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INTRODUCTION

Depuis la nuit des temps, les relations entre I’homme et les sauterelles n’ont jamais cessé
d’étre conflictuelles. Chacun sait que les sauterelles sont la huitieme plaie d’Egypte, infligée
par Moise au Pharaon, pour ravager les récoltes et conduire a la famine.

Il existe au moins 12 000 especes d’acridiens, dont les principales susceptibles de revétir une
importance économique par l'ampleur des dégats qu'elles peuvent occasionner aux cultures

sont d’environ 500 especes (Ould El Hadj, 1992).

Le criquet pelerin est considéré comme un fléau de 1’agriculture et particulierement en
Afrique. En période d’invasion, les essaims de criquet pelerin peuvent envahir une aire
couvrant plus de 29 millions de km? soit 20% des terres émergées (Duranton et Lecog, 1990).
Selon Coper (1982) un essaim de criquet pélerin de 10 Km® contient environ 2 milliards
d’individus consommant chacun 1I’équivalent de son propre poids par jour a savoir 2g, ce qui

induit a une perte de 4000 tonnes de végétation fraiche par jour.

L’ Algérie par sa situation géographique est inscrite parmi les pays ou les acridiens ont une
grande importance économiques, on y trouve notamment les espéces acridiennes les plus
nuisibles sur le territoire national : Le criquet pelerin Schistocerca gregaria, le criquet
migrateur Locusta migratoria et le criquet marrocain Dociostaurus maroccanus qui sont la
cause des désastres, des famines et d’une peur profonde des agriculteurs qui ont tendance a

recourir a I’utilisation de matieres actives diverses pour faire face au danger acridien.

De part sa situation géographique et I’existence d’une aire de rémission qui couvre tout son
Sahara, 1’Algérie a été sujette a de nombreuse invasions I’inscrivant parmi les pays ou les
acridiens ont une grande importance économique (Doumandji et Doumandji-Mitiche, 1994 ;

Guendouz-Benrima, 2005).
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La stratégie de lutte antiacridienne n’a d’ailleurs consisté jusqu’a présent qu’a 1’épandage de
pesticides chimiques, produits qui se sont avérés néfastes pour I’environnement.
Une prise de conscience de ces problémes a amené les instituts de recherches a s’orienter vers

la lutte biologique sous ses diverses formes pour lutter contre les criquets essaimant.

En effet, de nouvelles mesures préventives ainsi que de nouveaux produits sont
continuellement recherchés pour assurer d’une part une protection efficace de la production
agricole et d’autre part contribuer a une gestion durable de 1’environnement (Barbouche et al,

2001). Dans cette optique, l’utilisation de micro organismes entomopathogeénes dotées

d’effets insecticides offre certaines potentialités (Joung et Coté, 2000).

La lutte microbiologique est une alternative trés prometteuse pour assurer une protection
phytosanitaire performante par 1’ubiquité naturelle des agents microbiologiques dans les
écosystemes, leur grande variété, leur dissémination facile, leur spécificité d’action et aussi
leur persistance dans I’environnement contrairement aux pesticides dont la dose appliquée

n’atteint pas la cible, ces derniers se volatilisent (Kouassi, 2001).

La lutte micro biologique est un aspect de la lutte biologique qui est basée sur 1’utilisation des
micro-organismes tels que les champignons, les bactéries et les virus. D’apres Greathed et al,
(1994) ces derniers semblent offrir les meilleures perspectives surtout ceux qui sont formulés

et multipliés pour étre épandus comme bio-pesticides.

En Algérie et précisément dans la région d’El-Oued en 2005, suite a une invasion de criquet
pelerin I’Institut National de la protection des végétaux en collaboration avec la FAO ont
épandu une grande quantité d’un biopesticide a base du champignon entomopathogeéne
Metarhizium anisopliae var acridium « Green-Muscle ». De plus plusieurs travaux ont fait
I’objet de I'utilisation de ces microorganismes pour lutter contre les sauterelles, citons ceux de
Doumandji-Mitiche et al., (1997) Halouane (1997 et 2008), Tail (1998), Bissaad (1998, 2001
et 2011), Benssaad (1999) et Bouhacein (1999), Haddadj (2001), Kaidi (2004), Outtar (2006,
2009), Oulebsir-Mohand Kaci (1998, 2001 et 2012).

C’est dans ce sens que nous avons apporté notre contribution par I’étude de I’efficacité de
deux champignons hyphomyceétes entomopathogeénes Beauveria bassiana et Metarhizium

anisopliae var acridium sur les L5 et les imagos de Schistocerca gregaria.
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Cependant avant d’entamer cette partie, nous avons été amenés au préalable a
présenter dans un premier chapitre 1’espece acridienne et les deux entomopathogenes.
Le deuxieéme chapitre traite la méthodologie de travail suivie par 1’étude des différents
parametres traités.

Le troisieme chapitre est consacré aux résultats obtenus qui concernent :

% La caractérisation des deux souches fongiques, et ce en étudiant 1’effet de la
température et de trois milieux de culture sur le comportement de B. bassiana
et de M. anisopliae., a savoir le taux de germination, la croissance mycélienne
et la croissance pondérale.

& L’effet des deux champignons sur le taux de mortalité des larves de cinquieme
stade et des imagos de S. gregaria , de ce fait nous avons déterminé les DLs et
les TLs relatifs a chaque stade.

& L’effet des deux cryptogames sur la cuticule des L5 de S. gregaria a savoir le
taux de chitine-protéine ainsi que les perturbations histologiques engendrées.
Aussi nous avons observé les perturbations au niveau du tube digestif de cet
acridien.

% L’aspect biosécurité par 1’étude de la toxicité et de I’histologie du foie et ce en
testant les deux souches sur un mammifére proche de I’homme le rat souche
wistar.

Le quatrieme chapitre est relatif aux discussions des résultats obtenus.

Nous cloturons par une conclusion et des perspectives.




Chapitre | :

Données bibliographigques



CHAPITRE I- Données bibliographiques

CHAPITRE 1

I.1- Quelques données bibliographiques sur Schistocerca gregaria (Forskal 1775)

I.1.1 — Position Systématique de S. gregaria

Le criquet pelerin ou criquet du désert est classé d’aprés Louveaux et Ben halima, (1987)

selon la nomenclature suivante :

Ordre : Orthopteres

S/Ordre : Caeliferes

Super / Famille : Acridoideae
Famille : Acrididae

S/ Famille : Cyrtacanthacridinae
Genre : Schistocerca

Espece : Schistocerca gregaria (Forskal, 1775)

I.1.2 - Caracteéres morphologiques :

Le criquet pelerin est un acridien de grande taille. Le pronotum est fortement rétréci dans la
prozone et son bord postérieur est anguleux, la plaque sous génitale du male rétréci et
échancrée en arriere (Chopard, 1943). Ce ravageur présente des antennes filiformes avec une
longueur des ailes et les élytres qui dépassent nettement I’extrémité abdominale et les genoux
postérieurs,les élystres sont maculés de taches brunes (Mestre 1988, Duranton et Lecoq,

1990). On reconnait le sexe d’un criquet en observant I’extrémité abdominale. Chez les males,
on ne voit qu'un repli couvrant toute la partie inférieure de I’extrémité de 1’abdomen cela
représente la plaque sous-génitale. Chez la femelle, les valves génitales dorsales et ventrales,
généralement durcies et sombres sont nettement plus visibles. L’ensemble de ces valves
constitue 1’organe de ponte (Duranton et Lecoq, 1990). Les femelles mesurent de 70 a 90 mm

de long, les males de 60 a 75 mm (Pastre ef al, 1988 ; Launois Luong et Popov, 1992).
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I.1.3. Cycle biologique :

Le cycle biologique du criquet pelerin comprend trois états successifs: 1’état

embryonnaire, I’état larvaire et 1’état imaginal (Duranton et Lecoq, 1990), (Figure 1)

Eclosion

Accouplement

Ootheque

L1
Mue 1

Mue imaginale

Mue 3

A

Figure 1 : Cycle biologique de S. gregaria - (Original)
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1.1.3.1 Développement embryonnaire

Les ceufs sont généralement pondus dans des sols sablonneux ayant recu des pluies (20mm au
moins). La teneur en eau dans les 5 premiers centimeétres est peu importante mais le sol doit
impérativement €tre humide entre 5 et 15 cm de profondeur (sinon la ponte n’a pas lieu).
Cette humidité est indispensable car 1’ceuf doit absorber son propre poids d’eau pour pouvoir
se développer complétement et arriver a terme. Dans la nature les femelles que si le sol est
suffisamment humide, ce qui permet aux ceufs de s’hydrater et ultérieurement aux larves de se
développer (Lecoq, 2012). Avant cela la femelle sonde le sol en y enfoncant I’extrémité de
son abdomen rendu distendu pouvant atteindre une profondeur jusqu’a 7cm en moyenne, et
quelques fois 15 cm dans le but de déterminer si I’humidité est suffisante (Mallamaire et Roy,
1968). Peu apres la ponte I’ceuf s’hydrate et augmente de volume. Si les ceufs ne peuvent pas
absorber leur propre poids d’eau dans les cinq premiers jours, ils n’éclosent pas.

La taille de I’ceuf est comprise entre 7 a 8 mm. Dans le sol les ceufs sont disposés sous forme
de masse ovigere appelée ootheque (Popov et al., 1991).

La durée d’incubation varie selon les conditions écologiques et climatiques, elle est en
moyenne de 7 a 10 jours (Ould El Hadj, 1991). D’apres Launois-Luong et Lecoq (1989), la
période d’incubation dure une dizaine de jours mais elle peut aller a 80 jours en conditions
défavorables. Elle est en moyenne entre 10 et 65 jours (Symmons et Cressman, 2001).

Selon Duranton et Lecoq 1990, la durée du développement embryonnaire dépend
essentiellement de la température du sol. Elle décroit a mesure que la température augmente

elle est de I’ordre de 10 a 13 jours.

I.1.3.2 Développement larvaire

L’éclosion se produit en fin de développement embryonnaire. La premiere forme de larve dite
larve vermiforme ; progresse vers la surface du sol par reptation. Tres peu de temps apres, elle
se débarrasse de sa cuticule et devient alors une larve du premier stade. Les larves du criquet
pelerin passent de 1’éclosion a 1’état imaginal, par plusieurs stades larvaires : 5 stades chez les
grégaires et 6 le plus fréquemment chez les solitaires. Le stade supplémentaire se situe entre
le troisieme et le quatrieme stade (Duranton et Lecoq, 1990).

Selon ces mémes auteurs, dans les conditions écologiques identiques, les grégaires se

développement plus rapidement que les solitaires.
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Chez les grégaires, dans de bonnes conditions, cette durée est plus courte atteignant 25 jours,
tandis que chez les solitaires, elle peut durer au minimum 30 jours. D’aprés Symmons et

Cressman (2001), cette durée est de 24 a 95 jours.

1.1.3.3 Développement imaginal

L’état larvaire s’achéve avec la mue imaginale. Immédiatement apres, le jeune imago étale
ses ailes et les laisse sécher en position droite, puis les replie selon les nervures longitudinales
(Figure 2). Ce jeune imago possede des téguments mous qui durcissent progressivement en
une dizaine de jours, ils sont de couleur beige chez les solitaires et rose chez les grégaires. Le
durcissement des téguments est achevé au bout de 5 a 10 jours selon la saison.

Apres le durcissement cuticulaire, le jeune imago se consacre surtout a la recherche d’un
biotope favorable a 1’alimentation, il y a une augmentation progressive de poids par

accumulation de corps gras (Duranton et Lecoq, 1990).

Figure 2 : Fin de mue imaginale du criquet pelerin S.gregaria (Duranton et Lecoq, 1990)
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Selon les mémes auteurs, 1’acridien prend du poids par accumulation de corps gras qui va lui

permettre d’entreprendre éventuellement des vols sur de grandes distances.

1.1.3.4. L’adulte

S. gregaria se caractérise par une coloration tres variable qui dépend de I’état phasaire et de la
maturation sexuelle. En effet, selon Duranton et Lecoq, (1990), les individus solitaires sont de
couleur jaune sable a brun gris. Les grégaires immatures sont roses et les matures jaunes

uniformes.

I.1.3.5. Maturation sexuelle

Le processus de maturation est généralement synchronisé avec le début de la saison des
pluies. Selon Duranton et Lecoq (1990) le criquet péelerin peut rester sexuellement immature
durant plusieurs mois (6 mois au maximum), jusqu’a la rencontre de conditions écologiques
propices. En effet, la chute des pluies provoque 1’éclatement des bourgeons et I’accroissement
de la teneur des buissons en substances aromatiques qui eux provoquent 1’accélération du
processus de maturation sexuelle du criquet pelerin (Albrecht ,1967).

Il se produit un jaunissement des téguments particulierement accentué dans le cas des
populations grégaires, principalement chez les males. En phase solitaire, le jaunissement
concerne essentiellement les ailes postérieures, la coloration générale étant fort modifiée. Les
criquets males commencent leur maturation les premiers. Ils dégagent des substances
chimiques qui déclenchent la maturation des femelles et aussi celle des méales dont la

maturation n’a pas encore commencé (Duranton et Lecoq 1990).

1.1.3.6 Accouplement :

Quand une femelle passe a proximité, le male pratique I’embuscade il saute sur elle et s’y
agrippe au moyen de ses pattes antérieures et médianes. Ce dernier chevauche la femelle,
glisse son abdomen sous celui de sa partenaire et s’accouple avec elle. La copulation dure de

3 a 14heures (Degregorio, 1996).

1.1.3.7 Le nombre de générations

D’apres Gillon (1989) in Zergoun (1994) le criquet pelerin peut avoir quatre a cing

générations successives dans 1’année si les conditions écologiques s’y prétent.
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I.1.4. Rappel anatomique sur le tube digestif des acridiens
D’apres Chauvin (1956), le tube digestif est composé de trois parties ; I’intestin antérieur ou
Stomodeum, I’intestin moyen ou Mesenteron et 1’intestin postérieur ou Proctodeum (Figure3).

Selon Beaumont et Cassier (1970), les portions antérieures et postérieures sont doublées
intérieurement d’une intima cuticulaire; Elles n’ont qu’un role mécanique dans la digestion.
Cependant I’intestin moyen est caractérisé par des cellules exposées librement, ses parois
transparentes ne présentent aucun revétement cuticulaire. Les aliments y sont enfermés dans
une fine membrane péritrophique, il assume les principales fonctions digestives : assimilation
et absorption.

{4 Stomodeum (Intestin antérieur)
L’intestin antérieur présente une pigmentation noire, brunatre et uniforme. Il comprend la
cavité buccale, le pharynx, I’oesophage et deux poches qui sont le jabot et le gésier.
L’oesophage est tres étroit et court, il se poursuit par un jabot beaucoup plus volumineux et
continu et en arrieére par un gésier de méme taille que le jabot mais a paroi plus épaisse.
Le jabot assure le stockage des aliments, tandis que le gésier assure la trituration des aliments
et régularise le transit de la nourriture vers 1’intestin moyen. La limite antérieure du gésier est
constituée par un léger étranglement, plus ou moins marqué, qui le sépare du jabot (Chauvin,
1956 et Racaud Schoeller, 1980).

{4 Mésenteron (Intestin moyen)
L’intestin moyen est blanchatre, toujours plus clair que I’intestin antérieur. Il comprend six
caecums gastriques allongés parallelement au tube digestif. Chaque caecum comporte un
segment antérieur plus développé que la partie postérieure, ces deux segments ont la méme
forme cylindro-conique. Entre I’intestin moyen et 1’intestin postérieur s’insérent de nombreux
tubes de Malpighi (Chauvin, 1956).

{4 Proctodeum (Intestin postérieur)
L’intestin postérieur commence a partir du pylore ou s’insérent les tubes de Malpighi, il
comporte un iléon suivi d’un colon tres rétréci qui s’élargit dans sa région distale formant

I’ampoule rectale (Chauvin, 1956).
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Figure 3 :Anatomie du tube digestif de S. gregaria (Jankowiak, 2012)
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I.1.5. Polymorphisme phasaire :

Le criquet pelerin appartient a la catégorie des acridiens de type locustes qui présentent un
polymorphisme phasaire, de ce fait ils ont le pouvoir de développer des aspects variés et
réversibles en fonction de la densité des populations (Duranton et Lecoq, 1990).

Selon les mémes auteurs, désignés sous terme de phases on distingue la phase solitaire pour
les populations de faible densité et la phase grégaire ou la densité est plus importante. La
transformation phasaire désigne le passage d’une phase a une autre.

Cette transformation phasaire, dans les deux sens se produit aisément et fréquemment. En
effet le passage des individus grégariaptes d’une phase a 1’autre constitue une phase
transitoire, on parle de transiens congrégans pour désigner le passage des solitaires aux
grégaires et transiens dissocians pour le passage inverse des grégaires aux solitaires (Duranton

etal., 1982 ; Popov et al., 1991 ;Symmons et Cressman, 2001).

I.1.6. Aires de répartition du criquet pelerin:

La sauterelle pelerine présente une aire de répartition de 29 millions de km” environ touchant
57 pays (Popov, 1997).

En période d’invasion, les essaims peuvent atteindre le sud de I’Europe, 1 ‘Afrique du Nord,
I’équateur et la péninsule arabique et indo-pakistanaise (Launois Luong et Lecoq ,1993),
(Figure 4).

Pendant les périodes de rémission, S. gregaria se trouve en phase solitaire dans un territoire
qui s’étend d’Est en Ouest de I’Himalaya (Inde) aux cotes atlantiques africaines et du nord au
sud, des confins sud de I’ Atlas saharien (Algérien) et du haut et moyen Atlas marocain a la
limite nord des zones sahariennes de I’ Afrique de 1’Ouest centrale et de I’Est (Chara , 1995). En
Algérie, les manifestations acridiennes d’ailés et de larves solitaires se situent au niveau des
zones d’épandages d’oueds quand la végétation est verte. Ces zones constituent I’aire
d’habitat permanent ou I’aire de distribution normale de I’espéce (Sitouh, 1967). Le méme

auteur I’a cité dans plusieurs zones de Tamanrasset et du Hoggar. (Figure 5).
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Figure 4 : Les limites des aires d’invasion et de rémission du Criquet pélerin et
subdivision biogéographique de son aire d’habitat. (Duranton et Lecoq, 1990).

Zone de rémission

1 Zone saharo-méditerranéenne de dispersion et de
reproduction en période de rémission

2 Zone saharienne désertique de dispersion et de
reproduction en période de rémission

3 Zone saharo-sahélienne de dispersion et de
reproduction en période de rémission

4 Zone semi-aride subissant I’influence du front de
convergence de la mer Rouge et permettant dispersion
et reproduction en période de rémission

5 Zone saharienne tempérée par effet de relief et
permettant des reproductions plus fréquentes qu’en
zone saharienne désertique

6 Zone désertique atténuée sous double influence
méditerranéenne et moussonienne permettant
dispersion et reproduction en période de rémission

Zone d’invasion

Les zones de dispersion et de reproduction de période
de rémission sont utilisées en période d’invasion mais,
de plus, les zones suivantes sont également colonisées.
7 Zone méditerranéenne de dispersion et de
reproduction des grégaires

8 Zone tropicale (soudano-sahélienne) de dispersion et
de reproduction des grégaires

9 Zone de dispersion et de reproduction des grégaires
de I’Est africain

10 Zone orientale de dispersion et de reproduction des
grégaires

11 Zone septentrionale de dispersion des grégaires

12 Zone méridionale de dispersion des grégaires.
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Dacember 2012 {hoppers bands @adults @ groups @swarms
Source : FAO, 2012

Hoppers : sauterelles, bands : bandes, adults : adultes, groups : groupes, swarms : essaims

Figure 5: Situation des acridiens au nord de I’Afrique au mois de décembre 2012

I.1.7. Importance économique et dégats :
I.1.7.1. Importance économique

D’apres Popov et al (1991), quatre facteurs donnent au criquet pélerin une importance
Particuliere :

- Sa grande mobilité

- La fréquence élevée de ses invasions

- Sa voracité (Consommation de son propre poids de matiere végétale fraiche par jour)

- Sapolyphagie en phase grégaire

Dans le Maghreb on reléve principalement le blé, 1’orge, la vigne, les agrumes et les palmiers
dattiers ; au Sahel, le mil, le sorgho et les cultures maraicheres.

Il est constaté que 8 % des dommages sont dus aux larves, 69 % aux imagos et 23 % aux
essaims d’insectes adultes (Nurein, 1989). Selon Launois-Luong et Popov (1992), le criquet
pelerin grégaire est extrémement polyphage.

D’aprés AbouThiam, (1991) un Km® d’essaim, qui peut renfermer plus de 50 millions
d’individus consommerait pres de 100 tonnes de matiere végétale fraiche par jour, les dégats

sur les paturages sont importants certes mais moins spectaculaires.
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1.1.7.2. Dégats :

Les insectes au cours du temps ont envahi tous les biotopes utilisant toutes les possibilités
alimentaires qui leur sont offertes. Ces insectes ont des régimes alimentaires d’une extréme
diversité (Raccaud - Schoeller, 1980).

D’apres Apert et Deuse (1982), les dégats infligés par les acridiens aux cultures, aux

paturages, voire aux zones de reboisement, sont directs ou indirects :

1.1.7.2.1. Dégats directs :

Par prélevements alimentaires sur les feuilles, les fleurs, les fruits, les semences, les jeunes

écorces, les repousses, parfois les collets et la partie supérieure des racines.

1.1.7.2.2. Dégats indirects :

- Par rupture mécanique des branches sous le poids des ailés posés en grand nombre.

- Par blessures des plantes consécutives aux morsures avec deux conséquences :

- Création d’une lésion des vaisseaux conduisant la séve brute et la seve élaborée. Ceci
entraine une destruction végétative de 5 a 10 fois supérieures a la seule prise de nourriture.

- Ouverture d’une voie d’infection aux maladies et de pénétration pour les parasites.

D’aprés Duranton et al, (1987), chaque acridien consomme de 30 a 70 % de son poids
d’aliments frais chaque jour. En phase grégaire, cette proportion pourrait atteindre 100 %.
Chaque ailé pesant 2 grammes en moyenne, on peut s’attendre a ce qu’une telle population

consomme 100 tonnes de matiere végétale fraiche par jour.

1.1.8 La lutte antiacridienne :

La stratégie de lutte antiacridienne consiste en la coordination des actions des manceuvres
dans le but d’enrayer les départs d’invasions, de réduire ’ampleur des pullulations et si

possible, d’empécher leurs apparitions (Duranton et al, 1987).

1.1.8.1. Lutte préventive :

L’existence d’aires grégarigénes et la succession de périodes d’invasion et de rémission
permet d’envisager une lutte préventive dont le but est de prévenir tout départ d’invasion
puisque 'on sait qu'une fois I’invasion déclenchée, celle-ci est treés difficile a arréter

(Duranton et Lecoq, 1990). Selon les mémes auteurs, la stratégie de lutte comporte :

e
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la surveillance des conditions écologiques dans les aires potentielles de reproduction et
de grégarisation

I’organisation de prospections aériennes et terrestres, dans les aires devenues
potentiellement favorables a la suite de précipitations abondantes. D’apres Launois- Luong et
al, (1993), la lutte préventive vise a empécher la formation d’un départ d’invasion par une
surveillance des aires grégarigenes et des conditions météorologiques.
D’apres Rachadi (1990), I’objectif a ne pas perdre de vue est d’empécher le criquet
d’enclencher un processus de grégarisation, elle revét deux aspects :

La prospection dans les zones grégarigénes

Les traitements des foyers de grégarisation

1.1.8.2. Lutte physique :

Elle comporte deux formes de lutte, mécanique et thermique.
La lutte mécanique vise la destruction des ceufs par le labour, des larves et des ailés par
battage, et le ramassage et I’écrasement a 1’aube quand les insectes sont peu actifs. La lutte

thermique se fait par I’utilisation du feu (Launois - Luong et al, 1988).

1.1.8.3. Lutte écologique :

La lutte écologique consiste a modifier I’environnement au désavantage de I’acridien et si
possible au bénéfice de 1’homme. Cela suppose une connaissance approfondie du
tempérament écologique de chaque espéce acridienne (Duranton et al, 1987). Selon les

mémes auteurs les moyens utilisés sont :

I’inondation temporaire de certains sites de reproduction

les semis de plantes répulsives

la suppression des jacheres

1.1.8.4. Lutte chimique :

Selon Duranton et al. (1982), la lutte chimique consiste a atteindre les acridiens ravageurs
directement ou indirectement (par la végétation) au moyen de substance active naturelle ou de

synthese, pour les tuer ou les faire fuir. Les produits chimiques utilisés en lutte antiacridienne

s
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sont généralement destinés a tuer les criquets soit immédiatement soit aprés un délai plus ou
moins long.

L'intoxication des insectes par les insecticides de synthése provoque de profondes
perturbations physiologiques. Celles-ci se traduisent principalement par une perte d'eau
intense, un accroissement des échanges respiratoires, une déperdition de divers métabolites
(glucides, métabolites intermédiaires du cycle de Krebs et lipides) et surtout par des troubles
des systemes nerveux central et périphérique (Moreteau, 1991).

Mais la lutte chimique a des conséquences néfastes sur I’environnement a savoir la
destruction de I’entomofaune auxiliaire et le développement de résistance chez les criquets
envers les acridicides.

Il y a aussi la pollution du sol et des eaux souterraines qui est due aux résidus toxiques des

produits chimiques.

1.1.8.5. Lutte biologique :

Le projet de lutte biologique contre les locustes et les sauteriaux (LUBILOSA) a débuté en
1989 pour répondre aux préoccupations des régions arides et semi-arides, particulicrement la
zone sahélienne dans le domaine de la lutte antiacridienne dont la stratégie de lutte a consisté
jusque-la en I’épandage de pesticides chimiques (Halidou Maiga, 1996).

En dehors des composantes du climat, les autres facteurs de mortalité qui tendent a limiter les
effectifs des populations d’orthopteres sont soit des agents causant des maladies, soit des
prédateurs invertébrés ou vertébrés (Doumandji et Doumandji Mitiche, 1994).

Comme la lutte chimique a des conséquences néfastes sur 1I’environnement, les chercheurs se
sont rendu compte que I’utilisation des agents pathogenes comme les bactéries, les
protozoaires, les champignons et les virus sont les moyens les plus efficaces pour lutter contre

les criquets (Frederikson, 1988).

O Les agents pathogeénes :

Des especes animales et végétales ont été identifiées dans le monde comme ayant un potentiel
d’utilisation en lutte antiacridienne (Thiam er al ., 2004). Les agents pathogeénes sont des
organismes qui provoquent des maladies. Ceux qui infectent les insectes sont appelés
entomopathogeénes dont les groupes les plus importants sont les virus, les bactéries, les

champignons et les protozoaires.
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Ces agents agissent en causant une maladie chez 1’hote qu’ils infectent. Dans le cas de ceux

qui nous intéressent, la maladie est normalement mortelle (Cloutier et Cloutier, 1992).

& Les virus et les rickettsies :

IIs sont représentés surtout par : Melanopus et Riketssiella (Keith et Kevan, 1992).

+ Les bactéries :
Les espeéces entomopathogeénes appartiennent aux familles des: Bacilliaceae,
Pseudomonaceae et Enterobacteriaceae (Greathed et al, 1994). Dans la lutte biologique,
Bacillus subtilis est utilisée comme insecticide, bactéricide et biofongiside dans 1’agriculture
(Suty ,2010). Son activité insecticide a été décrite sur des larves d’Anopheles culicifacies,
vecteur de la malaria en Inde et sur Drosophila melanogaster (Gupta et Vyas, 1989 ; Lazare et

al., 1996).

%+ Les protozoaires :
Ils sont représentés par les familles suivantes : Amoebidae, Nosematidae, Neogrageridae et
Eugregarinidae. Selon Keith et Kevan, (1992) Nosema locustae peut infecter L. migratoria

et S. gregaria.

#+ Les prédateurs et les parasites des ceufs :
L’éspece Stomorhina lunata (Diptere,Calliphoride) est connue par ses dégats sur les
ootheéques des populations grégaires du criquet pelerin (Chopard,1943).Parmi les parasitoides
d’ceufs d’acridiens, les hyménopteres scélionides sont les seuls connus, parasitoides vrais

d’embryons de locustes et de sauteriaux (Greathead et al., 1994).

+ Les prédateurs et les parasites des larves et des imagos :
D’apres Doumandji et Doumandji-Mitiche (1994), les oiseaux représentent le plus d’exemples
d’especes prédatrices.Parmi ces derniers on peut citer : la Cigogne, le Milan, le Faucon et
I’ Aigle (Duranton ef al., 1982).
Les parasites des larves et des imagos d’acridiens ayant un impact sur la physiologie et la
survie de I’hdte sont surtout des nématodes. Certains d’entre eux sont des vecteurs d’agents
pathogenes, ce qui suscite un intérét dans la recherche de leur utilisation en lutte biologique

(Greathead et al., 1994).
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+ Les extraits végétaux

Les extraits provenant de deux méliacées, Azadirachta indica (margousier ou Neem) et Melia
volkensii, connus depuis longtemps pour leurs effets répulsifs et antiappétants contre les
insectes, présentant également des propriétés antiacridiennes intéressantes. Des extraits de
fruits, de feuillages ou d'écorce proteégent efficacement les cultures des attaques d'acridiens.

(Diop et Wilps, 1997 ; Rembold, 1997). Ces produits sont biodégradables et ne sont pas
nocifs pour 'homme et 1'environnement. Par ailleurs, les plantes-sources sont communes, peu
exigeantes sur la qualité des sols et offrent un intérét économique évident pour les pays
d’Afrique et d’ Asie qui peuvent tirer avantage en exploitant cette ressource naturelle (Luong-

Skormand et al., 1999).

+ Les champignons :
Contrairement aux virus et aux bactéries, les champignons n’ont pas besoin d’étre ingérés
pour entrer en action. Un simple contact suffit a déclencher I’infection (Anonyme, 1995).
Les champignons se présentent parfois sous forme de cellules individuelles comme les
levures mais le plus souvent sous forme de filaments ou hyphes constituant le mycélium et
dans lesquels sont rangées les cellules. Leur reproduction se fait par formation de spores

sexuées ou asexuées.

1.1.8.6. Position systématique des champignons entomopathogenes :
Les espéces les plus pathogeénes pour les insectes appartiennent au groupe des fungi
imperfecti ; groupe treés étendu et treés hétérogene. Dans ce groupe cinq sous divisions sont a
distinguer:
Mastigomycotina, Basidiomycotina, Zygomycotina (Entomophttorales); Ascomycotina,
(Clavicipitales) et Deuteromycotina (Hyphomycétes). Ceux qui infectent les criquets font
partie des trois derniéres sous divisions. Les deux genres les mieux connus et qui infectent les

criquets sont Metarhizium et Beauveria (Greathead et al., 1994).

1.1.8.6.1. Production de masse :
Dans les pays développés, la fermentation industrielle représente le moyen le plus
économique pour produite d’importantes quantités de spores.
Certains champignons peuvent sporuler méme en milieu liquide dans des flacons. En général,

I’agitation est nécessaire pour dissoudre I’oxygene, le type d’agitation peut avoir une certaine
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importance. Il est parfois nécessaire que le rapport air/liquide soit élevé et la surface du
contact grande (Auld, 1991).

Les milieux de culture des organismes de lutte biologique doivent étre aussi simples que
possible, réunissant un ensemble uniformisé de sels minéraux ainsi que des sources de
carbone et d’azote. La production de spores dans le fermenteur peut é€tre accrue par
modification des constituants du milieu ou simplement par dilution de ce dernier (Auld et al,
1988).

Méme si certains champignons entomopathogenes susceptibles d’étre utilisés sont difficiles a
produire en masse, la plupart pousse abondamment dans des milieux trés simples et peu
coliteux. Plusieurs méthodes permettent leur production de masse : la culture in vivo, la
culture en surface et la culture immergée. Le choix de la méthode dépend des besoins de

croissance du champignon et du produit que 1'on désire obtenir.

1.1.8.6.2. Technologie de formulation des champignons entomopathogenes :

De multiples technologies, ingénieuses et efficaces ont été décrites au laboratoire ; cependant
a I’heure actuelle aucune d’entre elles n’atteint des performances technologiques suffisantes
pour autoriser un développement industriel (Ferron ef al., 1991).

Selon Prior (1990), les champignons entomopathogenes se révelent beaucoup plus efficaces
contre les criquets lorsqu’ils sont mélangés a 1’huile, comparés aux mémes spores si on les
mélange a de I’eau.

Une formulation huileuse évite la nécessité traditionnelle de maintenir une humidité élevée
pour les champignons lorsqu’on les utilise comme moyen de lutte biologique ou microbienne
contre les insectes.

Les essais au laboratoire et au champ ont démontré que les conidies d’une souche de
Metarhizium anisopliae appliquées avec de I’huile sont efficaces a faibles humidités typiques
des habitats des locustes sahariens ou le champignon est normalement inefficace
(Zimmerman, 1993).

Beauveria bassiana a été adapté avec succes a la lutte antiacridienne en étant présente dans
des appats de son et en préparations huileuses (Goettel et Roberts, 1991).

Toutefois, sur le terrain, les résultats sont inconstants et il faudrait étudier les effets des
préparations sur les rapports entre 1’hdte et le pathogene.

Les formulations granulées peuvent €tre obtenues soit par enrobage de spores préalablement
récoltées, soit par croissance et sporulation du germe a la surface d’un support nutritif granulé

(Ferron et al, 1991).

9
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Dans de nombreux pays de 1I’Amérique du sud et I’Asie de I’Est, le Metarhizium anisopliae
est produit dans du riz ou des céréales, dans des sacs en plastiques ou bien en bouteille
(Zimmerman, 1993, Moore et Morley Davies ,1994). En Chine B. bassiana est produit a
grande échelle et commercialisé pour lutter contre le foreur du mais Ostrinia nubilalis Hibner

(Tong-Kwee et al., 1989 ; Lacey et al.,2001).

1.1.8.6.3. Les facteurs influencant ’efficacité des champignons entomopathogenes :

La pénétration et la multiplication des champignons entomophytes dans 1’organisme des
insectes vivants sont soumises a 1’influence directe ou indirecte de facteurs intrinséques

(Paillot, 1933).

o) les facteurs intrinseques :

La virulence et la spécificité de I’hote : il existe des différences importantes parmi les
souches d’une espece de champignons a la fois de virulence et de spécificité pour I’espece
hote. C’est ainsi que les souches de M. anisopliae, montrent une stricte adaptation vers leurs
hotes originels, les larves de  Scarabéides (Ferron ef al, 1991). Ces deux éléments sont
essentiels dans le choix d'un bon candidat a la lutte biologique. Il a été démontré que les
insectes d'une méme population révelent une sensibilité qui difféere selon les isolats de B.
bassiana (Todorova el al., 1994).

Le potentiel épizootique d’un champignon dépend essentiellement de son infectivité de
I’intensité de la sporulation sur les cadavres hotes et de la capacité ultérieure de la souche a
envahir les hotes sains de la population (Hall in Ferron et al, 1991).

La capacité de survie: A une température ou une humidité basse, de nombreux
champignons entomopathogenes forment des structures de résistance qui peuvent Etre
importantes pour la survie et la régénération de la population du pathogene (Ferron et al,
1991).

La variabilité de la sensibilité des populations hotes : cette variabilité est sentie chez
plusieurs insectes. Les variétés de ver a soie qui sont un modele biologique adapté a la
recherche de la base de la résistance génétique des insectes aux pathogénes, montrent des

différences de sensibilité a Aspegillus spp ; Beauveria bassiana et Nosema rileyi (Ferron et al,

1991).
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B) les facteurs extrinseques :

Les facteurs extrinseques de I’environnement reéglent la physiologie du champignon.

o La température

La température est un autre facteur important qui peut affecter le taux de germination, la
croissance, la sporulation et la survie des hyphomycetes entomopathogenes (Ziani, 2008). La
culture sur milieu artificiel de B. bassiana et B. densa ont montré un maximum de
développement a la température de 27 °C, les limites extrémes de culture étant comprises
entre 6°c et 44° C (Paillot, 1933).

Aspergillus flavescens ne devient pathogéne qu’a la température ambiante de 37° C.
L’optimum de développement des spores de Spicaria farinosa s’opere a 24° C; a 0° C le

champignon peut pousser mais a 35° C la germination est bloquée (Amouriq, 1973).

o L’humidité

L humidité est un facteur défavorable pour la conservation du pouvoir germinatif des spores.
En milieu sec, celles-ci conservent trés longtemps leur vitalité. En effet, Lambert in Paillot
(1933) a montré que les conidies de B. bassiana conservées a I’air sec ne perdaient leur
pouvoir germinatif qu’au bout de 3 ans environ.

L’état hygrométrique de I’air joue un rdle prépondérant dans la germination de spores, plus le
degré hygrométrique est élevé et mieux le champignon se développe (Paillot, 1933).
L'humidité affecte aussi la persistance et la survie des champignons entomopathogenes, la
plupart de ces myceétes exigent au moins 95 % de I'humidité relative a la surface de I'insecte

afin de germer (Hallsworth et Magan, 1999).

o Lalumiere
La Ilumiere peut stimuler certaines étapes du cycle évolutif des champignons
entomopathogenes ; c’est le cas de Nomuraea rileyi dont la croissance est fortement inhibée

par I’obscurité (Ferron et al ; 1991).

1.1.8.6.4. Les principales mycoses :
Les mycoses sont des moisissures qui se développement sur les insectes. Le premier qui a été
attiré par ces mycoses est Bassi en 1835 in Paillot (1933), il était également le premier qui a

décrit le Botrytis bassiana
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o Mycose a Beauveria :

Au moment de la mort, I’animal présente en général la dureté caractéristique des mycoses,
qu’il s’agisse d’une larve, d’'une nymphe ou d’un imago. L’intérieur du corps se transforme en
une sorte de sclérose constituée par I’enchevétrement du mycélium qui prolifére dans presque
tous les tissus (Amouriq, 1973).

B. bassiana est connu depuis longtemps comme responsable de la maladie de la « muscardine
banche » chez les vers a soie et d’autres insectes. L’individu est trés recouvert d’une
importante couche de mycélium blanc évoquant de la neige. Il existe des souches infectant des

criquets et qui peuvent étre tres efficaces, surtout en régions tempérées (Greathed et al;

1994).

o Mycose a Metarhizium

Ce genre infecte une large gamme d’insectes et provoque la maladie de la « muscardine
verte » qui débute sur I’insecte par le durcissement du corps, avec coloration du tégument en
jaunatre (Amouriq, 1973).

D’apres Launois—Luong (1992), le champignon Metarhizium, présent dans la plupart des sols
du globe, est utilisé contre les insectes ravageurs.

Au bout d’un certain temps le champignon fructifie et le cadavre devient vert. Ensuite,
I’animal est plus en moins transformé en matieére pulvérulente gris vert, qui se dissémine peu

a peu dans le sol, (Amouriq, 1973 ; Zimmerman, 1993).

o Mycose a Aspergillus
L’aspect des insectes atteints varie selon les especes d’Aspergillus (Amouriq, 1973). Le
mycélium apparait sous forme de touffes blanchatres ou grisatres, localisées en plusieurs
points. D’aprés Lepesme (1938), A. flavus se présente sous forme d’un fin mycélium blanc
devenant rapidement vert ou jaunatre, puis vert olive et enfin vert brunatre et portant de

nombreux conidiophores de méme couleur.

o Mycose a Fusarium
Apres le durcissement habituel et la coloration inconstante en ocre ou en rose, une couche
mycélienne soyeuse apparait avec absence de l’enduit farineux si fréquent chez d’autres

mycoses, (Amouriq, 1973)
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o Mycose a Mucor
Les filaments mycéliens s’élevent du corps de I'insecte, portant a leur extrémité des conidies

grisatres (Amouriq, 1973).

I.2. Données bibliographiques sur Beauveria bassiana et Metarhizium anisopliae
I.2.1. Systématique

D’apres Tkacz et Lange (2004) Beauveria bassiana est classé comme suit :

Regne : Fungi

Phylum : Ascomycota

Classe : Sordariomyceta

Famille : Cordidipitaceae

Genre : Beauveria

Espéce : B. bassiana (Bals) (Vuill., 1912)

Metarhizium anisopliae présente la classification suivante :
Regne : Fungi

Phylum : Ascomycota

Classe : Sordariomyceta

Famille : Claviceptaceae

Genre : Metarhizium

Espéce : M. anisopliae (Metchn) Sorokin, 1883

1.2.2. Identification
La détermination de 1’espéce se fait en examinant la forme des spores et des conodiophores.
Dans le genre Beauveria se forment une a une le long des cellules sporogenes en zigzag. Par
contre, les conidiophores de Metarhizium sont relativement courts, irrégulierement ramifiés

ou non et arrangés en groupes compacts formant une masse de spores (Greathed et al ., 1994).

1.2.3. Morphologie
L’espéce Beauveria est connue depuis longtemps comme responsable de « Muscardine
blanche » chez les vers a soie et bien d’autres insectes. L’individu infecté est recouvert d’une
importante couche de mycélium blanc évoquant de la neige (Greathed et al ., 1994). B.bassiana
produit des colonies cotonneuses blanches a jaunatres. Les conidies ou spores sont soutenues

par de long filaments en zigzag qui sont des hyphes transparents et septaux de 2,5




CHAPITRE I- Données bibliographiques

a 25um de diametre (Weiser, 1972) (Figure 6).Les spores sont produites sur épis courts,

donnant aux cellules conidiogeénes un aspect épineux (Figure 7).

Figure 6: Hyphe de B. bassiana (Original) Figure 7: Spores de B. bassiana(Original)

Metarhizium infecte une large gamme d’insectes et provoque la maladie de la « Muscardine
verte ». L’espece la plus mentionnée dans la littérature est Metarhizium anisopliae.

Au niveau de M .anisopliae les spores sont allongées avec des cdtés paralleles mesurant 6y m
de longueur pour 2 a 3um de diametre (Greathed et al., 1994) (Figure 8).

a@.
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Figure 8: Spores de M. anisopliae (Original)

1.2.4. Mode d’infection
Le mode d'infection des champignons entomopathgenes se divise en quatre étapes distinctes
qui sont l'adhésion, la germination, la différentiation et la pénétration. L’adhésion est
caractérisée par un mécanisme de reconnaissance et de compatibilité des conidies avec les
cellules tégumentaires de l'insecte (Vey, Cavalier, Courtiade et al., 1996). Cette phase se
scinde en deux étapes distinctes, la premiere passive ou l'attachement a la cuticule est réalisé

grace a des forces hydrophobiques et €lectrostatiques (Fargues ,1984) et la seconde active

E
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caractérisée par la production d’un mucilage qui va engendrer une modification épicuticulaire
aboutissant a la germination. Apres la phase d'adhésion, la germination va étre dépendante des
conditions environnantes et aussi de la physiologie de 1'hote; (composition biochimique de la
cuticule) qui peut favoriser ou inhiber la germination (Butt, Ibrahim, Clark et al, 1995).

L'avant derniere phase est la différentiation caractérisée par la production d’appressorium,
structures terminales qui vont servir de point d’encrage, de ramollissement de la cuticule et
favoriser la pénétration. La production des appressoria est trés dépendante de la valeur
nutritive de la cuticule de I’hote (Magalhaes bp, Wraight et al/, 199). Une cuticule nutritive va
stimuler la croissance mycélienne plutdot que la pénétration. La dernicre phase est la
pénétration de I'hote qui se fait par la combinaison de pression mécanique et enzymatique
(St-Leger 1993) telles que les lipases, les protéases et les chitinases, la plus importante dans la
pénétration étant les protéases. . Certaines souches produisent des toxines non enzymatiques
telles que la beauvericine, les beauverolides, les bassianolides, les isarolides qui accentuent et
accélerent le processus d'infection (Roberts ,1981 Hajek et St-Leger, 1994).

La colonisation de 1’hdte se fait lorsque le champignon parvient a surmonter les mécanismes
immunitaires de défense de I'insecte et envahit ’hémolymphe (Ferron, Fargues et Riba,
1991).

A la mort de I’insecte, la phase saprophyte va étre caractérisée par la momification du cadavre
transformé en sclérote. Les hyphes traversent le tégument préférentiellement au niveau
intersegmentaire puis le recouvre d’un feutrage mycélien blanc cotonneux qui va amorcer la

formation des conidiospores (Keith et Kevan 1992).

I.3. Données bibliographiques sur le rat wistar :
1.3.1- Classification :
Régne : Animal.

Embranchement : Vertébrés.

Classe : Mammiferes.

Sous-classe : Placentaires.

Famille : Muridés.

Ordre : Rongeurs.

Genre : Rattus.

Espece : Rattus norvegicus. (Berkenhout, 1769)
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1.3.2- Caractéristiques et physiologie du rat wistar :

Le rat blanc (Rattus norvegicus ou rat norvégien) est une espéce génétiquement sélectionnée,
issue par croisement, de race albinos (Festing, 1979). C’est un rongeur nocturne, omnivore et
coprophage. Le pelage du jeune rat blanc est soyeux mais devient progressivement rugueux et
décoloré avec 1’age (Figure 9). Il possede une large téte, de petites oreilles des yeux rouges
globuleux et une queue. Il se reproduit pendant toute I’année et la gestation dure 21 jours.

A la naissance, le raton qui peése 5g environ est aveugle mais trés actif. Le male adulte pese
300 a 700g alors que la femelle environ 200 a 600g, sa durée de vie est de 2 a 3 ans (Baker et
al., 1980).

L’age moyen a la puberté chez le male est de 27 j*1,1 j chez la femelle de 34 j £ 2,4 j. Le
poids moyen a la puberté chez le male est de 63,3 g+6.8 g et chez la femelle est de 101,0 g =
12,7 g.

L’age et le poids a I’accouplement chez le mal est de 320-340 g (10 a 11 semaines), et chez la

femelle de 225-250 g (11 a 14 semaines).

Figure 9 : Le rat Wistar Rattus norvegicus
1.3.3- Nutrition :
1.3.3.1- Besoins nutritionnels :
Les quantités d'éléments nutritifs devant entrer dans la composition du régime alimentaire des
rats sont :
- Un taux adéquat de protéines et d'acides aminés = 12% chez les jeunes rats et moindre chez
les adultes.
- Une quantité minimale de graisse : >5% quoique les rations contiennent jusqu'al5%.

- Les micro-éléments : vitamines et minéraux (Roger, 1979).
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CHAPITRE II: MATERIEL ET METHODES

I1.1 - Matériel biologique
II.1.1- Les criquets
Schistocerca gregaria :

L’essai a été réalisé sur les larves du cinquieme stade et des imagos du criquet pelerin
Schistocerca gregaria provenant de la région d’Adrar. Les insectes sont élevés au laboratoire de
zoologie de I’école nationale supérieure vétérinaire d’El Harrach, dans des cages en bois
convenant a chaque stade, a une température de 30  1°C une humidité relative de 80 % et une
photo période continue. Les jeunes stades larvaires sont nourris de feuilles de laitue avec un
complément de son. Par contre, pour les stades les plus avancés, la nourriture varie des

graminées tel que le sorgho des cruciferes (le chou) et le blé avec un complément de son.

I1.1.2- Les champignons entomopathogenes :

Beauveria bassiana

La souche de B. bassiana est une souche locale, isolée d’un criquet pelerin Schistocerca
gregaria provenant de la station zaouit kounta de la région d’ Adrar en décembre 1996. (Figure

10).

Figure 10: Aspect cultural de B. bassiana

.
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Xl Metarhizium anisopliae var.acridium
La souche de Metarhizium anisopliae var.acridum (code IMI : 330189) a été identifié pour la
premiere fois par Metschnikoff sur Anisoplia anstriaca et nommé Entomophtora anisopliae en
1879, Sorokin a donné le nom de la muscardine verte au genre Metarhizium (Figure 11) et il est

connu sous le nom de M. anisopliae (Metsch) (Zimmerman ,1993).

Figure 11 : Aspect cultural de M. anisopliae (Originale)

I1.1.2.1 Multiplication et conservation :

Pour assurer un bon développement des conidies, le cryptogame est repiqué sur un milieu
organique gélosé que nous avons fait couler dans des boites de Pétri, de fagcon a obtenir une
couche mince de 1 a 2 cm d’épaisseur. Les colonies obtenues sont repiquées dans des tubes a
essai en verre et conservées a 4°C au réfrigérateur. Toutes ces manipulations sont effectuées sous

hotte en milieu stérilisé avec un matériel stérilisé (Figure 12).

Figure 12 : Hotte des manipulations mycologiques

E
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1I.1.2.2 - Choix du milieu de culture :

Pour toutes les especes fongiques, le choix du milieu de culture dépend des exigences
nutritionnelles du champignon (Neergard, 1979). Notre objectif est de mettre au point une
substance nutritive sur laquelle la germination, la croissance mycélienne et la croissance
pondérale sont importantes et ce a différentes températures. A cet effet nous avons essayé trois
milieux organiques : le Sabouraud provenant de 1’Institut Pasteur, le Malt et le PDA que nous

avons préparé au laboratoire. La composition des milieux (Rapilly 1968) (Annexe I).

I1.1.3- Les rats :

Les animaux proviennent de I'Institut Pasteur d’Alger. Ils sont répartis dans des cages en
polypropyléne de volume de 30 cm x 20 cm x 13 cm, placées dans un local a ambiance contrdlé
a savoir: température 24°C, un éclairage de 10 heures par jour et une humidité de 50%. Les
animaux sont nourris par une alimentation de granulées fournie par I’O.N.A.B d’Alger. Ils

recoivent de 1’eau par des biberons, (Figure 13).

Figure 13 : Elevage des rats

I1.2- Méthodes :

I1.2.1- Caractérisation des deux champignons entomopathogenes :
I1.2.1.1 - Taux de germination :

Les Deuteromycetes ou Fungi imperfecti auxquels appartiennent les deux entomopathogenes B.
bassiana et M. anisopliae sont caractérisés par une structure nettement filamenteuse de leurs
organes de fructification. Ils sont mésophiles mais résistant au froid. Ils sont sous dépendance du
complexe température — humidité relative. Ce complexe affecte le développement et la

propagation de ces champignons. A cet effet nous avons essayé au cours de cette étude
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préliminaire de voir I’effet de la température et du milieu de culture sur la germination de B.
bassiana et M. anisopliae.

Pour réaliser cette étude nous avons ensemencé des spores de méme age dans des boites de Pétri
contenant 3 milieux de culture différent Sabouraud, Malt et PDA et a différentes températures :
20°C-25°C-30°C et 35°C. Nous avons suivi le développement des spores (100 spores) depuis le
gonflement jusqu’a la germination, avec 3 répétitions. Cette étude a été menée dans des étuves

thermoréglables.

I1.2.1.2- Mesure de la croissance mycélienne :

Pour évaluer I'effet des différents parametres extrinseéques retenus sur la multiplication des deux
champignons nous avons fait appel a la mesure de la croissance mycélienne ou radiale. Pour
cette étude nous avons utilisé les mémes températures et les mémes milieux de culture que
I’étude précédente. Ces derniers sont répartis dans des boites de Pétri qu’on laisse solidifier, leur
ensemencement se fait par la technique des implants. A 1’aide d’un emporte-piece stérilisé, des
explantats mycéliens calibrés de 0,5 cm sont prélevés a partir d’une culture agée de 15 jours et
déposés au centre des boites de Pétri fraichement coulées. Tout le travail est réalisé dans une
ambiance stérile en hotte.

L’estimation de la croissance mycélienne se fait en mesurant 1’évolution de diamétre de
I’explantat, quotidiennement jusqu’a ce que le mycélium occupe la surface totale de la boite de

Pétri.

I1.2.1.3- Mesure de la croissance pondérale :
Elle consiste a peser le poids du champignon apres 15 jours, pour chaque milieu et pour chaque
température a 1’aide d’une balance de précision et cela en tenant compte d’un poids initial de 40
mg.
I1.3- Etude de ’effet de B. bassiana et de M. anisopliae sur la mortalité des larves du

cinquieme stade et des imagos de S. gregaria
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I1.3.1- Technique de traitement

I1.3.1.1- Préparation de la solution entomopathogéne :

A partir des colonies adgées de 7 a 10 jours de B. bassiana et de M. anisopliae des explantats sont
prélevés et mis dans un Erlen-Mayer stérile contenant 50 ml d’eau distillée stérile, fermé
hermétiquement pour éviter toute contamination. Pour permettre une libération maximale des
spores on ajoute une goutte de twinn a 20%.

Les Erlen-Mayer sont ensuite rapidement agités pendant 10 minutes, période au bout de laquelle
la concentration est évaluée a 1’aide d’une cellule hématimétrique appelée cellule de

MALASSEZ.

11.3.1.2 - Doses utilisées :

Les différentes concentrations désirées sont obtenues en diluant ou en concentrant la solution
mere par I’application de 1a loi de 1’équilibre général.

Cl1Vvl= C2 V2

C : Concentration.
V : Volume.

Toutes ces manipulations sont effectuées dans les conditions les plus stériles que possibles sous
une hotte avec un matériel stérilisé.
Nous avons retenu 3 doses pour chaque stade, mentionnées sur le tableau n°1:

Tableau n°1 : Concentrations des doses utilisées pour le traitement (sp./ml)

Doses Stades L5 Imagos
D1 1,46 x 10" sp./ml. 1,46 x 107 sp./ml.
D2 1,46 x 10°  sp./ml. 1,46 x 10° sp./ml.
D3 1,46 x 10° sp./ml. 1,46 x 10° sp./ml.
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11.3.1.3 - Réalisation de I’inoculation :

La suspension de spores est pulvérisée directement sur les L5 et imagos de S. gregaria. Le
traitement par contact est recommandé par plusieurs chercheurs car il constitue une voie d’entrée
préférentielle et habituelle des champignons entomopathogenes (Lepesme, 1938).

Pour cet essai nous avons utilisé 30 individus par concentration répartis en 3 lots contenant
chacun 10 individus ; les témoins ont recu de 1’eau distillée stérilisée. Les individus témoins
larves et imagos sont répartis de la méme maniére et comptent le méme nombre que les individus
traités. Apres chaque 24h, nous effectuons un comptage des individus morts, chez la série témoin
et celle des traités.

Nous avons également noté le comportement des individus et les symptomes qu’ils présentent.

I1.3.2- Effet des deux champignons sur la biochimie de la cuticule des LS de S.
gregaria :
Pour cette étude des larves de cinquieme stade provenant de 1’élevage décrit précédemment sont
réparties en deux lots, les témoins sont pulvérisées par de 1’eau distillée stérilisée et les traitées
sont pulvérisées par la DLs déterminées pour les L5 pour chacune des souches.

Ensuite ces individus sont sacrifiés a différents temps : 24 heures, 72 heures, 144 heures.

11.3.2.1-Prélevement de la cuticule

Les abdomens des insectes témoins et traités par les deux champignons sont sectionnés du reste
du corps, ainsi que leurs extrémités postérieures. A 1’aide de fines pinces on enléve tout ce qui
est visceres, muscles et tissus adipeux. Les cuticules abdominales sont ensuite déposées entre

deux feuilles de papier filtre afin d’en éliminer tout tissu pouvant adhérer a ces derniéres.

I1.3.2.2- Technique de détermination chitine-protéine :
La technique sur laquelle on s’est basé pour déterminer la chitine-protéine est celle de Bordereau
et Anderson (1978). Elle consiste a prélever la paroi abdominale, puis la mettre dans un mélange
éther chloroforme (Volume/Volume : 1/1) a température ambiante pendant 24h, afin d’éliminer
toutes traces lipidiques. Ensuite, apres rincage a 1’alcool 96°, elle est séchée dans I’étuve a 60°C
pendant une heure jusqu’a I’obtention d’un poids sec constant P1.
Apres le traitement par NaOH a 100°C pendant deux heures, ce qui permet une hydrolyse des

protéines, on obtient un résidu correspondant a la chitine. Celui-ci est récupéré et lavé a 1’éthanol
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absolu, puis séché une deuxieme fois a 60°C jusqu’a 1’obtention d’un second poids sec constant
P2.

Les pesés sont réalisées grace a une balance de précision a 0,1mg.

P1- P2 : Correspond a la teneur en protéines totales cuticulaires.

P1 : Poids sec de la cuticule (mg) sans les lipides.

P2 : Quantité de la chitine (mg).

I1.4- Etude de I’effet de B.bassiana et de M.anisopliae sur I’histologie du tégument et du
tube digestif des LS de S.gregaria

I1.4.1-Modes d’application des différents traitements biologiques
Notre étude est effectuée sur les L5 de S. gregaria, provenant de méme élevage que les

expériences précédentes.

I1.4.1.1- Par contact :
Les criquets ont recu les spores de B. bassiana et de M. anisopliae par pulvérisation directe sur

le corps afin d’étudier I’ effet des deux champignons sur la cuticule de S. gregaria.

I1.4.1.2- Par ingestion
Ce mode consiste a étudier I’effet de B. bassiana et de M. anisopliae sur le tube digestif de
I’insecte. Pour I’application du traitement, les individus de S. gregaria sont traités par voie
buccale a I'aide d’une micropipette en prélevant 20 pl de la suspension fongique et en
I’introduisant directement dans I’appareil buccal de 1‘insecte, et ce apres un jetine de 24h.
Pour chaque mode de traitement, 3 lots ont été préparés contenant chacun 5 individus .Le
premier lot est celui des traités a la DLsode B. bassiana; le 2°M€ Jot celui des traités a la DLs, de

M. anisopliae tandis que le 3™ lot est celui des témoins traité a I’eau distillée stérilisée.

La réalisation des coupes histologiques fait appel a une préparation particuliére de 1’objet, celui-
ci est soumis aux étapes décrites par Martoja et Martoja (1967) et Gabe (1968) et dont les

différentes étapes sont décrites dans ce qui suit :

.
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I1.4.2 - Techniques de travail. :
La technique histologique a généralement pour but I’obtention de coupes histologiques minces,
transparentes de tissus et d’organes observables au microscope optique, le plus souvent apres

coloration par des colorants spécifiques qui donnent aux diverses parties des teintes différentes.

Dissection des insectes :

Dans une boite de Pétri remplie d’un fixateur le bain de Hollande (préparation annexe n°l) et a
fond de paraffine, et une fois I’abdomen coupé du reste du corps et son extrémité postérieure
ainsi que ses deux cOtés latéraux sectionnés, il est fixé avec deux épingles entomologiques. A
I’aide de ciseaux fins et de pinces fines nous pratiquons une incision dorsale. Les visceres, le
tissu adipeux et les muscles sont enlevés dans un premier temps a 1’aide de fines pinces.

Les sternites abdominaux sont alors déposés entre deux feuilles de papier filtre afin d’enlever
tout tissus pouvant adhérer a la cuticule. Cette cuticule est placée dans un pilulier rempli de

fixateur propre.

Fixation des pieces :
Cette opération consiste a mettre la piece prélevée dans un liquide fixateur dont le role est de
durcir la piece convenablement et d’immobilier les structures en respectant dans la mesure du
possible un état proche du vivant (GABE, 1968). 1l existe de nombreux agents fixateurs dont le

bain de Hollande a base d’acide picrique choisi dans notre cas. La fixation dure de 2 a 8 jours.

Déshydratation des piéces :
Avant de procéder a la déshydratation, les pieces sont lavées a I’eau courante pendant 24 heures,
ceci afin d’éliminer I’exces du fixateur. Les pieces fixées et lavées sont par la suite plongées
successivement dans :
- deux bains d’alcool 70 ° pendant 30 minutes chacun pour mettre fin a 1’action du liquide
fixateur.
- Deux bains d’alcool 95° pendant 30 minutes chacun
- Deux bains d’alcool 100° pendant 30 minutes chacun

- Deux bains de butanol pendant 15 minutes chacun.
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Imprégnation a la paraffine :

Les pieces déshydratées sont imprégnées dans :

- Un bain mélange homogeéne moitié paraffine, moitié butanol pendant une heure dans une
étuve réglée a 60°C.

- Deux bains de paraffine pure d’une heure chacun dans une étuve réglée a 60° C.

Inclusion des pieces dans la paraffine :
L’inclusion des pieces est réalisée dans un moule. La paraffine fondue est versée dans ce moule,
puis la piece a inclure y est introduite et orientée convenablement. Une étiquette référencée est

installée dans la paraffine en voie de solidification.

Microtomisation et étalement des coupes :
Le bloc obtenu est taillé au scalpel jusqu’a éliminer I’excédent de paraffine environnant 1’organe.
Il est commode de donner a la surface des coupes la forme d’un trapéze ou d’un rectangle dont
au moins deux cotés soient paralleles (Martoja et Martoja, 1967). Des coupes sériées de 7um
sont alors obtenues a 1’aide d’un microtome. Ces portions de rubans de coupes sont déposées
dans une goutte d’eau gélatinée (préparation annexe n°l) préalablement déposée sur une lame
propre. Les préparations sont placées sur une platine chauffante afin d’étaler les coupes. Les

lames ainsi préparées sont ensuite rangées dans une étuve a 40° C pour leur séchage.

Déparaffinage et réhydratation :
Le déparaffinage consiste a éliminer le milieu d’inclusion des préparations. Celles-ci sont
placées sur une platine chauffante jusqu’a ce qu’on constate la liquéfaction de la paraffine. Elles
subissent ensuite successivement les bains suivants :
- deux bains de toluéne pendant 15 minutes chacun
- deux bains d’alcool 100° pendant 30 minutes chacun
- deux bains d’alcool 95° pendant 30 minutes chacun
- deux bains d’alcool 70° pendant 30 minutes chacun

- deux bains d’eau distillée de 5 minutes pour réaliser leur parfaite réhydratation.

Coloration des coupes :
Son but est d’établir le contraste naturel des coupes et de rendre plus évident les différents
constituants cellulaires. Nous avons choisi la coloration topographique de Mallory pour le tube

digestif, et la coloration topogaphique polychrome a I’azan heidenhain (préparation annexe n°I).
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Montage des coupes :

Le montage des coupes a un triple but a savoir :

- la protection mécanique de celles-ci.

- La conservation aussi longue que possible des colorations ou réactions histo-chimiques.

- L’obtention du degré de transparence et d’indice de réfraction avantageux de points de vue
optique.

Le montage des coupes est réalisé entre lame et lamelle au moyen du baume de Canada. Afin

que la résine interposée entre lame et lamelle soit homogene, on porte la lame fraichement

montée sur la platine chauffante et on chasse I’exces de résine et les bulles d’air vers les bords en

appuyant faiblement a I’aide d’une aiguille sur la lamelle. A la fin du montage on procede au

nettoyage des lames puis a leur séchage dans une étuve réglée a 40°C pendant 48 heures

(Figurel3).
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Figure 14 : Techniques de réalisation des coupes histologiques
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I1.5- Aspect toxicologique et biosécurité de B. bassiana et M. anisopliae :
I1.5.1- Evaluation de la toxicité :
Cet essai consiste a 1’inoculation des deux souches acridopathogenes B. bassiana et M.
anisopliae a un animal de laboratoire appartenant aux mammiféres: le rat wistar Ratfus
norvegicus, afin de contribuer a déterminer un aspect de biosécurité des deux entomopathogenes.
Cette partie a été réalisée au niveau du laboratoire d’anatomopathologie de I’E.N.S.V.
Des explantats de B. bassiana et de M. anisopliae ont été prélevés a partir de leurs colonies
respectives afin de préparer les solutions entompopathogenes. La concentration des spores est
évaluée par la cellule de Malassez. Nous avons utilisé les DLsy déterminées pour les L5 de S.
gregaria pour les deux souches et une dose plus élevée de 10" sp./ml.
I1.5.1.1- Réalisation des inoculations :
Avant la réalisation des traitements aux deux champignons, nous avons pesé les animaux dont le
poids varie de 177%19,05g a 198,10+6,14 afin de suivre leur évolution pondérale. Pour
I’inoculation des sujets nous avons utilisé les méthodes suivantes :
I1.5.1.1.1- Gavage gastrique :
Pour réaliser ce test nous avons utilisé 02 lots de rats de sexe confondu et le troisiéme lot de rats
témoins. Pour ce faire nous avons procédé comme suit :
-Mise a jeun des animaux la veille du test.
-Administration intra-gastrique (gavage) de 0,5 ml d’une solution de B. bassiana et de M.
anisopliae a chaque rat traité, les rats témoins recoivent 0,5 ml d’eau distillée stérilisée (Figure
15).

-Suivi des animaux quotidiennement durant 20 jours.

Figure 15 : Gavage gastrique
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I1.5.1.1.2- Les injections sous cutané :

Sur les mémes animaux du gavage gastrique, on administre I’inoculum des deux champignons
sous forme d’injections sous cutané (Figure 16) :

Une quantité de 0,025 ¢ml de la solution des deux entomopathogenes est administrée a chaque

rat traité. De leur cOté les rats témoins recoivent 0,025 ml d’eau distillée stérilisée.

Figure 16 : Injection sous cutané

I1.5.2 - Réalisation des coupes histologiques :

I1.5.2.1- La dissection :
20 jours apres traitement nous avons réalisé la dissection des sujets par la technique suivante :
-Euthanasier des animaux par 1’inhalation de 1’éther éthylique dans une cloche a éther,

(Figurel7)

Figure 17 : Cloche a éther pour sacrifier les rats
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-L’animal repose sur le dos sur une plage de liege fixée, les pattes sont écartées et fixées par des

épingles.la peau fine est incisée du sternum au pubis, disséquée et rabattue a droite et a gauche.

La paroi abdominale est ouverte, puis la cavité thoracique (Figure 18).

Figure 18 : Dissection des rats

Nous avons prélevé : le foie, la rate, le tube digestif, et une portion de la peau. Nous mettons
toutes les pieces prélevées dans un fixateur (formol) afin de réaliser des coupes histologiques,
(Figure 19), la technique histologique est celle de Martoja et Martoja-Pierson (1967) est la méme
que celle qui a été utilisée pour I’effet des deux cryptogames sur 1’histologie du criquet sauf pour

la fixation et la coloration oul nous utilisons de 1’émalun-éosine (annexe I).

Figure 19 : Organes de prélevement

I1.6- Traitement des données :

Pour déterminer I’efficacité de nos traitements, nous avons fait appel a quelques méthodes
statistiques.

I1.6.1- Correction de la mortalité :

Le pourcentage de mortalité observé chez les larves et les adultes témoins et traités est estimé par
la formule suivante :

E
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— __ Nombre dindividus morts
Mo Nombre total dindividus x100

La mortalité est ensuite corrigée par la formule d’ABBOT (1925) :

MC% = Mxmo
100

M1

M1 : Pourcentage de mortalité dans le lot témoin
M2 : Pourcentage de mortalité dans les lots traités

MC % : Pourcentage de mortalité corrigée

I1.6.2- Analvse probit :

Pour estimer les DLsy (Dose 1étale au bout de laquelle on obtient 50 % de mortalité) et les TLsy
Temps 1étal au bout de laquelle on obtient 50 % de mortalité), nous avons fait la transformation
en probits des pourcentages des mortalités corrigées (Bliss in Cavelier, 1976), et la
transformation en logarithmes décimaux des doses et du temps (Cavelier, 1976). Ces
transformations nous ont permis d’établir des équations des droites de régressions « probit —
logarithmes » de type :

Y=ax+b

Y = probit des mortalités corrigées

x = logarithmes des doses ou du temps

a = pente
A partir des équations, nous avons calculé des doses 1étales 50 (DLsg) et les temps 1étaux 50
(TLsop) en remplacant y par le probit 50 (5). Les DLsy et les TLsy peuvent étre déterminés

graphiquement en recherchant ’abscisse du point correspondant au probit 5 sur le graphe
(Cavelier, 1976).

I1.6.3- Analyse de la variance :
Pour confirmer I'influence de la température et des milieux de cultures sur le développement de
nos deux entomopathogénes ainsi que pour les taux de mortalité, nous nous sommes appuyés sur
I’analyse de la variance ANOVA. Ensuite, nous procédons au test de Tukey qui nous permet de

classer les moyennes et d’obtenir les groupes homogenes pour chaque facteur étudié.
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CHAPITRE III: RESULTATS

II1.1- Caractérisation des deux champignons entomopathogenes :
III.1.1- Effet de la température et des milieux de culture sur le taux de germination de

B. bassiana et M. anisopliae

Les résultats concernant 1’effet de la température sur le taux de germination de B. bassiana

sont portés sur les tableaux n°2, 3 (Annexe I) et la figure 20.

Tableau n° 2 — Effet de la température et des 3 milieux de culture sur le taux % de

germination B. bassiana.

H T °C 20°C 25°C 30°C 35°C
Milieu M+ET M+ET M=ET M=ET
SBRD 65+15 82,6716 ,16 70+43,59 7,336,43
24 H MALT 3010 70430 20420 3,67%6,35
PDA 70+24,46 365,29 11,67+10,41 3452
SBRD 10020 1000 1000 31,33+3,21
48H | MALT 10020 1000 81,6720,21 8,33+7,64
PDA 100+0 100+0 64,33+30,92 | 25,33+17,61
SBRD 100+0 100+0
72H MALT 100+0 100+0
PDA 100+0 100+0

SBRD: Sabouraud

PDA: Potatoes dextrose agar
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Figure 20 : Effet de la température et des 3 milieux de culture sur le taux de

germination B. bassiana.

L’étude du taux de germination a été envisagée en fonction du temps indiquant 1’évolution de

notre souche fongique.

La vue des résultats affichés sur le tableau n°2 de la figure 20, démontre que la température
influence significativement le taux de germination des spores de B. bassiana. En effet aprés

48 heures d’incubation le taux de germination est a son maximum a 20°C et 25°C pour les
trois milieux de culture retenus. Suivi juste apres par les températures 30°C et 35° C pour les
trois milieux de culture et ce aprés 72 heures d’incubation, période au bout de laquelle toutes
les conidies ont germé ; sauf pour le milieu Sabouraud ou les 100% de germination ont été
atteint seulement apres 48heures d’incubation a 30°C. Nous pouvons déduire que les fortes

températures agissent négativement en ralentissant le développement de B .bassiana.

Les résultats concernant I’effet de la température sur le taux de germination de M. anisopliae sont

portés sur les tableaux n° 4, 5 (Annexe 1) et la figure 21.

43



Chapitre I1I — Résultats

Tableau n° 4 : Effet de la température et des milieux de culture sur le taux % de germination

de M. anisopliae

H
20°C 25°C 30°C 35°C
T°C
Milieu MzET MzET MzET MzET
SBRD 15+13,23 83,33+10,04 56,67+40,41 98,33+2,88
24H MALT 11,67+£10,41 51,67+43,8 48,33+36,17 73,33+23,26
PDA 8,333+7,63 46,67+23,6 55+13,23 9515
SBRD 38,33+40,1 1000 1000 10010
48 H MALT 50,00443,59 1000 1000 1000
PDA 8515 1000 1000 10010
SBRD 1000
72H MALT 58,33+36,86
PDA 91,67+£10,41
SBRD 1000
96 H MALT 100+0
PDA 1000
120 4
g 100 T
E 80
=
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=1}
% 40 m20°C.
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Figure 21: Effet de la température et des milieux de culture sur le taux de

germination M. anisopliae.

Les résultats affichés sur le tableau n°3 et la figure 21, révelent que la température affecte

significativement le taux de germination des spores de M. anisopliae. En effet a 35°C presque
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100% de germination sont atteints pour le milieu Sabouraud et PDA et cela seulement
apres 24 heures d’incubation. Apres 48 heures d’incubation, les 100% de germination sont
enregistrés a 25°,30%t 35°C pour les trois milieux de culture. Les 100% de germination ne
sont atteints qu’apres 96 heures d’incubation pour les milieux Malt et PDA, a 20°C sauf pour
le milieu Sabouraud ou la germination est a son maximum un jour avant a savoir 72 heures.
Nous constatons d’apres les résultats que les faibles températures ralentissent la germination
de M. anisopliae.

Pour interpréter ces résultats nous nous sommes basés sur 1’analyse de la variance a 3 criteres
de classification : facteur 1 : temps, facteur 2 : température et facteur 3 : milieu de culture ;
dont les résultats sont portés sur les tableaux n°6 et 7 respectivement. Aussi nous avons

appliqué le test de Tukey pour la comparaison des moyennes.

Tableau n°6: Analyse de la variance relative a I’effet de la température et différents milieux

de culture sur le taux de germination de B. bassiana.

Source DDL CS CM F.Obs Prob F.Théo
Temps 2 74737,834 | 37368,917 106,129 < 0,0001 3,12390745
Températur
e 3 47403,566 | 15801,189 44,876 < 0,0001 2,73180704
Milieux de
culture 2 6035,686 3017,843 8,571 0,0004 3,12390745
Var inter
Fact1%2%3 10 7199,937 719,994 2,045 0,041 1,9649419
Résidus 72 25351,830
Total 89 133982,989

Tableau n°7 : Analyse de la variance relative a I’effet de la température et différents milieux

de culture sur le taux de germination de M. anisopliae.

Source des

variations DDL CS CM F.Obs Prob F.Théo
Temps 3 35775,216 | 11925,072 21,961 < 0,0001 2, 74157419
Température 3 39887,372 | 13295,791 24,486 < 0,0001 2, 74157419
Milieux de
culture 2 10863,553 5431,777 10,003 0,00016 3,13376232
Var inter
Fact1*2 14 15366,878 1097,634 2,021 0,029 1,84226393
Résidus 67 36381,059
Total 89 103672,222

.
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L’analyse de la variance pour les deux souches révele qu’il y a une différence hautement
significative pour les facteurs étudiés (Probabilité < 0,05). En effet le comportement des deux
souches diffeére en fonction de la température, des milieux de culture et du temps. De méme
I’application du test de Tuckey montre pour une différence significative, tableaux n°8, 9, 10

et 11, 12, 13 (Annexe II).

II1.1.2- Effet de la température et des milieux de culture sur la croissance mycélienne de
B. bassiana et M. anisopliae :

Les résultats concernant I’ effet de la température sur la croissance mycélienne (cm) de

B. bassiana sont portés sur le tableau n°14 et la figure 22.

Tableau n°14 : Effet de la température et des milieux de culture sur la croissance mycélienne

(cm) de B. bassiana :

JOURS T°C 20°C 25°C 30°C 35°C

Milieu M M M M
SBRD 1,3+0,26 0,1640,12 1,77+0,64 0,710,26
MALT 1,33+0,15 0,5+0,3 6,77¢0,28 | 0,63+0,35

2] PDA 0,93#0,55 0,8+0,26 0,8+0,26 0,93#0,11
SBRD 1,53+0,30 0,2710,21 2,07+0,66 1,17+0,28
MALT 1,53+0,05 0,9740,55 1,140,36 10,5

3J PDA 1,16+0,37 0,2710,55 1,17+0,28 1,3+0,26
SBRD 1,70,2 10,2 2,3340,57 1,33+0,28
MALT 3,83+1,25 2,83+1,05 1,5+0,5 1,13+0,32

4 PDA 1,540,5 1,9340,4 2,540,5 1,440,26
SBRD 4,64+2,98 1,7+0,2 2,83+0,28 1,610,4
MALT 4,73+1,74 3,67+1,04 2,77+0,25 1,17+0,28

5J PDA 5,33+1,52 3,73+0,64 3,46+0,55 1,4+0,26
SBRD 642,64 2,5740,4 3,16+0,45 1,740,26
MALT 6,33+1,15 5,5+2,5 4,610,69 1,3310,2

6J PDA 7,67+1,09 4,13+0,55 3,7+0,6 1,5+0,3
SBRD 6,5%2,55 6+2,65 3,5%0,5 2,330,28
MALT 7,93+0,80 6, 8+1,39 5,732,05 1,540

7] PDA 8,410 6,73+0,64 6,83+2,28 1,73+0,25
SBRD 7,13+1,58 6,5+2,18 4+0,5 2,66+0,57
MALT 8,1%0,52 7,8+0,52 6,06+1,91 1,640 ,1

8J PDA 8,4+0 7,8+0,53 7,5+0,5 1,93+0,05
SBRD 8,410 7,6£1,39 5,43+1 2,86+0,7

9J MALT 8,410 8,210,2 6,47+1,74 1,8+0,2

=
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Figure 22 : Effet de la température et des milieux de culture sur la croissance

mycélienne de B. bassiana.

PDA 8,410 8,410 8,410 2,16%0,28
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Le suivi de la croissance mycélienne de B. bassiana durant 15 jours d’incubation a différentes
températures et milieux de cultures (Figure 22), montre que notre souche est significativement
influencée par ces deux parametres. En effet la meilleure croissance est obtenue sur milieu
PDA a 20°C apres seulement 7 jours d’incubation. La croissance atteint son maximum apres 9
jours a une température de 25°C pour le milieu Malt. Sur le milieu PDA la croissance sera
retardée d’un jour. Il en est de méme pour 30°C ou la croissance atteint 8,4 cm pour les
milieux Malt et PDA, pour le milieu Sabouraud elle atteindra son maximum le jour suivant.

Enfin a 35°C le maximum de la croissance mycélienne est atteint au 14°™ jour d’incubation

pour le milieu PDA et au 15%me jour pour les deux autres milieux.

Les résultats concernant I’effet de la température sur la croissance mycélienne de M.

anisopliae sont portés sur le tableau n° 15 et la figure 23.

Tableau n° 15 : Effet de la température et des milieux de culture sur la croissance mycélienne

de M. anisopliae :

JOURS T°C 20° 25° 30° 35°

Milieu M M M M
SBRD 0,7+0,36 0,17+0,06 0,57+0,36 1,1710,3
MALT 0,53+0,05 0,23+0,15 1,5+0,86 1,210,2

2) PDA 3,33+0,56 0,93+0,45 1,17+0,76 3,07+0,3
SBRD 0,9+0,36 2,5+0,5 1,3340,29 1,240,3
MALT 0,710,1 1,97+0,06 2,17+1,04 1,5740,15

3) PDA 4,3+0,45 1,27+0,64 1,83+1,04 4,9+0,55
SBRD 1,1+0,36 3,5+0,5 3+0,5 1,610,52
MALT 0,8+0,1 2,33+0,76 2,7310,64 1,2310,25

4) PDA 4,9+0,36 1,57+0,81 2,67+0,93 6,1+0,26
SBRD 1,1340,32 4,03+0,45 7,630,55 20,5
MALT 0,910,1 5,33+0,58 2,97+0,68 2,7+0,26

5] PDA 5,4+0,36 210,87 2,57+0,81 8,410
SBRD 2+0,5 8,07+0,12 8,410 5,13+0,61
MALT 1,1340,11 6,6711,26 3,5¢1 5,83+0,76

6J PDA 6,07+0,20 410,5 2,73+0,87 8,410
SBRD 2,93+0,75 8,410 8,410 8,03+0,15
MALT 1,8+0,26 6,97+1,45 4,17+1,26 7,17+0,20

7) PDA 6,7+0,36 7,97+0,06 3,33+0,76 8,410
SBRD 3,67+0,76 8,4+0 8,4+0 8,4+0

8J MALT 2,47+0,15 7,3+1,21 5,8+1,21 8,410

.
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Temps {jours)

PDA 7,240,2 8,440 4,540,5 8,4+0
SBRD 440,91 8,440 8,440
MALT 2,7+0,17 8,440 7,33+0,76
9J PDA 7,53+0,45 8,440 5,37+0,60
SBRD 5,5+0,5 8,4+0
MALT 3,43+0,40 7,73+0,64
10) PDA 7,940,3 8,440
SBRD 6,2340,58 8,4+0
MALT 440,3 8,440
11 PDA 8,240,2 8,440
SBRD 6,87+0,4
MALT 4,97+0,05
12) PDA 8,440
SBRD 7,43+0,49
MALT 5,9+0,17
13) PDA 8,440
SBRD 8,240,2
MALT 7,1%0,34
14) PDA 8,440
SBRD 8,440
MALT 8,440
15) PDA 8,440
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Figure 23 : Effet de la température et des milieux de culture sur la croissance

mycélienne de M. anisopliae.
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Selon les résultats relatifs a la croissance mycélienne de M. anisopliae a différentes
températures et différents milieux de cultures, il ressort que ces deux parameétres affectent
significativement son évolution. En effet le meilleur développement est obtenu a 35°C sur le
milieu PDA aprés 5 jours d’incubation suivi des deux autres milieux au 8™ jour. A 25°C la
meilleure croissance est enregistrée sur milieu Sabouraud au 7°™ jour suivi du milieu PDA au

8°™ jour et enfin du milieu Malt au 9°™ jour. La croissance & 30°C débute d’abord sur milieu

Sabouraud au 6°™ jour sur le PDA au 10°™ jour et enfin au 11°™ jour pour le milieu Malt.

Apreés cette constatation nous pouvons déduire que la rapidité du développement de M.
anisopliae est sous I'influence de la température et de la composition des milieux de culture.
Par contre I'interaction des deux facteurs n’affecte pas pour autant le développement de ce

cryptogame.

Afin de confirmer I'effet de la température et des milieux de culture sur la croissance
mycélienne des deux souches fongiques, nous avons procédé a une analyse de la variance a
deux criteres de classification. Les résultats de cette analyse sont reportés sur les tableaux

n°16 et 17 respectivement.

Tableau n°16 : Analyse de la variance relative a I'effet de la température et différents

milieux de culture sur la croissance mycélienne de B. bassiana.

Source des
variations DDL CS CM F.Obs Prob F.Théo
Temps 12 1762,280 146,857 77,295 <0,0001| 1,77919199
Température 3 615,052 205,017 107,906 <0,0001| 2,6297764
Milieux de culture 2 17,535 8,768 4,615 <0,0001| 3,02087029
Var inter Fact1%2%*3 17 2394,867 140,875 74,146 <0,0001| 1,65128912
Résidus 342 649,786
Total 359 3044,653

Tableau n°17 : Analyse de la variance relative a 1’effet de la température et différents milieux

de culture sur la croissance mycélienne de M. anisopliae.

Source des
variations DDL CS CM F.Obs Prob F.Théo
Temps 13 2271,496 174,730 128,242 <0,0001 | 1,75425077
Température 3 532,650 177,550 130,312 <0,0001 | 2,63595107
Milieux de culture 2 427,866 213,933 157,015 <0,0001 | 3,02711064
Var inter Fact1#2*3 44 471,384 10,713 7,863 <0,0001|1,41817718
Résidus 288 392,400
Total 350 2985,527

.
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L’analyse de la variance nous révele que pour les deux souches la probabilité est inférieure a
0,05, ce qui suggere qu’il existe une différence hautement significative concernant 1’effet de
la température et des milieux de culture sur développement de la croissance mycélienne des
deux cryptogames et cela en fonction du temps. De méme I’application du test de Tukey
montre pour les 2 souches une différence significative pour les différents facteurs sauf pour la
température son effet n’est pas statistiquement différent tableaux 18,19, 20, et 21, 22, 23
(Annexe II).

I11.1.3 - Effet sur la croissance pondérale :

Sur les tableaux n°24, 25 (Annexe II) et la figure 24 sont mentionnées les valeurs des
différents poids des spores de B. bassiana en fonction des températures et des milieux de

cultures, et ceci aprés une incubation de 15 jours.

Tableau n°24: Variation pondérale en milligrammes de B. bassiana a différentes

températures et différents milieux de culture.

T°C
20°C 25°C 30°C 35°C
Milieu M=zET M=zET M=zET M=zET
SBRD 153,36%71,33 442,67+325,51 82,67+6,42 42,67+25,59
MALT 118,5%16,13 294,33+105,87 76+39,66 62,67+7,50
PDA 172,6£32,26 640£158,52 46+15,62 50+26,47
900,00
800,00 -
700,00 ]
600,00 -
éf 500,00 -
% 400,00 - m SABOURAUD
A 300,00 - B MALT
200,00 - T PDA
100,00 - iT Ll
0,00 : . . .
20°C 25°C 30°C 35°C
Température “C

Figure 24 : Effet de la température et des milieux de culture sur I’évolution pondérale de
B. bassiana

]
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D’apres les résultats affichés sur le tableau n°23 et la Figure 24, nous constatons que le
meilleur poids frais de B. bassiana est enregistré a 25°C d’abord sur le milieu PDA suivi du
milieu Sabouraud et enfin le milieu Malt. A 20°C le poids maximal est obtenu sur milieu
Malt suivi des autres milieux Sabouraud et PDA respectivement. Pour les températures 30° et

35°C le poids a régressé ceci serait probablement due a la diminution du taux d’humidité

provoqué par la forte température.

Sur le tableau n°26, 27 (Annexe II) et la figure 25 sont mentionnées les valeurs des différents
poids des spores de M. anisopliae en fonction des températures et des milieux de cultures, et

ceci apres une incubation de 15 jours.

Tableau n°26 : Variation pondérale en milligrammes de M. anisopliae a différentes

températures et différents milieux de culture.

T°C
20°C 25°C 30°C 35°C
Milieu M=ET M=ET M=ET M=ET
SBRD 82,66%£25,66 265,67+104,64 284,33+39,14 286,67£194.,25
MALT 48,67+8,91 207,33+121,96 310,33+35,64 642,67%£219,73
PDA 42,83+2.56 555,33+48,5 66+27,07 154,17+7,65
900,00 -
800,00 -
700,00 -
= 600,00 T
£ 500,00 -
v m SABOURAUD
e _
2 400,00
200,00 - PDA
100,00 - i ) T
0,00 - : ; ; |
20°C 25°C 30°C 35°C
Temp érature °C

Figure 25 : Effet de la température et des milieux de culture sur I’évolution pondérale de
M. anisopliae
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Sur la base de ces pesées, les résultats obtenus sur les tableau n° 24 et la figure 25 pour le B.

bassiana et ceux sur le tableau n°26 et la figure 28 pour le M.anisopliae, nous nous sommes

basés sur une analyse de la variance (tableaux n°28 et 29) a deux criteres de classification, a

savoir le facteur 1 : température et le facteur 2 : milieu de culture, nous ont permis de

comparer les poids des deux champignons. Aussi un test de Tukey a été appliqué.

Tableau n°28 : Analyse de la variance relative a 1’évolution pondérale de B. bassiana a

différentes températures et différents milieux de culture

Source des

variations DDL CS CM F.Obs Prob F.Théo
Température 3 969997,302 323332,434 | 25,516369 < 0,000 | 3,00878657
Milieux de culture 2 47857,8539 23928,9269 | 1,88839493 0,173 3,40282611
Var inter Factl1*2 6 139986,339 23331,0566 | 1,8412129 0,133 2,50818882
Résidus 24 304117,66 12671,5692
Total 35 1461959,16

L’analyse de la variance a 2 critéres de classification, nous révele une différence de moyenne

hautement significative pour le facteur température. Par contre pour le facteur milieu de

culture et I’inter F1*2, nous avons une différence non significative car proba > 0,05. Ceci est

confirmé par le test de Tukey tableau n°29, 30, 31 (Annexe II).

Tableau n°32: Analyse de la variance relative a 1’évolution pondérale de M. anisopliae a

différentes températures et différents milieux de culture

Source des

variations DDL CS CM F.Obs Prob F.Théo
Température 3 545606,063 181868,688 18,4125209 | 0,0000 | 3,00878657
Milieux de culture 2 72374,0772 36187,0386 | 3,66360263 | 0,0408 | 3,40282611
Var inter Fact1%2 6 607199,309 101199,885 10,2455514 | 0,0000 | 2,50818882
Résidus 24 237058,713 9877,44639
Total 35 1462238,16

Selon le tableau n°32 I’analyse de la variance effectuée, montre que la température et les

milieux de culture influence significativement la croissance pondérale de M. anisopliae

P<0,05, il en est de méme pour leur interaction. Ceci est confirmé par le test de Tukey

tableaux n°33, 34,35 (Annexe II).
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A la vue de ces résultats nous pouvons établir un tableau comparatif entre les deux souches

fongiques.

Tableau n° 36: Comportement de B. bassiana et de M. anisopliae vis-a-vis de la température
et des milieux de culture

Souches
B. bassiana M. anisopliae
% Croissance | Evolution % Croissance | Evolution
Paramétres germination mycélienne | pondérale | germination | mycélienne | pondérale
T°C 20°C 20°C 25°C 35°C 30°C 35°C
x‘l't'l‘l";‘;‘ de Sabouraud PDA PDA Sabouraud PDA MALT
II1.2- Effet des deux champignons entomopathogénes Beauveria bassiana et

Metarhizium anisopliae vis- a- vis des larves du cinquiéme stade et des imagos de

Schistocerca gregaria

1I1.2.1- Mortalité :

Les résultats

concernant le pourcentage de mortalité des LS et des imagos de S. gregaria
témoins et traités au B. bassiana aux trois doses : D1= 1,46x10" sp /ml, D2=1,46x10° sp /ml
et D3=1,46x10° sp /ml sont portés respectivement sur les tableaux n°37, 38 et 39 (Annexe II)
et les figures 26, 27 et 28.
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Figure 26 : Taux de mortalité des L5 et des Imagos de S.gregaria témoins et traités au
B.bassiana a 1a D1 : 1,46x10"sp/ml
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Figure 27 : Taux de mortalité des LS5 et des imagos de S.gregaria témoins et traités au
B.bassiana i la D2 :1,46x10° sp/ml.
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Figure 28: Taux de mortalité des LS5 et des imagos de S.gregaria témoins et traités au

B.bassiana ala D3 :1,46x10° sp/ml.

Les résultats concernant le pourcentage de mortalité des LS5 et imagos de S. gregaria traités
au M. anisopliae sont portés respectivement sur les tableaux n°40, 41 et 42 (Annexe II) et les

figures 32, 33 et 34.
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Figure 29 : Taux de mortalité des L5 et des Imagos de S. gregaria témoins et traités au

M. anisopliae a 1a D1 : 1,46x10"sp/ml.
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Figure 30 : Taux de mortalité des imagos de S. gregaria témoins et traités au M.

anisopliae 2 1a D2 : 1,46x10°sp/ml.
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Figure 31 : % de mortalité des imagos de S. gregaria témoins et traités au M. anisopliae
alaD 3:1,46x10°sp/ml.

Concernant I’effet de B. bassiana et de M. anisopliae sur les individus de S. gregaria, les

résultats relatifs a cet essai démontrent une évolution de la mortalité en fonction du temps

pour les deux cryptogames. En effet a la forte dose D1 les mortalités ont commencé au 1% et

2éme 6éme

jour du traitement pour atteindre les 100% au jour respectivement chez les LS et les
imagos de S. gregaria traités au B. bassiana, et débute au 2°™ et 3™ jour pour atteindre

100% au 8™ et 10" jour respectivement chez les L5 et imagos traités au M. anisopliae.

Pour les L5 et les imagos traités au B. bassiana a la D2, les mortalités ont commencé
respectivement au 2% et 3°™ jour et ont atteint 100% au 7°™ jour. Par contre au M.
anisopliae 1a mortalité a débuté au 4°™ jour chez les deux stades pour atteindre les 100% au
9°™ chez les L5 et aul0®™ jour chez les imagos. Enfin a la D3 les mortalités ont débuté au
3% et 5™ jour pour atteindre 100% au 8™ et 10°™ jour de traitement respectivement chez

les LS et les imagos traités au B. bassiana. Chez les LS5 et les imagos traités au M. anisopliae
les mortalités ont débuté tardivement au 4°™ et 5°™ jour pour atteindre 100% au 10°™ et

12°™ jour respectivement.

Afin d’appuyer nos résultats nous avons fait appel a une analyse de la variance a quatre

critéres de classification (Tableaux n° 43 et n°44) soit :
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Le facteur 1 :
Le facteur 2 :
Le facteur 3 :

Le facteur 3 :

temps avec 10 niveaux.

dose avec 3 niveaux (D1, D2 et D3).
stade avec 2 niveaux (L5 et imagos).

traitement avec 2 niveaux (témoin et traités).

Tableau n°43 : Analyse de la variance relative a I’effet de B. bassiana sur 1la mortalité des LS

et des imagos de S. gregaria

Source DDL Somme des carrés | Carré moyen | F de Fisher | Pr>F | F théorique
Temps 11 150837,996 13712,545 36,731 <0,0001 | 1,83256385
Dose 3 81412,062 27137,354 72,691 <0,0001 | 2,64582429
Stade 1 2343,823 2343,823 6,278 0,013 3,88427068
traitement 1 69644,751 69644,751 186,554 | <0,0001 | 3,88427068
Résidus 219 13889,11282 373,323

Total 235 318127,746

Tableau n°44 : Analyse de la variance relative a I’effet de M. anisopliae sur la mortalité des

LS5 et des imagos de S. gregaria

Source DDL Somme des carrés | Carré moyen | F de Fisher | Pr>F |F théorique
Temps 11 151313,180 13755,744 213,459 | <0,0001 | 1,83256385
Doses 3 81489,876 27163,292 421,515 <0,0001 | 2,64582429
Stade 1 3029,782 3029,782 47,016 0,005 3,88427068
Traitement 1 69228,815 69228,815 1074,281 | <0,0001 | 3,88427068
Résidus 219 14112,901 64,442

Total 235 319174,555

D’apres les résultats de 1’analyse de la variance mentionnés sur les tableaux n°43 et 44, nous

constatons qu’il y a une différence hautement significative des facteurs étudiés P < 0,05, sauf

pour le champignon B. bassiana ou le facteur stade n’affiche pas une différence significative.

En effet il ressort de ces résultats que les individus traités aux deux champignons sont

fortement sensibles a leur concentration en fonction du temps et du stade. Ceci est confirmé

par le test de Tukey relatif a chaque champignon pour la comparaison des moyennes,

tableaux, 45, 46 et 47, 48, 49, 50 (Annexe II).

Parallelement nous avons déterminé les doses létales DLsy et les temps létaux TLsy au bout

desquels 50% des individus de S. gregaria traités par les deux souches sont morts, ces DLs et

TLso sont obtenus a partir des droites de régression.
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a- B.bassiana :

Nous avons déterminé les DLsy concernant les LS et les imagos traités aux deux champignons
entomopathogenes. Les résultats obtenus sont portés sur le tableau n°51 et les figures 32 et 33

pour cela, nous avons transformé les pourcentages de mortalité corrigée en probits et les doses

en logarithmes décimaux.

Apres transformation, nous avons tracé les droites de régression avec leurs équations afin

d’obtenir les DLs, relatives a chaque stade.

Tableau n° 51 : Probits des pourcentages de mortalités cumulées et logarithmes décimal des

doses pour les LS et les imagos de S. gregaria traités au B. bassiana.
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Doses Stades
Doses | Log doses LS IMAGOS
MC% | PROBITS MC% PROBITS
D1 7,16 90 6,28 93,33 6,48
D2 6,16 90 6,28 80 5,84
D3 5,16 43,33 4,82 33,33 4,56
7 -
y=0,73x+1,296
6,5 2=
R2=0,75 . °
6 -
255
a
5 -
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4,5
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Figure 32 : Effet de B. bassiana vis-a-vis des L5 de S. gregaria
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Figure 33 : Effet de B. bassiana vis-a-vis des imagos de S. gregaria

Les valeurs de DLs relatives au B. bassiana pour les deux stades sont mentionnées sur le

tableau n°52.

Tableau n° 52 : Equations des droites de régression et coefficient de corrélation et DLs des

L5 et imagos de S. gregaria traités au B. bassiana.

Stade Equation de la droite de régression R’ DL,
L5 y =0,73x + 1,296 0,75 1,19x10° sp/ml
Imagos y =0,96x - 0,286 0,964 3,21 x 10° sp/ml

A partir des équations, nous avons calculé les doses 1étales 50 (DLsp) en remplacant Y par le

probit 50 (5). Les DLsy peuvent étre déterminées graphiquement en recherchant I’abscisse du

point correspondant au probit 5 sur le graphe (CAVELIER, 1976).

Nous avons estimé la DLsy pour les LS = 1,19 x10° sp/ml, et pour les imagos la DLsy est

=3,21x10’ sp/ml

b- M. anisopliae :

Les résultats obtenus sont portés sur le tableau n° 53 et les figures 34 et 35 pour cela, nous

avons transformé les pourcentages de mortalité corrigée en probits et les doses en logarithmes

décimaux.




Chapitre I1I — Résultats

Tableau n°53 : Probits des pourcentages de mortalités cumulées et logarithmes décimaux des

doses pour les LS5 et les imagos de S. gregaria traités au M. anisopliae.

Figure 34 :

Doses Stades
Doses |Log doses L5 IMAGOS
MC% | PROBITS MC% PROBITS
D1 7,16 40 4,75 20 4,16
D2 6,16 43,33 4,82 20 4,16
D3 5,16 20 4,16 7 3,52
51 - y=0,295x+ 2,759
R?=0,662
4,9 - . A
4,7 -
8 45 -
<43 -
&g41 | ®
3,9 -
3,7 -
3,5 | | .
3 6 Log Doses 7 8

Effet de M. anisopliae vis-a-vis des L5 de S. gregaria

4,5 -

3,5 1

2,5

Probit

1,5 A

0,5 -

y=0,32x+ 1,975

1 R?=0,75 *

5,5 6 6,5 7
Log Doses

7,5

Figure 35 : Effet de M. anisopliae vis-a-vis des imagos de S. gregaria




Chapitre I1I — Résultats

Les valeurs de DLs relatives au M.anisopliae pour les deux stades sont mentionnées sur le
tableau n°54

Tableau n° 54 : Equations des droites de régression et coefficient de corrélation et DLsy des

L5 et imagos de S. gregaria traités au M. anisopliae.

STADE EQUATION DE LA DROITE DE R’ DLs,
REGRESSION
L5 y = 0,295x + 2,759 0,662 3,95x10” sp/ml
Imagos y=0,32x + 1,975 0,75 2,83 x 10° sp/ml

A partir des équations, nous avons calculé les doses 1étales 50 (DLsp) en remplacant Y par le
probit 50 (5). Les DLsy peuvent étre déterminées graphiquement en recherchant I’abscisse du
point correspondant au probit 5 sur le graphe (CAVELIER, 1976).

Nous avons estimé la DLsy pour les L5 = 3,95 x10” sp/ml et pour les imagos la DLs, est
=2,83x10° sp/ml

D’ apres les tableaux ci-dessus, nous remarquons que les valeurs de R? sont toutes comprises
entre 0 et 1 (0<R?<1), donc la corrélation est dite positive, ces valeurs sont proches de 1 ce
qui signifie que la mortalité et le temps sont fortement corrélés (Held, 2010).

En effet, les doses 1étales pour 50% des individus varient en fonction des deux souches, des

doses appliquées et du stade (figure 36).

Tableau n° 55 : Valeurs des DLs, pour les L5 et imagos de S.gregaria traités au B. bassiana

et au M. anisopliae

L5 Imago
DLs B. bassiana 1,19x10° sp/ml 3,21x10°
(sp/ml) | M. anisopliae 3,95x10" sp/ml 2,83 x 10° sp/ml

.
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Figure 36 : DLs, pour les L5 et les imagos de S. gregaria traités par B. bassiana et M.

anisopliae aux 3doses (D1 : 1,46x107 sp/ml, D2 : 1,46x10°sp/ml, D3 : 1,46x10° sp/ml)

II1.2.3- TLs :
a- B. bassiana
Pour estimer les TLsy) nous avons procédé de la méme manieére que pour les DLsy. Les

résultats obtenus sont portés sur les tableaux n°56, 57 et les figures 37, 38.

Tableau n°56 : Probits des pourcentages de mortalités cumulées et logarithmes décimaux des

temps pour les LS5 de S. gregaria traitées au B. bassiana.

DOSE D1 D2 D3

Temps Log MC% Probits MC% Probits MC% | Probits

1 0 20 4,16 0 0 0 0

2 0,3 30 4,48 20 4,16 0 0

3 0,48 50 5 60 5,25 13,33 3,87

4 0,6 50 5 80 5,84 40 4,75

5 0,7 90 6,28 90 6,28 43,33 4,82

6 0,78 100 8,09 90 6,28 56,67 5,15

7 0,84 100 8,09 66,67 541

8 0,9 100 8,09




Tableau n° 57: Probits des pourcentages de mortalités cumulées et logarithmes décimaux des

temps pour les imagos de S. gragaria traités au B. bassiana.

DOSE D1 D2 D3
Temps Log MC% Probits MC% Probits MC% Probits

1 0 0 0 0 0 0 0
2 0,3 40 4,75 0 0 0 0
3 0,48 73,33 5,61 50 5 0 0
4 0,6 73,33 5,61 73,33 5,61 0 0
5 0,7 93,33 6,48 80 5,84 33,33 4,45
6 0,78 100 8,09 93,33 6,48 63,33 5,33
7 0,84 100 8,09 70 5,52
8 0,9 89 5,84
9 0,95 90 6,28
10 1 100 8,09
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Figure 37: Evaluation des TLs, des LS de S. gregaria traitées au B. bassiana aux trois

doses
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Figure 38: Evaluation des TL5, des Imagos de S. gregaria traités au B. bassiana aux

trois doses
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Les valeurs de TLs relatives pour les L5 et les imagos de S. gregaria traités au B. bassiana

sont mentionnées sur les tableaux n°58 et 59.

Tableau n° 58 : Equations des droites de régression et coefficient de corrélation et TLsy des

L5 de S. gregaria traités au B. bassiana.

EQUATION DE LA DROITE DE
DOSES REGRESSION R’ TLs0(J)
Dl y=4,128 x+ 3,533 0,664 2,27
D2 y=8,296 x+ 0,743 0,928 3,26
D3 y=8,426 x- 0,834 0,865 4,92

A partir des équations, nous avons calculé les temps l1étaux 50 (TLsp) (temps létal au bout
duquel on obtient 50% de mortalité), en remplacant Y par le probit 50 (5). Ces temps pour les
LS sont respectivement pour les 3 doses de : 2,27 j, 3,26}, 4,92 .

Tableau n°59 : Equations des droites de régression et coefficient de corrélation et TLsy des

imagos de S. gregaria traités au B. bassiana.

EQUATIONS DE LA DROITE DE
DOSES REGRESSION R’ TLso(J)
Dl y=9,078 x + 0,762 0,913 2,93
D2 y=10,03 x -0,875 0,88 3,85
D3 y=8,787 x -2,193 0,762 6,59

Nous avons estimé les TLso pour les imagos qui sont respectivement pour les 3 doses de : 2,93
j, 3,853, 6,59

b- M. anisopliae
Les résultats obtenus sont portés sur les tableaux n° 60 et 61 et les figures 39 et 40 pour cela,

nous avons transformé les pourcentages de mortalité corrigée en probits et les temps en

logarithmes décimaux.

8
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Tableau n°60 : Probits des pourcentages de mortalités cumulées et logarithmes décimaux des

temps pour les L5 de S. gregaria traitées au M. anisopliae.

DOSE D1 D2 D3
Temps Log MC% Probits MC% Probits MC% Probits
1 0 0 0 0 0 0 0
2 0,3 13,33 3,87 0 0 0 0
3 0,48 26,67 4,42 0 0 0 0
4 0,6 30 4,48 30 4,48 0 0
5 0,7 40 4,75 43,33 4,82 13,33 3,87
6 0,78 63,33 5,33 60 5,25 20 4,16
7 0,84 80 5,84 76,67 5,74 20 4,16
8 0,9 100 8,09 90 6,28 40 4,75
9 100 8,09 90 6,28
10 100 8,09

Tableau n° 61 : Probits des pourcentages de mortalités cumulées et logarithmes décimaux

des temps pour les imagos de S. gregaria traitées au M. anisopliae.

DOSE D1 D2 D3
Temps Log MC% Probits MC% Probits MC% Probits
1 0 0 0 0 0 0 0
2 0,3 0 0 0 0 0 0
3 0,48 10 3,72 0 0 0 0
4 0,6 13,33 3,87 10 3,72 0 0
5 0,7 20 4,16 20 4,16 10 3,52
6 0,78 36,67 4,61 60 5,25 30 4,48
7 0,84 50 5 80 5,84 30 4,48
8 0,9 76,67 5,74 86,67 6,13 40 4,75
9 90 6,28 90 6,28 50 5
10 100 8,09 100 8,09 90 6,28
11 90 6,28
12 100 8,09
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trois doses
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Les valeurs de TLsg relatives pour les LS et les imagos de S.gregaria traités au M.anisopliae

sont mentionnées sur les tableaux n°62 et 63.

Tableau n° 62 : Equations des droites de régression et coefficient de corrélation et TLsy des

L5 de S. gregaria traités au M. anisopliae.

EQUATION DE LA DROITE DE

DOSES REGRESSION R? TLso(J)
D1 y=6,915 x+ 0,620 0,862 4,30
D2 y=8.,964x- 1,677 0,827 5,56
D3 y=7,799 x- 1,561 0,805 6,94

A partir des équations, nous avons calculé les temps 1étaux 50 (TLsp) (temps létal au bout
duquel on obtient 50% de mortalité), en remplacant Y par le probit 50 (5). Ces temps pour les
L5 sont respectivement pour les 3 doses de : 4,30 j, 5,56 j, 6,94 j.

Tableau n°63 : Equations des droites de régression et coefficient de corrélation et TLsy des

imagos de S. gregaria traités au M. anisopliae.

EQUATIONS DE LA DROITE DE
DOSES REGRESSION R’ TLso(J)
Dl y=7,590 x — 0,818 0,896 5,84
D2 y=8,674 x - 1,734 0,858 5,99
D3 y=7,896x - 2,125 0,802 7,98

Nous avons estimé les TLso pour les imagos qui sont respectivement pour les 3 doses de : 5,84
3, 5,99, 7,98 ].

D’ apres les tableaux ci-dessus, on remarque que les valeurs de R? sont toutes comprises entre
0 et 1 (O<R2<1), donc la corrélation est dite positive, ces valeurs sont proches de 1 ce qui
signifie que la mortalité et le temps sont fortement corrélés (Held, 2010).

En effet, les temps 1étaux pour 50% des individus varient en fonction des deux souches et

des doses appliquées tableau n°64 et la figure 41.

Tableau n° 64 : Les valeurs des TLsy pour les L5 et Imagos de S. gregaria traités au B.

bassiana et au M. anisopliae aux trois doses

B. bassiana M. anisopliae
D1 D2 D3 D1 D2 D3
L5 2,27 3,26 4,92 4,5 5,56 6,94
Imago 2,93 3,85 6,59 5,84 5,98 7,98

.
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Figure 41 : TLs, pour les L5 et les imagos de S. gregaria traités par B. bassiana et M.

anisopliae aux 3doses (D1 : 1,46x10” sp/ml, D2 : 1,46x106sp/ml, D3 : 1,46x10° sp/ml)

II1.3. Symptomatologie :

Apres inoculation des individus au B. bassiana et au M. anisopliae, ces derniers commencent
a perdre I’appétit et leurs mouvements deviennent de plus en plus lents jusqu’a la mort avant
d’étre paralysés. Nous observons aussi des taches rougedtres au niveau du thorax
correspondant a la présence du mycélium. Ces dernieres sont dues au dépot de mélanine
(Charnley, 1989).

En présence d’humidité le mycélium perce la cuticule surtout au niveau des membranes inter-
segmentaires et commence a sporuler. Peu apres, le cadavre se couvre d’une couche
poudreuse blanchatre chez les criquets traités au B. bassiana couleur caractéristique de la
muscardine blanche (figure, 42) ; et verdatre chez ceux traités au M. anisopliae qui caractérise
la muscardine verte (figure, 43). Parallelement a ces symptdmes nous avons remarqué une

mal formation de 1a mue ce qui empéche I’insecte de passer au stade supérieur (figure, 44).

n
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Figure 42: Individusde S. gregartitinfectés par B. bassiana
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Figure 43 : Individu de S. gregaria infecté par M. anisopliae

Figure 44 : Blocage de la mue.
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I11. 4- Effet des deux champignons sur la biochimie de la cuticule des L5 de S.gregaria
I11.4.1- Effet sur le poids sec de la cuticule :

Le poids sec de la cuticule abdominale des LS de S. gregaria témoins et traitées par la DLs
de B. bassiana et de M. anisopliae relevé apres 24, 72 et 144 heures de traitement sont

mentionnés sur le tableau n° 65 et 66 (Annexe II) et la figure 45.

Tableau n°65 : Evolution du poids sec en mg de la cuticule des LS de S. gregaria témoins et

traitées par la DLsg de B. bassiana et de M. anisopliae.

Temps Témoins B. bassiana M. anisopliae
24H 18,48+1,09 16,25+0,51 12,28+0,71
72H 39,09+0,61 22,37+0,14 18,08+0,74
144H 48,83+0,44 32,84+0,37 24,14%0,57
60 -
50 -
of
40
g
2 30 -
- B Témoins
'E 20 - B B bassiana
- Meanisopliae
10 A
O -
24H 72H 144H
Temps (heures)

Figure 45 : Evolution du poids sec en mg de la cuticule des L5 de S. gregaria témoins et

traitées au B. bassiana et M. anisopliae
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D’apres les résultats reportés sur le tableau n°65 et la figure 45 concernant 1’évolution du
poids sec de la cuticule abdominale des LS5 traitées au B. bassiana et M. anisopliae nous
remarquons que le poids de cuticule des larves témoins et toujours supérieur a celui des larves
traitées. En effet apres 24h ce dernier est de 18,48%1,09 mg, 16,25+0,51 mg suivi de
12,28+0,71 mg. 1l atteint 39,09+0,61mg, 22,37+0,14 mg et enfin 18,08+0,74 mg aprés 72h et
enfin apreés 144h le poids atteint 48,83+0,44 mg, 32,84+0,37 mg suivi de 24,14+0,57 mg
respectivement chez les L5 témoins et traitées au B. bassiana et au M. anisopliae.

Le traitement des résultats du tableau n°65 est effectué par 1’analyse des la variance a deux
criteres de classification soit facteurl : temps, facteur 2 : traitement, et aussi par le test de

Tukey sont reportés sur les tableaux n°68, 69, 70 (Annexe II).

Tableau n°67 : Analyse de la variance relative a 1’évolution du poids sec de la cuticule des

LS5 de S. gregaria témoins et traitées au B. bassiana et au M. anisopliae.

Source des variations DDL CS CM F.Obs Proba F.Théo
Temps 2 3466,69517 1733,34759 | 4379,81118 | 0,000 | 3,20431729
traitement 2 2802,4349 1401,2174 | 3540,58696| 0,000 | 3,20431729
Var inter Fact1*2 4 677,767941 169,441985 | 428,144884 | 0,000 | 2,57873918
Résidus 45 17,890133 0,39575852
Total 53 6964,70715

Les résultats de I’analyse de la variance mentionnés sur le tableau n°73, révelent une
différence hautement significative P< 0,05 concernant I’évolution du poids sec de la cuticule
des LS de S. gregaria témoins et traitées au B. bassiana et au M. anisopliae. De méme
I’application du test de Tuckey (tableaux n° 68, 69,70 annexe II) montre une différence
significative pour toutes les combinaisons, sauf pour la combinaison (24h témoin-72h M.
anisopliae) qui appartiennent au méme groupe. Leurs effets ne sont pas statistiquement

différents.

I11.4.2- Effet sur la quantité de chitine :
Les quantités de chitine cubiculaires des L5 de S. gregaria témoins et traitées par la DLsy de
B. bassiana et de M. anisopliae relevé apreés 24, 72 et 144 H de traitement sont mentionnés

sur le tableau n® 71 et 72 (Annexe II) et la figure 46.

.
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Tableau n°71 : Quantités de chitine cuticulaire en mg des L5 de S. gregaria témoins et

traitées par la DLsy de B. bassiana et de M. anisopliae.

Temps Témoins B. bassiana M. anisopliae
24H 2,18+0,30 2,15+0,60 1,42+0,32
72H 6,29+0,56 3,36+0,37 3,38+0,80
144H 9,26+0,53 9,18+0,29 9,11+0,54
12,00 -
%ﬁ 10,00 -
: I
g 8,00 -
G
2 0,00 B Témoing
:E 4,00 - B B bassiana
§ ] Manisoplice
5 2,00 -
o I
0,00 -
24H 72H 144H
Temps (heures)

Figure 46 : Quantité de chitine cuticulaire des L5 de S. gregaria témoins et traitées au

B. bassiana et M. anisopliae

Au regard des résultats affichés sur le tableau n°71 et la figure 46 relatifs a la quantité de
chitine cuticulaire des L5 de S. gregaria témoins et traitées aux deux entomopathogenes, il en
ressort que la quantité de chitine augmente en fonction du temps mais elle demeure toujours
plus faible chez les larves traitées par rapport aux larves témoins. En effet aprés 24h de
traitement cette quantité est de 2,19+0,50 mg, 2,16+0,30 mg suivi de 1,42+1,16 mg. Apres

72h elle atteint 6,29+0,31 mg, 3,34+0,45 mg et 2,384+0,53 mg. Ensuite elle évolue pour
atteindre 9,26+0,26 mg, 9,18+0,67 mg suivi de 9,11+0,13 mg aprés 144h de traitement

respectivement chez les larves témoins et traités au B. bassiana et au M. anisopliae.
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Le traitement des résultats du tableau n°71 est effectué par 1’analyse des la variance a deux
criteres de classification soit facteurl : temps, facteur 2 : traitement, et aussi par et le test de

Tukey sont reportés sur les tableaux 74, 75, 76 (Annexe II).

Tableau n°73 : Analyse de la variance relative a la quantité de chitine cuticulaire des LS de

S. gregaria témoins et traitées au B. bassiana et au M. anisopliae.

Source des variations CS DDL CM F.Obs Proba F.Théo
Temps 492,486515 2 246,243257 | 966,08499 0,000 | 3,20431729
Traitement 16,2999593 2 8,14997963 | 31,974776 0,000 | 3,20431729
Var inter Fact 1*2 20,0739852 4 5,0184963 | 19,689042 0,000 | 2,57873918
Résidus 11,46995 45 0,25488778

Total 540,330409 53

Les résultats de I’analyse de la variance mentionnés sur le tableau n°73, révelent une
différence hautement significative P< 0,0001 concernant 1’évolution de la quantité de chitine
des LS de S. gregaria témoins et traitées au B. bassiana et au M. anisopliae. Ceci a été
confirmé par le test de Tukey qui révele une différence significative pour les différentes
combinaisons et par 1’obtention de groupements hétérogenes tableaux n°74, 75, 76 (Annexe

ID).

I11.4.3- Effet sur la quantité de protéines cuticulaires :
Les quantités de proteines cuticulaire des LS de S. gregaria témoins et traitées par la DLs, de
B. bassiana et de M. anisopliae relevé apreés 24, 72 et 144 H de traitement sont mentionnés

sur le tableau n® 77 et 78 (Annexe II) et la figure 47.

Tableau n°77 : Quantités de protéines cuticulaires en mg des L5 de S. gregaria témoins et

traitées par la DLsy de B. bassiana et de M. anisopliae.

Temps Témoins B. bassiana M. anisopliae
24H 16,30+0,97 14,09+1,05 10,86+0,37
72H 32,80%1,06 19,01+0,57 14,70+0,75
144H 39,56+0,92 23,66+0,60 15,01+0,60

.
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Figure 47 : Quantité de protéines cuticulaire des L5 de S. gregaria témoins et traitées

au B. bassiana et au M. anisopliae

D’apres les résultats portés sur le tableau n°77 et la figure 47 concernant I’évolution des
quantités de protéines totales de la cuticule abdominale chez les L5 de S. gregaria témoins et
traités aux deux hyphomycetes, nous remarquons une évolution dans le temps chez tous les
individus. Néanmoins cette quantité demeure toujours plus faible chez les larves traitées. En
effet nous pouvons déduire que I’inoculation des individus a affecté significativement ces
derniers en diminuant la quantité de protéines contenues dans les cuticules. Selon les résultats
ces quantités varient de 16,30+0,97 mg, 14,10£1,05 mg suivi de 10,86+0,37 mg apres 24h de
traitement. Apres 72h elles varient de 32,80+1,06 mg, 19,01£0,57 mg suivi de 14,70+0,75.
Enfin aprés 144 h de traitement nous enregistrons des quantités variant de 39,56+0,92 mg,
23,66+0,60 mg suivi de 15,01+0,60 mg respectivement chez les L5 témoins et traitées au B.
bassiana et au M. anisopliae.

Le traitement des résultats du tableau n°77 est effectué par 1’analyse des la variance a deux
criteres de classification soit facteurl : temps, facteur 2 : traitement, et aussi par et le test de

Tukey sont reportés sur les tableaux 80, 81, 82 (Annexe II).
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Tableau n°79 : Analyse de la variance relative a la quantité de protéines cuticulaire des L5

de S. gregaria témoins et traitées au B. bassiana et au M. anisopliae.

Source des

variations DDL CS CM F.Obs Proba F.Théo
Temps 2 1427,87934 | 713,939672 | 1116,0803 | 0,000 | 3,20431729
Traitement 2 2395,02741 | 1197,51371 | 1872,0371| 0,000 | 3,20431729
Var inter Fact1*2 4 628,497311 | 157,124328 |245,62772| 0,000 | 2,57873918
Résidus 45 28,7858167 | 0,63968481

Total 53 4480,18988

D’apres les résultats de 1’analyse de la variance mentionnés sur le tableau n°79, nous
remarquons qu’il y a une différence hautement significative P< 0,0001 concernant I’évolution
de la quantité de protéines cuticulaire des L5 de S. gregaria témoins et traitées au B. bassiana
et au M. anisopliae ; le test de Tukey confirme cette différence significative par I’obtention de

groupements hétérogenes tableau n°80, 81, 82 (Annexe II).

I11.5- Effet de Beauveria bassiana et de Metarhizium anisopliae sur la cuticule et le tube
digestif des L5 de Schistocerca gregaria

I11.5.1- Effet de B. bassiana et M. anisopliae sur I’histologie de la cuticule des L5 de
S.gregaria

La cuticule des arthropodes avec son épiderme sous-jacent forment le tégument. Elle joue a la
fois le réle d’exosquelette et de barrieére entre I’environnement et 1’animal. Elle tapisse toute

la surface du corps et s’invagine au niveau du tube digestif et du systéme respiratoire.

La cuticule des insectes, comme celle des autres arthropodes apparemment sans exception,
contient de la chitine, représentant ainsi un type de structure chitineuse (Grassé, 1949). Selon
Raccaud Schoeller (1980), la cuticule contient deux couches principales, d’apres la
composition chimique : 1’épicuticule externe, mince non chitineuse et la procuticule

(exocuticule et endocuticule) interne, plus épaisse et chitineuse.

La cuticule des L5 témoins de S.gragaria mise en évidence grace a la coloration différentielle
a l’azan Heidenhain, décrit la présence d’une couche superficielle colorée en orange
représentant 1’épicuticule. En dessous de cette derniére se positionne une deuxiéme couche
rouge qui correspond a 1’exocuticule et en dernier 1I’endocuticule colorée en bleu dont 1’aspect
est lamellaire (Figure 48 A). L’inoculation des deux champignons sur la cuticule des L5 de S.

gregaria a provoqué des perturbations dans sa structure induisant ainsi parfois une hydrolyse
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partielle de ses couches. En effet nous avons observé une désorganisation de son architecture

se traduisant par une régression de 1’épaisseur de ses couches voir méme leur détachement.

Nous avons aussi noté une désagrégation des cellules épitheliales (Figure 48 (B) et 48 (C)).

Figure 48 : Structure de la cuticule des L5 de S. gregaria témoin (A) (Gr.x100) et

traitées au B. bassiana (B) (1, 19x10° sp./ml) et au M. anisopliae (C) ( 3,95)(107 sp./ml)
(Gr.x40)

Ce : Cellules épithéliales Cu : Cuticule

Epd : Epiderme
Epi : Epicuticule Exo : Exocuticule Endo : Endocuticule

Sp : spores Hp : hyphes

81




Chapitre I1I — Résultats

II1.5.2- Effet de B. bassiana et M. anisopliae sur la structure du tube digestif des L5 de S.
gregaria

I11.5.2.1 Le jabot
a- Témoins

A Tlintérieur, le jabot est tapissé d’une intima cuticulaire pourvue d’un épithélium de
revétement simple cubique dont les noyaux sont arrondis au dessous du quel se trouvent des
muscles longitudinaux internes. Nous observons aussi la présence de nombreuses villosités
pourvues d’épines. A l’extérieur le jabot est entouré par des muscles circulaires bien

développés a jonction serrée (Figure 49A).

b- Traités au B. bassiana et au M. anisopliae

Chez les individus traités par les deux cryptogames, aprés la réalisation des coupes
histologiques, ’examen du jabot a montré des Iésions au niveau des muscles circulaires

externes avec une altération apparente de I’ épithélium (Figure 49B et 49C)

II1.5.2.2 Le gésier
a- Témoins

De la méme facon le gésier est entouré par des muscles circulaires externes, et a I’intérieur il
est pourvu d’un épithélium cubique simple a noyaux arrondis revétu d’une intima cuticulaire.

11 faut noter aussi la présence de nombreuses petites villosités uniformes (Figure S0A).

b- Traités au B. bassiana et au M. anisopliae

L’examen histologique des larves traitées aux deux hyphomyceétes révele d’importantes
lésions au niveau des muscles circulaires externes, et aussi une légere altération des muscles

longitudinaux (Figure S0B et 50C).
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Figure 49 : Coupes histologiques transversales du jabot chez les L5 de S. gregaria

Témoins (A) et traitées au B. bassiana (B) (1, 19x10° sp./ml) et au M. anisopliae (C)
a3, 95x10’ sp./ml) (Coloration de Mallory) (Gr.x 40).

Da : Débris alimentaires Ep : Eépithélium intestinale  Ic : Intima cuticulaire
L : Lumiere intestinale Mc : Muscles circulaires MI: Muscles longitudinaux
externes internes

V : Villosités

83
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Figure 50 : Coupes histologiques transversales du gésier chez les L5 de S. gregaria

Témoins (A) et traitées au B. bassiana (B) (1, 19x10° sp./ml) et au M. anisopliae (C)
a3, 95x10’ sp./ml) (Coloration de Mallory) (Gr.x 40).

Da : Débris alimentaires Ep : Epithélium intestinale Ic : Intima cuticulaire

L : Lumiere intestinale L : Lumiere intestinale Mc : Muscles circulaires
externes

MI: Muscles longitudinaux Sp : Spores V : Villosités

internes

E
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111.5.2.3 Le Mésentéron
a- Témoins

Le mésentéron présente un épithélium pseudostratifié palissadique dont 1’extrémité est
pourvue d’une bordure en brosse. Afin d’assurer son renouvellement il est doté a sa base de
cellules de régénérations situées dans des zones dites génératrices. Sa tunique musculaire est
réduite formée d’une fine couche de muscles circulaires internes et quelques fibres
longitudinales externes. Au niveau du mésentéron le bol alimentaire est enveloppée par une
fine lamelle constituant la membrane péritrophique, qui empéche les aliments imparfaitement

broyés de venir en contact avec la paroi intestinale (Figure 51A).

b- Traités au B. bassiana et au M. anisopliae

Au niveau de I’intestin moyen, le traitement par les deux entomopathogenes a provoqué le
décollement de 1’épithélium dont la jonction de ses cellules a été perturbée (Figure 51B et

51C).

II1.5.2.4 Le caecum gastrique :
a- Témoins

La région du mésentéron est pourvue de six caecums gastrique disposés radialement autour de
la lumiere centrale du tube digestif. Le Caecum gastrique présente un épithélium unistratifié
formant de grandes villosités qui s’alternent avec d’autres plus petites représentant les cryptes
de régénération. La cuticule est absente a ce niveau comme dans [’intestin moyen; la
musculation est tres réduite composée d’une seule couche de muscles circulaires tres fine
(Figure 52A).

b-Traités au B. bassiana et au M. anisopliae

Au niveau du caecums gastrique des individus de S. gregaria traités par les deux souches,
I’effet est marqué par une altération des muscles circulaires ou nous observons une déchirure,
ainsi que des Iésions au niveau de [I’épithélium se traduisant par une désagrégation des

cellules épithéliales (Figure 52B et 52C).
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Figure 51 : Coupes histologiques transversales du mésentéron chez les L5 de S. gregaria

Témoins (A) et traitées au B. bassiana (B) (1, 19x10° sp./ml) et au M. anisopliae (C)
(3, 95x10’ sp./ml) (coloration de Mallory) (Gr.x40)

Da : Débris alimentaires Ep : Epithélium intestinale Ic : Intima cuticulaire
L : Lumiere intestinale Mc : Muscles circulaires MI: Muscles longitudinaux
internes externes

Mp : Membrane péritrophique

E



Chapitre I1I — Résultats

Figure 52 : Coupes histologiques transversales du Caecum gastrique chez les LS de
S. gregaria témoin (A) et traitées au B. bassiana (B) (1, 19x10° sp./ml) et au

M. anisopliae (C) (3,95)(107 sp./ml) (Coloration de Mallory) (Gr.x 40).

Cr : Cryptes de régénération Ep : Epithélium intestinal L : Lumiére intestinale

Mc : Muscles circulaires V : Villosités

E
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II1.5.2.5 L’intestin postérieur

a- Témoins

L’organe est bordé par cuticule, avec un épithélium cubique unistratifié, constitué par de
nombreuses villosités délimitant une lumiere large. La musculature peu développée est
constitué d’une couche de muscles circulaires externes et de muscles longitudinaux internes

(Figure 53A).
b- Traités au B. bassiana et au M. anisopliae
Les criquets traités au B. bassiana et au M. anisopliae, montrent un décollement de la cuticule

ainsi qu'un détachement de 1’épithélium de son tissu conjonctif. Nous observons notamment

des 1ésions au niveau des muscles circulaires (déchirure) (Figure 53B et 53C).
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Figure 53 : Coupes histologiques transversales de I’intestin postérieur chez les L5 de S.
gregaria témoin (A) et traitées au B. bassiana (B) (1, 19x10° sp./ml) et au M. anisopliae

©) 3, 95x10’ sp./ml) (Coloration de Mallory) (Gr.x 40)

Ce : Cellules épithéliales Da : Débris alimentaires Ep : Epithélium intestinale
Ic : Intima cuticulaire L : Lumiére intestinale Mc : Muscles circulaires
externes

MI: Muscles longitudinaux internes

E
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IIL.6- Activité toxique de B. bassiana et M. anisopliae vis-a-vis du rat wistar :

111.6.1- Effet sur la mortalité :

a) Beauveria bassiana
Les résultats concernant 1’évolution pondérale des rats témoins et traités au B. bassiana apres

20 jours de traitement sont portés sur le tableau n°83 et 84 (Annexe III), et la figure 54.

Tableau n° 83: Gain de poids (g) des rats témoins et traités au B. bassiana aux deux doses

D1=1,19x10’ sp./ml et D2= 10'" sp./ml

raitement Témoins D1 D2
Ind
1 15 9,25 10
2 10 11,25 11,5
3 11 10 9,25
4 10 12 9 .45
5 12 11,25 11,5
6 12 11,5 10,25
7 10,25 10,5 13,5
8 9,25 12,5 12
9 11 13 12,75
10 10,5 11 11,25
M=ET 11,10+1,63 11,23+1,13 11,14+1,44

M : moyenne

ET : écart type

Ind : individus
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Figure 54 : Gain de poids des rats témoins et traités au B. bassiana et aux deux doses

D1=1,19x10° sp./ml et D2= 10"’ sp./ml

b)Metarhizium anisopliae

Les résultats concernant la croissance pondérale des rats témoins et traités au M. anisopliae

apres 20 jours de traitement sont portés sur le tableau n°85 et 86 (Annexe III) et la figure 55.

Tableau n° 85 : Gain de poids des rats témoins et traités au M. anisopliae aux deux doses

D1=3,95x10" sp./ml et D2= 10'° sp./ml

Traitement Témoins D1 D2
Ind
1 9,25 10 9,25
2 10 12 10,45
3 15 11,5 10
4 10,25 9,25 11,5
5 9,45 12,25 12
6 10 9 12
7 10,45 10,5 10,25
8 9,25 9 9
9 9,45 11 10,5
10 10 12 9

91
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M+E 10,3121,70 | 10,65+1,28 | 10,40+1,14

M : moyenne ET:écarttype Ind:individus

12 -

10 -

pOIDS (g)

Témoins D1 D2
Doses

Figure 55 : Gain de poids des rats témoins et traités au M. anisopliae aux deux doses

D1=3,95x10 sp./ml et D2= 10"’ sp./ml

D’apres les résultats affichés sur les tableaux n°83, 85 et les figures 54 et 55, nous constatons
un gain de poids presque identique chez les rats du 19 au 20°™ jour d’expérimentation. Les
valeurs obtenues sont trés rapprochées aussi bien chez rats témoins que chez les rats traités aux
deux souches. En effet nous enregistrons pour les rats traités au B. bassiana un gain de poids de
11,23+1,13 chez les rats traités a la D1, suivi d’individus traités a la D2 =11,14+1,44 et enfin
les témoins avec un gain de 11,10+1,63. Pour les rats traités au M. anisopliae, le gain de poids
est de 10,65+1,28 a la D1, suivi d’individus traités a la D2= 10,40%1,14 et enfin les témoins
avec un gain de 10,31%1,70. De ce fait nous pouvons déduire que le B. bassiana et le M.
anisopliae n’ont en aucun cas affecté 1’évolution ou la nutrition des rats; de plus aucune
mortalité n’a été décelée dans les différents lots.

Pour interpréter les résultats affichés sur les tableaux n°83 et 85, nous avons appliqué une

ANOVA a un seul critére de classification.
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Tableau n°87 : Analyse de la variance concernant 1I’évolution pondérale des rats témoins et

traités au B. bassiana

Somme Carré F de
Source DDL des carrés | moyen Fisher Pr>F
Modele 2 0,080 0,040 0,020 0,980
Résidus 27 52,899 1,959
Total 29 52,979

Tableau n°88 : Analyse de la variance concernant 1’évolution pondérale des rats témoins et

traités au M. anisopliae

Somme Carré F de
Source DDL des carrés| moyen Fisher Pr>F
Modele 2 0,626 0,313 0,160 0,853
Résidus 27 52,701 1,952
Total 29 53,327

Les résultats de ’ANOVA affichés sur les tableaux n°87 et n°88 révelent qu’il y a une
différence non significative P>0,05 entre les témoins et les différentes doses, ce qui indique que
I’administration des deux Hyphomycétes, B. bassiana et M. anisopliae n’a pas interagit avec

I’évolution pondérale des rats testés.

I11.6.2- Effet sur la structure de foie des rats :

Apres dissection, 1’aspect macroscopique des organes prélevés n’a révélé aucune l€sion ou
anomalie. Les individus traités au B. bassiana et au M. anisopliae ont présenté le méme aspect
structural des différents organes que les rats témoins.

Paralléelement nous avons réalisé une étude histologique des foies des rats afin d’observer
I’effet microscopique des deux souches.

A cet effet, ’examen microscopique des coupes histologiques réalisées sur les rats témoins et
traités au B. bassiana et au M. anisopliae montre une structure identique entre les deux. Au
niveau du foie des rats témoins les hépatocytes (cellules hépatiques) sont disposées en travées

en direction de la veine centrale ou veine centrolobulaire. Entre ces travées se trouvent de
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nombreux et larges espaces appelés capillaires sinusoides, de sorte qu’un hépatocyte présente
au moins deux faces cellulaires en contact avec le flux sanguin.

C’est ce qui est observé sur la figure 56, ou les hépatocytes sont disposés en rayon autour de la
veine centrolobulaire, avec des espaces portes ou triades portes qui contiennent : une veine,
une artere et un canal biliaire. Sur la figure 57 nous observons également le parenchyme
hépatique ou les hépatocytes apparaissent en cellules polyédriques qui contiennent de gros
noyaux ovalaires colorés en rouges par le colorant hémalun €osine.

Le foie des rats traités montre une structure semblable a celle du foie des rats témoins sans

aucune différentiation structurale (Figure 58).

Figure 56 : Histologie du foie chez les rats témoins (A) et traités au B.bassiana (B) et
au M. anisopliae (C) (Gr.x40)
C : Cytoplasme,  Hp : Hépatocyte, N : Noyau, S : Sinusoide.

E
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Figure 57 : Histologie du foie chez les rats témoins (A) et traités au B.bassiana (B) et
au M. anisopliae (C) (Gr.x10)

Ph : Parenchyme hépatique, Ve : Veine centrale, S : Sinusoide.

E
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Figure 58- Histologie du foie chez les rats témoins (A) (Gr.x10) et traités au
B.bassiana (B) et au M. anisopliae (C) (Gr.x40)
A : Artere, Cb : Canal biliaire, Ph : Parenchyme hépatique,
S : Sinusoide, Vp : Veine porte

E
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CHAPITRE IV : DISCUSSION
IV.1- Caractérisation des deux champignons entomopathogenes :

IV.1.1- Effet de la température et des milieux de culture sur le taux % de germination
de B. bassiana et M. anisopliae

La vue des résultats affichés sur le tableau n° 2,3 et la figure 20, 21 et ceux relatifs a

I’analyse de la variance nous laissent formuler deux hypothéses :

- La température influence significativement le taux des germinations (P < 0,05), en
effet a 20° et 25 °C la germination des spores est déclenchée apres 24 heures d’incubation et
atteint son optimum (100%) dans les trois milieux de culture seulement apres 48 heures. Elle
est suivi juste apres par la température 30° C et enfin 35°C ou la germination a été déclenchée
apres 24 heures mais a treés faibles taux, les 100% de germination ne sont atteints qu’apres
72heures. Nous pouvons déduire que les fortes températures agissent négativement vis-a- vis
de B .bassiana.

Par contre chez M. anisopliae les fortes températures favorisent la rapidité de germination de
cette souche. En effet a 35°C presque 100% de spores ont germé aprés 24 heures
d’incubation, suivi des températures 20°C et 25°C ou nous obtenons 100% de germination
apres 48 heures. Enfin 20°C ou les 100% sont enregistrés aprés 72 heures d’incubation.

- Les milieux de culture a leur tour influent significativement sur le taux de germination
des deux hyphomycetes (P <0,05). Mais leur action varie significativement selon les
températures. Concernant B. bassiana mnous constatons que le milieu Sabouraud offre un
optimum de germination suivi du milieu Malt et enfin le milieu PDA sauf a 20°C ou le milieu
PDA précede le milieu MALT. 1l en est de méme pour M. anisopliae, a 1’exception de 35°C
ou le milieu PDA offre une meilleure germination par rapport au milieu MALT. Donc I’effet
du milieu de culture est fortement lié a la température. A cet effet I’interaction entre ces deux
facteurs (température — milieu de culture, P < 0,05) agit significativement sur le taux de
germination des deux souches fongiques
Cette différence pourrait étre due a la composition chimique des milieux de culture, ces
derniers devront fournir les éléments essentiels a la croissance des champignons (Vananuvat

et Insella, 1975).

o
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A travers les milieux de culture sur lesquels les deux cryptogames ont germé, nous avons
obtenu un bon développement des deux souches fongiques qui se sont acclimatées aux trois
milieux de culture durant un temps d’incubation de 72 heures au maximum. En effet quelque
soit I’apport en éléments : sucre, carbone, acides aminés et azote, nous avons obtenu un bon

développement de nos deux champignons.

Nos résultats vont dans le méme sens que ceux de Morley-Davies er al., (1995) ou B.
bassiana acheva son cycle au bout de 45h a 25°C et au bout de 196h a 40°C. Sur milieu
Fargues Hassani (2000) a obtenu un taux de germination de 99% apres 16h d’incubation a
27°C, pour I’entomopathogeéne Poecilomyces fumosoroseus. Pour la méme température,
I’auteur précité a enregistré un taux de germination de 99,33% P. fumosoroseus sur milieu
Adamek. Hall et al. (1994) ont enregistré un maximum de germination de 98% aprés 16h a
25°C pour la méme espece. Bensaad (1999) a enregistré une germination des spores apres 28h
d’incubation a 25°C et aprés 48h a 35°C sur milieu Sabouraud. Il semblerait que la
germination de certains hyphomycétes commence a se ralentir a partir de 32°C (Hajek et al.,
1990 ; Fargues et al., 1997 et Rodman et Rath, 1997). Halouane (2008) a constaté que
I’optimum du taux de germination de B. bassiana se situe a 25°C apres 24h d’incubation, a

35°C ce taux a atteint 38,33+7,5%.

Pour d’autres especes, les températures élevées favorisent le développement de certains
champignons entomopathogénes comme 1’ont souligné Zimmerman (1993) et Welling et al.
(1994) concernant la résistance de M. flavoviride aux fortes températures notamment celles
susceptibles de se rencontrer dans les biotopes du criquet migrateur. Sur la méme espéce
Boudaoudi en 1999 a remarqué que les spores de ce champignon germent au bout de 2%h a

25°C et au bout de 24 h a 35°C sur milieu PDA. Badji (2013) note une germination rapide
atteignant 90-95% au bout de 18 h pour les températures entre 28 et 33°C, ce taux a atteint
juste 10% sous 37°C. Scalan et al. (2001) ont mentionné que la durée du développement de
I’entomopathogéne Metarhizium anisopliae sur les larves de Locusta migratoria était de 6

jours a 35°C et 21 jours a 20°C.

IV.1.2- Effet de la température et des milieux de culture sur la croissance mycélienne
de B. bassiana et M. anisopliae

Le développement de B. bassiana et de M. anisopliae var acridium a également été testé a
travers la croissance mycélienne des deux souches. Un milieu de culture doit fournir au

microorganisme une source de carbone comme les substances hydrocarbonées simples et le
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glucose dans les milieux PDA ; OGA....et complexes comme le lactose et le saccharose dans
les milieux Lactoserum et Czapeck ; une source d’azote, de phosphore et des éléments

minéraux tel que le Fer, le Magnésium et le Calcium (Halouane, 2008).

A travers les résultats affichés sur le tableau n° 5 et la figure 22 nous constatons que la
température et le milieu de culture influencent le développement de B. bassiana et M.
anisopliae. Tous les milieux de culture ont permis la croissance mycélienne des deux souches
fongiques a divers degrés. En effet un tapis des colonies de B. bassiana a envahi les boites de
Pétri. La meilleure croissance (8,4 cm) est obtenue apres 7 jours d’incubation a 20°C sur
milieu PDA, et apres 9 jours sur Sabouraud et Malt. A 25° et 30°C I’optimum de croissance

survient au 9™ jour toujours sur le PDA et au 10°™

jour sur les deux autres milieux avec un
léger retard d’un jour pour le Sabouraud a 30°C. Par contre a 35°C le PDA présente une
croissance plus lente et atteint son maximum au 14°™ jour d’incubation suivi au 15°™ jour du

Sabouraud et Malt.

Par contre M .anisopliae var acridium évolue aux températures qui se situent entre 25° et

35°C, avec un optimum a 35°C ou le champignon a envahi la périphérie de la boite de Pétri
apres seulement 5 jours d’incubation sur milieu PDA suivi du Sabouraud et enfin le milieu
Malt apres 8 jours. A 30° et 25°C c’est le milieu Sabouraud qui acheva sa croissance apres 6
et 7 jours, suivi du Malt et 8 et 9 jours et enfin du PDA apres 10 et 11 jours. Enfin a 20°C la
meilleure croissance n’est obtenue qu’apres 12 jours sur milieu PDA et apres 15 jours sur les
autres milieux. Nous remarquons que cette croissance est retardée d’une durée d’un a trois
jours entre les milieux. Ce qui est confirmé par I’analyse de la variance mentionnée sur les

tableaux n° 9 et 10 ou P<0,05 pour les facteurs étudiés et leur interaction.

Nos résultats sont comparable avec ceux de Halouane (1997, 2008) qui a conclu que B.
bassiana s’est bien développée quelque soit la nature du milieu organique ou minéral. Selon
le méme auteur (2008), Raymond et al. (1995) et Scriban (1982) ; il y avait suffisamment de
bagage enzymatique dans les trois milieux de culture : protéase, amylase, glucose isomérase
et maltase pour dégrader le substrat cultural. Inglis er al, (1997 a,b) montre que la température
optimale pour la majorité des hyphomycétes se situe entre 20 et 25°C, mais ’infection et la
maladie des insectes peuvent avoir lieu entre 15 et 30°C. Selon Kouassi (2001) il existe

toutefois des isolats de champignons qui sont adaptés aux conditions environnementales.

.
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En 1998, Haddadj a enregistré une croissance maximale de M. anisopliae a 25°C contre

35°C pour M. flavoviridae sur milieu PDA. Apres 9 jours d’incubation de M. anisopliae,
Welling et al. (1994) ont obtenu une croissance diamétrale de 13 mm a 30°C sur milieu Malt.
Par ailleurs, Stephan et Zimmerman (1997) ont mentionné un meilleur développement de M.
flavoviride sur un milieu ayant pour source d’énergie uniquement 1’azote. Badji (2013) a
enregistré une croissance radiale de M. anisopliae var acridium 4 fois plus rapide sous 28°C
que sous 35°C au bout de 12 jours d’incubation. Gosselin (2008) a obtenu une croissance
radiale > 90% de B. bassiana dans un temps variant de 48-72 h et ce a 25°C sur milieu
Sabouraud. En comparaison avec d’autres champignons du sol, Bouneghou (2011) a obtenu
une croissance mycélienne de 83 mm pour Pythium sp. aprés seulement 5 jours d’incubation
a 28°C sur milieux PDA, Czapek-Dox, Malt et apres 6 jours sur Sabouraud. Dans les mémes

conditions, le méme auteur a enregistré une croissance de 55 mm pour Fusarium roseum.

IV.1. 3- Effet de la température et des milieux de culture sur I’évolution pondérale de B.

bassiana et M. anisopliae

A travers les résultats concernant le poids frais de la masse fongique qui traduit la quantité de
spores produites au 15%me jour de I’évolution des deux entomopathogenes sur les trois milieux
de culture et les différentes températures, et ceux affichés par 1’analyse de la variance nous
constatons un effet significatif de la température (P < 0,05). En effet chez B. bassiana le
meilleur poids frais est enregistré a 25°C d’abord sur milieu PDA suivi du Sabouraud et enfin
du Malt. A 30°C le milieu Sabouraud prend de 1’avance suivi du Malt et PDA. Ce n’est que

par la par la suite que se classe la température 20°C suivi de 35°C ou le poids a
significativement régressé. Cette régression serait probablement due a la diminution du taux
d’humidité provoqué par la forte température. A ce propos Riviere 1999 in Hassani 2000
signale que l’activité de 1’eau est indispensable a toute vie microbienne. Des résultats

similaires sont enregistrés par Haddadj (2001) qui a obtenu un meilleur poids de B. bassiana a

25°C quelque soit le milieu de culture.

Chez le M. anisopliae, nous enregistrons un meilleur poids a 25° et 30°C, sur Malt, suivi de
35°C ou le poids atteint son maximum sur Sabouraud. Enfin le poids le plus faible est
enregistré a 20°C. Le milieu Malt semble offrir les meilleures conditions a notre champignon

surtout a 25°C comparativement au PDA et au Sabouraud dont I’action est trés proche.

Selon Vidal et al., (1997), la composition du milieu influence la production des spores. La

richesse du milieu en hydrate de carbone et en azote, permet un bon développement des
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champignons entomopathogenes. La déficience en ces éléments déclenche une perturbation de
la physiologie du champignon (Braga et al.,, 1999 in Hassani 2000). En général ces éléments
peuvent étre facilement assimilés par la plupart des champignons et permettent de limiter la
prolifération des envahisseurs indésirables (Davet et Rouxel, 2007). En étudiant une
collection de champignons entomopathogénes des genres Beauveria, Paecilomyces et
Metarhizium, Fleury et al. (2013) ont constaté une bonne croissance et une bonne sporulation

N

a une température variant de 18° a 25°C sur milieu PGA et Sabouraud.

IV.2- Effet des deux champignons entomopathogenes Beauveria bassiana et
M.anisopliae vis- a- vis des larves du cinquiéme stade et des imagos de Schistocerca

gregaria

IV.2.1- Mortalité :
Au regard des résultats concernant la toxicité des deux champignons envers les LS et les
imagos de S. gregaria, nous constatons que leur activité pathogene est hautement
significative comparativement aux témoins (P<0,05). Elle suit une évolution par rapport a la
concentration des doses et différe avec le stade de I’insecte. En effet, nous remarquons que la
mortalité est plus importante chez les L5 par rapport aux imagos. Cette variation est
maintenue dans le temps. Ce taux de mortalité est plus accentué aux fortes doses : 1,46 x 10’

sp./ml. et 1,46x10 ° sp./ml.

Chez les LS5 et les imagos traités au B. bassiana le taux de mortalité différe selon les doses. En

effet chez les L5 a la forte dose D1 les mortalités sont déclenchées au 1% jour du traitement

6éme

pour atteindre 100% au jour. Chez les imagos les mortalités ont débuté un jour plus tard

et ont atteint 100% au 6°™ jour. Chez les L5 traitées 4 la D2 nous avons enregistré un début

zéme

de mortalité au jour de traitement pour atteindre 100% au 78me jour. 1l en est de méme
pour les imagos avec un retard d’un jour pour le début des mortalités. La mortalité a la D3
chez les L5 débute au 3°™ jour et atteint 100% au 8™ jour. Les 100% de mortalité sont

atteints au 10°™ jour chez les imagos.

Pour le traitement au M. anisopliae, le début des mortalités a été enregistré chez les L5

éme éme
2 8

traitées a la D1 au jour pour atteindre 100% au jour. Les mortalités ont débuté
au3™ jour pour atteindre 100% au 10°™ jour chez les imagos. Le déclenchement des
mortalités a été retardé jusqu’au 4™ jour chez les L5 et imagos traité par la D2, et les 100%
de mortalité ont été atteint respectivement au 9°™ et 10°™ jour. Enfin a la faible dose D3 les

mortalités n’ont débuté qu'au 4°™ jour et atteindrons 100% au 10°™ jour chez les L3.
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Tardivement chez les imagos, ce n’est qu’au 6" jour qu’il ya eu un déclenchement des
mortalités et les 100% ne sont atteints qu’au bout dul2¢me jour. Parallelement nous n’avons

enregistré aucune mortalité chez les témoins durant notre expérimentation.

Nous signalons que Haddadj ef al., (1998) ont obtenu une mortalité totale chez S. gregaria
apres traitement au M. anisopliae dans un délai allant de 4 a 9 jours. Le méme auteur en
(2001) a enregistré 100% de mortalité allant de 5 a 7 jours apres traitement des LS de S.

gregaria au B. bassiana.

Des résultats similaires ont été signalés par Halouane (2008) concernant I’effet de B.
bassiana sur les LS et adultes de S. gregaria aprés avoir été inoculés par les mémes doses que
les notres. Pour le méme entomopathogene administré aux LS5 de S. gregaria, Bissaad (1998)
a obtenu 100% de mortalité au bout de 120 h a la dose de 8,6 x 10° sp./ml et au bout de 144 h
pour la dose 10 sp./ ml. Le méme auteur a signalé une mortalité¢ de 100 % apres 168 h de
traitement pour la dose 8,5x10° sp. /ml et au bout de 192 h a la faible dose 10” sp. /ml chez les

adultes de la méme espece. Pour les mémes doses Chahbar (1997) a enregistré 100% de

Séme

mortalité chez S. gregaria traité par B. bassiana au bout du jour pour les individus traités

a la forte dose et au bout du 10°™ jour pour ceux traités a la faible dose.

Stephan et al. (1997) signalent une mortalité de 90 % chez les adultes de L. migratoria apres

deux semaines suite au traitement par M. flavoviride a la dose 2x10” sp./ml. Swearingen

(1993) a obtenu une mortalité de 95 % apreés 7 jours de traitement au B. bassiana, contre

I’acridien Oedaleus senegalensis et ceci pour une dose de 2,5x10'? sp./ Ha.

Jaronski et Goettel (1997) travaillant sur I’effet de B. bassiana vis-a-vis des adultes de

Melanoplus sanginipes ont obtenu des mortalités de 72 % au 2°™ jour 2 la dose 1,2.x10

conidies/ml. Sur ce méme acridien Inglis et al. (1997) ont obtenu 80 % de mortalité au début

du 4°™ jour pour la dose 4,3.x10° sp./ml.

Doumandji-Mitiche et al. (1997) ont obtenu 100 % de mortalité chez les adultes de S.
gregaria au 5°™ jour de traitement par B. bassiana avec une de 10° sp./ml. Concernant I’effet
des bactéries, Oulebsir-Mohand Kaci (2012) a enregistré 100% de mortalité allant de 12 a 22
jours chez les L5 de L. migratoria traitées par Bacillus sp., B. sphaericus et Pseudomonas
fluorescens. L’ inoculation d’une dose de 32x10° sp.ml de M. anisopliae var acridium a induit

une mortalité atteignant 100% au 11°™ et 13°™ jour de traitement respectivement chez les

L5 et les imagos de S. gregaria, signale Milat-Bissaad (2011) ; aux doses inférieures ce temps

variede 11 a 16 jours.
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Par voie orale, administrée sur feuille de laitue et a la dose de 10° conidies/ml B. bassiana a

induit au 14°™ jour une mortalité de 56 % au sein des L5 de M. sanguinipes a souligné un

auteur anonyme (1996). L’injection d’un ml de B. bassaiana aux L3 de I’acridien précité a

occasionné 98 % de mortalité au 10°™ jour (Inglis e al., 1996).

En 1999 Benssaad a obtenu une mortalité totale au 11°™ et 12°™ jour respectivement chez
les L5 et adultes de L. migratoria traité au B. bassiana a la dose 10 ° sp./ml. Selon le méme
auteur pour les doses 10* sp./ml. et 10° sp./ml. 100% de mortalité sont enregistrées au 11°™ et
12°™ jour respectivement chez les L5 et les adultes. Concernant la faible dose, tous les
individus ont succombé au 14°™ jour. Outtar et al (2011) ont noté une mortalité variant de
79,17% a 100% apres 22 jours de traitement des LS de S. gregaria au M. anisopliae. Selon
Kooyman et al. (2005), sur terrain la mortalité variait de 60 a 90% et ne dépassait pas 11%
chez le témoin. Une mortalité de 100% est enregistrée au bout de 4 a 7 jours a une dose de
3,75x107 sp./ml de M. anisopliae var acridium selon I’espéce acridienne ont noté Greathead

et al.(1994) apres des essais au laboratoire.

A TI’égard des autres ordres d’insectes, Bing et Lewis (1992) ont obtenu une mortalité de 75 %
des larves de la pyrale de mais Ostrinia nubilalis traitée par 1,1x10° conidies/g. de B.

bassiana. Aprés une application d’une dose de 5x10'? sp./ha de M. flavoviride sur les L5 de

criquet pelerin au sud du Benin, Lomer et al, (2001) ont obtenu des taux de mortalité de
90%. L utilisation d’une dose de 5x10'* conidies/ha de M. anisopliae var. acridium a entrainé
une réduction de la population acridienne de plus de 90% dans un délai de 6 a 14 jours
signale Van Der Valk (2007). Contre le Varroa destructor agent parasite de 1’abeille Apis
mellifica, B. bassiana a provoqué des chutes importantes de ce parasite apres 6 et 8 jours de
traitement ce qui correspond a une efficacité maximum ont décrit Meikle et al (2007).
L’utilisation de B. bassiana contre Hypothenemus hampei (Scolyte de café¢) au Cameroun a
provoqué une mortalité allant jusqu’a 70 ,6% pour la saison humide diminue jusqu’a 8,6% en
saison séche (Amang et al., 2012). Ziani (2008) déclare des mortalités trés €levées de la
punaise terne L.lineolaris apres 6 jours d’incubation de B. bassiana sur feuillage de vigne.
Sabbahi (2008) enregistre une mortalité supérieure a 83% chez les principaux ravageurs de
fraiseraies inoculés par différents isolats de B. bassiana i une concentration de 1x10’

conidies/ml. apres sept jours de traitement.

Les résultats de 1’activité biologique des deux entomopathogenes B. bassiana et M. anisopliae

nous confirment I’efficacité satisfaisante de ces hyphomycétes contre les individus de S.
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gregaria. Cependant nous remarquons que plus la dose est élevée plus le taux de mortalité est

élevé et differe selon le stade.

IV.2.2 DLsy :

Chez les acridiens certains individus se montreront trés sensibles a 1’égard d’un insecticide
donné et ne toleérent que de tres faibles doses de ce dernier, tandis que d’autres sont moins

sensibles et toléreront des doses nettement plus élevées (Gry et al., 1966).

Les doses létales enregistrées pour les L5 et les imagos de S. gregaria traités au B. bassiana

s’évaluent a 1,19x10%sp./ml et 3,21x10° sp./ml respectivement et a 3,95x10’ sp./ml et

2,83x10° sp./ml chez ceux traités au M. anisopliae.

Inglis et al. (1997) ont noté une DLs, de 6x10° sp./ml chez les larves de M. sanguinipes

traitées au B. bassiana. Un auteur Anonyme (1996) a trouvé une DLsy, de 5,8x10 3 sp./ml

pour le méme essai.

Bensaad (1999) a enregistré des DLs, variant de 10* sp./ml. pour les L1, 10* sp./ml pour les
L2, 10° sp./ml pour les L3, 10 6 sp./ml, pour les L4 et 10’ sp./ml pour les L5 et les imagos de
L. migratoria traités au B. bassiana. La méme constatation est observée par Milat-Bissaad

(2011) concernant I’effet de B. bassiana et M. anisopliae sur différents stades de S. gregaria,
les DLsg chez les larves des plus jeunes stades étaient plus faibles que chez les stades les plus

avanceés.

Halouane (1997) a enregistré des DLs, de 1,91)(103 sp./ml par contact et de 6,58){102 sp./ml
par ingestion chez les LS de S. gregaria traitées au M. aniospliae. Chez les adultes de la
méme espece, cet auteur note une DLsy de 2,35.104 sp./ml par contact et de 2,18){105 sp./ml
par ingestion. En 2008 le méme auteur a évalué des DLsy a 1,69)(105 sp./ml et 11,75)(107
sp./ml respectivement chez les imagos de S. gregaria et de L. migratoria traités au B.

bassiana.

Belayel (1992) a mentionné une DLso- 5,4x10* sp./ml quand il a traité les larves de Geotrogus

deserticola (Coleoptera —Melolonthina) par M. anisopliae et une DLy, de 1,3x10° sp./ml

lorsque les larves sont traitées par Trichoderma. sp.

Apres traitement a une forte dose de B. bassiana contre le ver gris Agrotis ipsilon, Gosselin
(2008) a obtenu une DL50= 7x10’ sp./ml. Chez les ceufs de la méme espece Aly (2002) a
obtenu une DL50= 2,01x10° sp./ml.
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Au B. bassiana Lawrence et al. (1994) ont mentionné une DLsy de 0,026 mg.conidies/ 100

adultes et 0,7 mg de conidies/100 adultes, sur Popillia janonica traité au M. anisopliae.

L’utilisation de Paecilomycis fumosoroseus contre I’acarien Tetranychus urticae a révélé une
CLso = 9,1x10* conidies / ml par rapport au  Verticillium lecanii ot la CLsy était plus

importante 1,7x 10° conidies/ml (Amjad et al., 2012).

IV.2.3 TLso

A travers les résultats enregistrés, il ressort que les temps létaux différent significativement
d’un stade a un autre et selon les doses. En effet, les LS présentent les TLsy les plus courts
quelle que soit la dose considérée. Ce temps varie progressivement de la plus forte dose a la
plus faible dose. On constate que les temps létaux se situent entre 2,27 jours et 4,92 jours pour
les LS5, et entre 2,89 jours et 6,54 jours pour les imagos traités au B. bassiana. Ce temps est
plus long chez les individus traités au M. anisopliae, il varie de 4,29 jours a 7,74 jours pour
les LS et de 5,89 jours et 7,97 jours pour les imagos. Donc, en plus de la sensibilité aux doses,
les individus présentent une sensibilité par rapport aux deux souches. Les TLsy mentionnés
par Bissaad (1998) suite au traitement des différents stades larvaires de S. gregaria par B.
bassiana aux deux doses (10 sp./ml et 10° sp./ml) varient de 1,4 jours chez les L1 a 8,8 jours
chez les adultes a la faible dose et de 0,8 jour pour les L1 a 3,4 jours pour les adultes. En 2011
pour le méme essai, I’auteur enregistre des TLsy variant de 6,91 a 8,14 jours et entre 7,59 a

9,25 jours respectivement chez les LS et les imagos, ces valeurs varient entre 9 et 9,10 jours et

entre 12,08 jours chez les individus traités au M. anisopliae.

En 1999, Bensaad a enregistré des TLsy courts chez les jeunes stades, de la forte dose a la

faible dose. Il remarque que les temps 1étaux se situent entre le 6™ et le 7°™ jour pour les LS5,

7éme et le 9éme

et pour les imagos ils se situent entre le jour et cela pour les individus de L.

migratoria traités au B. bassiana.

Halouane (1997) a mentionné des TLsy de 2,78 jours chez les individus du 5°m¢ stade de S.
gregaria traités au Metarhizium anisopliae a la dose 10° sp./ml et de 4,85 jours pour la faible

concentration 1,3x10° sp./ml. Ces valeurs s’évaluent a 6 j et 15 h pour S. gregaria et 9 j et Sh

pour L. migratoria traitées au B. bassiana mentionne le méme auteur en 2008.

Les TLsp révélés par Bidochka et Khachotoorian (1991) lors de traitement de M. sanguinipes

par B. bassiana s’évaluent a 7,33 jours. En 1998 Mohand Kaci a obtenu un TLsy de 6,79 jours

chez les L5 de S. gregaria traitée 2 la dose de 7,3x10® sp./ml au B. subrtilis. Oulebsir-Mohand
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Kaci (2012) enregistre des TLsg les plus faibles variant entre 3,32 jours et 4,91 jours chez les
LS de L. migratoria traitées respectivement au Bacillus sp. (HE799656) et au P. fluorescens ,

ces temps sont plus élevés chez celles traitées au B. sphaericus.

Sur d’autres ordres d’insectes, Fargues et Maniania (1992) mentionnent lors du traitement de
Spdoptera littoralis par I’entomopathogéne Nomuraea rileyi un TLsy de 5,1 jours et un TLg
de 6,2 jours et ceci pour une dose de 3x10* sp./ml. Contre une noctuelle Spodoptera littoralis

traitée par Bacillus thuringiensis, Dih (1994) a obtenu un TLsy ne dépassant pas les 48h.

IV. 4- Effet des deux champignons sur la biochimie de la cuticule des L5 de S.gregaria
IV.4.1- Effet sur le poids sec de la cuticule :

L’effet de B. bassiana et M. anisopliae var aridium sur le poids sec de la cuticule des L5 de S.
gregaria a montré une différence significative chez les individus témoins par rapport aux

individus traités.

Au moment de I’exuviation, le poids de la cuticule des insectes correspond a celui de
I’exocuticule. L’acquisition de nouvelles couches endocuticulaires engendre une
augmentation de ce dernier au cours du stade larvaire. Vers la fin du stade larvaire le poids de
la cuticule diminue suite a une dégradation des protéines et de la chitine pour la préparation

de la mue suivante (Nghr et Andersen, 1993).

Les poids enregistrés chez les LS de S. gregaria expérimentées sont supérieurs chez les larves
témoins par rapport aux larves traitées aux DLs respectives des deux champignons. En effet
apres 24h de traitement les poids est de 18,48+1,09 mg, 16,25+0,51 mg suivi de 12,28+0,71
mg. Il atteint 39,09+0,61mg, 22,37+0,14 mg et enfin 18,08+0,74 mg apres 72h. Et enfin apres

144h ce poids atteint 48,83+0,44 mg, 32,84+0,37 mg suivi de 24,14+0,57 mg respectivement
chez les L5 témoins et traitées au B. bassiana et au M. anisopliae. Nous pouvons aussi déduire
que la diminution des poids des cuticules a été plus marquée par le champignon M.

anisopliae var acridium.

Des résultats similaires ont été rapportés par plusieurs auteurs, en effet Halouane (1997) et
Bouhaceine (1999) ont enregistré une réduction significative du poids sec de la cuticule des
L5 et des adultes du criquet pelerin et du criquet migrateur ; au troisiéme jour apres traitement

au B. bassiana et au M. flavoviride respectivement. De méme en 2010, Bissaad et al., ont
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enregistré des résultats similaires sur des L5 de S. gregaria traitées au M. anisopliae ou ce

champignon a significativement baissé le poids sec de la cuticule des individus traités.

En étudiant I’effet de B. bassiana sur le poids sec de la cuticule des L5 et adultes de S.

gragaria, Halouane (2008) a mentionné une réduction de ce poids au 3™ jour de traitement.

De pareils résultats ont été enregistrés par Milat-Bissaad (2011).

Les régulateurs de croissance agissent de facon identique aux champignons, ce qu’ont obtenu
Soltani-Mazouni et Soltani (1992) chez Cydia pomonella traitée au diflubenzuron et chez
Panaeus kerthurus (Soltani et al., 1995). Les mé&mes résultats ont été obtenus par Smagghe et
al., (1997) concernant Spodoptora littoralis et S.exigua . Allache (2005) obtient les mémes
résultats apreés traitement des larves de L. migratoria a 1’hexaflumuron. Nassiruddin et
Mordue (1993) ont noté les mémes symptomes chez les adultes de S. gregaria et L.

migratoria traités par Azadirachta indica.
1V.3.2- Effet sur la quantité de chitine :

La chitine est le composé majoritaire de la cuticule (Merzendorfer et Zimoch, 2003). Elle en
représente 85% de sa masse totale (Spindler-Barth et al., 1989). Pour les pesticides elle est
une cible idéale a cause de son role pertinent a chaque stade de la morphogéneése, son exces
ou sa carence au cours des cycles morphogénétiques peut engendrer des effets néfastes ou

létaux (Kramer et al., 1985).

Nos résultats mettent en évidence une réduction significative (P<0,05) entre les quantités de
chitine dans la cuticule abdominale des L5 de S. gregaria témoins et traitées au B. bassiana et
au M. anisopliae enregistrées dans le temps. Apres 24h de traitement cette quantité est de

2,19+0,50 mg, 2,162£0,30 mg suivi de 1,42+1,16 mg. Ensuite elle évolue pour atteindre

9,26+0,26 mg, 9,18+0,67 mg suivi de 9,11+0,13 mg apres 144h de traitement respectivement
chez les larves témoins et traités au B. bassiana et au M. anisopliae. Dans le méme sens les
résultats des travaux de Halouane (1997) révelent le méme effet sur des larves de cinquieme
stade et les adultes de S. gregaria traités au M. anisoplie. Le méme auteur en 2008 et 2013
souligne les mémes résultats en utilisant le champignon B. bassiana. Bouhacein (1999) a noté
des résultats similaires sur la quantité de chitine des L5 et adultes de S. gragaria traités au M.

anisopliae et au B. bassiana.

Sur d’autres insectes, les travaux de Raymond et al, (1995) ont révélé une réduction
significative du contenu en chitine de la cuticule du scarabée Blaberus giganteus traité par M.

anisopliae.
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Concernant d’autres agents de lutte, cette réduction est aussi observée pour les dérégulateurs
de croissance, par Vincent et Clarck (1985) qui ont enregistré une réduction significative dans
la teneur en chitine chez les adultes de L. migratoria traités au diflubenzuron. Les mémes
resultats sont enregistrés par Salokhe et al. (2006). De méme Dahoun (2000) et Allache
(2005) ont noté les mémes résultats chez les larves de L. migratoria traitées respectivement
par le teflubenzuron (TFB) et I’hexaflumuron. Concernant le teflubenzuron Acheuk et
Doumandji-Mitiche (2013) a noté que le traitement au TFB a réduit significativement les
quantités moyennes de chitine cuticulaire durant tout le cycle larvaire des LS5 de L. migratoria

et a inhibé le dépdt de chitine dans I’endocuticule nouvellement formée.
1V.3.3- Effet sur la quantité de protéines cuticulaires :

La teneur élevée des protéines cutiulaires contribuent de maniere significative a la solidité et
la rigidité de la cuticule (Hillerton, 1979, Vincent et Clarke, 1985). Les protéines représentent
25% a 37% du poids sec de la cuticule des orthoptéres (Raccaud Schoeller, 1980). Ainsi ces
dernieres conferent divers degrés de flexibilité, rigidité, dureté, capacité de rétention d’eau et

de résistance contre la dégradation (Andersen, 1998 et Merzendorfer, 2006).

L’effet de B. bassiana et M. anisopliae var aridium sur la quantité de protéines cuticulaires
des LS de S. gregaria montre une réduction significative chez les larves témoins par rapport
aux traitées, en effet nous avons enregistré respectivement des valeurs de 16,30+0,97 mg,

14,10£1,05 mg suivi de 10,86+0,37 mg apres 24h, pour atteindre 39,56+0,92 mg, 23,66+0,60
mg suivi de 15,01£0,60 mg aprés 144h de traitement. Il est a noter que les protéines
représentent une majeure partie de la cuticule abdominale des LS de S. gragaria. Nous
remarquons également que les L5 traitées au M. anisopliae sont plus affectées par cette
réduction que celles traitées au B. bassiana. Ces résultats et observations vont dans le méme
sens que ceux cités par Milat-Bissaad (2011). Une diminution significative de taux de
protéines cuticulaires a été observée chez les larves et adultes de S. gregaria traités au M.
anisopliae (Halouane, 1997). En 2008 et 2013 ce méme auteur enregistre les mémes résultats

en utilisant le champignon B. bassiana.

Raymond et al. (1995) mentionnent que cette diminution est régie par la protéinase
extracellulaire (trypsine) secrété par 1’appressoria au moment de la pénétration de I’hyphe.

Ceci a été remarqué apres I'infection de Manduca sexta par M. anisopliae.
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La teneur en protéines des cuticules varie selon les especes. Ces teneur s’élevent a 63% dans
la cuticule des larves de Tenebrio molitor (Andersen, 2002) et a 72% et 71,4% respectivement

pour Rhodnius prolixus et Triatoma phyllosoma (Hillerton et Purslow, 1981).

1V .4- Effet de Beauveria bassiana et de Metarhizium anisopliae sur la cuticule et le tube
digestif des L5 de Schistocerca gregaria

IV.4.1- Effet de sur I’histologie de la cuticule des LS de S.gregaria

Parmi les agents entomopathogenes, seuls les champignons envahissent activement leurs
hotes en traversant 1’exosquelette (cuticule). Dans la plupart des cas, les conidies se fixent a la
cuticule, une fois fixée 1’invasion se déclenche mais il faut tout d’abord que les approches de
la pénétration soient adaptées a la nature de la surface cuticulaire.

Du point de vue structure dans la cuticule des Ls de S. gregaria on reconnait deux couches
principales 1’épicuticule externe mince, non chitineuse d’une épaisseur d’lpm, d’une
procuticule (exocuticule-endocuticule) interne plus épaisse et chitineuse (Grassé, 1949,
Wigless-worth, 1972 et Raccaud Schoeller, 1980).

L’application de B. bassiana et de M. anisopliae sur le tégument des larves du 5% stade de
S. gregaria a montré des perturbations apparentes au niveau de la cuticule dont la structure est
completement désorganisée par I’attaque fongique. En effet le traitement a engendré une
résorption et parfois une disparition de certaines couches de la cuticule.

Comparativement a la cuticule des témoins ou les cellules épidermiques d’origines
épithéliales sont bien alignées avec un noyau centré, ce qui différe chez la cuticule des traités
ol on note I’absence de cet alignement, ces cellules ont complétement perdues leurs
architectures.

Etant donné que la composition chimique de la cuticule joue un rdle important dans
I’installation de 1’infection, la destruction des couches cuticulaires chez les larves traitées est
probablement due a leur dégradation par les enzymes protéolytiques et chitinolytiques de
I’unité infectieuse de notre cryptogame.

Par ailleurs la pénétration du champignon a travers la cuticule s’observe clairement par le
changement de couleur de la cuticule dans certains endroits qui consiste les points de
pénétration des hyphes. Cette pigmentation brune ou noire de la cuticule provoquée chez
I’hote pres des hyphes pénétrants est un signe précurseur de mycose (Lomer et Prior, 1991).
Haddadj (2001) et Haddadj et Doumandji-Mitiche (2012 et 2013) ont enregistré une

désorganisation structurale de la cuticule des individus de S. gregaria traités au B. bassiana.
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(Halouane, 2008 et Halouane et al., 2013) ont noté une disparition compléte de 1’épicuticule
et une nette régression dans 1’épaisseur de 1’exocuticule et I’endocuticule chez des individus
de S. gregaria traités au B. bassiana .Les mémes résultats sont mentionnés chez des individus
de S. gregaria apres traitement au M. anisopliae (Green Muscle) (Milat-Bissaad, 2011 et
Bissaad et al, 2012).

Sur d’autres ordres d’insectes, des altérations similaires aux hyphomycétes ont été soulignées
chez plusieurs insectes : chez Mandica sixta (Lépidopteres: Sphingidae) et Calliphora
vonitoria (Dipteres : Calliphorides) traités au Metarhizium anisopliae (Jaronski et Goettel,
1997) notamment chez S. gregaria traitée par la méme espece (Leger, Cooper et Charnley
1987).

Avec d’autres agents de lutte, Mohand Kaci et Doumandji-Mitiche B., (2012) signalent des
mortalités avant d’achever le stade imago avec des difficultés de mue imaginale et des
malformations chez les survivants d’individus de Locusta migratoria traités au B. sphaericus.
Une perturbation de la synthése de 1’épicuticule est notée chez les jeunes de Tetranychus
urticae exposés au B. thuringiensis (Vergas, Bruce et Penman, 2002).

Moussa (2003) a signalé un retard de développement et un blocage de 1’exuviation et de la
mue des larves Ly et Ls de Locusta migratoria apres traitement a I’huile de Neem.

Ghoneim et al., (2008) ont enregistré une disparition de la cuticule et son détachement de la
I’épiderme chez les imagos de S. gregaria traités au tebufenozide.

Toutefois, les processus biochimiques impliqués et les structures perturbées dans le mode
d’action différent entre les inhibiteurs. Beaucoup d’inhibiteurs de croissance des insectes
compromettent la synthése et le dépot de chitine dans la cuticule (Retnakaran, Pallis, Tomkins

et al, 1996).

1V.4.2- Effet de sur I’histologie du tube digestif des L5 de S.gregaria

L’examen macroscopique des tubes digestifs des individus traités par B. bassiana et M.
anisopliae var acridium, n’a révélé aucune 1ésion indiquant des malformations pathologiques.
Par contre microscopiquement, 1’étude histologique a révélé des perturbations structurales et
des modifications chez les individus traités aux deux champignons par rapport aux témoins.
En effet, les différentes parties du tube digestif ont été atteintes par 1’attaque fongique qui
s’est manifestée par des 1ésions au niveau des muscles circulaires dont nous avons observé
une régression a leur niveau ; ainsi qu'un décollement de I’intima cuticulaire et du tissu

épithélial dont les cellules ont été endommagées. Aussi dans certains endroits il y a eu
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déchirure de la membrane péritrophique au niveau de I’intestin moyen, ce qui explique que les
champignons entomopathogénes peuvent rompre cette membrane qui constitue une barriére

empéchant la pénétration et 1’adhésion des microorganismes (Brandt et al., 1978) .

N

Nos résultats sont assez comparables a ceux de nombreuses études portées sur
I’histopathologie du tube digestif des acridiens traités par des acridicides chimiques ou
biologiques; Milat-Bissaad (2011) a enregistré les mémes résultats quant a ’effet de B.
bassiana et M. anisopliae var acridium sur les L5 de S. gregaria; sauf pour le mésentéron qui
semble avoir développé une résistance aux deux cryptogames.

De pareilles pathologies sont observées quant a 1’effet des bactéries entomopathogenes. En
effet Oulebsir- Mohand Kaci (2012) enregistre des altérations histologiques surtout au niveau
du mésentéron suite au traitement des L5 de L. migratoria par quatre souches bactériennes.
Oulebsir-Mohand Kaci et Doumandji-Mitiche (2012) ont noté les mémes pathologies au
niveau du tube digestif de L. migratoria traité au Pseudomonas fluorescens. Bendou (2001) a
signalé des altérations remarquables provoquées par 1’ingestion des extraits de polyphénols
d’olivier chez L. migratoria au niveau de l’intestin moyen. Labdaoui (2007) a étudié
I’histologie de I’appareil digestif des adultes de S. gregaria, I’effet de Beauveria bassiana est
observé au niveau de I’intestin antérieur et postérieur.

Sur d’autres d’insectes 1’effet de M. anisopliae sur des pupes du Lepidoptére Diatraea
saccharalis a provoqué des altérations au niveau des tissus du systeme digestif et e apres 120h
de traitement (Schneider et al., 2013).

Par contre I’effet de la plante toxique Peganum harmala se manifeste seulement au niveau de
I’intestin moyen de I'insecte. Il en est de méme pour Idrissi Hassani et Hermas (2008), ayant
testé les effets toxiques de Peganum harmala (Zygophyllaceae) sur le tube digestif du criquet
pelerin Schistocerca gregaria ; ont montré que 1’intestin moyen présente une réduction de la
musculature circulaire externe entrainant un reldchement de I’intestin et une atrophie de la
muqueuse intestinale présentant un épithélium strié réduit, en brosse altérée et des signes
typiques de nécrose cellulaire. Ould El Hadj et al. (2006), dans les mémes conditions
expérimentales, avec des extraits d’Azadirachta indica sur les larves LS de S. gregaria, notent
un noircissement du mésentéron apres la mort des individus. De pareils résultats ont été
obtenus par Kemassi (2008), chez des individus de la méme espéce traités a 1’extrait
d’ Euphorbia guyoniana et de Citrullus colocynthis quelques heures apres leurs morts, suite a

I’action de la toxine.
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Nasiruddin et Mordue (1993) ont remarqué les mémes effets apreés ingestion des extraits de
Melia azedarach par le criquet pelerin et le criquet migrateur. De méme, des traitements par
I’huile de Neem apportés sur les larves de cinquieme stade de Locusta migratoria ont
provoqué une destruction de I’épithélium de mésenteron, des caecum gastriques et une 1égere

désorganisation de la musculature (Acheuk et Doumandji-Mitiche, 2006).

IV.5- Activité toxique de B. bassiana et M. anisopliae vis-a-vis du rat wistar :

Pour I’étude de la toxicité des deux entomopathogenes sur le rats wistar, aucune mortalité
n’est marquée durant toute la période de suivi chez les rats traités par le B. bassiana et le M.
anisopliae. Par ailleurs nous avons également enregistré un taux de croissance pondérale
identique qui s’est traduit par un gain de poids dont les valeurs sont rapprochées. De méme
nous n’avons décelé aucune perturbation du comportement habituel des rats qui ont continué a
se reproduire et a se développer et se nourrir normalement.

Concernant les perturbations engendrées par le traitement au B. bassiana et M. anisopliae au
niveau de la structure du foie des rats, aucune 1ésion n’a été observée ni macroscopiquement
ni microscopiquement. En effet aucune anomalie n’est apparue a I’ceil nu, le foie a présenté
une architecture lobulaire normale. Du point de vue histologique le foie a présenté une
structure saine, aucune pathologie n’a été remarquée.

Il s’avere a la lumiere de cette étude que 1’exposition a ces agents de lutte acridopathogeénes
B. bassiana et M. anisopliae, n’a aucun impact toxique sur les mammiféres, donc leur
utilisation sur champs comme biopesticide en agriculture n’engendre pas d’effet indésirable.
Nos résultats concordent avec ceux de certains travaux traitant de 1’effet de champignons ou
de bactéries vis-a-vis des mammiferes. En effet Halouane (2008) aprés traitement des rats et
des souris par le champignon Beauveria bassiana, n’a constaté aucun cas de mortalité.
Cependant le méme auteur a révélé une activité inflammatoire au niveau de la patte gauche de
la souris cobay qui s’est traduit par une augmentation du poids. Nous avons obtenu des
résultats similaires a ceux de Khames et Kadi (2009) ont obtenu des résultats similaires,
aucune lésion n’a été observée sur les différents organes étudiés. De méme Chettah et
Medjader (2011) n’ont décelé aucune perturbation histologique au niveau de certains organes
du rat notamment le foie suite a une inoculation du champignon M. anisopliae.

De méme Haddadj et al, (2014) n’ont enregistré aucune perturbation physiologique ni

histologique chez les rats traités au M. anisopliae.
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Aucune mortalité n’est marquée durant toute la période de suivi chez les souris blanches de
laboratoire traitées par quatre souches bactériennes. Un taux de croissance pondérale
identique est également enregistré par Oulebsir-Mohand kaci (2012).

Enfin Zimmermann (2007) montre que Beauveria bassiana est peu spécifique, les risques
d’effets sur les organismes non ciblés sont grands. Des effets négatifs ont été observés en

laboratoire chez certains poissons mais pas chez les oiseaux entomophages ni les mammiféres

(dont I’homme).
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N

Ce travail a été entrepris dans le but de contribuer a apporter quelques connaissances
concernant 1’effet deux entomopatogeénes Beauveria bassiana souche locale, et Metarhizium
anisopliae var acridium obtenu a partir d’un biopesticide « Green Muscle » sur un fléau d’une
importance économique capitale, le criquet pelerin Schistocerca gregaria.

Dans notre étude, nous avons évalué I’impact biologique, physiologique et histologique des
deux souches fongiques afin de valoriser au mieux leurs efficacités dans le but d’élargir leurs
spectres d’action. Mais avant cela nous avons procédés a une caractérisation des deux

cryptogames.

L’étude de I'influence de la température et de trois milieux de culture : SABOURAUD,
MALT, PDA sur le comportement des deux entomopathogénes hyphomycetes B. bassiana et
M.anisopliae a apporté des informations complémentaires pour la connaissance de 1’écologie
de ces especes fongiques. Sur le plan biologique, les taux de germination ont permis de mettre
en évidence la différence de 1’évolution des deux champignons. En effet nous avons
enregistré une meilleure germination a 20°C et sur milieu Sabouraud pour B. bassiana, et a

35°C sur le méme milieu pour M. anisopliae.

En ce qui concerne I'influence de la température et des milieux de cultures sur la croissance
mycélienne, les résultats révelent que le maximum de cette croissance est obtenu sur PDA, a
20°C qui reste la température la plus favorable pour B. bassiana. Cette croissance atteint son

optimum a 30°C pour M. anisopliae sur PDA.

Les résultats obtenus se rapportant a la différence du poids entre les spores issues des trois
milieux de cultures et a des différentes températures révelent que le meilleur poids est obtenu
a la température 25°C pour B. bassiana sur le milieu de culture PDA, et a 35°C pour M.
anisopliae sur milieu Malt.

De ce fait nous pouvons conclure que le comportement des deux souches différe selon la
température et le milieu de culture. En effet les basses températures favorisent le

développement de B. bassiana et ralentissent celui de M. anisopliae. Ce dernier obtient un
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optimum de développement aux températures plus élevées. Nous avons aussi constaté que la

meilleure croissance a été obtenue sur milieu PDA.

L’étude de 'efficacité de B. bassiana et M. anisopliae vis-a-vis de S. gregaria LS et imagos
a révélé que les deux entomopathogenes se sont montrés tres efficaces contre cet acridien. En
effet les mortalités enregistrées évoluent avec les concentrations de I’inoculum, plus elles sont
¢élevées et d’autant les mortalités le sont et surviennent rapidement.

Pour B. bassiana, la mortalité i la forte dose D1 (1,46x10’ sp./ml.) des L5 débute au 1% jour
et atteint 100% au 6°™ jour. Pour les imagos elle commence au 2°™ jour et atteint 100% au
Gime Héme

jour. Au M. anisopliae, la mortalité débute au jour chez les L5 et atteint 100% au

8™ jour ; elle se manifeste au 3°™ jour chez les imagos pour atteindre 100% au 10°™ jour.

Le traitement a la deuxiéme dose D2 (1,46)(106 sp./ml.) a retardé 1’achévement des L5 et des
imagos traités au B.bassiana d’un jour. Il en est de méme pour les LS traitées au M.
0°™ jour.

anisopliae, pour les imagos les 100% de mortalité sont atteints au 1
Concernant la faible dose D3 (1,46)(105 sp./ml.), nous avons enregistré un retard dans le

déclenchement des mortalités chez les individus traités aux deux champignons. Les 100%
sont atteints au 8™ et 10°™ jour de traitement respectivement chez les L5 et imagos traités au
B. bassiana. Toutefois les 100% de mortalités sont atteints au 10°™ jour chez les LS traitées

au M. anisopliae, ce n’est que plus tard au 12°™ jour que les imagos ont succombg.

Nous avons obtenue une DLsg = 1,19)(105 sp./ml. Chez les LS5, contre une DLsy de 3,21 x10°
sp./ml., chez les imagos traités au B. bassiana. Par contre ces doses sont plus €élevées chez les
individus traités au M. anisopliae. En effet chez les LS5 la DLsy= 3,95)(107 sp./ml. et chez les
imagos elle est de 2,83){109 sp./ml.

Les TLsg les plus courts sont enregistrés chez les LS traitées au B. bassiana a la forte dose D1
(2,27 j) et chez les imagos qui présentent un TLsyp = 2,93 j. Les individus traités au M.
anisopliae var acridium se sont montrés plus résistants au traitement, ceci est expliqué par les
TLso obtenus variant de 4,30 j a 6,94 j chez les LS5, et qui s’attardent jusqu’a 7,97 j chez les
imagos.

L’application de B. bassiana et de M. anisopliae var aridium a réduit significativement le
poids sec de cuticule des L5 de S. gregaria qui est passé apres 24h de 18,48+1,09 mg chez les
témoins a 16,25+0,51 mg et 12,28+0,71mg respectivement chez les individus traités au B.
bassiana et au M. anisopliae. 11 en est de méme pour les deux derniers temps a savoir 96h et

144h ou nous remarquons que le poids cuticulaire est toujours supérieur chez les témoins par
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rapport aux traités. Pour le contenu de chitine nous avons observé le méme phénomene, il
augmente dans le temps mais demeure toujours plus faible chez les individus traités aux deux
cryptogames.

La quantité de protéines chez les témoins a baissé par rapport a celle des individus traités aux
B. bassiana et au M. anisopliae, cette quantité évolue dans le temps mais 1’effet du traitement

la réduit significativement.

Suite a I’examen histologique de la cuticule des L5, nous avons constaté des perturbations
apparentes au niveau de la structure cuticulaire qui s’est surtout manifestée au niveau de

I’endocuticule.

Concernant le tube digestif des individus traités au B. bassiana et au M. anisopliae aucune
lésion macroscopique n’a été observée. Cependant I’étude microscopique a révélé des
altérations structurales. En effet des atteintes histologiques ont été provoquées chez les
individus traités aux deux champignons par rapport aux témoins. Ces altérations se sont
manifestées par des 1ésions au niveau des cellules épithéliales, de la cuticule et des muscles

circulaires ; ceci est observé au niveau des différentes parties du tube digestif.

Concernant 1’aspect de toxicité des deux souches vis-a-vis du rat wistar, les résultats
concernant le gain de poids ne montrent aucune perturbation de la prise de la nourriture par
les rats, ces derniers ont continué a s’alimenter d’une fagon normale aussi il n’y a pas eu

d’interruption du comportement habituel.

Du point de vue histologique, les deux champignons n’ont engendré aucune perturbation vis-
a-vis du mammifére. En effet I’application des solutions des deux entomopathogeénes n’a
engendré aucune perturbation macroscopique. Aussi au niveau de la structure histologique des
foies des rats traités, nous n’avons décelé aucune lésion ces derniers avaient la méme
structure que celle des rats témoins.

I en ressort de notre étude que 1’application de B. bassiana et de M. anisopliae en agriculture
est une approche prometteuse qui permet de réduire 1’ utilisation des pesticides. Cependant elle
contribue a promouvoir une agriculture biologique soucieuse de préserver la biodiversité et
I’humanité. En revanche, ce travail n’est qu'une ébauche dans la recherche des agents

antagonistes ; des essais complémentaires seront nécessaires et devront confirmer les
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performances mises en évidence. A partir de ce modeste travail plusieurs voies de recherche
s’ouvrent notamment :
- Caractériser les souches antagonistes les plus performantes par PCR (Polymerase
Chain Reaction).
- Réaliser une étude épidémiologique afin de connaitre la source de I’inoculum en vue
d’une production en masse pour une éventuelle homologation en Algérie.
- Tester les isolats les plus performants in vitro et en plein champs, afin d’étudier leur
profil enzymatique, toxicité, rémanence et leur persistance.
- Rechercher d’autres agents antagonistes efficaces contre les locustes notamment
contre d’autres insectes nuisibles.
- Approfondir les études sur la bio-écologie et la physiologie de S. gregaria et des

autres especes grégariaptes.
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Annexes

ANNEXE I

La composition des milieux (Rapilly 1968) (Annexe I).

Milieu Sabouraud :
Sg extrait de levure
20 g glucose
16 g de gélose (Agar — Agar)
1000 ml d’eau distillée
Autoclaver 20 mn PH =7

Milieu Malt :
20 gr d’extrait de malt
20 gr de gélose
1000 ml d’eau distillée
Autoclaver a 120° C pendant 20 mn

Milieu P.D.A (Potaotos Dextros Agar) :
200 gr de pomme de terre (pour obtenir un jus de pomme de terre apres ébullition
20 gr de glucose
20 gr de gélose
1000 ml d’eau distillée
Autoclaver a 120° C pendant 20 mn.

Solutions utilisées pour 1’étude histologique des criquets

Préparation n° 1 bouin de Hollande

Réactifs

- ACELAte NEULTE A8 CULVIC. ... uutt ettt ettt et et e et et et e e eeenenans Sg
2 (&5 (6 (S35 03 163 5 (6 1 N 8¢
SFOrmoOl Q40 Yo .o, 20 ml
- Acide acétique cristallisable....... ..o 3 ml
Mode Opératoire

Dissoudre a froid au mortier I’acétate de cuivre dans 100 ml d’eau distillée. Ajouter peu a
peu en remuant 1’acide picrique. Apres dissolution agiter et ajouter le formol et 1’acide

acétique.

Préparation n° 2 : Eau Gélatinée
Réactifs

- GElatine €N POUATIE. ... .uett ittt e 03¢g
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SBaudistillée. . .....nne 100 ml

- Un cristal de Thymol

Mode Opératoire

Faire dissoudre 0,3 g de gélatine dans 100 ml d’eau distillée tiede. Filtrer et ajouter un

cristal de Thymol.

Préparation n° 3 : Coloration de Mallory

Réactifs

- Solution aqueuse de fuschine acide a 0,5 % (lg de fuchine acide et 100 ml d’eau
distillée)

- Solution bleu d’aniline orange G. acide phosphotungstique

—  BleU ATANIINE. .ot 0,5¢g
m OTANEZE Gt e e 2g
- Acide phoSphOtUNESTIQUE. . ... euutenie ettt et e e lg
- Baudistill€e. ... 100 ml
Mode Opératoire

- Coupes déparaffinées hydratées

- Colorer pendant 30 secondes dans la solution de fuschine acide

- Egoutter et laver a I’eau distillée

- Colorer pendant 3 minutes dans le mélange de Mallory : bleu d’aniline — orange G —
acide phosphotingstique, eau distillée

- Rincer a I’eau distillée déshydrater et monter au baume de Canada.

Préparation n° 4 : Coloration a ’azan de heidenhain :

L’acide picrique est éliminé par un séjour de 30 mn des lames dans 1’alccol aniliné
puis elles sont lavées a I’ eau distillée.

- Colorer pendant 1heure a 60°C dans la solution d’azocarmin préalablement portée a

60°C.

- Sans laisser refroidir, laver a 1’eau distillée.

- Différencier par 1’alcool aniliné 1h30 mn.

- Séjourner 30s-1mn dans I’alcool acétique.

- Traiter par I’acide phosphotingstique de %4 h-1 heure.

- Laver a I’eaudistillée.
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- Colorer au bleu de Heidenhain Y2 h-2 heures.

Solutions utilisées pour 1’étude histologique des rats

Mode opératoire
La fixation :

La fixation doit étre immédiate apres le prélevement au laboratoire, pour empécher une
putréfaction du tissu par autolyse et par altération microbienne. Les picces sé¢journeront de
12 a 24 heures dans le fixateur et y seront totalement immergées. Ce temps est toutefois a
adapter selon la consistance et la taille du tissu. Une fois fixé le prélevement est d'abord
découpé macroscopiquement en petits morceaux lorsqu'il s'agit d'un organe. Chaque
morceau est bien identifié par un code (association de lettres et d'un nombre). Les
prélevements sont ensuite déposés dans des cassettes avec leur identification sur le bord

des cassettes (inscription avec un crayon).

Coloration :

a) Principe:
Coloration des noyaux par une laque aluminique I’hémalun, et des fonds par un seul
colorant acide : I’éosine.
Réactifs :

- Hématoxyline de Harris

- Eosinea 1%
Mode opératoire :

- Déparaffiner par le toluéne

1 bain pendant 5 min

- 2éme bain pendant 7 min

Hydrater :

-Alcool 100°................ 60 4 agitation
-Alcool 90°.................. 60 4 agitation
-Alcool 70°................. 60 2 agitation
-Eau distillé............ 3 min

Coloration :

-I’hématine 1min et 15 mn
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-Laver pendant 3 min a I’eau courante

-Colorer 3 min a I’€osine (pour la différenciation se fait par I’alcool 70° et 90°)

Déshydrater :
-Alcool 70°........coiill 30 mn a agitation
-Alcool 90°.................. 30 mn a agitation
-Alcool 100°................. 1 mn a agitation (figure 25)

Eclaircir :
-1% bain : toluéne pendant 5 mn
_zéme

bain : toluéne pendant Smn

Montage :

Résultat de la coloration : Les Noyaux sont colorés en Violet foncé et le fond est coloré

€n rose.

ANNEXE 1I

Tableau n°3 : Effet de la température et des 3 milieux de culture sur le taux % de

germination B. bassiana.

T® 20°C 25°C 30°C 35°C
Milien | R1 [R2 [ R3 | M*ET [R1|[R2[R3| M2ET | R1 | R2 | R3 | M2ET | R1 | R2 | R3 M+ET
82,67+ 70+ 733+
SBRD | 50 |80 |65 | est1s |68 |80 100 (.7 o0 [ 20 | w00 | 0 10 12 s
24H |MALT | 30 |40 | 20| 30+10 |70 |40 |100| 70430 | 40 | 20 0 | 20£20 0 0 11 36’637;
PDA 50 | 60 | 100 | 7042446 | 38 | 30 | 40 | 362529 | o 15 20 | 'O 9 0 0 352
SBRD | 100 [100|100| 100=0 |100|100]100| 100£0 | 100 | 100 | 100 | 100+0 35 30 29 3;’;%
48 H [MALT | 100 | 100|100 | 10020 |100[100]|100( 10020 | 60 | 85 | 100 | ®07% 10 0 15 87’363:
PDA 100 [100 [ 100 | 1000 |100[100]|100( 100:0 | 48 | a5 | 100 | G 20 1 45 25,33+
, 17,61
SBRD 100 | 100 [ 100 | 1000 100 100 100 10020
72 H | MALT 100 100 100 1000 100 100 100 100+0
PDA 100 100 100 1000 100 100 100 1000

Tableau n°8 : Classement et regroupement des groupes non significativement différents
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par le test de Tukey (HSD) concernant le taux de germination de B. bassiana

Modalités Moyenne Regroupements
72H 100,000 A
48H 75,917 B
24H 39,111 C

Tableau n°9 : Classement et regroupement des groupes non significativement

différents par le test de Tukey(HSD)

Modalités Moyenne Regroupements
25°C 81,444 A
20°C 77,500 A
30°C 71,963 A
35°C 42,111 B

Tableau n°10 : Classement et regroupement des groupes non significativement

différents par le test de Tukey(HSD)

Modalités Moyenne Regroupements
SBRD 75,633 A
MALT 61,367 B
PDA 61,033 B

Tableau n°S: Effet de la température et des milieux de culture sur le taux % de

germination de M. anisopliae

H T°C 20°C 25°C 30°C 35°C
Milie R | R2 | R3 M R1 R2 R3 M R1 R2 R3 M R1 R2 R3 M
u 1
24H | SBRD 0| 20 25 | 15+13,23 80 75 95 | 83,33+ 50 20 | 100 | 56,67 | 100 | 100 95 | 98,33+
10,04 +40,4 2,88
1
MAL 0| 20 15 | 11,67£10, 75 0 80 | 51,67+ 25 30 90 | 48,33 | 100 55 65 | 73,33+
T 41 43,8 +36,1 23,26
7
PDA 15| 10 0 | 8,3334£7,6 65 55 20 | 46,67+ 45 50 70 | 551 100 95 90 | 95+5
3 23,6 3,23
48H | SBRD 0| 80 35 | 38,33+40, 100 | 100 | 100 | 1000 100 | 100 | 100 | 100+ 100 | 100 | 100 | 1000
1 0
MAL | 20 | 30 | 100 | 50,00+43, 100 | 100 | 100 | 1000 100 | 100 | 100 | 100+ 100 | 100 | 100 | 100+0
T 59 0
PDA 70 | 85| 100 | 85%15 100 | 100 | 100 | 1000 100 | 100 | 100 | 100+ 100 | 100 | 100 | 100+0
0
72H | SBRD | 10| 10 | 100 | 1000
0 0
MAL | 30 | 45| 100 | 58,3336,
T 86
PDA 80 | 95 | 100 | 91,6710,
41
96H | SBRD | 10 | 10 | 100 | 100+0
0 0
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MAL | 10 | 10| 100 | 100£0

T 0] 0

PD | 10| 10| 100 | 1000
0| o

A

Tableau n°11 : Classement et regroupement des groupes non significativement différents par

le test de Tukey(HSD) concernant le taux de germination de M. anisopliae

Modalités Moyenne Regroupements
96H 100,000 A
48H 84,333 A
72H 80,952 A
24H 55,667 B

Tableau n°12 : Classement et regroupement des groupes non significativement différents par

le test de Tukey(HSD)
Modalités Moyenne Regroupements
35°C 94,815 A
25°C 78,611 A B
30°C 72,778 B
20°C 47,778 C

Tableau n°13 : Classement et regroupement des groupes non significativement différents

par le test de Tukey(HSD)

Modalités Moyenne Regroupements
SBRD 79,167 A
PDA 78,167 A
MALT 69,333 A

Tableau n°18 : Classement et regroupements des groupes non significativement différents

par le test de Tukey (HSD) concernant la croissance mycélienne de B. bassiana

Modalités

Moyenne

Regroupements

7,867

7,422

6,717

6,511

> (> |

6,378

6,344

ool Hov )l ol fushl fvv)

5,792

olloliolielie!

5,333

wliviivlivliv)

4,025

3,072

1,917
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1,211

H

0,878

H

Tableau n°19 : Classement et regroupement des groupes non significativement différents

par le test de Tukey(HSD)

Modalités Moyenne Regroupements
20°C 5,047 A
25°C 4,516 B
30°C 4,514 B
35°C 3,271

Tableau n°20 : Classement et regroupement des groupes non significativement différents

par le test de Tukey(HSD)

Modalités Moyenne Regroupements
PDA 4,518 A
MALT 4,141 B
SBRD 3,993 B

Tableau n°21 : Classement et regroupements des groupes non significativement différents

par le test de Tukey (HSD) concernant la croissance mycélienne de

M. anisopliae

Modalités Moyenne Regroupements
15j 8,400 A
14j 7,900 A | B
11j 7,272 A|lB|C
13j 7,244 A|B|C
10j 6,894 Al B|C
§j 6,778 B | C
12j 6,744 B | C
9j 6,726 B | C
7] 6,189 C
6 5,161 D
5] 3,756 E
4 2,594
3 2,053 G
2j 1,214 G
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Tableau n°22 : Classement et regroupement des groupes non significativement

différents par le test de Tukey(HSD)

Modalités Moyenne Regroupements
30°C 4,993 A
35°C 4,919 A
25°C 4,883 A
20°C 4,739 A

Tableau n°23 : Classement et regroupement des groupes non significativement

différents par le test de Tukey(HSD)

Modalités Moyenne Regroupements
PDA 5,587 A
SBRD 4,949 B
MALT 4,062 C

Tableau n°25: Variation pondérale en milligrammes de B. bassiana a différentes

températures et différents milieux de culture.

T°C 20°C 25°C 30°C 35°C
Milieu
Milieu | R1 | R2 | R3 | M#=ET | R1 | R2 | R3 | MzET [R1I[R2[R3| MzET |[R1| R2 |R3 | MET
SBRD | 91,1 |2312]137.8 lijzzi 1550 | 2790 | 3630 216546(;;* 256 | 268 | 329 zggﬁi* 500 | 240 | 120 218964’6275*
MALT | 1955 | 186,6 | 135,7 13722”266* 100 | 2790 | 3330 2107733(3,3; 350 | 300 | 281 3;2:22* 470 | 568 |890 624129’,6773*
PDA | 40 | 435 | 45 43:22* 5550 | 6040 | 5070 558553,6311 sa| 47| 97 2676’8‘7 160 | 1455 | 157 1574,’6157*

Tableau n°29 : Classement et regroupements des groupes non significativement différents

par le test de Tukey (HSD) concernant la croissance pondérale de B. bassiana

Modalités Moyenne Regroupements
25°C 459,000 A
20°C 148,156 B
30°C 68,222 B
35°C 51,778 B
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Tableau n°30 : Classement et regroupement des groupes non significativement différents

par le test de Tukey(HSD)

Modalités Moyenne Regroupements
PDA 227,150 A
SABOURAUD 180,342 A
MALT 137,875 A

Tableau n°31 : Classement et regroupement des groupes non significativement différents

par le test de Tukey(HSD)

Modalités Moyenne Regroupements
Température-25°C*Milieu-PDA 640,000 A
Température-25°C*Milieu-SABOURAUD 442,667 A B
Température-25°C*Milieu-MALT 294,333 B C
Température-20°C*Milieu-PDA 172,600 B C
Température-20°C*Milieu-SABOURAUD 153,367 B C
Température-20°C*Milieu-MALT 118,500 B C
Température-30°C*Milieu-SABOURAUD 82,667 C
Température-30°C*Milieu-MALT 76,000 C
Température-35°C*Milieu-MALT 62,667 C
Température-35°C*Milieu-PDA 50,000 C
Température-30°C*Milieu-PDA 46,000 C
Température-35°C*Milieu-SABOURAUD 42,667 C

Tableau n° 27: Variation pondérale en milligrammes de M. anisopliae a différentes

températures et différents milieux de culture.

T°C 20°C 25°C 30°C 35°C
Milieu

Milieu | R1 | R2 [R3 | M:ET [ R1 [R2 [ R3 | M:ET |R1|R2|R3| MzET |R1|R2|R3| MzET
SBRD [ 1079 | 835|566 | S0 | 7670 [4450 1160 | 4TOTE | w0 | 78 |0 | (pE | s2 | | 22 | AT
MALT | 136,1 | 104.4| 115 11168”15; 3770 | 3310 | 1750 2?5?5; 65 | 43 | 12 379?§6 55 | 70 | 63 63:2?
PDA | 533 | 545 [385| 20 [5s0(sasofsas0| PO |36 a8 | es | P |30 |s0 40| 200
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Tableau n°33 : Classement et regroupements des groupes non significativement

différents par le test de Tukey (HSD) concernant la croissance pondérale de M.

anisopliae
Modalités Moyenne Regroupements
35°C 361,167 A
25°C 352,778 A
30°C 220,222 B
20°C 58,089 C

Tableau n°34 : Classement et regroupement des groupes non significativement

différents par le test de Tukey (HSD)

Modalités Moyenne Regroupements
MALT 309,775 A
SABOURAUD 229,833 A B
PDA 204,583 B

Tableau n°35 : Classement et regroupement des groupes non significativement différents

par le test de Tukey (HSD)

Modalités Moyenne Regroupements

Température-35°C*Milieu-MALT 642,667 A

Température-25°C*Milieu-PDA 555,333 A B
Température-30°C*Milieu-MALT 310,333 B C
Température-35°C*Milieu-SABOURAUD 286,667 B C
Température-30°C*Milieu-SABOURAUD 284,333 B C
Température-25°C*Milieu-SABOURAUD 265,667 B C
Température-25°C*Milieu-MALT 237,333 C
Température-35°C*Milieu-PDA 154,167 C
Température-20°C*Milieu-SABOURAUD 82,667 C
Température-30°C*Milieu-PDA 66,000 C
Température-20°C*Milieu-MALT 48,767 C
Température-20°C*Milieu-PDA 42,833 C

Tableau n° 37 : % de mortalité des L5 et des Imagos de S. gregaria apres traitement au B.
bassiana 4 la dose D1: 1,46x10" sp /ml

Stade Temps 1j 2j 3j 4j 5j 6j
Témoin 0 0 0 0 0 0

R1 20 20 60 60 70 100

L5 R2 20 40 40 40 100 100

R3 20 30 50 50 100 100

M 20 30 50 50 90 100
ET 5 0,75 10 10 17,3 0
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Imagos

Témoin 0 0 0 0 0 0
R1 0 40 70 70 90 100
R2 0 30 80 80 100 100
R3 0 50 70 70 90 100
M 0 40 73,33 73,33 93,33 100
ET 0 10 5,8 5,8 5,8 0

Tableau n° 38: % de mortalité des LS et imagos de S. gregaria apres traitement au B.
bassiana A 1a D2 :1,46x10° sp/ml.

Stade Temps 1j 2j 3j 4j 5j 6j 7j
Témoin 0 0 0 0 0 0 0
R1 0 10 60 80 80 80 100
L5 R2 0 20 70 70 100 100 100
R3 0 30 50 90 90 90 100
M 0 20 60 80 90 90 100
ET 0 10 10 10,0 10,0 10,0 0
Témoin 0 0 0 0 0 0 0
R1 0 0 40 60 90 100 100
Imagos R2 0 0 50 90 80 100 100
R3 0 0 60 70 70 80 100
M 0 0 50 73,33 | 80,00 | 93,33 100
ET 0 0 10,0 15,3 10,0 11,5 0,0
Tableau 39 : % de mortalité des L5 et imagos de S. gregaria apres traitement au B.
bassiana alaD 3 :1,46x10° sp/ml.
Stade | Temps | 1j 2j 3j 4j 5j 6j 7j 8j 9j 10j
Témoin| 0 0 0 0 0 0 0 0
R1 0 0 10 60 50 60 80 100
L5 R2 0 0 10 40 40 60 50 100
R3 0 0 20 20 40 50 70 100
M 0 0 |13,33| 40 |43,33|56,67 |66,67| 100
ET 0 0 | 577 | 20 | 5,77 | 5,77 | 15,28 0
Témoin| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R1 0 0 0 0 30 60 70 90 100 100
Imagos R2 0 0 0 0 30 50 70 70 80 100
R3 0 0 0 0 40 80 70 80 90 100
M 0 0 0 0 133,33]63,33| 70 80 90 100
ET 0 0 0 0 5,8 | 15,3 0 10 10 0
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Tableau n°40: Pourcentage de mortalité des L5 et des Imagos de S. gregaria traités au M.
anisopliae 21aD1 : 1,46x10 sp/ml.

Stade |Temps | 1j | 2j | 3j | 4 | 55 | 6 | 71 | 8j 9% | 105
Témoin| 0 | 0 | 0 | 0 0 0| o 0
R1 0 | 10 | 20 | 30 | 40 | 80 | 100 | 100
R2 | o | 10|30 ]3] 6 | 60 |70 100
LS R3 o | 2030 [ 30 [ 20 [ 50 |7 [ 100
M 0 [1333[2667] 30 | 40 6333 80 | 100
ET | 0 | 58 | 58 | 00 | 200 | 153 [ 173] 00
Témoin| 0 | 0 | 0 | 0 0 0 | o 0 0 0
R1 0] 0 | 10 10] 20| 40 [ 40| 70 | 100 | 100
Imagos| K2 | 0 | 0 |20 [ 20 | 10 [ 40 |50 [ 80 | 100 | 100
R3 o] 0| o | 10] 30 |30 |60 ]| 8 | 8 | 100
M 0 | 0 | 10 [13,33]2033 36,67 50 | 76,67 | 90 | 100
ET | 0 | 0 | 10 | 58 | 105 58 |10 ] 58 [115] o0

Tableau n°41 : Pourcentage de mortalité des LS5 et des imagos de S. gregaria témoins et

traités au M. anisopliae 3 1a D2 :1,46x10%sp/ml.

Stade |Temps| 1j | 2§ | 3j | 4] 5 | 6 | 75 | 8 9 10j
Témoin| 0 | 0 | 0 | 0 | O 0 0 0 0
R1 o o] o 40| 40 [ 50 | 100 | 100 | 100
R2 o] o] of20] 60 [ 70 ] 60 [ 90 | 100
R3 o o] o |30 3 | 60 | 70 | 8 | 100
M o] o] o |30 [4333] 60 [76,67] 90 | 100
L5 ET | 0 | 0 | o | 10 [ 153100208 | 10 0
Témoin| 0 | O | 0 | 0 | O 0 0 0 0 0
R1 o o] o l1ww] 20] 7071 9 | 9 | 100 | 100
Imagos | R2 o] o] ol o] 10350 ] 7] 8 | s | 100
R3 o] o] o 20| 3] 60 | 8 | 9 | 9 | 100
M o o] o 10| 20/ 60 | 8 [867] 9 | 100
ET | 0| o | o] 10| 10] 10| 10]58] 10 0
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Tableau n°42 : Pourcentage de mortalité des LS et des imagos de S. gregaria témoins et

traités au M. anisopliae 3 1a D3 :1,46x10° sp/ml.

Annexes

Stade
Temps | 1j 2j 3j 4j 5j 6j 7j 8j 9j 105 | 11 | 12§
Témoin | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R1 0 0 0 20 10 10 10 50 100 | 100
LS R2 0 0 0 10 20 20 20 30 80 100
R3 0 0 0 10 30 30 30 40 90 100
M 0 0 0 (13,33 20 20 20 40 90 100
ET 0 0 0 5,8 10 10 10 10 10 0
Témoin | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R1 0 0 0 0 1 10 10 30 50 90 90 | 100
Imagos R2 0 0 0 0 10 40 40 50 60 100 | 100 | 100
R3 0 0 0 0 10 40 40 40 40 80 80 | 100
M 0 0 0 0 7 30 30 40 50 90 90 | 100
ET 0 0 0 0 52 | 17,3 |1 17,3 | 10 10 10 10 0

Tableau n°45 : Effet de B. bassiana vis-a-vis des L5 et imagos de S. gregaria

Classement et regroupement des groupes non significativement différents par le test

Modalités Moyenne Regroupements
J10 75,000 A
J9 67,500 A B
J8 67,500 A B
J7 63,125 A B
J6 62,917 A B
J5 53,750 A B
J4 39,583 B|C
J3 30,833 C
J2 11,250 D
J1 2,500 D

Tableau n°46 : Classement et regroupements des groupes non significativement différents :

Modalités Moyenne Regroupements
Dl 60,000 A
D2 59,762 A
D3 42,037 B
Témoin 0,000 C
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Tableau n°47 : Classement et regroupements des groupes non significativement différents

Modalités Moyenne Regroupements
Imagos 39,565 A
L5 39,286 A

Tableau n°48 : Effet de M. anisopliae vis-a-vis des L5 et imagos de S. gregaria Classement

et regroupement des groupes non significativement différents par le test de Tukey (HSD)

Modalités Moyenne Regroupements
J12 75,000 A
110 73,125 A
J11 67,500 A B
J9 63,500 A B
J8 54,167 A B
17 42,083 A B
J6 33,750 B
J5 18,833 D
J4 12,083 D E
J3 4,583 D E
J2 1,667 D E
J1 0,000 E

Tableau n°49: Classement et regroupements des groupes non significativement différents

Modalités Moyenne Regroupements
D2 44,561
Dl 41,870
D3 33,652
Eau 0,000 C

Tableau n°50 : Classement et regroupements des groupes non significativement différents

Modalités Moyenne Regroupements
Imagos 30,094 A
L5 29,352 A
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Tableau n° 66
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- Evolution du poids sec en mg de la cuticule des L5 de S. gregaria

témoins et traitées par la DLso de B. bassiana et de M. anisopliae.

Heures Témoin B. bassiana M.anisopliae

R1 18,65 16,95 12,36
R2 17,95 15,36 11,54
R3 18,84 16,45 12,95
2aH R4 17,5 15,4 12,54
R5 17,56 16,4 11,85
R6 20,4 16,94 12,44
M 18,48 16,25 12,28

ET 1,1 0,7 0,5
R1 39,25 22,56 18,08
R2 38,58 21,96 17,96

R3 39,45 22,59 18,2

7l R4 40 22 18,3
R5 38,95 21,48 17,95
R6 38,31 23,63 17,99
M 39,09 22,37 18,08

ET 0,6 0,7 0,1
R1 48,52 33,5 24,42
R2 49 32,4 23,92
R3 48,95 32,61 24,08
1440 R4 48,6 33,54 23,56
R5 49,54 32,84 24,62
R6 48,31 32,15 24,12
M 48,82 32,84 24,12

ET 0,4 0,6 0,4

Tableau n°68 : Classement et regroupements des groupes non significativement différents

Modalités Moyenne Regroupements
144H 35,260 A
72H 26,513 B
24H 15,671 C

Tableau n°69 : Classement et regroupements des groupes non significativement différents

Modalités Moyenne Regroupements
Témoin 35,464 A
B.bassiana 23,820 B
M.anisopliae 18,160 C
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Tableau n°70 : Classement et regroupements des groupes non significativement différents

Modalités Moyenne Regroupements
heures-144H*individus-Témoin 48,820 | A
heures-72H*individus-Témoin 39,090 B
heures-144H*individus-B.bassiana 32,840 C
heures-144H*individus-M.anisopliae 24,120 D
heures-72H*individus-B.bassiana 22,370 E
heures-24H*individus-Témoin 18,483 F
heures-72H*individus-M.anisopliae 18,080 F
heures-24H*individus-B.bassiana 16,250 G
heures-24H*individus-M.anisopliae 12,280 H

Tableau n° 72 : Quantités de chitine cuticulaire des L5 de S. gregaria témoins et traitées

par la DLsy de B. bassiana et de M. anisopliae.

Heures Témoin B. bassiana M.anisopliae
R1 2,5 2.4 1,48
R2 2,1 2,8 1,23
R3 1,9 2,6 1,54
24H R4 2,3 1,67 1,56
R5 1,8 2,24 0,9
R6 2,5 1,2 1,81
M 2,19 2,16 1,42
ET 0,30 0,60 0,32
R1 6,61 3,84 2,7
R2 5,98 2,96 2,08
72H R3 6,3 3,21 3,8
R4 5,32 35 3,97
R5 6,8 2,98 3,92
R6 6,73 3,67 3,83
M 6,29 3,36 3,38
ET 0,56 0,37 0,80
R1 9,9 9,27 9,23
R2 8,56 8,99 8,96
R3 9,1 9,52 9,15
144H R4 9,5 8,95 9,45
R5 8,8 9,5 9,72
R6 9,7 8,85 8,15
M 9,26 9,18 9,11
ET 0,53 0,29 0,54
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Tableau n°74 : Classement et regroupements des groupes non significativement différents

Modalités Moyenne Regroupements

144H 9,183 A

72H 4,344 B

24H 1,918 C
Tableau n°74 : Classement et regroupements des Groupes non significativement différents
Modalités Moyenne Regroupements
Témoin 5,911 A
B.bassiana 4,897 B
M.anisopliae 4,638 B
Tableau n°76 : Classement et regroupements des groupes non significativement différents
Modalités Moyenne Regroupements
heures-144H*individus-T'émoin 9,260 A
heures-144H*individus-B.bassiana 9,180 A
heures-144H*individus-M.anisopliae 9,110 A
heures-72H*individus-Témoin 6,290 B
heures-72H*individus-M.anisopliae 3,383 C
heures-72H*individus-B.bassiana 3,360 C
heures-24H*individus-Témoin 2,183 D
heures-24H*individus-B.bassiana 2,152 D
heures-24H*individus-M.anisopliae 1,420 D

Tableau n°78: Effet de B. bassiana et M. anisopliae sur la quantité de protéines

cuticulaires

Heures Témoin | B.bassiana | M.anisopliae
R1 16,15 14,55 10,88

R2 15,85 12,56 10,31

R3 16,94 13,85 11,41

24H R4 15,2 13,73 10,98
R5 15,76 14,16 10,95

R6 17,9 15,74 10,63

M 16,29 14,09 10,86

ET 0,97 1,05 0,37

R1 32,64 18,72 15,38

R2 32,6 19 15,88

72H R3 33,15 19,38 14,4
R4 34,68 18,5 14,33

R5 32,15 18,5 14,03

R6 31,58 19,96 14,16
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M 32,8 19,01 14,70
ET 1,06 0,57 0,75
R1 38,62 24,23 15,19
R2 40,44 23,41 14,96
R3 39,85 23,09 14,93
144H R4 39,1 24,59 14,11
R5 40,74 23,34 14,9
R6 38,61 23,3 15,97
M 39,56 23,66 15,01
ET 0,92 0,60 0,60

Tableau n°80 : Classement et regroupements des groupes non significativement différent

Modalités Moyenne Regroupements
144H 26,077 A

72H 22,169 B

24H 13,753 C

Tableau n°81 : Classement et regroupements des groupes non significativement différents

Modalités Moyenne Regroupements
Témoin 29,553

B.bassiana 18,923 B
M.anisopliae 13,522 C

Tableau n°82 : Classement et regroupements des groupes non significativement différent

Modalités Moyenne Regroupements
heures-144H*individus-Témoin 39,560 A
heures-72H*individus-Témoin 32,800 B
heures-144H*individus-B.bassiana 23,660 C
heures-72H*individus-B.bassiana 19,010 D
heures-24H*individus-Témoin 16,300 E
heures-144H*individus-M.anisopliae 15,010 E F
heures-72H*individus-M.anisopliae 14,697 F
heures-24H*individus-B.bassiana 14,098 F
heures-24H*individus-M.anisopliae 10,860
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Tableau n° 84: Gain de poids des rats témoins et traités au B. bassiana

Annexes

Témoins D1 D2

IND | 1%jour | 20°™jour GP 1% jour | 20°™ jour GP 1% jour | 20°™ jour GP
1 200,2 209,45 9,25 178,5 188,5 10 193,4 202,65 9,25
2 212,1 222,1 10 169,7 181,7 12 195,8 206,25 10,45
3 149,6 164,6 15 205,4 216,9 11,5 200,7 210,7 10
4 163,5 173,75 10,25 | 180,12 189,37 9,25 189,6 201,1 11,5
5 170,74 180,19 9,45 171,8 184,05 12,25 201,7 213,7 12
6 187,21 197,21 10 156,5 165,5 9 188,7 200,7 12
7 161,11 171,56 10,45 169,5 179,5 10,5 194,7 204,95 10,25
8 185,84 195,09 9,25 189 198 9 174,6 183,6 9
9 169,56 179,01 9,45 210,67 221,67 11 204,7 215,2 10,5
10 171,2 181,2 10 197,4 209,4 12 175,6 184,6 9
M 10,31 10,65 188,80 10,40
ET 1,70 1,29 1,14

Tableau n° 86: Gain de poids des rats témoins et traités au M. anisopliae
Témoins D1 D2

IND 1% jour 20°™ jour GP 1% jour 20°™ jour GP 1% jour 20°™ jour GP
1 213,6 228,6 15 187,5 196,75 9,25 195,7 205,7 10
2 198,7 208,7 10 198,6 209,85 11,25 197,8 209,3 11,5
3 185 196 11 176,7 186,7 10 200,5 209,75 9,25
4 202,6 212,6 10 188,6 200,6 12 204,7 214,15 9,45
5 184,42 196,42 12 203,6 214,85 11,25 199,7 211,2 11,5
6 178 190 12 179,6 191,1 11,5 188,7 198,95 10,25
7 209,6 219,85 10,25 186,8 197,3 10,5 187,6 201,1 13,5
8 191,5 200,75 9,25 210,7 223,2 12,5 201 213 12
9 195,7 206,7 11 212 225 13 206,7 219,45 12,75
10 189,6 200,1 10,5 198,7 209,7 11 198,6 209,85 11,25
M 11,10 11,23 200,00 11,15
ET 1,63 1,13 195,60 1,40
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Influence de certains parametres sur la viabilité et le développement de deux champignons entomopathogeénes Beauveria
bassiana (Vuil., 1912) et Metarhizium anisopliae (Metch., 1883) (Hyphomycétes,Deuteromycotina). Effet sur un aspect
physiologique du criquet pélerin Schistocerca gregaria (Forskal, 1775) (Orthoptera,Acrididae).

Résumé : Notre travail est basé sur 1’étude de I’effet de deux champignons entomopathogeénes Beauveria bassiana et
Metarhizium anisopliae var acridium sur quelques aspect biologiques et physiologiques du criquet peélerin Schistocerca
gregaria. Dans un premier volet nous avons d’abord étudié la caractérisation des deux souches en testant différents paramétres
de viabililté a savoir températures et milieux de culture sur la rapidité de 1’évolution de ces hyphomycétes. Dans un second
volet nous avons approché 1’aspect lutte en étudiant 1’activité acridicide des deux cryptogames sur les individus de S. gregaria et
déterminé les doses et les temps létaux. Une étude histopathologique a été réalisée en observant les perturbations engendrer
notamment au niveau de la cuticule et du tube digestif des L5 de cet acridien suite a leur inoculation par les deux souches. A
travers le troisiéme volet nous avons fait une approche sur un aspect de biosécurité des deux entomopathogenes en étudiant leur
effet sur un mammifere proche de ’homme le rat, et cela par rapport a la toxicité et ’histopathologie de certains organes apres
inoculation des deux souches fongiques dont aucune 1ésion n’a été observée.

Motsclés : Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Schistocerca gregaria, caracterisation, mortalité, histologie, cuticule,

tube digestif

Influence of certain parameters on the viability and development of two entomopathogenic fungi Beauveria bassiana
(Vuil,, 1912) and Metarhizium anisopliae (Metch., 1883) (Hyphomycetes, Deuteromycotina). Effect on physiological
aspects of locust Schistocerca gregaria (Forskal, 1775) (Orthoptera, Acrididae).

Summary: Our work is based on the study of the effect of two entomopathogenic fungi Beauveria bassiana and Metarhizium
anisopliae var acridium on some biological and physiological aspect of the locust Schistocerca gregaria. In the first part we first
studied the characterization of two strains by testing different parameters viabililté namely temperature and culture media on the
rapid evolution of the Hyphomycetes. In a second part we approached the fight aspect acridicide studying the activity of both
fungi on individuals S.gregaria and determined lethal dose and time. A histopathological study was conducted by observing the
particular cause disturbances at the cuticle and the digestive tract of L5 this locust after their inoculation with both strains.
Through the third part we approached an aspect of biosecurity two entomopathogenic by studying their effect on a man near the
rat mammal, and that in relation to toxicity and histopathology of some organs after inoculation of two fungal strains, then no
lesions were observed.

Keywords: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Schistocerca gregaria, characterization, mortality, histology, cuticle,

digestif svstem.
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