varient dans le temps et dépendent des suspensions
fongiques utilisées. Cependant, le taux de mortalité le plus élevé a été enregistré chez les larves
de stade 4 traitées avec Beauveria sp environ 100% des le quatrieme jour de traitement, ce qui
représente la mortalité la plus accentuée par rapport aux autres stades aquatiques. En outre, les
larves de stade 3 et 4 traitées avec Verticillium sp ont montré une mortalité plus rapide et plus
intense que celles traitées avec les souches de Beauveria sp avec un taux de mortalité atteignant

100% des le cinquieme jour de traitement.

L'étude de caractéres externes de Il'infection des moustiques par les souches
entomopathogénes isolées montre d'abord une diminution des mouvements suivie de la
mortalité. Immédiatement apres la mort, les spores du champignon adhérent a la cuticule,
et une interruption de I'émergence a également été observée. De plus, les nymphes écloses

donnent naissance a des adultes déformés présentant parfois des ailes atrophiées.

Cette ¢étude non seulement enrichissent nos connaissances sur les interactions complexes
entre les pathogenes et leurs hotes, mais elles ouvrent également la voie a des stratégies de lutte
plus durables et respectueuses de l'environnement pour réduire les risques sanitaires associés

aux maladies vectorielles ainsi que les residues chimiques.
Enfin, ces résultats ouvrent d’autres perspectives qui consistent a :

>  Etablir un élevage en laboratoire pour approfondir la compréhension du cycle de

développement de Culex pipiens.
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Conclusion

Procéder a une étude histologique afin d'identifier les diverses structures corporelles par
impactées le traitement fongique.

Envisager la réalisation de nouveaux essais a grande échelle en conditions naturelles pour
valider les résultats obtenus dans notre étude.

Evaluer l'efficacité des champignons entomopathogénes sur les adultes du moustique
Culex pipiens et comparer la sensibilité entre les femelles et les méles lors du traitement,
en tenant compte des éventuelles différences de réaction entre les deux sexes.
Poursuivre ces recherches permettra d'approfondir nos connaissances sur l'utilisation des
champignons entomopathogénes dans la lutte contre les moustiques Culex pipiens,
facilitant ainsi le développement de stratégies de contrdle plus efficaces et ciblées contre

ces vecteurs de maladies.
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Annexes

Annexes

Annexe 01 : Matériels non biologique (Tableau I)

Les verreries . Equipements

Béchers (15ml, 25ml, 50ml, 100ml, 500ml) Balance

Fioles Plaque chauffante

Pipettes pasteurs Microscope optique

) . Etuve
Boites de pétri

Agitateur / - Barométre
Lames

Les tubes

Anse de platine

Entonnoir

Passoire

Annexe 02 : Milieux de culture

Milieu Sabouraud Milieu PDA (Potato-Dextrose-Agar)
- Peptone  10g - Pomme de terre  200g

- Glucose massé 20 g - Glucose 209

-Agar-agar 159 - Agar-agar 209

- Chloramphénicol ......... 0,59 - Eau distille 1000ml

- Eau distillée ............ 1000 m -PH=6,0

- pH= 6,0

Annexe 03 : Calcul de la concentration de la solution mére
Principe
La numération cellulaire est la détermination du nombre de cellules contenues dansun
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 estréalisée directement par comptage au microscope, a 1’aided’une

lame de comptage spéciale ou cellule de Malassez


http://fr.wikipedia.org/wiki/Eau
http://fr.wikipedia.org/wiki/Potentiel_hydrog%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Potentiel_hydrog%C3%A8ne
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Le volume de comptage est déterminé par :
-la surface du quadrillage gravé sur la lame.

-la profondeur dela chambre.
La cellule de Malassezpossede 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

*Remplissage dela cellule de numération

*Humecter les deux plateaux latéraux. Faire adhérer parfaitement la lamelle aux plateaux latéraux :
pour cela placer la lamelle sur ces plateaux, puis a ’aide des pouces posés sur la lamelle, exercer
une pression sur la lamelle tout en pratiqguant un mouvement deva etvient jusqu’a perception

d’unerésistance.

*Placer la cellule de comptage sur une surface plane. Homogeénéiser la suspension cellulaire, et prélever
celle ci a I’aide d’une pipette Pasteur. Remplir la chambre de comptage par capillarité, en placant la

pointe de la pipette légérement inclinéeprés de la lamelle sur la plate-forme centrale quadrillée

Le remplissage doit étre fait en une seule fois, sans bulles d’air, et sans faire déborder le liquide
dans le rigoles. Laisser sédimenter les cellules surle quadrillage quelques minutes, et passer a la

numération

«Aprésutilisation, la lame porte-objet et la lamelle planée sont immergés dansun 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
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«Observer a 1’objectif x10 pour repérer la position du quadrillage, et vérifier ’homogénéité de la

répartition des cellules a compter (si la répartition est mauvaise, recommencer).

« Observer ensuite & 1’objectif x40 pour réaliser lecomptage (1 rectangle par champ).

Méthode de calcul : 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 ainsil00 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 nombrepar
lenombre de rectangles comptés, on obtient ainsi le nombre de cellules par rectangle, il suffit de
multiplier le nombre obtenu par 100 pour connaitre lenombred’entités cellulairespar mm?®.Sachant que
0.01mm®=10"°ml (1 ml=1 cm*=10mm?®).

Donc la concentration cellulaire (nombre de spore/ml)= nombre de spores dans un rectangle x
105 x facteur de dilution).

Calculs
Formule a appliquer: .
i i Nombre de —
ollules acteur de
Nombre de cellules par cellules

o ' dilution
unité de volume \ / Complc:'/

- "
N ==x Fd nombre de cellules par unité de volum
! ) ! .“
Nombre d'untés de —*
complage denombrees Volume d'une umt¢ de complage

Annexe 04 : dénombrement des mortalités
Tableau II : : Mortalité journaliere des larves et des nymphes de Culex pipiens témoins

et traitées au Beauveria sp.

Les stades

) L3 L4 N Témoins
Les jours L2
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J1 00 00 01 00 00
J2 02 00 02 00 00
J3 03 02 05 03 00
J4 04 04 08 03 00
J5 04 05 08 03 00
J6 04 07 08 03 00
J7 04 07 08 03 00
J8 05 07 08 03 00
J9 05 07 08 03 00
J10 05 07 08 03 00

Tableau III : : Mortalité journaliere des larves de Culex pipiens témoins et traitées

au champignons Verticillium .sp

Les stades L4 L3 | Témoins
Les jours
J1 01 02 00
2 03 0 00
I3 04 0 00
J4 06 04 00
J5 08 06 00
J6 08 08 00
J7 08 08 00
J8 08 08 00
J9 08 08 00
J10 08 08 00




Résumé

L'étude a porté sur I'analyse des caractéristiques macroscopiques et microscopiques
des moisissures isolées du sol de deux régions, Bouira et Bejaia. Elle nos a permis
d'identifier six genres de champignons entomopathogenes parmi les 13 isolats. Les
résultats ont montré qu'dspergillus était le genre le plus fréquent, avec un taux de
30,07%, suivi par Penicillium sp a 23,07%.Deux souches potentiellement
entomopathogeénes, Beauveria sp et Verticillium sp, ont été identifiées avec un taux
global de 15,3%. Les essais de toxicité réalisés sur les stades aquatiques de Culex
pipiens ont révélé une mortalité significative des le quatrieme jour du traitement avec
Beauveria sp a une concentration de 0,8x10° spores/ml, et avec Verticillium sp a une
concentration de 0,15x107 spores/ml. De plus, les adultes émergés aprés traitement
ont présenté des anomalies morphologiques telles que des ailes atrophiées. Ces
observations soulignent l'importance potentielle de ces champignons dans la lutte
biologique contre les moustiques, en particulier Culex pipiens,

Mots clés: sol, champignons entomopathogenes, lutte biologique, Culex pipiens , toxicité,
Beauveria sp et Verticillium sp,

Abstract:

"The study focused on the analysis of macroscopic and microscopic characteristics of molds
isolated from the soil of two regions, Bouira and Bejaia. It allowed us to identify six genera of
entomopathogenic fungi among the 13 isolates. The results showed that Aspergillus was the
most common genus, with a rate of 30.07%, followed by Penicillium sp at 23.07%. Two
potentially entomopathogenic strains, Beauveria sp and Verticillium sp, were identified with an
overall rate of 15.3%. Toxicity tests carried out on the aquatic stages of Culex pipiens revealed
significant mortality from the fourth day of treatment with Beauveria sp at a concentration of
0.8x10° spores/ml, and with Verticillium sp at a concentration of 0.15x107 spores/ml. In
addition, the adults emerged after treatment exhibited morphological anomalies such as
atrophied wings. These observations underline the potential importance of these fungi in
biological control against mosquitoes, particularly Culex pipiens.

Keywords: soil, entomopathogenic fungi, biological control, Culex pipiens, toxicity,
Beauveria sp and Verticillium sp"
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