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En Algérie, comme partout dans le monde les moustiques ont toujours été considérés
comme source de nuisance pour ’homme, principalement en raison du fait qu’ils peuvent étre
des vecteurs de maladies. Les femelles en période de reproduction ont besoin de sang pour le
développement des ceufs, le repas sanguin nécessaire a la maturation des ceufs peut
occasionner chez 1'hote une vive irritation cutanée, pouvant méme aller jusqu'a de graves
réactions allergiques chez certaines personnes. Ce mode d'alimentation peut également &tre
responsable de la transmission d'agents pathogeénes qui peuvent provoquer des maladies chez
I’homme ou chez les animaux (Maire et Aubin, 1980; Belloncik et al., 1982; Belloncik ef al.,
1983; Wood, 1985). Parmi les especes connues dans la transmission des maladies a ’homme,
nous citons celles appartenant aux genres Culex, Aedes et Anopheles.

Afin de lutter contre ces insectes piqueurs, il devient de plus en plus nécessaire de
chercher des moyens pour réduire les populations de ceux-ci. C’est ainsi qu’a commencé
I’essor des insecticides chimiques, apres la deuxieéme guerre mondiale, avec la découverte des
propriétés du DDT (dichlorodiphényltrichloroéthane) par Paul Hermann Miiller en 1939 de la
famille des organochlorés.Cet insecticide de premiere génération a rendu de nombreux
services en réduisant voire en éradiquant le paludisme dans certains pays. Des succes
importants étaient tout d'abord observés parmi les plus marquants, citons les résultats obtenus
dans la lutte antipaludique: de 300 millions de cas annuel en 1946, ont été réduits a 120
millions de cas en 1976 (Brown et al., 1976). Par la suite, les avancées de 1’industrie chimique
et I’essor de I’agriculture intensive ont permis le développement d’une deuxieme génération
d’insecticides, représentée par trois grandes familles : les organophosphorés (téméphos,
malathion), les carbamates (carbaryl, propoxur) et les pyréthrinoides de synthése
(perméthrine, deltaméthrine).Ces insecticides chimiques agissent tous au niveau du systéme
nerveux des insectes, soit en bloquant I’acétylcholinestérase (organophosphorés et
carbamates) soit en perturbant le fonctionnement des canaux sodium (organochlorés et
pyréthrinoides). Cependant, les premicres difficultés n'allaient pas tarder a étre rencontrées :
l'apparition de genes de résistance aux différents groupes chimiques insecticides, notamment,
dans de nombreuses populations Culicidiennes vectrices du paludisme, de la filariose de

Bancroft et de certaines arboviroses (Chauvet, 1978).
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Selon le comité d'experts des insecticides OMS (1970), chez les Culicidae : 19 espéces
sont devenues résistantes dont 16 au DDT, 12 a la di¢ldrine et 9 aux composés
organophosphorés (y compris Culex pipiens et Aedes aegypti). Parmi les 38 especes
d'anopheles devenues résistantes a un ou plusieurs insecticides, 36 le sont a la di¢ldrine et 15
au DDT (y compris Anopheles stephensi).

Par ailleurs, en plus des phénoménes de résistance auxquels se heurtait l'utilisation des
produits chimiques (Hamon et al., 1972), s’ajoutait le manque de spécificité de ces derniers.
Depuis, il est devenu de plus en plus nécessaire d'accorder une priorité aux insecticides
microbiologiques comme moyen de lutte contre les insectes nuisibles.

A Theure actuelle, les recherches les plus prometteuses en matiere de lutte contre les
dipteres piqueurs portent sur la production et 1'emploi de parasites (protozoaires, nématodes)
et d'agents pathogeénes d’insectes piqueurs (virus, bactéries, champignons). Dans ce domaine,
ces organismes sont nettement supérieurs aux prédateurs étant donné, dans la majorité des cas,
qu'ils s'attaquent exclusivement aux dipteres piqueurs (spécificité¢) et qu'ils n'ont pas a se
trouver une autre source d'alimentation lorsque les dipteres disparaissent ,car leur cycle de vie
est adapté a celui de ces derniers (Wood, 1985). Un grand nombre d'entre eux sont encore
testés a titre expérimentale. Ceux-ci sont ¢laborés a partir d’organismes vivants, souvent
pathogenes envers l'insecte visé. Mis en présence de son hote, 1'organisme provoquera la mort
de I’insecte. Il peut ¢galement s’agir des métabolites fabriqués par un pathogéne et qui sont
introduits dans le milieu fréquenté par l'espece cible. Contrairement aux insecticides
chimiques, ces organismes pathogénes possédent généralement une haute spécificité et ne
persistent que peu de temps dans I’environnement.

Parmi ces organismes, les champignons entomopathogénes méritent une attention
particuliére et pourraient étre utilisés dans cette lutte biologique (Lacey et Undeen, 1986). Ils
jouent un role considérable dans la régulation des populations d'insectes (Roberts, 1973;
Ferron, 1975). L'un des plus intéressants appartient a la classe des Ascomycetes : il s’agit de
Metarhizium anisopliae connu comme agent pathogene sur plus de 8 ordres d'insectes (Veen,
1968; Samuels et al, 1989).En effet, lors de l'invasion de l'insecte par les hyphes du
champignon, des métabolites toxiques sont émis par le pathogene. Ces métabolites accélérent
la mort de I’hdte (Vey et al., 1986, Ignoffo, 1988; Ravallec ef al., 1989). La pathogénicité de
Metarhizium anisopliae sur les larves de moustiques a été mise en évidence par plusieurs
auteurs dans le monde (Ramoska, 1981 ; Daoust et Roberts, 1982 ; Scholte ef al., 2004 ; Seye
et al., 2012).
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En Algérie, de nombreux travaux ont eu pour objectif I’étude des différents moyens de
lutte, biologique ou conventionnelle, utilisés contre les moustiques. Parmi ces travaux, citons
ceux entrepris par Soltani et al.,(1999) concernant [’utilisation de deux insecticides
chimiques, a savoir 1I’Alsystine et le Triflumuron. Quant aux études visant I’activité larvicide
des microorganismes, rappelons celle de Mansouri et al.,(2013) consacrée a I'utilisation de
Bacillus thuringiensis sur les larves de Culex pipiens. Cependant, a notre connaissance aucun
travail en Algérie concernant 1’évaluation de Iactivit¢ larvicide du champignon
entomopathogene Metarhizium anisopliae sur les larves de Culex pipiens n’a été publi€ a ce
jour.

Dans ce contexte, notre contribution par cette étude est orientée vers un objectif visant a
évaluer I’effet entomopathogene de ce champignon sur les larves de 1’espéce Culex pipiens,
espece de moustique présentant le plus d'intérét, en Algérie, en raison de sa large répartition
géographique, de son abondance et de sa nuisance réelle, surtout dans les zones urbaines.

La premiére partie de notre travail est consacrée a la description de données
bibliographiques relatives a I’entompathogene Metarhizium anisopliae, aux moustiques d’une
maniére générale et enfin aux toxines produites par ce méme champignon.

La seconde partie est consacrée au travail expérimental et est structurée en trois chapitres
composé€s chacun d’une partie illustrant les différentes techniques utilisées et d’une autre
partie exposant, comparant et discutant les résultats obtenus.

» Le chapitre 1 concerne I’isolement du champignon entomopathogéne Metarhizium
anisopliae a partir de différents sols agricoles céréaliers dans la région de Constantine et son
identification par I’utilisation des techniques morphologiques et moléculaires

» Dans le chapitre 2, nous nous intéressons a la mise en évidence de I’activité larvicide
de Metarhizium anisopliae sur les larves de Culex pipiens

» Le dernier chapitre regroupe les étapes de séparation et de caractérisation des toxines
¢laborées par Metarhizium anisopliae par application de la technique chromatographique
liquides a haute performance (HPLC), et analyse structurale de ces toxines par des techniques
de spectroscopie (Spectrométrie de masse simple et spectrométrie de masse en tandem)

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

perspectives de recherche.
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Chapitre I : Le champignon entomopathogéne Metarhizium anisopliae
1. Généralités sur les champignons

Les champignons (fungi ou mycétes) constituent un groupe d’organismes hétérotrophes
ubiquistes, riche de quelques 120000 espéces, présentant des structures et des caractéristiques
biologiques extrémement diversifiées, adaptées au mode de vie saprophyte, parasitaire ou

symbiotique (Senal et al., 1993 ; Anonyme a, 2000 ; Anonyme b, 2000 ; Kirk ef al., 2001).

Les champignons sont des microorganismes eucaryotes filamenteux, a€robies strictes et
rarement anaérobies (Mathew,1995 ; Tortora et al., 2003), ayant un métabolisme hétérotrophe
car ils tirent leur énergie de la respiration et de la fermentation des matiéres organiques
solubles disponibles dans leur environnement (Leveau et Bouix, 1993 ; Nicklin et al., 1999).

Sur le plan morphologique, le champignon est constitué¢ d’un thalle qui forme son appareil
végétatif (Hawksworth et al., 1994). L’appareil végétatif se compose d’¢lément de base
appelé hyphe qui forme un réseau de filaments ramifiés ; le mycélium (Mathew, 1995). Chez
la plupart des champignons les hyphes sont divisés par des cloisons, ou septa (septum au
singulier) formant des unités qui ressemblent a des cellules distinctes avec un seul noyau, on
les appelle alors hyphes segmentés ou septés. Dans quelques classes de mycetes, les hyphes
ne contiennent pas des cloisons et ont I’aspect de longues cellules continues a noyau
multiples ; ils sont appelés cénocytes (Tortora et al., 2003).

Les hyphes, segmentés ou non, sont en fait de petits tubules transparents s’entourent d’une
paroi cellulaire rigide formée de polymere de chitine et des polymeéres de la cellulose,
¢léments chimiques qui lui conférent une grande rigidité, une longévité et une grande capacité
de résistance a la chaleur et a des pressions osmotiques ¢élevées. De ces faits, les champignons
sont donc capables de vivre dans un environnement rude (Tortora et al., 2003). En effet, les
champignons se développent a pH légerement acide (3 et 7) et & une température optimale
comprise entre 20°C et 30°C, cependant certaines especes sont psychrophiles, se développant
a des températures trés basses <15°C ou méme parfois a <0°C (Botton et al., 1990 ; Guiraud,

1998 ;Tortora et al., 2003).
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2. Les champignons entomopathogenes

Les agents pathogénes sont des organismes vivants pouvant engendrer une maladie a leur
hote. Les pathogénes des insectes appelés entomopathogeénes comprennent : les bactéries (ex :
Bacillus thuringiensis, B. sphaericus), les protozoaires (ex : Amoebidea), les virus (ex :

Entomopox virus) et les champignons qui font 1’objet de notre étude.

Parmi les micro-organismes utilisés en lutte biologique, plus de 700 espéces de
microchampignons sont entomopathogenes (Starnes ef al.,1993) et jouent un rdle important
dans la régulation naturelle des populations d’insectes (Ferron, 1978 ; Wraight et Roberts,
1987). Ils appartiennent au sous-taxon des Mastigiomycotina, Zygomycotina, Ascomycotina et
Deuteuromycotina. Le plus grand nombre de pathogenes se trouvent dans la classe des
Zygomycetes, mais les plus utilisées en lutte biologique proviennent des Deuteromycetes
(Fungi imperfecti). Ces derniers appartiennent aux champignons a hyphes septés, se
multipliant de fagon non sexuée. Les espeéces des genres Beauveria, Metharizium, sont les
plus utilisées en lutte biologique (Wraight et Roberts, 1987; Goettel, 1992) et ont un intérét
agronomique considérable dans la lutte biologique contre les ravageurs de cultures et sont

donc I’objet d’études de plus en plus poussées.

2.1. Metarhizium anisopliae

Metarhizium anisopliae était le premier pathogene utilisé délibérément pour le contrdle
des insectes ravageurs par le Russe Eli Metchinnicoft (le pére de la lutte microbiologique)
dans les années 80. Il a été isolé et identifi¢ sur la paille de céréale prés d’Odessa en Ukraine
sous le nom Anisopliae austria ou il ’a nommé Entomophtora anisopliae. En 1883 Sorokin
assigna ce champignon a la muscardine verte au genre Metarhizium . Depuis il est connu sous

le nom de Metarhizium anisopliae.

2.1.1. Taxonomie et Classification

La classification de Metarhizium anisopliae a été sujette a plusieurs révisions au cours
des derniéres années. Par le passé, l'espece a été classée principalement sous la division des
Deutéromycetes, dans la classe des Hyphomycetes. Les membres de cette sous-division ayant

comme spécificité le fait de ne jamais produire, ou trés rarement, des spores sexuées.
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Cette classe est en fait caractérisée par la présence de formes mycéliennes portant des
spores asexuées, appelées conidies, engendrées sur des cellules conidiogeénes spécialisées.

Par contre, a l'heure actuelle, la plupart des mycologistes n'acceptent plus les
Deuteromycota et ses sous-classes comme formant un assemblage taxonomique. Plusieurs
especes de champignons ont été associées avec des membres de la division des Ascomycota
sur une base d'homologie d'ADN, dont l'espéce M.anisopliae (Inglis et al., 2001). Cette
espece fait des lors partie du régne des Mycota, de la division des Ascomycota et de 1'ordre des
Hypocreales.

La classification de ce genre a été basée sur des caracteres morphologiques des cellules et
des conidies, et comme ces caractéristiques sont assez limitées elles ont compliqué la

taxonomie. (Bidochka et Small, 2005).

> Reégne : Fungi

» Embranchement : Dikarya

» Sous-embranchement : Ascomycota
» Classe : Pezizomycotina

» Ordre : Hypocreales

» Famille : Clavicipitaceae

» Genre : Metarhizium

>

Espece : Metarhizium anisopliae

La premiere révision de ce genre a été faite par Tulloch (1976), ou il a utilisé les
caractéristiques morphologiques des conidies pour distinguer entre deux formes de
Metarhizium ; a savoir Metarhizium flavoviride et Metarhizium anisopliae (Figurel). Ce
dernier a été subdivis€é en deux variétés ; Metarhizium anisopliae var anisopliae et

Metarhizium anisopliae var majus
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Figure 1: (A) Observation en microscope électronique des conidiophores et des hyphes de
Metarhizium anisopliae (B) Culture de M. anisopliae sur Sauboraud dextrose agar (SDA)a 25 °C ,(C)
Aspect microscopique des Conidies de M. flavoviride (X100) (D) Culture de M. flavoviride sur
Sauboraud dextrose agar (SDA) a 25°C. Photo Credits: (A) Fumio Ihara, National Institute of Fruit
Tree Science, Japan. (B, D) T. Goble, Rhodes University, South Aftrica. (C) Dan Johnson, University
of Lethbridge, Canada.

2.1.2 Morphologie

Les caractéristiques taxonomiques dominantes sont les traits morphologiques des
structures de sporulation. Le genre Metarhizium est défini par 1’agencement des chaines
porteuses de phialides, des colonies de conidies cylindriques ou légérement ovotides, séches
et généralement de couleur verte. Les colonies sont formées d’une agrégation de ces chaines
conidiennes (Zimmerman, 2007). Metarhizium anisopliae apparait blanc lorsqu’il est jeune et

il devient vert foncé apres la maturation des spores (Figure 2).
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Figure 2 : Aspect morphologique de Metarhizium anisopliae

(Ihara et al., 2001)

Cette espece est caractérisée par des conidiophores de longueur variable, sont relativement
courts, irréguliérement ramifiés ou non et arrangés en groupes compacts formant une masse

de spores (Figure3), les spores étant allongées avec des cotés paralleles (Bischoff et al., 2009).

Figure 3 : Aspect microscopique de Metarhizium anisopliae, a. x1600;b. x2800; c. x7000
(Bischoff et al., 2009)

Il existe deux formes de Metarhizium anisopliae dont la différence se base sur la taille des
conidies : (1) la forme Metarhizium anisopliae var. anisopliae a spores courtes, dont les
conidies mesurent de 5 a 8 um de longueur et (2) la forme Metarhizium anisopliae var. majus

a spores longues, dont les conidies mesurent de 10 a 14 um de longueur (Figure 4).
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Figure 4: (A) Conidies de Metarhizium anisopliae var anisopliae , (B) Conidies de
Metarhizium anisopliae var majus (Tulloch ,1976)

2.1.3. Mode d’infection

Généralement, les champignons entomopathogénes tuent ou réduisent la vigueur des hotes
qu'ils infectent. Ces ennemis naturels sont plus efficaces lorsque Il'insecte ciblé est
préalablement affaibli par un autre facteur comme un stress nutritif. Compte tenu de leur
mode de transmission et de leurs besoins abiotiques. Aussi, ils sont généralement tres
efficaces lorsque la densité des populations d'insectes ciblés est tres élevée. Quoi qu'il en soit,
le systéme immunitaire des insectes peut fortement influencer la pathogénicité de ces ennemis

naturels.

La cuticule de I'insecte est une barriére structurellement et chimiquement complexe pour la
pénétration du champignon. L'épicuticule contient une protéine stable au phénol et est
couverte d'une couche cireuse contenant des acides gras, des lipides et des stérols (Andersen,
1979). La procuticule contient de nombreuses fibrilles de chitine enfouies dans une matrice

protéinique. Celle-ci peut représenter jusqu'a 70 % du poids sec de la cuticule.

Contrairement aux autres microorganismes (virus, bactéries, nématodes, protozoaires) ou
l'infection de 1'hote découle de leur ingestion obligatoire, les champignons peuvent infecter les

insectes par pénétration directe a travers la cuticule (Clarkson et Charnley 1996).

Au contact de la cuticule de l'insecte, la spore, I'unité infectieuse du champignon, germe et
pénétre au travers du tégument en combinant des pressions mécaniques et enzymatiques (St

Leger, 1993).
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Le champignon croit rapidement dans I'hémocoele. Les insectes susceptibles au
champignon meurent généralement dans un délai de 3 a 10 jours. Quand l'insecte meurt, le
champignon entre dans un stade hyphal, colonise les organes internes puis sporule a la surface
de 1' insecte. Le cycle infectieux est généralement le méme pour tous les champignons
entomopathogeénes Le processus de pénétration est 1'étape la plus importante de la
pathogenése (Ferron et al., 1993). Le mode d'infection des champignons entomopathogeénes se
divise en quatre étapes distinctes: 1'adhésion, la germination, la pénétration et la

dissémination (Figure 5).

Attachement de la spore

Sporulation externe
Germination de la spore

Prolifération interne

Pénétration a travers la cuticule

yd

Figure 5. Schéma du cycle biologique des champignons entomopathogénes
(Ferron et al., 1993)

» Phase d'adhésion : L’adhésion est la premiére étape du processus d'infection. Les spores
entrent en contact passivement avec les insectes a l'aide des agents naturels tels que le vent et
l'eau. L'adhésion est déclenchée par un mécanisme de reconnaissance et de compatibilité des

spores avec le tégument de l'insecte.
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L'infection est initiée a travers le tégument de 1'insecte-hote (Khachatourians, 1991;Tanada
et Kaya, 1993), mais les spores peuvent aussi entrer par le systéme respiratoire (Clark et al.,
1968), le tube alimentaire (Miranpuri et Khachatourians, 1991) et la cavité buccale
(Siebeneicher et al., 1992). L'attachement des spores a la cuticule est donc assujetti aux forces
hydrophobiques non spécifiques et aux charges électrostatiques (Boucias et al., 1988 ; Butt,
1990). Cependant, des systemes de reconnaissance spécifiques, dont des polysaccharides
fongiques extracellulaires, des lectines et des enzymes extracellulaires, ont été identifies sur la
surface de la spore et peuvent étre impliqués dans l'attachement de celle-ci (Boucias et al.,
1991;Napolitano et Juarez, 1997). Par exemple, Grula et al,(1984) ont démontré que les
hémagglutinines de la surface des spores sont inhibées par différents sucres haptenes (ex.
glucose, glucosamine et N-acétylglucosamine). Ainsi, l'incubation des spores avec ces sucres
réduit leur affinité a l'insecte. Une fois en contact avec la cuticule, la spore produit
activement un mucilage hygroscopique qui permet la modification de I'épicuticule de l'insecte
facilitant la germination des spores et peut aussi créer un environnement favorable aux
enzymes exo- cellulaires libérées par ces derni¢res (Boucias et al., 1991).

» Phase de germination : La seconde phase d'infection est la germination. Celle-ci dépend de
I'état physiologique de 1'hdte et aussi des conditions environnementales, notamment la
température et 'humidité (Butt et Becket, 1994 ; Butt et al., 1994). La germination aboutit a la
production d'appressoria, structures terminales servant a l'ancrage de la cuticule et favorisant
la pénétration. La valeur nutritive de la cuticule joue un rdle important pour la production
d'appressoria. Cependant, des études ont démontré qu'une cuticule nutritive favorise la
croissance mycélienne plutot que la pénétration (Magelhaes et al., 1981 ; Ferron et al.,1993).
La germination in vitro se produit en réponse aux sources de carbone (ex. glucose,
glucosamine, chitine et amidon) et/ou d'azote (St Leger et al.,1986a,1986b). Cependant, les
acides gras et les lipides situés au niveau de I'épicuticule peuvent aussi influencer la
germination de spores (Lecuona et al,1997). La germination dépend de la tolérance aux
composants potentiellement toxiques au niveau de l'épicuticule (ex. acides gras a chaine
courte, phénols) (St Leger et al., 1990) et de l'antagonisme de la fore saprophyte sur la
cuticule de l'insecte (Charnley, 1989).
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> Phase de pénétration : La pénétration de Metarhizium anisopliae dans 1'hdte s'effectue
généralement a travers les orifices naturels, la cuticule ou bien par l'ingestion. En présence
d'un niveau ¢élevé d'azote et de carbone, le tube germinatif continue de s'allonger et forme un
hyphe (St Leger et al., 1992). Comme plusieurs autres champignons filamenteux, la dureté de
la surface, I'hydrophobicité, la topographie et les nutriments disponibles influencent la
différenciation d'une structure infecticuse ou appressorium. Le développement de
l'appressorium implique l'activation de 1'AMPc et la libération de Ca, comme signaux
moléculaires intracellulaires (St Leger et al., 1990). La pénétration est réalisée par pression

mécanique et hydrolyse enzymatique (Goettel et al., 1989) (Figure 6).

Précisément, I’hyphe fongique sécrete des enzymes extracellulaires telles que les protéases,
les lipases et les chitinases, qui attaquent et dissolvent la cuticule, permettant aux spores de
pénétrer a travers la cuticule et de se développer dans le corps de l'insecte (Hajek et St Leger,
1994). Ces enzymes correspondent aux différents polymeres de la cuticule, des protéines, des
chitines et des lipides de l'insecte (Charnley et St Leger, 1991). Les protéases sont les plus
importantes enzymes extracellulaires et jouent un réle primordial dans la pénétration (Campos

et al., 2005).

Figure 6: Mode de pénétration des champignons entomopathogenes dans la cuticule des insectes
(Clarkson and Charnley,1996)
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» Phase de dissémination : Une fois que le champignon a franchi avec succes la cuticule et a
percé 1'épiderme adjacent de la cuticule, il entre dans le systéme circulatoire ouvert de 1'insecte,
I'hémocoele. Le champignon se multiplie par la suite a l'intérieur de tous les organes de l'insecte-
hote et il s'accroit sous forme de blastospores. Ceci peut faciliter la dispersion et la colonisation
de 1'hémocoele et optimise l'assimilation rapide des nutriments. Il semble qu'une utilisation
efficace des sucres sanguins est nécessaire pour une croissance optimale du pathogéne. Bien que
le glucose joue un réle central dans le métabolisme de I'insecte, il est généralement présent a tres

faibles concentrations.

2.1.4. Production des toxines

Une fois que le champignon atteint I’hémocoele, il entame la production d’hyphes qui
circuleront a travers I’hémolymphe pour ce faire le champignon doit surmonter les mécanismes
immunitaires de 1’hote. L’espece Metarhizium anisopliae produit des composés toxiques non
enzymatiques tels que les Destruxines (DTX) et les cytochalasmes qui lui permettent de
surmonter les mécanismes de défense de 1’hote et de proliférer (Inglis et al., 2001). Les toxines
ont des effets divers sur différents tissus d’insectes. Les DTX dépolarisent la membrane du
muscle de D'insecte en activant les canaux calcium. En outre la fonction des hémocytes
d’insectes peut étre empéchée par les DTX (Bradfisch ,1990).

Sous les conditions optimales la mort de I’insecte survient normalement entre 3 a 5 jours a
partir du moment de I’infection.

Une fois I’insecte meurt, ’espéce produit un antibiotique : I’oosporine qui lui permet de
surmonter la compétition des bactéries saprophages dans le tube intestinal de I’insecte (Inglis et
al., 2001). Le champignon entame alors une phase saprophytique .Les spores sont produites par
les conidiophores qui émergent du cadavre, préférentiellement au niveau inter segmentaire si les
conditions environnementales sont adéquates. Le cadavre est alors couvert par un feutrage
mycélien vert nommé Muscardine constitué d’hyphes et de conidiophores portant des conidies
(Figure 7). La phase saprophytique ne dépend pas de ’humidité relative par contre elle est

influencée par la température (Ferron, 1977).
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Figure 7 : Insectes infectés par Metarhizium anisopliae (Muscardine verte)

(Boucias et Pendland , 1998)

3. Réponse immunitaire a ’infection microbienne chez I’'insecte

Les insectes fournissent un exemple particulier d'une immunité naturelle, dite non
spécifique, qui n'implique pas les lymphocytes et les anticorps comme chez les mammiféres
(Fugita, 2002 ; Hoffmann et Reichhart, 2002). Afin d'empécher l'invasion par les agents
pathogenes, les insectes ont développé, au cours de leur évolution, différents mécanismes de
défense. D'ailleurs, la colonisation de I'hémocoele est strictement dépendante de 1'aptitude de
l'agent infectieux a surmonter les mécanismes immunitaires de défense de I'insecte (Ferron et
al., 1993). L'arsenal défensif des insectes est constitué de barrieres structurelles passives
comme la cuticule. Le tégument chitineux de l'insecte constitue donc une barriére primaire
efficace contre 1'invasion par la majorité des micro-organismes. En absence de blessure, La
principale voie d'infection des insectes par les bactéries, les virus et les parasites, est le tube
alimentaire. Cependant, comme marqué précédemment, les champignons entomopathogenes

ont I'habilité de pénétrer a travers la cuticule pour établir l'infection.

En plus des barriéres passives, il existe une cascade de réponses actives lorsque les
pathogénes ont atteint 'hémocoele de I'insecte (Hoffmann et Reichhart, 2002). Ces réponses
actives incluent la mélanisation, les réactions cellulaires (ex. phagocytose, encapsulation), les
réactions humorales (ex. phénoloxidase, lectines) et la production des inhibiteurs de protéases
(Gillespie et al., 2000). Les antigénes microbiens sont reconnus par le systéme immunitaire
naturel de l'insecte grace a des unités répétitives constituées de polysaccharides trouvés dans

les glycoprotéines de la surface microbienne.
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4. Facteurs affectant 1'efficacité des champignons entomopathogénes

Le potentiel infectieux des champignons entomopathogénes comme agent de lutte
biologique dépend de leurs propriétés physiologiques de la population de 1'hote et des

conditions du milieu (Ferron el al., 1991).

4.1 Facteurs liés aux pathogenes

La virulence et la spécificité de I'hote sont deux €léments essentiels dans le choix d'un bon
candidat a la lutte biologique. Il a été¢ démontré que les insectes d'une méme population
révélent une sensibilité qui différe selon les isolats de M.anisopliae (Todorova el al., 1994). A
une ¢échelle industrielle, les épreuves biologiques standardisées de laboratoire sont essentielles
afin de vérifier le potentiel insecticide des préparations produites et de suivre leur stabilité de

conservation (Ferron e/ al., 1991).

4.2 Facteurs dépendant de 1'hote

Il est maintenant reconnu que tous les stades de développement de l'insecte, de l'oeuf
jusqu'a l'adulte, peuvent étre sensibles a l'infection fongique. Par exemple P. fumosoroseus est
trouvé a I’état naturel sur une large gamme d’hotes (plus de 40 espéces d’insectes appartenant
a 8 ordres) dont les Homopteres et parmi eux les aleurodes.

L'épizootie fongique survient généralement a de fortes densités de la population hdote
favorisant ainsi la probabilité de contact entre le pathogeéne et I'hdte, de méme qu'entre les

insectes infectés et non infectés (Ferron el al., 1991).

4.3 Facteurs de I'environnement

L'efficacité des champignons entomopathogenes contre les insectes est souvent influencée

par des conditions environnementales.

4.3.1. Rayonnement solaire

L’effet des radiations solaires est I’'un des paramétres environnementaux les plus
importants pour la persistance des spores fongiques entomopathogeénes. L’exposition a la
lumiére du soleil méme pour quelques heures en particulier la partie d’UVB du spectre (285-
315nm) peut compleétement inactiver les conidies de Metarhizium anisopliae (Braga et al.,

2001)
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Il ya des différences significatives dans la sensibilité aux radiations, les micro habitats
jouent un role important en augmentant la persistance des conidies fongiques en fournissant
I’ombre des arbres (Inglis et al.,2001).

Malgré son effet nocif sur la persistance des conidies, la lumiére peut stimuler certaines
étapes du cycle évolutif des champignons entomopathogénes cultivés in vitro ou in vivo (Silvy
et Riba, 1989). De plus, afin d'assurer une protection contre ces rayons, les coelomycéetes, tels
que le genre Aschersonia, produisent des cellules conidiogénes dans des pycnides fortement

pigmentés (McCoy et al., 1990).

4.3.2. Température

La température est un autre facteur important qui peut affecter le taux de germination, la
croissance, la sporulation et la survie des champignons entomopathogenes. Hastuti et ses
collaborateurs (1999) ont démontré que 100 % des larves de Paropsis charybdis (Coleoptera:
Chrysomelidae) sont tuées par B. bassiana aprés une incubation de 21 jours a 35°C, alors que
93 % des larves sont mortes a une température d'incubation de 15°C. La température optimale
qui assure la survie d'un champignon difféere selon les taxa. Ainsi, les spores des
entomophthorales semblent é&tre plus sensibles que les spores de la plupart des
entomopathogeénes. Généralement, les températures au-dessus de 35°C empéchent la

croissance et le développement des champignons entomopathogenes.

Les variations de températures (€levées et basses) affectent la vitesse de I’infection des
insectes par I’inhibition de la germination des spores, ce qui affecte a son tour la formation du
tube germinatif et la pénétration a travers la cuticule de I'insecte. (Ekesi ef al., 1999 ; Fargues
et Luz., 2000 ; Soza-Gomez et Alves, 2000 ; Mitsuaki, 2004). Les conidies de B. bassiana et

de M anisopliae ne peuvent pas survivre plus que 15 minutes a 40°C (McCoy et al., 1990).

4.3.3. Humidité

L’humidité environnementale est un paramétre trés important pour la germination des
conidies dans la nature. Elle affecte aussi la persistance et la survie des champignons
entomopathogenes. La plupart de ces champignons exigent au moins 95 % de I'humidité

relative a la surface de l'insecte afin de germer (Hallsworth et Magan, 1999).
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Un certain nombre d’études a indiqué que les conditions séches juste aprés I’application
des champignons entomopathogenes sont moins pathogenes car les souches de Metarhizium et
Beauveria peuvent germer et infecter efficacement les insectes a une basse humidité a
condition qu’il y ait suffisamment d’humidité dans les microhabitats (Inglis et al., 2001).
L'humidité relativement élevée dans les endroits abrités fournit un micro-environnement

favorable pour le développement des spores (Liu ef al., 2003).

Les effets de la température et de I'humidité sont intimement reliés d'ou la tolérance de
quelques champignons a des températures extrémes lorsqu'il y a plus d'humidité ou lorsque la
condensation se produit aisément et la perte d'eau est réduite au minimum. Le vent peut aussi
modifier de maniere significative I'humidité microclimatique et considérablement influencer

le comportement fongique (McCoy ef al., 1990).

4.4 Effet du sol

Le sol constitue un réservoir naturel pour les insectes infectés par des mycetes fongiques
sur le feuillage qui plus tard tombent sur le sol (Keller et Zimmermann, 1989). En effet, les
champignons dans le sol sont protégés contre la dessiccation, le rayonnement ultraviolet et les
températures extrémes (McCoy et al., 1990). En général, la simple présence des microflores

dans le sol peut influencer I'efficacité des entomopathogenes (Groden et Lockwood, 1991).

Comprendre I'écologie des champignons entomopathogeénes dans l'environnement, en
particulier le sol est une chose importante, nécessaire pour l'application correcte de ces
champignons dans le champ. Meyling et Eilenberg (2007) fournissent un diagramme
schématique (Figure8) qui détermine I'écologie de Beauveria et de Metarhizium dans le sol et

comment ces especes sont dispersées ainsi que leur cycle dans I'environnement.
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B. bassiana B. bassiana B. bassiana
Endophytic Dispersal by wind: Infection of insects on
activity ? Dispersal by rainsplash; aerial plant parts
Dispersal by insect activity

B. bassiana; »| B. bassiana; M. anisopliae » B. bassiana;
Soil surface | M. anisopliae Infection of epigeal insects M. anisopliae
Cadavers
Conidia Conidia production

B. bassiana: M. anisopliae
Infection of subterranean
mnsects

A4
A4

persistence

B. bassiana
< Radial hyphal growth

M. anisopliae Rhizosphere competence ?

Figure 8: Les compartiments des écosystémes terrestres tempérés ou B. bassiana et M. anisopliae
se produisent naturellement (Meyling et Eilenberg, 2007)

5. Avantages de I’utilisation de Metarhizium anisopliae

Le Champignon M. anisopliae est devenu la pierre angulaire de plusieurs programmes de
lutte intégrée, notamment dans les secteurs agricoles ou la présence de résidus de pesticides
dans les aliments constitue une source de préoccupation majeure. Le champignon M.anisopliae

est inoffensif pour la santé¢ humaine, en plus d’étre sans danger pour I’environnement (Faria et

Wraight, 2001).

Plusieurs facteurs favorisent une plus grande utilisation de M.anisopliae dans le futur, en
particulier I’augmentation des couts sociaux résultant de 1’utilisation massive des pesticides
chimiques et de production des nouveaux insecticides chimiques. Les occasions d’utiliser cet
entomopathogene conjointement a d’autres agents de lutte biologique et a diverses pratiques
culturales et pesticides courants se sont accrues considérablement avec la découverte de
nouveaux isolats plus efficaces, I’optimisation des formulations et I’amélioration des procédés

d’application.
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Le champignon M .anisopliae comporte d’autres avantages. En effet, son activité
insecticide est plus rapide que d’autres agents entomopathogenes et sa durée de conservation
est longue. De plus sa production exige des milieux de culture relativement peu dispendieux.
Son application s’effectue a I’aide d’équipements standards, et ses effet sur les insectes
bénéfiques et les organismes non ciblés sont nuls a négligeables (Zimmermann 2007). Le
champignon M .anisopliae peut infecter 1’hote par ingestion ou par simple contact,
contrairement aux autres agents entomopathogénes, qui doivent étre ingérés pour infecter
(Cloutier et Cloutier 1992). Ce mode d’action particulier rend tous les stades (ceuf, larve,
adulte) sensibles. De plus, les conidies peuvent persister dans I’environnement par la

propagation des enzooties ou des épizooties.

6. Production de Metarhizium anisopliae

Le champignon M.anisopliae posséde deux phases de croissance. La phase végétative est
caractérisée par la croissance du mycélium formé d’hyphes et la phase reproductive est celle
pendant laquelle les spores sont formées et relachées dans I’environnement (Kamp et

Bidochka, 2002).

Selon les conditions de croissance, trois types de spores peuvent étre produits par le
champignon. Lorsqu’il croit en milieu solide, M.anisopliae produit des conidies aériennes. En
milieu liquide, il produit surtout des blastospore, des conidies submergées (Jenkins et al.,
1998). Les blastospores sont généralement de grande taille que les conidies et tendent a avoir
une durée de vie plus courte que celles-ci lors de 1’entreposage (Vega et al., 2003). Chez les
champignons M. anisopliae et Hirsutella thompsonii, les blastospores ont une stabilité limitée
et sont moins virulentes que les conidies (Hegedus et al., 1990). De plus, les blastospores sont
plus sensibles a la dessiccation que les conidies (Burges, 1998). Pour ces raisons, les

formulations contenant des conidies sont plus souvent utilisées sur le terrain.

Les champignons entomopathogenes peuvent étre produits de différentes facons : par
méthode simple en sacs plastiques en utilisant comme milieu du riz stérile, des grains
concassés de mais, de I’orge ou d’autres produits, en fermentation liquide ou en fermenteurs

semi-solides.
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La production en milieu solide présente 1’avantage qui est facile a réaliser et que les
conidies produites ont tendance a étre plus tolérantes a la dessiccation et plus stables que les
spores produites en culture liquide. Malheureusement, les méthodes de fermentation solide
présentent de nombreuses contraintes techniques et économiques (problémes de stérilisation
de substrats, échanges de gaz, contrdle de température, maintien d’une culture pure et
récupération du produit a partir du substrat). La fermentation liquide est une méthode plus
¢conomique. Elle assure un environnement nutritionnel homogene et les facteurs
environnementaux (pH, température, aération) sont facilement contrdlés par rapport a la

fermentation solide.

Plusieurs paramétres de croissance doivent €tre considérés afin d’obtenir de grandes
quantités de spores et une forte virulence de celles-ci. Il a été démontré que la température
d’incubation est un paramétre important lors de la production de champignons. La
température optimale peut varier non seulement entre les espéces de champignons, mais aussi
entre les isolats de la méme espéce (Jenkins et al., 1998 ; Lopez-Lastra et al., 2002 ; Mondal
et Bhattacharya, 2004 ). Pour Nomuraea rileyi, un autre entomopathogéne, la température
optimale pour la croissance optimale du mycélium se situe entre 22 et 26°C (Edelstein et al.,

2004).

D’autres part, une étude a démontré que la production de conidies de M. anisopliae était
plus importante a 20°C qu’a 23°C (Nelson et al., 1996). Le niveau d’humidité peut aussi
influencer la croissance et la sporulation de M.anisopliae. Des degrés d’humidité différents
ont permis la production de conidies. La photopériode normale (Nelson et al., 1996) ou a un
cycle de lumiére/obscurité¢ de 12 :12 (Kamp et Bidochka, 2002) pourrait aussi affecter la

production de conidies.

7. Formulation a base de champignons entomopathogénes

Pour obtenir les conditions optimales de production, on doit considérer non seulement le
rendement en conidies, mais aussi la stabilité des conidies.Les formulations granulées peuvent
etre obtenues soit par enrobage des spores préalablement récoltées (Leland et Behle, 2005),

soit par croissance et sporulation du champignon a la surface d’un support nutritif granulé.
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Ce premier procédé, déja appliqué a de nombreux microorganismes auxiliaires, facilement
industrialisable, est encore insuffisamment éprouvé au champ pour les champignons
entomopathogenes et ses perspectives d’utilisation agronomique ne peuvent pas etre

précisément estimés.

Les produits formulés, contenant de matériels tels que de protecteurs UV, d’huiles,
d’humectants et de nutriments pour stimuler la germination et la croissance des spores, ont un
grand potentiel pour obtenir des meilleurs resultats (Bateman, 1994; Burges, 1998 ; Goettel et
al., 2000 ;Wraight et al.,2001 ). Par exemple, les huiles permettent une meilleure adhésion et
un épandage adéquat des spores sur la cuticule hydrophobique de I'insecte (Ibrahim et al,
1999). De plus, les conidies des champignons entomopathogenes formulées dans 1’huile
veégétale pure et en présence d’adjuvants semblent etre plus résistances aux radiations UV que

les conidies non-formulées (Alves et al., 1998 ; Moore et al., 1993).

8. Les essais biologiques et I’évaluation de I’infection

Les tests biologiques ou les bio tests sont une forme d’expérimentation pour I’estimation de
la puissance d’une substance ou comparant I’efficacité¢ de deux ou de plusieurs substances par

le biais de la réaction qui suit leur application a la matieére vivante (Rangaswany, 1995).

En entomologie, le sujet (hote) peut €tre un insecte, le stimulus peut étre un pesticide ou un
agent microbien et la réponse peut étre le changement dans les caractéristiques des insectes
en termes de poids, de forme, de taille, d’appétit, de changement, de comportement ou de la
mort. La virulence peut étre mesurée dans un essai biologique en exposant un nombre connu
d’hotes a un nombre connu d’agents pathogenes et en observant le nombre de morts au cours

du temps (Reichelderfer, 1993).
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Chapitre II : Les Moustiques

1. Généralités sur les moustiques

1.1. Position systématique

Le moustique est le nom commun des insectes de la famille des Culicidés qui forme le sous

ordre des nématoceres dans 1’ordre des diptéres (Tableau 1). Leur corps est élancé et ils

possedent de longues antennes a plus de six articles. Leurs pattes sont fines et longues. Seules

les femelles sont hematophages.

Tableau 1 : Position systématique du moustique (Berchi, 2000)

Classification Dénomination Signification

Reégne Animalia Etre vivant hétérotrophe (se nourrissant de matiere organique)

Sous régne Metazoa Organisme eucaryote pluricellulaire

Embranchement | Arthropoda Corps segmenté (métamere) pourvu d’un squelette externe
(cuticule)

Sous-

embranchement | Hexapoda Possedent trois paires de pattes articulées

Classe Insecta Corps composé de trois parties(téte, thorax, abdomen) et
d’une paire d’antennes

Sous-classe Pterygota Adulte possédant deux paires d’ailes

Infra-classe Neoptera Ailes pourvues d’un champ jugal et repliées en arriére au
repos

Super-ordre Holometabola | Larves et adultes différent radicalement. La larve est aptere et
grandit sans changer de forme.

Ordre Diptera Une seule paire d’aile assure la fonction de vol, la deuxieme
assure la stabilité de I’insecte lors du vol (balanciers)

Sous-ordre Nematocera

Famille Culicidae Non vernaculaire : Moustiques

(Meigen,1818)
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La famille des Culicidés se divise en trois sous-familles : les Culicinae, les Anophelinae et
les Toxorhynchitinae (Figure 9). Cette derniére est formée d’un seul genre n’est pas
représentée en Europe occidentale (Duchauffour,1976;Matille,1993 ) ni en Afrique
Me¢éditerranéenne (Brunhes et al., 1999). Environ 3500 espéces sont décrites de part le monde
(Marquardt et al., 2005), dont trois-quarts environ sont originaires des zones subtropicales et

tropicales humides.

Figure 9 : Classification des Culicidae ou moustiques (Anopheles Group, 2012)

Une liste taxonomique rapportée par Brunhes et al.,(1999) mentionne 66 espéces présentes
en Algérie. Elles appartiennent a deux sous-familles, (Culicinae et Anophelinae) et se
répartissent en 6 genres : Anopheles (Meigen,1818), Culex (Linnaeus,1758), Culiseta
(Felt,1904), Aedes (Meigen,1818), Orthopodomyia (Theobalt,1904) et Uranotaenia (Lynch
Arribalzaga,1891)
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1.2. Bio écologie des moustiques

1.2.1. Cycle de vie

Les moustiques ont une métamorphose compléte, ils sont holométaboles. Ils sont présents
sur tous les continents sauf en Antarctique, a proximité de pi¢ces d'eau stagnantes, nécessaires

au développement de stades immatures (Lehane, 1991; Clements, 1999).

Les moustiques se développent dans deux milieux radicalement différents en fonction de
leur stade de vie : aérien au stade imaginal (adulte) et aquatique aux stades larvaires et

nymphals (Figure 10) (Clements, 1992).

Les individus immatures passent par quatre stades de développement larvaires successifs,
qui se nourrissent principalement de microorganismes, algues et détritus. Ils ont une
respiration aérienne qui se fait a I'aide d'un siphon (Culicinae) ou des stigmates respiratoires
(Anophelinae). Apres un stade nymphal de transformation complete de 1'organisme (Insecte

holométabole), I’'imago émerge pour investir le milieu aérien.

Figure 10: Cycle biologique des moustiques (Berchi, 2000)
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De 1'éclosion de I'ccuf au stade adulte, le cycle dure environ 15 a 20 jours, lorsque les

conditions de température et de nourriture sont favorables.

Les moustiques respirent a la surface de l'eau l'oxygéne aérien, sauf pour les genres
Coquillettidia (Dyar,1905) et Mansonia (Blanchard,1901) qui puisent l'oxygeéne circulant

dans les racines de certaines plantes aquatiques.

Les culex pondent leurs ceufs groupés, collés les uns aux autres formant une "nacelle"”
flottante. Les anopheles pondent leurs ceufs un a un a la surface d'eau généralement claires,
ombragées ou ensoleillées, herbacées ou non. Les ceufs d'4edes sont pondus isoler dans l'eau
ou sur des supports secs, car ils sont résistants a la sécheresse et peuvent attendre la mise en

eau plusieurs mois. Ils éclosent tres rapidement des qu'ils sont immergés (Rioux, 1958).

1.2.2. Comportement trophique

Les adultes se nourrissent de nectar de plantes, et apres accouplement la femelle recherche
un animal vertébré pour effectuer un repas de sang nécessaire au développement des ceufs.
Les femelles de certaines especes peuvent toutefois pondre sans avoir pris de repas de sang, il
s'agit alors d'une ponte autogeéne. Certains comportements imaginaux peuvent présenter un

intérét pratique (Riuox et Cousserans,2008).

Les différences de modes d'accouplement permettent de distinguer des especes eurygames
et stéenogames. Les premicres ont besoin de grands espaces pour effectuer leur vol nuptial
(Aedes detritus Haliday, 1833). Par contre, les especes dites sténogames s'accouplent au sol,
sur la végétation érigée (Aedes coluzii) ou sur les murs des grottes et des habitations (Culex

pipiens Linné,1758).

L'étendue des aires de dispersion dépend des capacités de déplacement, propres a chaque
espece (portée de vol de quelques metres pour Culex pipiens, de plusieurs kilomeétres pour
Aedes caspuius et Aedes detritus) et du vent. Mais, quelque soit l'espéce, les plus fortes
densités s'observent généralement au voisinage des gites larvaires, ainsi dans les milieux
ouverts ou la présence de vent est importante, les adultes trouvent un abri dans les arbustes les

plus proches.

25



Chapitre 11 : Les Moustiques

Certaines especes, qui évoluent habituellement a l'extérieur (exophiles), peuvent pénétrer
dans les habitations pour se nourrir (endophiles) et digérer le repas sanguin ou pour hiverner
(gites de diapause). Les espéces de moustiques sont plus nombreuses dans les zones
tropicales et équatoriales que dans les régions tempérées car ces insectes supportent mal les

¢carts thermiques.

Les femelles de moustiques n'ayant jamais pris de repas sanguin sont parfois capables de
donner une premiére ponte fertile. Ce phénomeéne, observé pour la premicre fois par Théobald
en 1901, est signalé par Roubaud (1929), qui lui attribue le nom d'autogenese par opposition a
l'anautogenese qui est la nécessité de prendre un repas de sang pour produire une premicre

ponte.

1.3. Intéréts dans I’écosystéme

Les moustiques représentent un maillon essentiel dans le fonctionnement d’un écosysteme
aquatique. En effet, par sa présence en grand nombre, ils représentent une biomasse
importante dont se nourrissent de nombreux organismes (batraciens, poissons...). Ils sont
ainsi un maillon important de la chaine trophique des zones humides. De plus, de part leur
régime alimentaire, les larves participent au processus de destruction de la mati€re organique.
Leur régime omnivore, avec I’ingestion de feuilles en décomposition par exemple, accélére la

décomposition des matiéres organiques dans les écosystémes aquatiques.

1.4. Nuisance et intérét médical

Les moustiques ont été toujours considérés comme source de nuisance pour I'homme, en
raison du fait qu'ils sont responsables des plus grandes endémies dans le monde, ils

constituent le groupe de vecteurs le plus important en santé publique humaine et vétérinaire.

Dans la sous famille des Culicinae les genres vecteurs des agents pathogénes sont: Culex,
Aedes et Anopheles. Sur le plan santé, la piqure par les adultes femelles de nombreux
Culicidés anthropophiles, nécessaire a la maturation des pontes, ne se résume pas seulement
au désagrément passager li¢ a la prise de sang (Failloux et Rodhain 1999). Cette prise directe
du fluide dans les capillaires sanguins va permettre a différentes formes de vies (virus,
protozoaires, ver et nématodes) d'exploiter les moustiques comme voie de transfert vers les

hotes vertébrés.
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Ainsi, les agents pathogénes comme par exemple les protozoaires (ex: Plasmodium
faciparum responsable du paludisme) utilisent le moustique comme vecteur puis I'homme
comme hote pour la réalisation de leur cycle biologique infectant ainsi a I'homme de

nombreuses maladies.

2. Le complexe Culex

2.1. Caracteéres morphologiques

2.1.1. Les ceufs

Les oeufs sont fusiformes et mesurent environ Imm de long. Généralement blanchatres au
moment de la ponte, ils s'assombrissent dans les heures qui suivent. Ils sont pondus dans l'eau,
réunis par 200 a 400 en nacelle (Figurell) dont l'arrangement leur permet d'étre

insubmersibles (Rioux, 1958).

Figure 11 : Aspect des (Eufs de Culex sp
(Berchi, 2000)

2.1.2. Lalarve

D'aspect vermiforme, le corps de la larve se divise en trois segments: la téte, le thorax trapu
et 'abdomen (Figure 12). Sa taille varie de 12mm en moyenne en fonction des stades et elle
est dépourvue d'appareil locomoteur. Son extrémité caudale est munie d'un siphon, long et

étroit affleurant a la surface de l'eau.
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Ce tube est muni de 5 clapets qui s'ouvrent sur deux orifices par ou l'air pénétre a l'intérieur
quand la larve monte a la surface de l'eau. Ces clapets se rabattent quand elle gagne les
profondeurs. Ses pic¢ces buccales sont de types broyeurs, adaptées a un régime saprophyte

(alimentation de type particulaire)(Kettle,1995).

Figure 12 : Morphologie générale d’une larve de IV ™ de Culicinae (Culex) (Kettle,1995).

2.1.3. La nymphe

La téte et le thorax de la nymphe fusionnent pour donner un céphalothorax sur lequel on
trouve deux trompes qui permettent a la nymphe de respirer. Sa forme globale rappelle celle
d’un point d’interrogation. Les orifices anal et buccal étant bouches, la nymphe ne se nourrit

pas (Figure 13). Ses palettes natatoires, situées sur I’abdomen, lui permettent de se déplacer

(Rioux, 1958 ; Cachereul, 1997).

Figure 13 : Aspect général d’une nymphe de Culicinae (Culex pipiens)
(Berchi,2000)
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2.1.4. L’adulte

Le Culex adulte mesure 3 a 6 mm de long (Figure 14). Les différentes parties sont :
La téte : est sombre, couverte d’écailles fourchues dressées et sombres entre lesquelles
sont situées des écailles blanches et des poils bruns. Sur les joues se trouvent des écailles

plus courtes formant une tache blanche (Kettle,1995 ;Andreo,2003 ).

Le thorax : est Composé de trois segments soudes (le prothorax, le mésothorax et le
métathorax), il porte les ailes et les pattes. Le thorax est brun recouvert d’écailles fauves

foncées avec quelques écailles claires sur les cotés.

L’abdomen : Gréle et allongé, il est composé de 9 segments terminés par 2 cerques,
appendices courts protégeant I’anus et I’orifice génital. Il est recouvert d’écailles claires,
brunes et blanches avec de longs poils sur la face dorsale. Une ligne longitudinale sombre
ainsi que quelques taches sombres sur les cotés ornent la face ventrale. Chez les males,
I’abdomen se termine en une armature génitale servant a maintenir la femelle durant
I’accouplement. Chez les femelles, on trouve un oviscapte qui intervient lors de la ponte

(Bussieras et Chermette, 1991).

Figures 14: Morphologie du moustique adulte vu de profil (Brunhes et al, 1999).
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2.2. Bio écologie du Culex
2.2.1. L’ eeuf

Les lieux de ponte de la femelle sont variés : ce sont les petites collections d’eau proches
des habitations comme les bassins, les citernes, les pots de fleurs, les vieux pneus, ou encore
les boites de conserve. La femelle dépose les ceufs, qui ont un diamétre inferieur a 1 mm
(Andreo, 2003), perpendiculairement a la surface de 1’eau en amas groupes (Figure 15). Une
femelle peut pondre jusqu'a 300 ceufs (Wall et Shearer, 1997), qui éclosent en 24 a 48 heures

lorsque la température de I’eau est suffisante.

Figure 15: (Eufs de Culex (Moulinier, 2003)

2.2.2. Lalarve
La larve sort de I’ceuf’; elle est disposée obliquement par rapport a la surface de I’eau
(Euzeby, 2008; Ripert, 1998) et se déplace par mouvements saccades. Son régime saprophyte
est constitue de plancton et de particules organiques ingérés grace a ses picces buccales de
type broyeur. Elle respire par un siphon (Figure 16). La larve évolue ainsi selon quatre stades
pendant 8 a 12 jours, avant d’atteindre le stade nymphal (Cachareul, 1997 ; Wall et Shearer,
1997).
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Figure 16 : Larves de Culex (Moulinier, 2003)

2.2.3. La nymphe

La nymphe a une forme de point d’interrogation (Euzeby,2008)et respire par des trompettes
respiratoires situées sur le céphalothorax (Figure 17) . Elle n’ingére par contre aucune
nourriture. Elle est extrémement sensible et plonge dans 1’eau au moindre mouvement percu
(Cachareul, 1997 ; Wall et Shearer, 1997). Culex pipiens reste sous cette forme pendant 2 a 4
jours. A la fin de cette période, la nymphe donne un adulte, male ou femelle. Cette étape se

fait généralement le matin (Ripert,2007).

Figure 17: Nymphe de Culex (Moulinier, 2003)
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2.2.4. L’adulte

Le male se nourrit exclusivement de suc et de nectar extrait de plantes, et meurt apres la
copulation. La femelle peut vivre 3 semaines a 3 mois selon la température et la qualité du
gite. Elle se nourrit du suc des plantes et est en plus hématophage, ce qui est indispensable a
la formation des ceufs (Ripert, 1998)(Figure 18).

Les adultes s’¢loignent peu des gites larvaires aprés 1’éclosion. Ils ne dépassent pas 3 km
de distance, sauf lors de vent violent qui pousse les Culex beaucoup plus loin.
L’accouplement se produit dans les 48 heures suivant I’émergence des femelles et avant le
premier repas sanguin. La femelle s’accouple en général une seule fois au cours du vol, dans
un large espace : c’est une espece dite eurygame (Moulinier, 2003). Le male est attiré par les
fréquences sonores ainsi que par des phéromones émises par la femelle .Apres
I’accouplement, la femelle part a la recherche d’un hote pour se nourrir de sang nécessaire a la
maturation des ovules. La ponte a lieu environ 5 jours apres le dernier repas (Moulinier,
2003). En automne, lorsque les journées commencent a raccourcir et que les températures
baissent, Les femelles cherchent un gite de repos et y passent plusieurs mois sans se nourrir :
c’est la diapause. Elles sont capables de survivre grace aux réserves lipidiques accumulées a
partir des sucs végétaux. Elles sortiront et recommenceront leurs repas sanguins a partir du

printemps (Robich et Denlinger, 2005).

Figure 18 : Culex adulte ou imago (femelle en haut a droite, male en bas a droite) (Moulinier,2003).
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2.3. Les principales nuisances causées par le genre Culex

2.3.1. Les Piqures

Chez I’homme comme chez I’animal, la piqure du moustique femelle provoque une
lésion ronde de quelques mm a 2 cm de diamétre souvent prurigineuse. Des réactions
allergiques a ces piqures peuvent apparaitre, dues a I’injection d’antigénes salivaires mais
pouvant aussi étre dues au simple contact avec le moustique ou ses excréments (Candace et
al., 2001). L’expression de cette allergie chez le chien peut étre aussi bien locale que
généralisée, et se manifeste par des plaques érythémateuses tres prurigineuses (Prelaud,

1991).

2.3.2. Transmission de maladies

L’espece Culex pipiens est connue comme €tant vecteur de plusieurs maladies notamment
des arboviroses. Savage et al., (1995) le considérent comme ’un des principaux vecteurs du
virus de ’encéphalite de Saint-Louis aux Etats-Unis. Il a été considéré aussi comme le
principal responsable de I’épidémie du virus West Nile qui a frappé les Etats-Unis en 2002
(Palmisano et al., 2005). En effet, le virus de la maladie du West Nile a été isol¢ a partir de 43
especes de moustiques, principalement du genre Culex. En Afrique et au Moyen-Orient, le
principal vecteur est Culex univittatus (Theobald,1901),bien que Culex poicilipes
;Culex neavei (Theobald,1901) ;Culex decens (Theobald,1901 ; Aedes albocephalus ou
Mimomyia spp ,jouent un réle important dans certaines régions. En Europe, les principaux
vecteurs sont Culex pipiens, Culex, Culex modestus (Ficalbi,1889) et Coquillettidia richiardii
(Ficalbi,1986). En Asie, Culex quinquefasciatus (Say,1823), Culex tritaeniorhynchus
(Giles,1901) et Culex vishnui(Theobald,1901) prédominent (Hubalek et Halouzka,1999). Aux
Etats-Unis (Andreadis et al.,2001), en Roumanie (Savage et al.,1999), en Bulgarie et en
République tchéque (Hubalek et Haluzka,1999), I’espéce Culex pipiens est le principal
vecteur, d’ou le virus a été également isolé.

La compétence vectoriclle de Culex pipiens pour cette maladie a été prouvée
expérimentalement dans plusieurs régions du monde. Par ailleurs, en plus de cette compétence
vectorielle, les femelles infectées de cette espéce sont capables de transmettre le virus a leur
progéniture (Farajollahi et al., 2005 ; Murgue et al., 2001), ce qui fait de ce moustique le

premier suspect du maintien et de la transmission de 1’enzootie du virus West Nile.
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Au Maroc, Culex pipiens joue un grand rdle dans la forte nuisance que connait la majorité
des zones urbaines. Son rdle dans la transmission des épidémies du virus West Nile qui ont
touché le Maroc en 1996 (Harrack et al., 1997, Murgue et al., 2001), et en 2003
(Schuffenecker et al.,2005), est fortement suspecté. Zientara et al.(2001), rapportent qu’en
Algérie des cas isolés chez I’homme ont été observés en 1994.

En Algerie, le Culex pipiens présente le plus d’intérét en raison de son abondance et sa

nuisance réelle dans les zones urbaines (Berchi, 2000).

3- Apercu général sur les moyens de lutte contre les moustiques

De part le monde, les premiers moyens de lutte furent I’élimination de certaines zones
humides permanentes ou temporaires (€tangs, marais, marécages, ¢tangs d’eau printanicre).
C’est le développement de I’¢limination de ces zones d’eau, et donc de 1’habitat naturel du
moustique, qui a permis de diminuer les populations de moustiques et d’éradiquer certaines
maladies (Boyer, 2006). Cependant, pour préserver ces milieux naturels, les recherches se
sont intensifiées pour développer de nouvelles stratégies de lutte contre les moustiques. C’est
ainsi que les premicres luttes insecticides ont commencé avec la lutte chimique.

En Algérie, grace a la campagne d’éradication du paludisme lancée en Algérie en 1968, le
nombre de cas a chuté¢ de manic€re considérable, passant de 95 424 en 1960 a 30 en 1978.
A cette date, le nord était déclaré indemne de paludisme a Plasmodium falciparum .

Dans les années 60, le sud de I’Algérie était faiblement impaludé. Aujourd’hui elle est la
région la plus affectée par le paludisme. En effet, le nombre de cas importés et autochtones ne
cesse d’augmenter d’année en année (Hammadi et al.,2009). Selon ce méme auteur, I’ Algérie
qui a été un pionnier mondial dans la lutte antipaludique, se trouve aujourd’hui dans une
situation épidémiologique certes favorable, mais I’environnement reste propice a une

réintroduction du paludisme.

3.1. La lutte chimique
Les premiers insecticides chimiques utilisés dans la lutte anti vectorielle sont les
organochlorés tout particulierement, le Dichloro-Tichloroéthane synthétisé la premiére fois en

1873 par Othman Zeidler et connu sous le nom de DDT.
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Cet insecticide décrit par Muller pour son efficacité insecticide ne fut reconnu qu’en 1939.
Il s’agit d’un insecticide de la famille des organochlorés agissant au niveau des cellules
nerveuses. Il s’accumule dans les membranes cellulaires et perturbe les équilibres cationiques
K'/Na" conduisant a des convulsions et des paralysies, puis la mort (Boyer, 2006). De part
son efficacité, il a longtemps été employé partout dans le monde (Mouchet,1995). Cependant,
le DDT qui a provoqué une véritable révolution dans la lutte contre les insectes, a été interdit
au bout d’un certain temps dans de nombreux pays a cause de son accumulation dans
I’environnement et d’éventuels effets néfastes sur la santé humaine(Mouchet,1994). Le DDT
a donc laissé place a d’autres insecticides organochlorés comme 1’aldrine, la dieldrine,
I’héptachlore et le lindane.

Bien que les insecticides chimiques se soient révélés tres efficaces sur les moustiques, ils
présentent plusieurs inconvénients. En effet, en plus de leur cout élevé, ils peuvent étre a
I’origine de divers problemes environnementaux. Pour Barbouche et al.,(2001),
I’accumulation significative de matieres actives dans les €cosystémes traités, aquatiques et
terrestres peut engendrer un probleme de pollution. Par ailleurs, les substances actives des
produits utilisés présentent un large spectre d’action et n’épargnent pas les organismes non
cibles. A tous ces inconvénients, s’ajoute aussi un probléme de développement de la
résistance aux insecticides chez les insectes traités (Georghiou et al., 1975 ; Sinegre et al.,
1977). Selon Georghiou et Lagunes-Tejeda (1991), plus de 500 especes d’insectes ont
développé en 1989, une résistance a une ou plusieurs familles d’insecticides. Ainsi, la
résistance des moustiques aux insecticides est connue dans de nombreux pays. Elle a été
constatée en 1958 au Cameroun (Mouchet ef al.,1960) a la suite de traitement au malathion de
Culex quinquefaciatus. Une baisse de sensibilité au malathion des souches de Culex pipiens
urbains et une faible résistance au fenthion sont observées par Chauvet et al.,(1971) a
Madagascar. Plus tard, Sinégre et al.,(1976) observent apres trois années de traitement au
chlorpyriphos sur le littoral méditerranéen, une baisse du niveau de sensibilité et méme une
résistance.

En Algérie, les travaux réalisés a Constantine par Berchi (2000) sur les populations
larvaires urbaines et périurbaines de Culex pipiens ont montrés une résistance vis-a-vis du

malathion, organophosphor¢ utilisé dans la lutte anti larvaire.
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Ce phénoméne de résistance rapporté par plusieurs auteurs comme ceux cités
précédemment, a amené la communauté scientifique a chercher des solutions de rechange a la

lutte chimique. La méthode alternative proposée est la lutte biologique.

3.2. La lutte biologique

La lutte biologique est l'utilisation d'organismes vivants pour prévenir ou réduire les
dégats causés par des ravageurs. Celle-ci s’illustre de différentes manieres.

La lutte par entomophage, qu’il soit parasitoide ou ravageur, s’effectue par 1’introduction
d’un animal ravageur de l’organisme cible. La lutte microbiologique est 'utilisation de
microorganismes (champignons, bactéries) qui infectent la cible souvent par ingestion. Si
l'organisme antagoniste doit étre laché ou inocule (en grand nombre) a chaque fois que
l'effectif du ravageur croit dangereusement, c’est la lutte biologique inondative. Enfin, aux
fronticres de la lutte biologique ; la lutte autocide (encore dénommeée lutte par males stériles)
a pour principe l'introduction en grand nombre, dans une population naturelle, d'individus
males de la méme espece rendus stériles mais au comportement sexuel intact.

Deux grands types de luttes biologiques ont été utilisés a I’encontre des moustiques.

La premiere méthode biologique est I'utilisation d’un poisson prédateur, la gambusie
(Gambusia holbrooki), qui a souvent été utilisée mais avec plus ou moins de succes (Pates et
Curtis 2005). Ce poisson est un prédateur généraliste a utiliser avec grande précaution pour
¢viter les dommages sur les autres organismes aquatiques. D’autres formes de contrdles
biologiques ont été tentées avec d’autres especes de poissons, de champignons, de bactéries,
de nématodes, des parasites protozoaires, des insectes prédateurs, mais peu d’entre elles ont
¢été concluantes et donc adoptées.

La deuxieme méthode est I'utilisation d’organismes microbiens tels que le Bacillus
sphaericus (Bs) et le Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti). Ces bacilles sont d’ailleurs
considérés comme des agents de controle biologique efficace (Becker 1998). Ils agissent sur
les larves des moustiques, des simuliides et des dipteres en général et sont aujourd’hui utilises
dans un large panel de gites larvaires, du fait de leur efficacité et leur spécificité qui respectent

largement la faune compagne.
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Dr’ailleurs, le Bt est le micro-organisme le plus utilise comme bio-insecticide et
représentent plus de 90% du marche des bio insecticides, mais seulement 2% a peine du
marche global des insecticides (Fargues et Bourguet, 2005). Bien que le développement d'une
résistance chez les moustiques n'ait pas encore été décelé avec ce composé, il est important de
poursuivre les études en vue d'¢laborer de nouveaux insecticides biologiques afin d'étre prét a
répondre a toutes éventualités.

Les champignons entomopathogénes sont des plus prometteurs. IlIs jouent un role
considérable dans la régulation des populations d'insectes (Roberts, 1973; Ferron, 1975). L'un
des plus intéressants appartient a la classe des Ascomycetes : il s’agit d’un pathogene

d’insectes connu sous le nom de Metarhizium anisopliae (Veen, 1968; Samuels et al. , 1989).
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Chapitre 3 : Les toxines (destruxines) élaborées par Metarhizium anisopliae

1. Les toxines fongiques

Les mycotoxines sont des composés naturels toxiques, élaborés par de nombreuses espéces
de moisissures. Ce sont des métabolites secondaires produits par les champignons et n’ayant
pas de role évident dans 1’économie de la cellule vivante qui les synthétise. Le terme
« mycotoxine » est apparu pour la premiére fois pour décrire les toxines impliquées dans une
maladie, inconnue a 1’époque, qui a tué pres de 100 000 volailles en Angleterre au début des
années 1960 (Blout, 1961). Rapidement, ce terme a été adopté pour désigner I’ensemble des
toxines sécrétées par les champignons.

Seule une vingtaine de mycotoxines a ¢été actuellement identifiée a des teneurs
significatives dans notre environnement (Hsieh, 1992).

Ces mycotoxines présentent des origines chimiques trés diverses correspondant a la
différence de leurs voies de biosynthése: il s’agit de composés dérivés des acides aminés
(alcaloides de I’ergot, acide aspergillique, acide cyclopiazonique, slaframine, gliotoxine,
roquefortine, sporodesmine), d’autres des polycétoacides (aflatoxines, ochratoxines, patuline,
citrinine, acide pénicillique, stérigmatocystine, z€aralénone) et d’autres sont des dérivés
terpéniques (diacétoxyscirpénol, fusarénone, désoxynivalénol, roridines, toxine T-2,

verrucarine) (Turner,1971, 1983; Steyn, 1980).

2. Les Destruxines

2.1. Définition des destruxines

Chez certains champignons entomopathogenes incluant Metarhizium anisopliae, 11 'y a
production de mycotoxines pendant la pénétration des hyphes dans I’insecte, Ces métabolites
secondaires jouent un réle important lors de l'invasion de l'insecte par le pathogeéne, puisqu '
ils accélerent la mort de I'hdte et permettent au champignon de proliférer plus rapidement
(Vey et al., 1986, Ignoffo, 1988; Ravallec ef al. ,1989).

Des protéases, des cytochalasines ainsi que la prodestruxine sont tous des métabolites
¢laborés par Metarhizium anisopliae. Cependant, les plus intéressants restent les

hexacyclodepsipeptides du groupe des destruxines isolés de ce champignon.
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2.2 Nature chimique des destruxines

Actuellement, 39 depsipeptides différents ont été identifiés (Liu et Tzeng, 2011).Les
destruxines sont caractérisées par un cycle commun de 5 acides aminés (B alanine, alanine,

valine, isoleucine, proline) .cyclisés par un a-hydroxyacide (Figure 19).

Figure 19 : Structure chimique des destruxines (Pais ef al.,1981)

Elles ont toutes un faible poids moléculaire. Trois d'entre elles sont produites en plus
grande quantité que les autres. Il s'agit de la destruxine A, de la destruxine B et de la
destruxine E.

La différenciation de ces trois structures se situe au niveau de I’acide a hydroxylé, qui
présente : soit une double liaison entre les carbones vy, 6 (DA), soit un groupement méthyle en
v (DB), soit un cycle époxyde en vy, 6 (DE) (Pais ef al., 1981). Ce groupe présente une
structure générale (Figure 20) qui peut en fonction des groupements R donner en plus de

destruxines différents analogues de structures (Tableau 2).

39



Chapitre 111 : Les toxines élaborées par le champignon Metarhizium anisopliae

Figure 20 : Formule générale des destruxines (voir tableau 2 pour les structures des
groupements R) (Pais ef al., 1981)

Tableau 2 : Différentes formes de destruxines

Destruxines R R’ R’
Destruxine A CH=CH, CH; CH;
Dihydrodestruxine A CH,CHj CH; CH;
Destruxine B CH(CHas), CH; CH;
N-Demethyldstruxine B CH(CHas), CH; H
Destruxine B2 CH(CHas), CH; CH;
Destruxine D CH(CH3)COOH H CH;
Destruxine E CHOCH, CH; CH;
Destruxine E diol CHOHCH,OH CH; CH;
Destruxine E chlorohydrin CHOCH,CI CH; CH;

2.3 Toxicité des destruxines

Il est généralement accepté que ces toxines jouent un rdle important dans le déroulement
de la pathogenese du champignon, pouvant méme causer la mort de I'hdte (Roberts, 1981;
Vey et al, 1987; Vey et Quiot, 1989). De plus, les destruxines posseédent une bonne toxicité
sur un large spectre d'insectes cibles (Fargues et Robert, 1986; Roberts, 1981) et semblent
pouvoir étre une alternative valable aux insecticides chimiques (Roberts, 1981). Ces toxines,
qui par ailleurs ont une action qui présente des traits communs a celle de la toxine du B.z .

(Vey et al, 1987) .

40




Chapitre 111 : Les toxines élaborées par le champignon Metarhizium anisopliae

Fargues et Roberts (1986) mentionnent les résultats de différentes études portant sur la
toxicité des destruxines (A, B et E) vis-a-vis des invertébrés. Les destruxines étaient mises en
contact avec les insectes par incorporation dans le substrat d'élevage, par ingestion forcée ou
par exposition du feuillage traité, plus de 10 espéces d'insectes (Dipteres, Lépidopteres,
Coléopteres) ont présenté A des degrés différents de toxicité en présence de ces substances.
D'autres études effectuées sur des diptéres ont démontré que l'activité cytotoxique de la
destruxine E était plus importante comparativement aux deux autres mycotoxines (Robert et
Fargues, 1986; Robert et al., 1986; Vey et al.,1987; Ravallec et al.,1989; Lepage et al.,1991).

Il a été démontré par d'autres auteurs que les destruxines, administrées par ingestion forcée
ou ingestion libre, provoquent chez l'insecte un effet cytotoxique précoce principalement au
niveau du mésentéron (Vey et al.,1987; Vey et Quiot, 1989). Parallelement, il a ét€ observé
lorsque les destruxines sont administrées par injection intracoelomique chez le 1épidoptere
Galleria mellonella une paralysie tétanique immédiate réversible (Roberts, 1981). Cette
paralysie serait attribuable a l'effet potentiel des destruxines sur des canaux Ca2 + endogenes
provoquant la dépolarisation des muscles (Samuels et al.,1988). De plus, selon ce méme mode
d'administration une détoxification rapide des destruxines par l'organisme de l'insecte a été
observée, celle-ci serait responsable entre autre de la réversibilité de la paralysie tétanique
(Lange et al.,1991 ;Jegorov et al.,1992). 11 est donc possible que la mortalité rapide observée
chez l'insecte soit causée principalement par l'attaque initiale des toxines au niveau de
l'intestin en créant une perturbation de la balance ionique, un peu a la maniére des toxines
protéiques du B.t. (McGaughey et Whalon, 1992). Lorsque cette attaque initiale est

importante, elle serait alors principalement responsable de la mort de I'insecte (Tableau 3).
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Tableau 3 : Activités insecticides des différentes destruxines (Liu et Tzeng, 2011)

Destruxines (Dx)

Especes (référence)

Références

Dx A Bombyx mori Kodaira, 1962, Suzuki ef al., 1971, Quiot et al., 1985
Cetonia aurata Fargues et al., 1985
Epilachna sparsa Kodaira, 1962
Galleria mellonella Kaijiang et Roberts, 1986, Calmes ef al., 1993, Dumas
et al., 1994, Loutelier et al., 1996
P Gupta et al., 1989a, Ast et al., 2001
Heliothis virescens
. Robert and Fargues, 1986
Musca domestica
. Fargues et al., 1985
Oryctes rhinocerus .
. Amiri et al., 1999
Phaedon cochleariae Amiri ef al.. 1999
Plutella xylostella ea.,
Dx A2 G. mellonella Loutelier et al., 1996
H. virescens Gupta et al., 1989a
Dx A3 (4) Coptotermes formosanus Wahlman and Davidson, 1993
Dx A4 (5 Drosophila melanogaster Krasnoff et al., 1996
. Krasnoff et al., 1996
Rhagoletis pomonella
Dx AS (6) D. melanogaster Krasnoff et al., 1996
Krasnoff et al., 1996
R. pomonella
DesmethylDx A (8) C. formosanus Wahlman et Davidson, 1993
Dx B2 (12) G. mellonella Loutelier et al., 1996
. Gupta et al., 1989a
H. virescens
DesmethylDx B G. mellonella Loutelier et al., 1996
. Gupta et al., 1989a
H. virescens
Dx C G. mellonella Loutelier et al., 1996
Dx C, G. mellonella Loutelier et al., 1996
DesmethylDx C C. formosanus Wahlman et Davidson, 1993
Dx D (23) Loutelier et al., 1996

G. mellonella
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Suite du tableau 3

B. mori

Brevicoryne brassicae
C. aurata

Culex pipiens

Dx E (26) Delia antiqua
D. melanogaster

Empoasca vitis

G. mellonella

Quiot ef al., 1985
Robert et Riba, 1989

Fargues et al., 1985
Vey et al., 1987

Poprawski et al., 1985
Vey et al., 1987
Poprawski et al., 1994

Fargues et al., 1986, Calmes ef al., 1993, Dumas et al.,
1994, Loutelier et al., 1996

Dx E chlorohydrin G. mellonella

H. virescens

Loutelier et al., 1996
Gupta et al., 1989a

Dx E diol G. mellonella

Loutelier et al., 1996

Dx F (33) Coptotermes formosanus

Wahlman et Davidson, 1993

En plus de I’effet insecticide et I’activité phytotoxique, les destruxines montrent une

grande variété d’activités biologiques. Des effets importants ont été observés sur des cellules

de leucémie L1210 et les lymphocytes de la rate traitées avec les destruxines (A, A, B, Bl et

E).(Morel et al., 1983). La destruxine E semble étre essentiellement plus efficace que les

destruxines A et B dans I’activité antiproliférative sur les cellules néoplasiques mammiferes

dans des analyses in vitro avec les néoplasmes P388 murins (Morel ef al., 1983; Odier et al.,

1987, 1992). La destruxine B et homodestruxine B ont montré également des effets

suppressifs sur I’antigene viral de ’hépatite B. Elles ont été considérées en tant que candidats

potentiels pour le développement de nouveaux agents d’anti hépatites (Sun et al.,1994; Chen

et al,1995;1997).Tandis que la destruxine A4 chlorohydrin a agi en tant qu’inducteur

d’erythropoietin (Cai et al., 1998).Les destruxines A et B ont montré un effet inotropique

positif avec chronotropie negative sur le tissu cardiaque de rat (Tsunoo ef al., 1997; Tsunoo et

Kamijo, 1999).
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2.4. Production des destruxines

La grande majorité des destruxines ont été isolées a partir des cultures du champignon
entomopathogene Metarhizium anisopliae, cependant quelques destruxines ont été produites
par des champignons pathogeénes des plantes. Les destruxines A et B ont été d’abord
identifiées comme métabolites secondaires du champignon O.destructor (Kodaira, 1961),
elles ont été également isolées a partir de culture du champignon Trichotecium roseum
,(Tsunoo et al., 1997) avec la destruxine A et homodestruxine B. La destruxine B est la
principale toxine produite par le champignon pathogéne Alternaria brassicae ( Ayer et Pena-
Rodriguez ,1987 ; Bains et Tewari ,1987). L’homodestruxine B a été isolée la premicre fois
dans les cultures d’Alternaria brassicae avec la destruxine B, desmethyldestruxine B (Ayer et
Pena-Rodriguez, 1987) et la destruxine B, (Buchwaldt et Jensen, 1991).

La destruxine E diol a été isolée a partir de M.anisopliae (Cherton et al., 1991).La
protodestruxine a été isolée a partir d’une souche mutante de M.anisopliae tandis que
plusieurs chlorohydrines ont été isolées a partir de la souche sauvage. Les pseudodestruxines
A et B sont les nouveaux destruxines les plus récemment isolées, elles sont produites par le
champignon Nigrosabulum globosum (Che et al., 2001). L’isolement des analogues de
destruxines, brusapheloades (A et B) et roseotoxines B a partir de Trichotecium roseum ont
¢té également étudiées (Engstrom et al.,1975; Springer et al.,1984)(Figure 21). Cependant ces
composé€s n’ont pas ét¢ nommés destruxines car ils ont été isolés et extraits la premicre fois a

partir des champignons différents de M.anisopliae.

Figure 21 : structure chimique des analogues des destruxines, roseotoxines B(R=-CH,CH=CH,, R’=
-H,R’’=-Me), brusapheloades B (R= CHMeCH,Me , R’=-Me, R’’= -H), roseocardin (R= CH2CHMe2,
R’=-H, R”=-Me)
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2.4. Méthodes d’identification et de détection des destruxines

2.4.1. Chromatographie sur Couche Mince(CCM)

L’utilisation de la CCM, permet une détection et une quantification des destruxines.
Plusieurs protocoles ont ainsi été développés, notamment pour la recherche des destruxines a
partir d’une culture de Metarhizium anisopliae. D’aprés Donald et Roberts (1969), les
paramétres de CCM idéaux pour la détection des destruxines sont les suivants: Type de
couche mince: gel de silice (silica gel); solvant de séparation: Chloroform/Methanol (19:1,

v/v); Systeme de détection: une lampe UV (365 nm) et une révélation par la vapeur d’iode.

2.4.2. Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC/MS)

Ces toxines ont ¢été¢ isolées dans les extraits organiques obtenus a partir des cultures
fongiques (EtOAc, CCls, CH,Cl,); la chromatographie de gel de silice et la chromatographie
liquide a phase renversée ont été utilisées (Pais et al, 1981; Ayer et Pena-Rodriguez, 1987;
Bains et Tewari, 1987 ; Samuels et al, 1988; Gupta et al., 1989a,b; Buchwaldt et Jensen,
1991; Che et al., 2001).

La quantification de divers destruxins en extraits des cultures fongiques de M. anisopliae a été
effectuée par HPLC en utilisant des courbes d'étalonnage des destruxins pures (Loutelier et al,
1996; Chen et al.,1999). La spectrométric de masse en bombardement par atomes rapides
(FAB-MS) a été une méthode trés utile pour l'analyse des destruxines dans les extraits
fongiques bruts (Lange et al.,1991 ,1992; Loutelier et al.,1996).Des méthodes plus récentes
incluent la spectrométriec a temps de vol (TOF) avec l'ionisation chimique a pression
atmosphérique (LC-APCI-MS) (Jegorov et al.,1998) et [’ionisation electrospray (ESI-MS)
ont été appliquées pour I'identification et la caractérisation des destruxines (Potterat et al.,

2000 ; Liu et Tzeng, 2011).
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Chapitre I : Isolement et Identification du champignon entomopathogéne
Metarhizium anisopliae

L’isolement sélectif des champignons entomopathogénes , a partir du sol , pose un réel
probleme. En effet trop de substrats favorisent les champignons parasites et les bactéries a
croissance rapide et empéchent de ce fait un isolement facile des champignons
entomopathogénes qui ont un temps de génération relativement long (Doberski et al., 1980 ;
Milner et al., 1992).

Plusieurs méthodes ont été utilisées pour I’isolement sélectif des entomopathogenes. Elles
reposent essentiellement sur le développement de milieux appropriés et I’addition aux milieux
d’isolement des substances inhibitrices (antibiotiques et fongicides) stoppant la croissance des
germes envahisseurs (Beilharz ef al.,1982, Chase et al., 1986, Liu et al., 1993, Fernandes et
al., 2010).

L’identification des champignons entomopathogenes repose principalement sur 1’étude de
plusieurs caractéres morphologiques correspondant a la présence, 1’abondance et Ia
disposition des hyphes du mycélium aérien, la présence de spores et leur forme. Ces méthodes
d’identification ont été abandonnées par plusieurs chercheurs pour les remplacer par les
techniques moléculaires. Ces approches moléculaires sont souvent utilisées pour leur rapidité
et efficacit¢ (ST Leger et al., 1992, Bridge et al., 1993, Dong et al., 2007). Parmi les
méthodologies employées, la réaction en chaine de la polymérase (PCR) est largement
pratiquée. Le gene ADNr 18S et les régions ITS sont 1’outil principalement utilisé pour
I’identification moléculaire des champignons.

Dans cette étude, nous nous proposons dans une premicre étape, d’isoler sélectivement et
de purifier des souches fongiques entomopathogénes du genre Metarhizium a partir de
plusieurs échantillons provenant des sols agricoles céréaliers. La seconde étape consiste a
I’identification moléculaire par amplification d’un fragment du gene 18S, en utilisant des
amorces universelles. Cette technique a permis dans plusieurs travaux de recherche antérieurs

d’identifier un nombre important de champignons filamenteux (Driver ef al., 2000).
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1. Matériel et méthodes

1.1. Prélevement des échantillons

Les échantillons du sol utilisés pour ce travail proviennent de trois sols agricoles
céréaliers de la région de Constantine (BIé: Ain-El-Bey, El Khroub et Mais : Hamma
Bouziane) ont été prélevés par la technique de Pochon et Tradieux (1962). Aprés avoir écarté
les cinq premiers centimétres de sol, une quantité suffisante de terre est prélevée du sol,
jusqu’a 10 centimetres de profondeur, puis déposée a 1’aide d’une spatule sur une feuille
d’aluminium stérile. Aprés un premier tri, €cartant les pierres et les débris végétaux,
I’échantillon est récupéré dans un flacon stérile. Les échantillons ont été ensuite transportés au
Laboratoire de Mycologie, Biotechnologie et de I’Activit¢é Microbienne et traités

immédiatement.

1. 2. Milieux d’isolement

Trois milieux synthétiques (composition en annexe 1) ont été utilisés pour I’isolement du
champignon entomopathogeéne Metarhizium anisopliae:

» SDAY (Sabouraud dextrose agar yeast)

» ODA (Oatmeal dodine agar)

» PDAY( Potato dextrose agar yeast)

La croissance bactérienne a été inhibée par I’addition de Streptomycine aux milieux de

culture a une concentration de 50 pg/l (Botton et al., 1999).

1.3. Méthode d’isolement

Pour préparer les suspensions du sol, 1g de chaque échantillon a été dilué¢ dans 9 ml d’eau
distillée stérile (Clark et al., 1985 ; Ulacio et al.,1997), puis une série de dilutions décimales a
été effectuée sur les trois types d’échantillons.

Apres la préparation des dilutions, une agitation vigoureuse a l’aide du Vortex a été
réalisée afin de permettre une bonne homogénéisation des solutions. A chaque échantillon, il a

¢été attribué un code désignant son origine et son degré de dilution.
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Par ailleurs, les milieux ont été ensemencés par étalement dans des boites de Pétri a raison
de Iml par dilution (Ikasari et Mitchell, 1994). Les boites ont été incubées a 28°C a

I’obscurité et observées quotidiennement pendant trois semaines.

1. 4. Purification et conservation des souches isolées

Les colonies fongiques obtenues ont subit une purification, en réalisant les repiquages
successifs nécessaires jusqu’a obtention d’une souche pure, confirmée par 1’observation
microscopique. Les souches, ainsi obtenues, ont été conservées selon trois techniques :

» Conservation sur gélose inclinée sur milieu PDA a 4 °C pour une durée de deux mois
environ.

» Au congélateur a —20 °C apreés culture liquide et en présence du glycérol (20 %, v/v)
utilis€ comme cryo-protécteur pour une durée plus longue.

» Les tubes contenant des cultures en gélose inclinée sur milieu PDA sont remplis de
I’huile de paraffine, cette technique permet une bonne conservation, aussi longue que

celle de la congélation.

1.5. Méthodes d’identification

L’identification des champignons fait essentiellement appel aux caractéres culturaux

(Identification macroscopique) et a la morphologie (identification microscopique).

1.5.1. Identification macroscopique

Les caracteres morphologiques et culturaux ont été déterminés apres ensemencement des
souches pures sur les milieux de cultures spécifiques cités ci-dessus. Les milieux sont coulés
sur des boites de Pétri, ils ont été ensuite ensemencés par quelques spores ou une petite
bouture mycélienne prélevée auparavant a I’aide d’une anse de platine stérile et déposée au
centre de la boite.

L’évaluation de I’ampleur de la croissance et du développement a été observée apres
7, 14 et 21 jours d’incubation a 28°C. Ce suivi réalisable a I’oeil nu mais aussi grace a un
binoculaire permettant ainsi de rassembler des indices révélateurs sur 1’identité de nos

souches (couleur du mycélium aérien et sa variation au cours du temps, couleur du revers de
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la boite, production de pigment diffusible, présence ou absence de gouttelettes sur le

mycélium etc...)

1.5.2. Identification microscopique

L’observation in situ de la morphologie des chaines de spores et celle du mycélium s’est

faite en employant deux techniques différentes.

1.5.2.1. Réalisation d’un montage du matériel & examiner

Les préparations microscopiques se font a 1’état frais en milieu liquide entre lame et
lamelle. La manipulation consistait a mettre un petit fragment mycélien sur la lame propre
placée entre deux becs Bunsen en présence d’une goutte du liquide de montage (lactophénol).
Celui-ci a été légerement dilacéré avec deux aiguilles afin d’éviter la réalisation d’une
préparation trop dense et inobservable (Botton, 1990), puis a été recouvert délicatement

d’une lamelle en évitant de créer des bulles d’air ou des débordements.

1.5.2.2. Réalisation de la culture sur lamelle

Cette technique est appliquée essentiellement aux champignons dont la structure est
particuliérement fragile, qui subissent alors un examen microscopique spécial qui consiste a
préparer une culture observable directement au microscope.

Une lamelle stérile a été insérée délicatement dans un milieu gélosé de manicre a former un
angle de 45°. Une goutte de 1’inoculum (suspension de spores) a été déposée contre la lamelle
en contact avec le milieu nutritif. Aprés 14 jours d’incubation a 28°C, la lamelle a été retirée

délicatement de la gélose, déposée sur une lame et examinée au microscope.

1.5.3. Caractérisation moléculaire des isolats de Metarhizium
1.5.3.1. Extraction de ’ADN génomique

Les isolats de Metarhizium ont été sélectionnés initialement sur milieu sélectif ODA
(Oatmeal dodine agar), puis maintenus a 4°C. Pour obtenir du matériel frais, ils ont été
réensemencés sur milieu nutritif SDA (Sabouraud dextrose agar) et placés en chambre de

croissance pendant 7jours a 27°C.
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L’extraction de I’ADN a été réalisée au sein du Laboratoire de Biologie Moléculaire,

Hopital La Croix Rousse- Lyon, France) en utilisant le Kit Quiagen (Réf : 51304).

Un volume de 200ul a été prélevé de la culture puis sonifiqué pendant 40min, ensuite 20ul
de protéase K ont été ajoutés aux 200ul d’échantillon pour dénaturer toutes les enzymes. La
lyse de la paroi cellulosique des spores fongiques a été réalisée dans du tampon AL. La
suspension a été vortexée jusqu'a dissolution compléte du culot et incubée a 70°C pendant

10min. Aprés I’incubation 200u1 d’éthanol absolu ont été rajoutés afin de précipiter I’ ADN.

La suspension a été pipetée (y compris le précipité qui a pu se former) et transformée dans
une colonne placé dans un tube de 2ml (fourni dans le kit), puis centrifugée 1min a 6000g. La
colonne a été remise dans un nouveau tube de 2ml, ensuite elle a été¢ lavée avec 500ul de
Tampon AWI1 puis centrifugée 1min a 6000g. La colonne a été remise une deuxieme fois
dans un nouveau tube de 2ml et a été lavée avec 500ul de AW2 et centrifugée 3min a vitesse
maximale, par la suite la colonne a été placée dans un tube Eppendorf 1.5ml et éluée avec
50ul d’eau distillée préchauffée a 60°C. Une incubation de 14min a été faite avant une
centrifugation d’une minute a vitesse maximale. 50ul de la solution ont été récupérés et Sul

ont été utilisés pour I’amplification de I’ADN.

L’ADN extrait a été conservé a -40°C dans une boite numérotée et identifiée dans le

congélateur.

1.5.3.2. Amplification de ’ADN fongique (PCR)

L’objectif était d’identifier et de différencier les isolats de Metarhizium a 1’aide d’un outil

moléculaire.

La PCR consiste a amplifier sélectivement une séquence particuliere d’ADN par action
d’une ADN polymérase thermostable. L’amplification s’effectue sur un fragment d’ADN a
partir de deux amorces oligonucleotidiques s’appariant spécifiquement aux extrémités des
deux brins complémentaires qui délimitent la partie d’ADN a amplifier. Le marqueur
moléculaire choisi dans cette étude phylogénétique est le genre ribosomal 18s, tres représenté
dans les banques de données. Ce marqueur nous permettra d’affilier nos séquences avec celles
d’organismes connus. Deux amorces universelles ont été¢ utilisées (ITS1 et ITS4).

L’amplification est réalisée par un volume de 200ul. Les réactions de PCR ont eu lieu dans le
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thermocycleur (LightCycler 2.0 Roche).Les micro tubes contiennent 2pl de I’ADN (200ng/pl)

et 20ul d’un mélange réactionnel.

La composition du milieu réactionnel et les cycles employés figurent sur les tableaux 4 et 5.
ITS1: TCCGTAGGTGAACCTGCGG (Tm= 58°C)

ITS4: TCCTCCGCTTATTGATATGC (Tm=65°C)

Le mélange réactionnel (Tableau 4) était composé de : 2ul. ITS1, 2ul. ITS4, 2ul. ADN,
2uL Fast Start Master Mix, 1.6uL. MgCl,, 10.4uL. H,0. Les conditions d’amplification par
PCR ont été : une dénaturation initiale a 95°C pendant 10 minutes suivie de 45 cycles de
dénaturation a 95°C (10 secondes), Hybridation a 58°C (10 secondes) et ¢longation a 72°C

(40 secondes). Une ¢élongation supplémentaire a 72°C (5 minutes) a ¢été réalisée (Tableau 5).

Tableau 4 : Composition du milieu réactionnel (PCR)

Composés Volumes (ul)
ITS1 2
ITS4, 2
ADN 2
Fast Start Master Mix 2
MgCl, 1.6
H,0 10.4

Tableau S: Les cycles d’amplification employés (PCR)

Etapes Températures (C°) Temps
Pré dénaturation 95 10 min
Dénaturation 95 10s
45 Hybridation 58 10s
Cycles | Elongation 72 40 s
Elongation supplémentaire 72 5 min
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1.5.3.3. Purification des produits PCR

La purification des PCR pré-séquencage a été réalisée par la méthode dite EXOSAP
(Biofidal). Des plaques PCR et adhésif de fermeture ont été utilisées. Dans un tube de 1,5ml,
un mix EXOSAP a été préparé par 100 réactions (Tableau 6).Ensuite une répartition de 2ul de
ce mélange dans chaque puits avec un volume d’ADN nécessaire a la réaction de séquence,
Les plaques PCR ont été mises dans un thermocycleur (Programme EXOSAP) (Tableau 7).
En fin de cycle, une récupération des produits dans un bloc froid conservant les réactions a

+4°C.

Tableau 6 : Composition du Mix EXOSAP

Réactifs Volume (ul) Volume (ul) pour100 réactions
ADN X
Exonuclease 1 (20U/ul-20000U) 0.05 5 uL
Shrimp Alkaline Phosphatase (1U/ul- 0.70 70 uL
5000U)
H20 gsp 2uL 1.25 125 uLb

Tableau 7: PCR Programme EXOSAP

Température Temps Répétition
37°C 20:00
92°C 20:00 1
11°C indéfinement

1.5.3.4. Séquencage de PADN

Le séquencage a été effectué selon la technique de Sanger avec le Kit Big Dye Terminator
V3.1 (de la société Lifetechnologies) automatisée au laboratoire Biofidal (Avenue Gabriel
Péri 69120 Vaulx en Velin, Lyon France) (Tableau 8).Une réalisation d’abord d’un mélange
(Premix + dilution Buffer + Taq) pour ’ensemble des réactions, qui ont été repartis dans les
puits de la plaque PCR ou se trouve déja ’ADN qui a été purifié par EXOSAP. La plaque a

¢été ensuite scellée et placée dans le termocycleur (Tableau 9).
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Tableau 8: Composition Kit Big Dye

Réactifs Volumes pour une réaction (ul)
ADN X
Amorce (a 10 uM) 0,5a1pl
BigDye V3.1 Ready Mix 1
BigDye Dilution Buffer 5 X 2
Taq (Termi Pol 5U/pl) 0,1
H20 QSP 11 pl

Tableau 9: Programme PCR (Kit Big Dye)

Température Temps Nombre de cycles
95°C 3 :00 min 1
95°C 0 :15 min
51°C 0 :15 min 35
60°C 3 :00 min
11°C For ever 1

1.5.3.5. Purification des séquences

La purification des réactions de séquences a été réalisée avec le Kit CleanSeq (de la société

Agencourt), une purification sur kit Billes magnétiques SPRI. (Le protocole est détaillé dans

I’annexe 2).

1.5.3.6. Analyse des séquences

Les résultats du séquengage des souches fongiques ont été obtenus sous forme
d’¢électrophorégrammes bruts sous logiciel ChromasR (Annexe 3). Les alignements du couple
des séquences sens / antisens ont été effectués par le logiciel Clustal X pour définir la

séquence consensus. (Larkin et al., 2007).
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1.5.3.7. Comparaison des séquences avec la banque informatique

Les séquences d’ARNr 18s obtenues ont été soumises a une recherche d’homologie de
séquences en utilisant le programme BLAST (Blast local Alignement Search Tool) sur le site
NCBI (National Center For Biotechnology Information) pour rechercher les séquences les

plus proches déposées dans Genbank (http:// www.ncbi.nhm.gov/blast: (Altschnl ef al., 1997).

1.5.3.8. Analyse phylogénétique

L’analyse phylogénétique consistait a évaluer les divergences entre plusieurs séquences :
plus le nombre des substitutions entre deux séquences est ¢leve, plus la probabilité que ces
deux séquences aient un ancétre commun est fiable. L’arbre phylogénétique est une

représentation des résultats obtenus.

1.5.3.9. Méthodes de reconstruction d’arbres phylogénétiques

Apres avoir aligné les séquences, les arbres phylogénétiques ont été construits avec le
programme Mega version 5 (Kumar et al, 2008). Ce programme permet d’utiliser des
méthodes mathématiques modélisant différentes hypothéses quant a I’évolution des génes, et
génere des arbres phylogénétiques représentant les relations entre organisme. La méthode
utilisée pour la construction d’arbres est : la méthode du « Neighbor Jouring » (Saitou et Nei,
1987) : elle est la plus utilisée en microbiologie, c’est une méthode de distance, elle est basée
sur le nombre moyen de substitutions nucléotidiques entre des séquences prises deux a deux.
Elle permet de trouver les paires de séquences voisines qui minimisent la somme des
longueurs des branches a chaque étape de regroupement. C’est une méthode relativement
rapide, qui génere un arbre selon 1’évolution minimale et donne de bons résultats pour des
séquences proches. Cependant elle n’est pas utilisable pour des séquences tres €¢loignées, et
elle traite toutes les substitutions de maniére équivalente ce qui induit une perte
d’informations comme dans toutes les méthodes de distance (Ex : UPGMA), la méthode du
Neighbor Jouring sous estime le nombre d’événements mutationnels car les substitutions
sont simplement dénombrées et ne sont pas pondérées. Or des phénomeénes de mutations

multiples peuvent se produire.
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Différentes corrections ont été proposées pour tenter de corriger ce biais en faisant des

hypotheses sur la fagon dont les bases se sont substituées a un locus donné.

La correction de Kimura (1980) repose sur I’hypothése que les transitions se produisent a
des taux ¢élevés que les transversions : le poids des transversions est double par rapport a celui

des transitions.

Par ailleurs, la robustesse des arbres a été testée par la méthode du bootstrap (Felsentein,
1985). Cette méthode d’analyse par échantillonnage permet d’évaluer la robustesse de chaque
embranchement en donnant une mesure statistique de la confiance qui peut lui étre attribuée.
L’échantillonnage consiste a redistribuer les sites de fagon aléatoire et a créer les topologies
d’arbres correspondantes. L’opération est réalisée 100 a 1000 fois. La valeur de bootstrap
d’un embranchement correspond a sa fréquence d’obtention sur les différentes topologies

obtenues.
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2. Résultats

2.1. Isolement des champignons entomopathogénes

L’isolement des champignons entomopathogénes a été effectué a partir de 3 échantillons
de sols agricoles céréaliers (Blé et Mais). Quatre souches de champignons entomopathogénes
ont été isolées. Au bout de 21 jours d’incubation a 28°C, les champignons apparaissent et se
développent lentement. Ils ont été repérés d’aprés leurs aspects macroscopiques

caractéristiques et purifiés afin d’obtenir des cultures pures.

L’isolement a partir des quatre échantillons de sols agricoles sur les trois milieux de

culture (ODA, SDAY et PDAY) a conduit aux résultats rassemblés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 10 : Les ¢échantillons de sol et leurs sites de prélevement

Type de sols Site Nombre d’isolats
ODA SDAY PDAY
Bl¢ Ain el Bey 0 1 0
BI¢ El Khroub 1 0 0
Mais Hamma 2 0 0
Bouziane

Parmi les trois milieux sélectifs utilisés, le milieu ODA additionné d’antibiotiques et de
fongicides s’est montré efficace en permettant une bonne récupération des champignons

entomopathogénes a partir des milieux naturels en comparaison avec les deux autres milieux

utilisés (Tableau 10).

2.2. Identification des isolats

2.2.1. Caracteéres morphologiques et culturaux

En se basant sur les clés de détermination des genres fongiques a savoir les caracteres
culturaux et morphologie microscopique (la taille, la forme et 1’arrangement des conidies
sur le conidiophore) établies par Bischoff ef a/.,(2009), il s’est avéré que les quatre isolats

fongiques appartiendraient au genre Metarhizium.
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2.2.2.1. Aspect macroscopique

Apres ensemencement sur les différents milieux de culture gélosés, les colonies des
souches M1, M2, M3 et M5 apparaissent au bout de 7 jours d’incubation a 28°C et a
I’obscurité. Les caractéres culturaux des isolats; Metarhizium sp;, Metarhizium sp;,
Metarhizium sp; et Metarhizium sps sur les 3 milieux de culture gélosés utilisés qui favorisent

leur sporulation et leur différenciation sont rassemblés dans le tableau 11.

Tableau 11 : Aspects macroscopiques des quatre souches isolées

ODA SDAY PDAY

Metarhizium
sp1 (M1)

Metarhizium
Sp2 (M2)

Metarhizium
sps (M3)

Metarhizium
Sps (MS)
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Toutes les souches (M1, M2, M3 et M5) se développent sur tous les milieux utilisés avec

différents degrés de croissance allant d’une croissance faible a une croissance abondante.

- Sur les milieux ODA et PDAY, la totalité des souches a donné des colonies poudreuses de

couleur blanche devenant verdatre foncée apres la maturation, contournées a leur périphérie.

- Sur le milieu SDAY, les colonies ont présenté, au début, un mycélium blanc plat d’aspect
cotonneux sur lequel les spores ont formées de petits ilots. Plus tard, elles sont devenues

jaunatres verdatres apres la maturation des spores avec un aspect poudreux.

Au 21™ jour d’incubation, pratiquement toutes les souches apparaissent pigmentées. C’est
la maturation des cultures, des gouttelettes d’eau de couleur jaune sont déposées a la surface
des colonies, elles apparaissent apres la maturation du mycélium aérien. Elles sont différentes
de celles dues a I’humidité (condensation lors de I’incubation) du fait qu’elles sont

pigmentées et ne sont présentes que sur le mycélium aérien.

2.2.1.2. Aspect microscopique (Technique des lamelles)

Apres 14 jours d’incubation, les lamelles sont retirées de la gélose et déposées sur une
lame, puis observées au microscope optique. Il apparait que toutes les souches ont développé
un mycélium de substrat, ce mycélium se présentait sous forme de longs filaments ramifiés

cloisonnés.

De point de vue microscopique, les quatre isolats ont été caractérisés par un mycélium
hyalin, cloisonné et ramifié.Les conidiophores qui se sont formés sur le mycélium sont
ramifiés irrégulierement vers le bas. Les phialides ont une forme cylindrique ou légeérement
gonflés sur le coté ou les spores ont été formées. Les conidies, formées en chaines basipetes
ont une forme cylindrique et sont arrondies aux deux extrémités, parfois un des cotés est

légerement rétréci (Tableau 12).
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Tableau 12: Aspects microscopiques des quatre souches isolées

Isolats Mycélium Phialides Conidies

Metarhizium
sp1(M1)

Metarhizium
sp2 (M2)

Metarhizium
Sps (M3)

Metarhizium
Sps (MS)
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2.3. Amplification et séquencages de ’ARNr 18S avec des amorces universelles

Le marqueur moléculaire choisi dans cette étude est le geéne ribosomal 18s. Tres
représenté dans les banques de données. Ce marqueur nous permettra d’affilier nos séquences

a un groupe d’organismes connu.

Les ADN codants pour les ARN ribosomaux 18S des quatre isolats ont d’abord été
amplifiés par la technique de la PCR. Les produits de la PCR ont été¢ séquencés et les
séquences obtenues (Annexe 3) ont été¢ comparées avec celles d’autres organismes de la base
de données Genbank. L’analyse des séquences d’ARNr 18S et les séquences de la région ITS
des souches fongiques de la banque a permis d’affilier les quatre souches a 1’espece

Metarhizium anisopliae (Tableau 13).

v L’isolat M1 : La séquence d’ARNr 18S de la souche M1 présente 100% d’identité
avec celle de Metarhizium anisopliae (AJ608970.1) et 100% avec Metarhizium
anisopliae CZ593 (FJ755244).

v' L’isolat M2: L’isolat M2 présente des homologies de 100% avec I’espéce
Metarhizium anisopliae (HM017066.1) et 99% d’identité avec ’espeéce Metarhizium
anisopliae var.majus (AF339530.1).

v L’isolat M3 ; un pourcentage d’identité de 100% a été obtenu entre les séquences de
I’ARNr 18s de la souche M3 et celle de Metarhizium anisopliae (HM017066.1) et un

pourcentage de 99% avec I’espéce Metarhizium anisopliae var.majus (AF339530.1).

v L’isolat M5 : La séquence d’ARNr 18s de la souche M5 présente 100% d’homologie
a celle de Metarhizium anisopliae strain HZ1(GQ888737.1) et Metarhizium
anisopliae.var.anisopliae strain Mb7 (EF113341.1) .
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Tableau 13 : Affiliation phylogénétique des quatre isolats (paires d’amorces universelles)

Souches | Groupe Identité | Especes proches Numéro

d’accession

100% Metarhizium anisopliae AJ608970.1
Ml Metarhizium | 100% | Metarhizium anisopliae CZ593 FJ755244.1

100% Metarhizium anisopliae HMO017066.1
M2 Metarhizium | 99% Metarhizium anisopliae var.majus AF339530.1

100% Metarhizium anisopliae HMO017066.1
M3 Metarhizium | 99% Metarhizium anisopliae var.majus AF339530.1

Metarhizium anisopliae strain HZ1 GQ888737.1
M5 Metarhizium | 100% | Metarhizium anisopliae var anisopliae | EF113341.1
strain Mb7

2.4. Analyse Phylogénétique

A partir des séquences obtenues apres amplification avec la paire d’amorces universelle,
une ¢tude phylogénétique a été réalisée. Des alignements des séquences sont réalisés par
ClustalW. L’arbre est construit a partir de Neighbor-joining en utilisant le test de bootstrap
(nombres sur les branches) de 1000 réplications en utilisant les distances de Kumura qui
prend en compte les transitions et les transversions du programme MEGAS (Tamura et
al.,2007) (Figure 22). Le séquengage du gene de I’ARNTr et I’alignement avec des séquences
extraites de Genbank confirme I’appartenance des isolats M1, M2, M3 et M5 a I’espece

Metarhizium anisopliae.

Les séquences obtenues des quatre souches (M1,M2,M3 et M5) ont été enregistrées au
niveau de Genbank sous les numéros d’accession : LK995308, 1LK995309, .LK995310 et
LK995311 respectivement.
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Figure 22: Arbre selon la méthode des distances (Neighbor-Joining) construit d’apres
I’analyse des séquences d’ARNr 18s en utilisant le logiciel Mega(Molecular Evolutionary
Genetics Analysis) montrant la position phylogénétique des isolats M1, M2,M3 et M5 parmi
les especes représentatives du genre Metarhizium. Les valeurs mentionnées a ’origine des
nceuds représentent le pourcentage apres 1000 bootstrap. 0.1 représente le nombre de

substitution par position de nucléotide.
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3. Discussion

Les champignons entomopathogeénes sont naturellement présents dans 1’environnement
(sol, air, eau) et infectent généralement leur hote soit par ingestion, par la cuticule ou par les
orifices. Le genre Metarhizium représente un large nombre de champignons
entomopathogeénes communément isolés a partir d’insectes (Poprawski et Yule, 1991 ; Pedro
et Condido, 1997) et a partir du sol (Roddam et Rath,1997 ; Tarasco et al., 1997). En effet
I’exploration des échantillons récoltés dans le présent travail a abouti a 1’isolement de quatre

isolats de Metarhizium repartis sur les différents sites.

Le sol agricole céréalier a déja fait 1'objet d’un isolement du champignon
entomopathogene Metarhizium anisopliae par Mietkiewski et al., (1992) a partir du quel il a
isol¢ dix isolats de champignons entomopathogénes dont deux isolats de Metarhizium
anisopliae . Meyling et Einlenberg (2007) ont aussi exploré le sol céréalier de pour

I’isolement de Metarhizium anisopliae afin de déterminer leur spectre insecticide.

Selon Nielson et al, 2004 Metarhizium anisopliae est une espece agriculturale du fait de sa
forte présence dans les agro écosystémes par rapport aux autres especes. De plus, le modele
analytique (Log-Lineaire) explicatif de la prévenance de champignon entomopathogenes
utilis€ par Quesada —Morgan et al.,(2007), a indiqué une stricte corrélation positive entre

Metarhizium anisopliae et les sols cultivés.

L’isolement de Metarhizium anisopliae a partir de différents sols agricoles est cohérent
avec les ¢études de Meyling et Einlenberg (2007) qui indiquent que les sols céréaliers
favorisent I’installation du genre Metarhizium plus que les autres champignons
entomopathogenes. Cependant a notre connaissance, aucun travail n’a été publié sur

I’isolement de Metarhizium anisopliae a partir du sol en Algérie.

L’isolement sélectif des champignons entomopathogeénes particulierement Metarhizium
anisopliae a partir du sol pose probléme. En effet trop de substrats favorisent les champignons
et les bactéries a croissance rapide et empéchent de ce fait un isolement facile des
champignons entomopathogenes qui ont un temps de génération relativement long (Keller et
Zimmerman ,1989), leur sélection doit passer par 1’élimination des microorganismes qui par

leurs facilités d’envahissement génent la croissance des entomopathogenes.
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Le rapport entomopathogéne/microorganisme d’un échantillon augmente soit par
I’utilisation de certaines sources de carbone et d’azote (Avoine, Glucose, Peptone de soja)
rendant les milieux moins favorables a la croissance des champignons autres que les
entomopathogénes ou encore par I’emploi de substances antibiotiques et antifongiques
(Dodine, Bénomyl, Rose bengale, steptomycine, crystal violet et actidione) qui permette
d’inhiber le développement des flores bactériennes, fongiques et antagonistes (Chase et al.,

1986 ; Milner et al., 1992 ; Liu et al., 1993 ; Fernandes et al., 2010 ).

Les trois milieux de culture utilisés au cours de cette étude ont été décrits par plusieurs
auteurs pour I’isolement des champignons entomopathogénes a partir du sol (Veen et al.,
1966 ; Beilharz et al.,1982 ). Le milieu ODA a été utilisé pour I’isolement de Metarhizium
anisopliae a partir du sol, son constituant principal est I’avoine complété de glucose, il permet
aussi la croissance de Beauveria bassiana en présence d’autres champignons du sol, mais sa
sélectivité s’avérant insuffisante. De ce fait divers composés antifongiques y ont été adjoints
pour inhiber les champignons a croissance rapide. En outre, le fongicide dodine
(N.dodecylguanidine monoacétate) déja préconisé par Beilharz (1982) a été incorporé dans le
milieu de culture a 50pg/l afin de favoriser le développement de Metarhizium anisopliae
C’est dans ce sens nous avons ajouté ce fongicide dans les trois milieux utilisés et nous avons
obtenu quatre souches fongiques a partir des quatre différents sols agricoles prélevés . Nos
résultats sont en accord avec les travaux rapportés par Chase et al.,(1986), qui indiquent que
I’utilisation du fongicide dodine dans le milieu de culture favorise le développement de

Metarhizium anisopliae et Beauveria bassiana lorsqu’il est employé a des faibles

concentrations (10pug a 50pug) en réduisant 90% des contaminants de I’environnement..

Les différentes especes du genre Metarhizium peuvent étre différenciées par une approche
taxonomique en utilisant une combinaison des données phénotypiques et génotypiques.
L’étude des caractéristiques morphologiques macroscopiques et microscopiques des
champignons entomopathogénes est largement utiliser pour caractériser le genre Metarhizium
(Tulloch, 1976). La totalité¢ des isolats obtenus développent des colonies apreés 21 jours
d’incubation, le taux de croissance et la couleur verte dominante des colonies ont été marqués
apres la période d’incubation. Selon Goettel et Inglis (1997) ce sont des caractéristiques des

champignons entomopathogénes du genre Metarhizium a croissance lente.
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Pour I’identification des quatre champignons isolés nous avons utilisé les critéres proposés
par Weiser et Briggs (1971), Tulloch (1976), Samson et al., (1988). Les quatre isolats cultivés
sur les trois milieux (ODA,PDAY et SDAY) ont formé de grande colonies circulaires de
texture variable et des nuances variées de jaune vert a vert olive ou domine la masse de
spores, devenant plus tard vert plus foncé selon le milieu de culture utilisé. Ces observation
sont en parfaite concordance avec celles constatées par (Luz et al.,1994 ; Hallsworth et
Magan ,1996 ; Goettel et Inglis, 1997). Les quatre champignons isolés assignés dans un
premier temps au genre Metarhizium , ils se caractérisent par des hyphes lisses, cloisonnées
avec des conidiophores cylindriques et des conidies uninuclées cylindriques ou sont
I’égerment gonflées sur le coté. Selon (Tulloch, 1976 ; Goettel et Inglis, 1997) ces

observations caractérisent exclusivement le genre Metarhizium.

En ce qui concerne les dimensions des conidies, Bridge et al., (1993) indiquent qu’un
caractére taxonomique fait la distinction entre les especes du genre Metarhizium . Ce qui a €té
observé dans notre étude pour les souches M2 et M3 qui possedent des conidies cylindriques
et légerement plus longues et plus larges que celles des deux autres souches M1 et M5, ces
mémes observation ont été constatées par Tulloch (1976) ou il a trouvé qu’ il existe deux
formes de Metarhizium anisopliae dont la différence se base sur la taille des conidies , la
forme Metarhizium anisopliae var. anisopliae a spores courtes, dont les conidies mesurent de
5 a 8 um de longueur et la forme Metarhizium anisopliae var. majus a spores longues, dont

les conidies mesurent de 10 a 14 um de longueur.

Lorsque les caractéristiques morphologiques sont insuffisantes pour identifier un
champignon, on utilise les techniques physiologiques et biochimiques. Cependant, pour des
champignons filamenteux ces méthodes sont laborieuses, longues et quelques fois
incomplétes . En outre, de nombreuses especes de champignons ont été décrites a partir d’un
seul spécimen ou, dans les meilleurs cas, d’un groupe d’individus trés restreint. Ceci engendre
une vulnérabilité certaine au niveau de la taxonomie morphologique en raison de la grande
variabilité phénotypique dans le monde fongique (Andersen et Thrane, 1996; Frisvad ef al,
1998 ; Guarro et al., 1999).
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Les méthodes moléculaires sont universellement applicables et permettent d’explorer le
polymorphisme a différents niveaux (comparaison entre des souches, des espéces, des genres,
etc...). Ces dernicres sont basées sur 1’étude d’un gene (locus), d’un fragment d’ADN défini
(espaceur, intron, etc.), et de plusieurs génes (multiloci) ou encore de I’ADN total dépendant
du but poursuivi. Les méthodes développées dans la littérature sont surtout basées sur la
détection par PCR (Polymerase Chain Reaction). Toute séquence d'ADN qui est spécifique a
une espece particuliére ou a un groupe d’especes peut étre utilisée pour la détection par PCR
(Henson et French, 1993). Les séquences qui codent pour les ARNr (nucléaire et
mitochondrial) sont largement utilisées. L’une des premieres applications de la PCR dans la
mycologie a été réalisée par White et al., (1990) par 'amplification et le séquencage de
I'ADN ribosomal fongique pour établir une relation taxonomique et phylogénétique. Les
séquences de I'ADN ribosomal contiennent des régions conservées et variables, leur évolution

permet d’étudier I’évolution du génome d’un organisme.

Au total, 4 souches de Metarhizium ont été testées dans cette étude. Ces souches ont été
repiquées sur milieu SDA a 28°C pendant 7 jours, ce qui a permis le développement d’un
mycélium blanc a partir duquel I’extraction de I’ADN génomique de chaque souche a été faite
(Liu et al. 2000). Le gene 18S utilisé pour I’identification moléculaire des champignons est un
gene chromosomique présent chez toutes les especes fongiques (gene universel). En outre, en
taxonomie moléculaire des champignons, les génes les plus sollicités sont ceux qui codent
pour I’ARN ribosomique (Frisvad et al., 1998). Pour la comparaison des taxons de rangs

supérieurs (familles, ordres, classes) I’ADN ribosomal 18S, trés conservé, s’avére plus adapté

Les ¢études ont été ensuite menées dans le but de trouver des variations génétiques entre les
especes susceptibles de les différencier. Ce travail a été basé sur I’analyse des séquences de
I’ADNr, y compris les séquences des espaceurs internes transcrits (ITS) en utilisant les deux
amorces (ITS1:5 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3’ et ITS4: 5 TCC TCC GCT TAT
TGA TAT GC 3’) (Driver et al., 2000 ; Entz ef al.,2005). Plusieurs auteurs ont accepté de
considérer 'ITS comme étant le premier choix pour établir le code bar ADN du régne des
champignons. Ceci dit, 'ITS ne permet pas toujours de distinguer entre des espéces
phylogéniques tres proches (Bruns, 2001), alors que certains geénes protéiques riches en

introns le permettent (Geiser, 2004).
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D’apres Chen et al., (2001) ; Zhao et al., (2001), la discrimination des espéces proches se
base plutdt sur les séquences de la région espaceur Interne Transcrit (‘Internal Transcribed
Spacer’, ITS) de I’ADN ribosomal ceci en raison de la facilité de 1’étude de ces unités, qui
sont des régions non codantes et variables selon I’espéce, aprés amplification par PCR.

Par ailleurs, Pantou et al., (2003) ont mis au point une paire d’amorces IGS (‘Inter Genic
Sequence’,IGSa et IGSb) qui pourraient étre utilisées pour identifier et différencier le
champignon Metarhizium des autres champignons entomopathogenes.. En plus, les ITS et les
IGS sont largement utilisés pour la fabrication des amorces spécifiques permettant de
différencier les especes appartenant au genre Metarhizium (Curran et al ., 1994 ; Fernandes et
al.,2010). D’autres séquences de I’ADNr comme 18S, 28S et ’ADNr mitochondrial sont
aussi utilisés pour la fabrication des amorces spécifiques (Driver et al., 2000).

L’analyse phylogénétique a montré que les deux souches M1 et M5 ont été placées dans
la méme branche avec leurs souches apparentées. Pour la souche M1, elle présente une
ambiguité entre Metarhizium anisopliae 5.8S tRNA (AJ608970.1) et Metarhizium anisopliae
CZ593(F)755244) avec un méme pourcentage d’homologie de 100%. La souche M5
présente une ambiguité entre  Metarhizium anisopliae var anisopliae strain mb7
(EF113341.1) et Metarhizium anisopliae HZ1 (GQ888737.1) avec un pourcentage de
similarité¢ de 100% pour les deux especes. L’analyse moléculaire qui donne des pourcentages
de similarit¢ de 100% entre M1, M5 et leurs especes apparentées a ¢té confirmé par
I’emplacement de ces derni¢res sur la méme ligne phylogénétique. Les deux autres souches
M2 et M3 occupent une ligne phylogénétique commune et elles ont été placées dans la méme
branche avec leurs souches apparentées (Metarhizium anisopliae (HM0170661.1) avec un
pourcentage de 100 % et Metarhizium anisopliae var majus (AF339530.1) avec un
pourcentage de 99%.). Les souches identifiées par les caractéres morphologiques appartenant
a une méme espece se retrouvent dans les mémes groupes. Les dendrogrammes montrent une

bonne cohérence de classification entre les caractéres morphologiques et moléculaires.

L’application des différents types d’identification (morphologique et moléculaire) a clarifié
la taxonomie des quatre souches a I’espece Metarhizium anisopliae. Les quatre souches
isolées (M1, M2, M3 et M5) portent les numéros d’accession suivants: LK995308,
LK995309, LK995310, LK995311.

67



Chapitre 1l : Etude de [’activité larvicide de Metarhizium anisopliae sur les larves de Culex pipiens

Chapitre 11 : Etude de P’activité larvicide de Metarhizium anisopliae sur les

larves de Culex pipiens

Certaines espéces de moustiques sont des vecteurs de parasites responsables de maladies
comme le paludisme, la Fiévre jaune et les Filarioses. Pour lutter contre les moustiques
plusieurs possibilités existent telles que la lutte contre les adultes et la lutte contre les larves.
Pour la Iutte anti larvaire les méthodes les plus utilisées sont de nature mécanique
(remblayage ou destruction des gites) et chimique (utilisation de produits chimiques de
synthese).Depuis quelques années, ’augmentation des cas de résistance aux insecticides
chimiques et les effets néfastes sur les especes non cibles ont conduit a la recherche de
nouvelles solutions de lutte contre les insectes vecteurs de maladies comme les moustiques.
Dans la recherche de méthode alternative a la lutte chimique, 1’utilisation des biopesticides est

de plus en plus développée contre les moustiques.

La méthode de lutte contre les vecteurs au moyen d’agents microbiens utilisant des
organismes trouvés en milieu naturel est généralement beaucoup plus sélective et moins

polluante que celle utilisant les pesticides.

Les entomopathogenes sont des micro-organismes (bactéries, champignons, protozoaires,
etc.) causant des maladies mortelles chez les insectes. Les souches de champignons sont les

plus prometteuses dans cette nouvelle perspective.

Pour cela nous avons opté pour un essai de lutte biologique, Nous avons procédé a des
biotests microbiologiques en utilisant un champignon entomopathogéne Metarhizium

anisopliae is0lé a partir de différents sols agricoles contre les larves de Culex pipiens.
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1. Matériel et méthodes
1.1 Matériel biologique

1.1.1. Echantillonnage

Les larves et les nymphes ont été récoltées dans un gite représenté par un bassin (Figure

23) situé a Chaab Erssas (Université Constantinel).

Figure 23 : Gite larvaire utilisé dans 1’étude

L’¢échantillonnage a été effectué selon une fréquence de deux a trois séances de capture
par semaine au cours desquelles, les spécimens larvaires et nymphal ont été collectés.
Une louche d’une capacité de 60ml a été plongée doucement sous I’eau avec une inclination
de 45° environ par rapport a la verticale. L’eau contenant probablement des larves et des
nymphes a été prélevée plusieurs fois en diversifiant les points de prélévement, le contenu de
la louche a été versé¢ a chaque fois dans un récipient. Les spécimens collectés ont été
transportés au laboratoire (LaMyBAM) ou régnent des conditions normales de température
(25°C). Les larves du stade 1 et 2 ont été séparées des celles des stades 3 et 4 et des nymphes

a ’aide d’une pipette compte goutte.

Les spécimens de chacun de ces stades ont été ensuite placés dans un bac contenant 500 ml
d’eau de source. Celui des larve contient une mixture de poudre de biscuit 75% et de levure
seche 25% laquelle permet un apport de protéines, de glucides et de vitamines B (Mohanty et

al.,2008).
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L’eau des larves a été changée tous les 2-3 jours afin d’éviter I’apparition de moisissure a

la surface de I’eau, ce qui empécherait les larves de respirer.

Quant au bac des nymphes, il a ét¢ déposé dans une cage cubique (30x25x30cm) avec une
armature en bois voilée en tulle et comportant sur le coté un manchon de tulle pour permettre

un acces facile (Figure 24).

1.1.2. Méthode d’élevage

A I’issue du stade nymphale qui dure au moins 48 heures, émergent les moustiques adultes.
Les males et les femelles ont été laissés dans la méme cage afin d’assurer I’accouplement.
Leur nourriture et particulierement celle des males, est constituée de raisins secs attachés sur
le coté supérieur de la cage sous forme de grappe. Une boite de Pétri en verre contenant du
sang hépariné est recouverte avec un film alimentaire et disposée au dessus de la cage pour
assurer le repas sanguin des femelles fécondées (Figure 24). Il suffit alors de retourner la boite
de Pétri que I’on place sur le haut de la cage en tulle de maniére a rendre accessible le sang
pour les femelles. Cette technique que nous avons adaptée pour 1’¢levage est inspirée des
travaux d’Ensernik(2006). Cet élevage a pour but de donner un nombre appréciable de larves

des stades 3 et 4 sensibles qui constituent la souche témoin lors des bioessais.

Figure 24 : Méthode d’¢levage des moustiques
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1.1.3. Conditions de I’élevage

Pour que les tests de sensibilité soient fiables et donnent une idée exacte du degré réel de
résistance dans la population, le local ou ont été réalisés ces tests sont indemnes de toute
contamination par des insecticides.il n’y régne aucune condition extréme d’éclairage, de

ventilation, de température ou d’humidité.

Il est & noter que nous avons suivi le protocole d’élevage de OMS (1963) qui stipule que la
température moyenne de 1’eau doit étre d’environ 25°C et ne doit jamais étre a 20°C ni

supérieure a 30°C.

1.2. Etude de I’effet des différentes souches de Metarhizium anisopliae sur les larves du

Culex pipiens
1.2.1. Méthode d’ensemencement du champignon entomopathogéne

Les souches (M1, M2, M3 et M5) de Metarhizium anisopliae ont été multipliées dans des
boites de Pétri contenant le milieu PDA. Sous la hotte, nous avons prélevé a 1’aide d’une
pipette Pasteur des fragments du milieu contenant le champignon et cela a partir d’une
ancienne souche de Metarhizium que nous avons ensemencé dans le milieu de culture.
L’ensemencement a ¢été fait de maniere a ce que le développement du champignon occupe
toute la surface de la boite. Les boites ont été fermées avec du Parafilm pour éviter les

contaminations, puis placées a I’étuve a 28°C a I’obscurité pendant 14 jours d’incubation.

1.2.2. Méthode de préparation de la solution entomopathogéne

A I’aide d’une spatule stérile de petits fragments du champignon en fructification dans la
boite de Pétri ont été prélevés par grattage de la surface de la boite pour étre introduits dans
un tube a essai contenant 9ml d’eau distillée. La solution ainsi obtenue (solution mere) a été
mise en agitation pendant 10 minutes pour une libération maximale des spores. La
concentration de la solution entomopathogéne a été évaluée a l’aide d’une cellule
hematimétrique « Cellule de Thoma ». Cinq différentes concentrations de la solution
entomopathogene ont été utilisées pour le traitement des larves ; 10°, 10% 10, 108, et 10°

spores/ml.
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1.2.3. Réalisation des biotests

Pour les bio- essais nous avons sélectionné des larves de Culex pipiens au 4¢éme stade

larvaire (L 4) : c’est un stade indicateur du bon fonctionnement des bio toxines.

1. 2.3.1. Protocole expérimental

Un dispositif simple en blocs a 5 niveaux et a 3 répétitions pour les témoins et les 5 doses

choisies a été ¢laboré afin de traiter les larves. Le dispositif consiste a :

e Préparer 5 godets en plastique remplis a % de 1’eau du gite

e Déposer dans chaque godet 25 larves au 4™ stade

e Recouvrir chaque godet d’un morceau de tulle

e Renfermer avec un ¢élastique en caoutchouc

e Mettre le diapositif au laboratoire a une température ambiante d’environ 25°C et

traiter.

Les tests ont ¢été réalisés avec les différentes concentrations de la solution
entomopathogeéne dans des godets contenant chacun 50 ml de solution (49 ml eau distillée et
1ml de la solution entomopathogéne) et 25 larves de moustiques du 4™ stade de la méme
espece (Figure 25).Le méme nombre de larves a été placé dans un godet témoin contenant 50
ml de ’eau distillée. Pour chacune des 5 concentrations de la solution entomopathogene ainsi

que pour le témoin, trois répétitions ont été effectuées.

Figure 25 : Protocole expérimental mettant en évidence de ’effet de Metarhizium anisopliae sur la

mortalité des larves L4 de Culex pipiens
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Ces comptages permettent d’obtenir la sensibilité larvaire, exprimée par le taux de
mortalit¢ (%) en fonction du temps d’exposition et de la dose du toxique. Selon les
recommandations de I’OMS (1963), Le pourcentage de mortalité a été calculé en utilisant la

formule (1) :

Nombre des larves mortes
(1) Pourcentage de mortalité = X100
Nombre des larves introduites

Cependant si le taux de mortalité¢ des témoins est compris entre 5 et 20%, une correction
est effectuée selon la formule (2) Abbott (1925) qui permet d’¢liminer la mortalité naturelle
et de connaitre la toxicité réelle du larvicide. Si la mortalité est supérieure a 20%, le test est

annulé et doit étre renouvelé

Mortalité des larves traitées% - mortalité des témoins
(2) Pourcentage de mortalité = X 100
100 — mortalité des témoins

1.3. Analyse statistique

Une analyse de la variance a été réalisée afin de mieux interpréter les résultats ainsi que

divers tests statistiques et mathématiques.

1.3.1 Analyse de la variance

Selon Dagnelie (1975), I'analyse de la variance consiste a étudier la comparaison des

moyennes a partir de la variabilité des échantillons.

Pour prouver I’efficacité du facteur étudi¢ nous avons fait appel a I’analyse de la variance a
deux criteéres de classification dans le but de tester la sélectivité statistique des différences

entre les facteurs étudiés, en utilisant le logiciel SPSS.

1.3.2. Le test Newman Keuls au seuil de 5%

Ce test vient compléter ’analyse de la variance en indiquant les niveaux de significativité
pour les couples correspondants de moyennes. Par la suite les moyennes seront classées en

groupes homogenes et en groupes hétérogenes.
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Suivant le niveau de la signification on peut déterminer I’influence des facteurs étudiés. La
probabilité inférieure a 0,01 donne un effet hautement significatif, a 0,05 un effet significatif

et pour une probabilité supérieure a 0,05 on considére que I’effet n’est pas significatif.

1.3.3. L’analyse Probit

Pour estimer la DLs, (dose nécessaire et suffisante pour tuer la moitié d’une population) et
de le TLso (temps 1étal au bout du quel on obtient 50% de mortalité) nous avons utilisé¢ pour
chaque dose la transformation en Probit des pourcentages de mortalités corrigées
(Cavalier,1976). Notons que les valeurs sont tabulées. A partir des équations de droites de
régression « Probit-logarithme » nous pouvons calculer la DLsy et le TLsy en remplacant Y

par le probit 5. Ces transformations permettent d’établir les droites de régression de type :
Y= ax+b

Y : probit des mortalités corrigées
x : logarithmes de la dose ou des temps

a : la pente

2. Résultats

Cette partie a été consacrée a 1’étude de I’effet larvicide du champignon entomopathogéne
Metarhizium anisopliae contre les larves du 4éme stade de Culex pipiens. Ce dernier est
connu comme étant une espece ayant développé une résistance aux insecticides notamment le
Malathion et autres organophosphorés (Berchi, 2000), d’ou I’intérét de s’orienter vers les

méthodes de lutte biologique.

2.1. La souche Metarhizium anisopliae LK995308 (M1)

2.1.1 Taux de mortalité

Pendant 10 jours de traitement, nous avons noté quotidiennement le nombre de larves

mortes. Les résultats ont été constatés a partir du 1" jour de traitement. En effet, aprés avoir

isolé les larves mortes, nous avons pu remarquer qu’elles ont développé une couche brune
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verdatre a la surface et a l’intérieur du corps accumulée en grande quantité au niveau
abdominale. Ce qui correspond trés probablement aux hyphes du champignon parasite.

Par ailleurs, le taux de mortalité a été noté quotidiennement pour chacune des doses
appliquées et par I’ensemble des répétitions. La moyenne des mortalités cumulées a été

réalisée et illustrée dans le tableau 14.

Tableau 14 : Pourcentage moyen de mortalité des larves de Culex pipiens traitées par Metarhizium

anisopliae (M1)
Doses(spores/ml) | DO : Témoin | D1 (10°) | D2 (10% | D3 (10") | D4 (10*) | D5 (10%)
/ Temps(jours)
1 0 4 8 32 40 52
2 0 8 12 44 52 68
3 0 20 32 64 72 84
4 0 40 48 76 88 96
5 0 40 52 80 96 100
6 0 48 64 88 100 100
7 0 52 72 92 100 100
8 0 72 84 92 100 100
9 0 84 92 100 100 100
10 0 100 100 100 100 100

Le tableau 14 montre que I'effet de M1 a commencé dés le 1™ jour et met en évidence une
évolution « verticale et horizontale ». En effet, le pourcentage moyen de mortalité est
proportionnel aux doses administrées et, est en fonction du temps. Il varie de 4% pour une
dose de 10° spores/ml ; le premier jour pour atteindre 52% pour une dose de 10° spores/ml.
Cet effet larvicide est plus prononcé au fur et & mesure qu’on avance dans le temps pour
atteindre un taux de mortalité de 100%, les 5éme et 6éme jour ; pour les concentrations les
plus élevées (10° et10® spores/ml ; et les 9™ et 10°™ jour pour les doses les plus faibles.

Les résultats obtenus ont été¢ exprimés en courbes (Figure26) pour mieux suivre les

niveaux de mortalité.
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Figure 26: Pourcentages de mortalité des larves de Culex pipiens aprés 10 jours de traitement par la
souche (M1).

Cette courbe illustre I’allure de la progression des pourcentages de mortalité des larves de
Culex pipiens traitées par Metarhizium anisopliae (M1). Nous remarquons une ascension du
pourcentage de mortalité¢ des larves traitées par la dose D1, I’effet est tout de suite apercu a
partir du 1" jour de traitement avec 4% de mortalité, 8% de mortalité aprés le 2éme jour, 52%

a partir du 7éme jour pour atteindre 100% le 10éme jour de traitement.

Par ailleurs, nous avons observé 8%, 32% et 40% de mortalité chez les larves traitées par
les doses D2, D3 et D4 respectivement aprés le 1' jour de traitement, 52%, 80% et 96% au
bout du 5éme jour et 100% de mortalité pour les trois doses D2, D3 et D4 apres 10jours.

La courbe la plus amplement représentée est celle de la mortalité des larves traitées avec la
dose D5 qui marque un début d’effet du 1" jour avec 52% de mortalité et 100% a partir du

5éme jour.

2.1.2. Analyse de la variance

Pour que nos résultats soient plus explicites, nous nous sommes appuyés sur 1’analyse de la

variance a deux critéres de classifications :
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% Facteur 1 : Doses avec 6 niveaux (D1 : 10°, D2: 10 D3: 10" D4: 10* et D5: 10°
spores/ml

% Facteur 2 : Temps avec 10 niveaux indiquant 10 jours d’observations

D’apres les résultats d’analyse de la variance (Tableau 15), L’analyse a deux facteurs nous
réveéle que la différence pour tous les facteurs est trés hautement significative P= 0,000. Ce
qui implique que les doses de Metarhizium anisopliae (Facteurl), le temps (Facteur2) ainsi
que I’interaction entre ces deux facteurs, ont une influence sur le taux de mortalité des larves

de Culex pipiens

Tableau 15: Analyse de la variance

Source de la SCE DDL CM F.Obs P
Variation
Var. Total 258910 179
000
Var. Fact.1. 167474 5 33494, 8 3656, 19 ’
Doses
Var.Fact.2 ,000
Temps 66776 9 7419,6 809, 90
Var.Factl*2 ,000
23560 45 523,6
Interaction 57,15
V.
Résiduelle 1099 120 9,2

% Test student Newman keuls

Ce test permet de constituer des groupes homogenes de traitement, ainsi les moyennes

appartenant au méme groupe sont considérées comme non différentes.

Les classement des moyennes pour les larves traitées par M1 a travers le test de Newman

keuls au seuil de 5% sont portés sur les tableaux (16 et 17)

Le test de Newman Keuls a classé les taux de mortalités en fonction des doses et du temps.
Pour le facteurl (Dose), ce test révele 6 groupes bien distincts (Tableau 17), le groupe (A)
renferme les mortalités moyennes les plus élevées (90) correspondant a la dose D5 (10°

spores/ml). Et le groupe F qui correspond au dernier groupe et est réservé aux mortalités
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nulles enregistrées chez les témoins. Les mortalités correspondant aux doses D4, D3, D2 et

D1 sont classées respectivement dans les groupes (B), (C), (D) et (E).

Tableau 16 : Classement des moyennes pour le facteurl (Dose)

DOSES MOYENNES Groupes
D5 90 A
D4 84.80 B
D3 76.93 C
D2 56.83 D
Dl 46.80 E
DO 00.00 F

Ce méme test range les mortalités moyennes pour le facteur 2 (Temps) en groupes
distincts (Tableaul8) Le groupe (A) renferme les mortalités moyennes les plus élevées
(83.33) relatives au 10éme jour (j10) et les groupes (H),(I) et (J) qui représentent les
mortalités les plus faibles (46.22),(30.66) et (22.66) qui correspondent au 3éme, au 2éme et au
1 jour (j3, j2 et jl). Les groupes (B), (C).(D),(E),(F) et (G) représentant les moyennes

intermédiaires relatives aux jours (j9,j8,j7, j6, j5, et j4).

Tableau 17 : Classement des moyennes pour le facteur2 (Temps)

Temps (Jours) Moyennes Groupes homogénes
J10 83.33 A
J9 79.33 B
J8 74.66 C
J7 69.38 D
J6 66.66 E
J5 61.33 F
J4 58.00 G
I3 46.22 H
12 30.66 I
n 22.66 J
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2.1.3. Calcul de la DL,

Afin de déterminer la DL50 (Dose Iétale suffisante pour tuer 50% des individus) nous
avons transformé les pourcentages de mortalité enregistrés aprés le 1 jour de traitement en

Probits et les doses de Metarhizium anisopliae (M1) en logarithme népérien (Tableau 18).

Nous avons, ensuite tracé la droite de régression avec son coefficient de détermination
(Figure 27). Cette droite a permis d’estimer la DL50 relative a la mortalité de 50% des larves

de Culex pipiens.

Tableau 18: Logarithmes décimaux des doses et Probits des taux de mortalité au 1™ jour

Doses (spores/ml) D1 (10°) | D2(10% | D3 (10) D4 (10°) | D5 (10%)
Logarithme décimal

des doses 5 6 7 8 9

Pourcentages de 04 08 32 40 52

mortalité

Probits des 3,25 3,59 4,53 4,75 5,05
pourcentages de

mortalité

A partir de la droite de regression qui suit nous avons déterminé la DL50 chez les larves de

Culex pipiens : Y= 0,477x+0,897 avec R*= 0,9429
Pour une mortalité de 50% , Y est égale a 5 (Probit)
x =5-0,897/0,477 x= 8,60

antilog x =398107170,55

Cette concentration a été arrondie 2 3,9 .10® spores/ml
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Figure 27: Efficacité de Metarhizium anisopliae (M1) vis-a-vis des larves de Culex pipiens

2.1.4. Calcul des TLs,

Le calcul des TLsy (temps létal au bout duquel on obtient 50% de mortalit¢) de

Metarhizium anisopliae (M1) testé sur les L4 de Culex pipiens nous renseigne sur la variation

du temps provoqué par la variation de la dose.

Les résultats concernant les valeurs du TL50 des 4 doses sont représentés dans la figure 28.

Pour cela nous avons effectué la transformation des pourcentages de mortalit¢ en Probits et

celles des temps en logarithme népérien (Tableau 19 en annexe 4).

A partir des équations de droites de régression nous avons déduit les valeurs du TLsg

relatifs a chaque dose. Ces valeurs sont mentionnées dans le tableau 20.

Tableau 20: Equations des droites de régressions et valeurs des TLs, pour chaque dose

de traitement utilisée.

Doses Equations des droites R’ TL50 (jours)
de régressions

D1:10° spores/ml Y =3,6244x + 2,6384 0,7141 4,48

D2:10° spores/ml Y =3,6345x +2,9528 0,7783 4,13

D3 : 10’ spores/ml Y =3,329x + 3,9632 0,7827 3,04

D4 : 10° spores/ml Y =4,1332x + 4,1646 0,8937 1,59

D5: 10° spores/ml Y =3,7383x + 4,6707 0,8589 1,22
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Le tableau 20 montre que pour chaque dose le coefficient de détermination est plus ou moins
¢levé. Pour la D1 le TLso est de 4,48 jours, pour la D2, la D3, la D4 et la D5 les TLs sont de 4,13,
3,04, 1,59 et 1,22 jours respectivement.
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Figure 28 : Efficacité de Metarhizium anisopliae (M1) dans le temps vis-a-vis des larves de Culex
pipiens traitées par les différentes doses D1, D2, D3, D4 et D5
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2.2. La souche Metarhizium anisopliae LK995309 (M2)

2.2.1. Taux de mortalité

La mortalité des larves évolue avec les doses et la durée de traitement (Figure 29). Au

bout de 10jours aux différentes doses testées, une mortalité de 100% a été obtenue (Tableau

21).

Tableau 21 : Pourcentage moyen de mortalité des larves de Culex pipiens traitées par Metarhizium

anisopliae (M2)
Doses (Spores/ml) | Témoin | D1:10° | D2:10° | D3:10’ D4 :10° | D5:10°
Temps(Jours)
1 0 5,33 5,33 8 9,33 20
2 0 12 16 16 22,66 36
3 0 21,33 22,66 30,66 45,33 61,33
4 0 32 34,66 42,66 66,66 89,33
5 0 60 65,33 66,66 82,66 97,33
6 0 73,33 80 81,33 93,33 100
7 0 81,33 81,33 93,33 96 100
8 0 92 92 96 100 100
9 0 96 96 100 100 100
10 0 97,33 100 100 100 100

Le tableau 21 et la figure 29 montrent que la mortalité des larves traitées par la souche M2

a commencé & partir du 1" jour de traitement par les 5 doses(D1, D2,D3,D4 et D5) avec des

taux respectifs de 5,33, 5,33, 8, 9,33 et 20% pour atteindre les 100% le 6éme jour pour la dose

D5, le 8¢me jour pour D4, 9¢éme jour pour la D3 et le 10éme jour pour la D2 et la D1.
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Figure 29 : Pourcentages de mortalité des larves de Culex pipiens aprés 10jour de traitement par la
souche M2.

2.2.2. Analyse de la variance

Pour interpréter nos résultats, nous nous sommes appuyés sur I’analyse de la variance a

deux critéres de classification :

% Facteur 1 : Doses avec 6 niveaux (D1 : 10°, D2 : 10® D3: 107, D4 : 10® et D5 : 10°
spores/ml

% Facteur 2 : Temps avec 10 niveaux indiquant 10 jours d’observations

L’analyse de la variance a deux critéres de classification révele (Tableau 22) une

différence trés hautement significative pour les deux facteurs.
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Tableau 22: Analyse de la variance

Source de la SCE DDL CM F.Obs P
'Variation

Var. Total 286970, 6 179

Var. Factl.| ,1.46 5 5 24239, 2 953,47 000
Doses

VarFact2 | 54,59 5 9 14465,5 | 569,01 000
Temps

Var.Fact1*2 ,000
Interaction 3253445 45 723, 0 28,44

V.

Résiduelle 3050, 7 120 25,4

R

% Test de Newman keuls

Le test de Newman Keuls a donné une classification des moyennes de mortalité (Tableau 23),
A travers ce test, nous remarquons 5 groupes homogenes pour le facteur (Dose). Le premier
groupe (A) comporte la D5, le deuxieme groupe (B) comporte la D4, le troisieéme, et le
quatriéeme groupe (C) et (D) comportent les doses D3, D2 et D1 respectivement. Le dernier

groupe (E) intéresse la dose nulle (t¢émoin DO).

Tableau 23 : Classement des moyennes pour le facteur1 (Dose)

DOSES MOYENNES Groupes Homogénes
D5 80,40 A
D4 71,60 B
D3 63,46 C
D2 59,33 D
D1 57,06 D
DO 00,00 E

Pour le facteur temps, le test révele 8 groupes homogenes bien distincts (Tableau 24), le

groupe (A) intéresse le maximum de mortalité enregistré a partir du 8¢me jour.
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Tableau 24 : Classement des moyennes pour le facteur 2 (Temps)

Temps (Jours) MOYENNES Groupes Homogénes
10 82,88 A
9 82,00 A
8 79,77 A
7 75,55 B
6 71,33 C
5 62,00 D
4 44,22 E
3 30,22 F
2 17,11 G
1 08,00 H

2.2.3. Calcul de la DLs

Une fois la transformation des pourcentages de mortalité en Probits. Correspondant a 3

jours apres le traitement et les doses en Log décimaux effectués (Tableau 25). Nous avons

déterminé la DLsg a partir de I’équation issue de la droite de régression (Figure 30)

3 éme

Tableau 25: Logarithmes décimaux des doses et Probits des taux de mortalités au jour
Doses (spores/ml) | D1 (10°) | D2 (10%) D3 (107 D4 (10%) D5 (10°)
Logarithme décimal

des doses 5 6 7 8 9
Pourcentages de 21,33 22,66 30,66 45,33 61,33
mortalité

Probits des 4,19 4,23 4,48 4,87 5,28

pourcentages de
mortalité
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A partir de la droite de régression qui suit nous avons déterminé la DL50 chez les larves de

Culex pipiens : Y= 0,282x+ 2,636 avec R*= 0,931
Pour une mortalité de 50% , Y est égale a 5 (Probit)
X =5-2,636/0,282 x= 8,38

antilog x =2,41534960

Cette concentration a été arrondie a 2,4 .10° spores/ml

DL 50 M2

6 1y=0,282x +2,636

2 _
s | R*=0931 V/
4

Probits 3 - ¢ probit
2 ——Linéaire (probit)
1 - ——Linéaire (probit)
O T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Log Dose

Figure 30 : Efficacité de Metarhizium anisopliae (M2) vis-a-vis des larves de Culex pipiens

2.2.4. Calcul des TLs,

Pour calculer les TLso, nous avons transformé les pourcentages des mortalités en probit et

le temps en log décimal (Tableau 26 en annexe 5) .

A partir des équations des droites de régressions (Figure 31) nous avons calculé les valeurs

des TLs, portées sur le tableau 27 pour chaque dose.

86



Chapitre 1l : Etude de [’activité larvicide de Metarhizium anisopliae sur les larves de Culex pipiens

Tableau 27: Equations des droites de régressions et valeurs des TL50 pour chaque dose de
traitement utilisée.

Doses Equations des droites R’ TL50 (jours)
de régressions
DI : 10’ spores/ml Y =3,7718x +2,7927 0, 920 3,85
D2 : 10° spores/ml Y =4,1809x + 2,7104 0, 854 3.53
D3 : 10’ spores/ml Y =4,6053x + 2,7369 0,846 3,10
D4:10° spores/ml Y =4,8789x + 2,9584 0,907 2,62
D5 : 10° spores/ml Y =4,7798x + 3,6284 0, 921 1,94
TL50 1 M2 TL50 2 M2
8 1 10 -
6 | 8 - .
@ ¢ PROBITS 2 & PROBITS
2, 4° Z°
S ¢ Linéaire £ 4 2 Linéaire
A~ =3,7718x +2,7927 — A e = T
2 - Y 0T9;04 (PROBITS) 5 | y 4’:{?295‘ ;51’7104 (PROBITS)
0 . . . — Linéaire 0 . . . — Linéaire
0 0,5 1 15 (PROBITS) 0 05 1 15 (PROBITS)
Log Temps Log Temps
TL50 3 M2 TL504 M2
10 - 10 -
w 2 .4 ¢ PROBITS @ ¢ PROBITS
& y =4,6053x + 2,7369 — Linéaire - y = 4,8789x + 2,9584 — Lineaire
2 R?=0,846 (PROBITS) 2 - R2=0,9074 (PROBITS)
0 ' 1 ——Linéaire 0 ' ' ! — Linéaire
0 1 2 (PROBITS) 0 0,5 1 15 (PROBITS)
Log Temps Log Temps
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Figure 31 : Efficacit¢ de Metarhizium anisopliae (M2) dans le temps vis-a-vis des larves de
Culex pipiens traitées par les différentes doses (D1, D2, D3, D4 et D5).

2.3. La souche Metarhizium anisopliae LK9953010 (M3)

2.3.1. Taux de mortalité

Le pourcentage de mortalité journalicre des larves traitées par Metarhizium anisopliae
(M3) sont portées sur le tableau 28 et illustrés par la figure 31. Il en ressort que les résultats
obtenus montrent un début de mortalité le 2éme jour pour la dose D1 avec 4% de mortalité et
le 1" jour pour les autres doses D2, D3, D4 et D5 avec 1,33; 4; 10,66 et 12%
respectivement. Ce taux de mortalité atteint 77,33% a la dose D1, 92% a la dose D2, 96% a la
dose D3 et 100% aux doses D4 et D5 au 8¢me jour
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Tableau 28 : Pourcentage moyen de mortalité des larves de Culex pipiens traitées par
Metarhizium anisopliae (M3).

Doses (Spores/ml) | DO :Témoin | D1 (10°) | D2 (10°) | D3 (10") | D4 (10% | D5 (10%)
Temps (Jours)
1 0 0 1,33 4 10,66 12
2 0 4 5,33 9,33 20 20
3 0 12 24 28 36 44
4 0 20 36 54,66 60 65,33
5 0 40 53,33 65,33 70,66 77,33
6 0 54,66 70,66 81,33 82,66 85,33
7 0 69,33 88 90,66 94,66 97,33
8 0 77,33 92 96 100 100
9 0 86 97,33 100 100 100
10 0 97,33 100 100 100 100
120 -

X

o 100 -

.ﬁ

L 80 - ——D0

f ~8-D1

= 60 -

v = D2

on

qg 40 - == D3

§ == D4

2 20 - ~0-D5

[N

0 .
0 12
Temps (Jours)

Figure 32: Pourcentage de mortalité des larves de Culex pipiens apres 10 jours de traitement

par Metarhizium anisopliae (M3)
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2.3.2. Analyse de la variance

L’analyse statistique par [’utilisation de I’analyse de la variance a 2 critéres de
classification (Tableau 29) révele une différence hautement significative entre les différentes
mortalités enregistrées pour les larves traitées et les témoins, a différents niveaux de temps et

a différentes doses avec un niveau de probabilité (P=0,000)

Tableau 29: Analyse de la variance

Source de la SCE DDL CM F.Obs P
'Variation
Var. Total 280335,2 179
,000
Var. Fact.1. 103071,7 5 20614, 3 1348, 32
Doses
Var.Fact.2 ,000
Temps 143185, 9 9 159009, 5 1040, 59
* ,000
Var.Fac.tl 2 32242,9 45 716,5 46,86
Interaction
V.
Résiduelle 1834,7 120 o3

+» Test de Newman keuls

A travers le test de Newman Keuls au seuil de 5%, le classement des moyennes de
mortalités des larves qui ont ét¢ soumises a différentes doses de Metarhizium anisopliae

(M3) sont portées sur le tableau 30. Le test révele 6 groupes significativement différents.

Tableau 30: Classement des moyennes pour le facteurl (Dose)

DOSES MOYENNES Groupes Homogénes
D5 70,13 A
D4 67,46 B
D3 62,93 C
D2 56,80 D
D1 46,26 E
DO 0 F
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Pour le facteur (Temps) le test révele 9 groupes homogenes (Tableau 31) , le groupe (A)
comporte les moyennes les plus élevées (82,88 et 80,00) correspondant aux 10éme et 9¢éme
jour respectivement. Les groupes (B),(C),(D) et (E)comportent les moyennes intermédiaires
correspondant aux 8éme, 7éme, 6éme et 5éme jour. Les groupes (F),(G),(H) et (J) intéressent
les moyennes faibles correspondant aux 4éme, 3éme ,2éme et 1 jour de traitement

respectivement.

Tableau 31 : Classement des moyennes pour le facteur2 (Temps)

Temps(Jours) MOYENNES Groupes Homogénes
10 82,88 A
9 80,88 A
8 77,55 B
7 73,33 C
6 62,44 D
5 51,12 E
4 39,33 F
3 24,00 G
2 09,77 H
1 04,66 I

2.3.3. Calcul de la DL5,

Nous avons calculé la DL50 au 4éme jour apres traitement des larves (Tableau 32), donc
nous avons utilisé la fonction suivante : Y= ax+b (d’ou Y : probits et x : log doses). et pour un

pourcentage de mortalité de 50% : Y=5 (dont probit de 50=5), (Figure 33).
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Tableau 32: Logarithmes décimaux des doses et Probits des taux de mortalités au 3™ jour

Doses (spores/ml) | D1:10° | D2 : 10° D3 :10’ D4 : 10° D5 : 10°

Logarithme décimal
des doses 5 6 7 8 9

Pourcentages de
mortalité 20 36 54,66 60 65,33

Probits des
pourcentages de 4,16 4,64 5,10 5,25 5,38

mortalité

La figure 33 définissant la droite de régression des probits des taux de mortalité en
fonction des logarithmes décimaux des doses, montre une corrélation positive (P<1) pour les
différentes doses étudiées. Ceci se traduit qu’il existe une proportionnalité entre les doses et
les taux de mortalités. D’apres la formule obtenue a partir de la droite de régression. La dose
létale pouvant tuer 50% de la population des larves (DL50) est donnée par 1’équation obtenue

aux niveaux de la droite de régression : Y= 0,305x+2,771
x=5-2,771/0,305 = 7,3082

Cette concentration a été arrondie a 2,3 .10” spores/ml

6 -
5 - (‘/‘/’
4 -
Probit 3 - )
5 | v =0,305x + 2,771 ¢ probit
1 - R?=0,9229 —— Linéaire (probit)
0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10
Log Dose

Figure 33 : Efficacité de Metarhizium anisopliae (M3) vis-a-vis des larves de Culex pipiens
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3.4. Calcul des TL50

Pour calculer les TLs, nous avons transformé les pourcentages des mortalités en probit et

le temps en log décimal (Tableau 33 en annexe 7) .

A partir des équations des droites de régressions (Figure 34) nous avons calculé les valeurs

des TLs, portées sur le tableau 34 pour chaque dose.

Tableau 34 : Equations des droites de régressions et valeurs des TLs, pour chaque dose de traitement

utilisée.
Doses Equations des droites R’ TL50 (jours)
de régressions
D1:10° spores/ml Y =5,9463x + 0,6332 0, 9598 5,37
D2: 10° spores/ml Y =4,9732x + 2,0536 0,9131 3.91
D3 : 10’ spores/ml Y =4,9503x + 2,4475 0,8831 3,25
D4 : 10° spores/ml Y =4,7951x + 2,8632 0,8457 2,79
D5 : 10’ spores/ml Y =4,7672x +2,9915 0, 8708 2,64
TL50 D1 TL50 D2
8 ~ 9 -
- 8 - 4
y= §,9ﬂ63x + 0,6332 ¢ y= 479232)( + 2,0536
R?=0,9131
w2 6 7
& PROB 25 ¢ PROB
£4
[~ 3
—— Linéaire L/ —— Linéaire
(PROB) 2 1 (PROB)
1 .
‘ 1 0 T T 1
0 0,5 1 1,5 0 0,5 1 1,5
Log Temps Log Temps
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Figure 34: Efficacité de Metarhizium anisopliae (M3) dans le temps vis-a-vis des larves de Culex
pipiens traitées avec les différentes doses ( D1, D2, D3, D4 et D5)

2.4. La souche Metarhizium anisopliae : LK995311 (M5)

Il est a noter que les observations sur 7 jours sont faites dans le but de vérifier 1’efficacité
des traitements appliqués sur le stade larvaire L4 de Culex pipiens avec le champignon

Metarhizium anisopliae (M5)

2.4.1. Taux de mortalité

Les essais biologiques de Metarhizium anisopliae (M5) sur les larves de Culex pipiens ont
montré que le début de mortalité des larves traitées avec les 5 doses, a été enregistrée dés le

1'* jour. Ou nous avons remarqué une mortalité massive des larves traitées.
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Les résultats relatifs aux pourcentages de mortalités moyennes des larves traitées par M5

sont mentionnés dans le tableau 35 et représentés par la figure 35.

Tableau 35 : Pourcentage moyen de mortalité des larves de Culex pipiens traitées par Metarhizium

anisopliae (M5)

Doses(spores/ml) | DO :Témoin | D1 (10°) | D2 (10%) [ D3 (10") | D4 (10% | D5 (10%)
/ Temps(jours)

1 0 60 80 88 92 96

2 0 80 92 96 100 100

3 0 88 96 100 100 100

4 0 92 96 100 100 100

0 496 96 100 100 100

6 0 96 98,66 100 100 100

7 0 100 100 100 100 100

Les résultats portés sur le tableau 35 montrent que la mortalité chez les témoins est nulle.
Les pourcentages de mortalité corrigés sont €égaux aux pourcentages de mortalités observés et
une mortalité supérieure & 50% a été observée a partir du 1™ jour.

Les courbes des mortalités cumulées représentées sur la figure 35 présentent la méme
allure et évoluent dans le méme sens, se caractérisent par un décalage dans le temps en

réponses aux doses aux quelles les larves ont été soumises.

120 -+
X 100 -
‘O
B =@=TEmoin
£ 80 -
o e=fil=—D1
=
3 60 —h—D2
(]
Ep == D3
S 40 -
3 == D4
=}
& 20 - —®—D5
0 L 4 4 4 4 4 4 L 4 T T )
0 2 4 TEMPS6(Jours) 10 12

Figure 35: Pourcentage de mortalité des larves de Culex pipiens aprés 7 jours de traitement par
Metarhizium anisopliae (M5)
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2.4.2. Analyse de la variance

Pour que nos résultats soient plus explicites. On s’est appuyé sur I’analyse de la variance a

deux critéres de classifications :

% Facteur 1 : Doses avec 6 niveaux (D1 : 105, D2:10% D3 107, D4 :10%et D5 : 10°
spores/ml

¢+ Facteur 2 : Temps avec 7 niveaux indiquant 7 jours d’observations

Nous avons appliqué I’analyse de la variance a 2 Criteres de classification (Doses et
Temps) aux larves testées de maniere a étudier I'influence de ces deux facteurs (doses ainsi
que les durées de traitement sur les taux de mortalité¢ des larves de Culex pipiens ainsi que
leurs interactions. En comparant la somme des carrés des taux de mortalité en fonction des
différents facteurs nous remarquons qu’il existe une différence trés hautement significative
dans la mortalité des larves traitées avec différentes doses ainsi que pour le facteur durée de

traitement. (P=0,000) (Tableau 36).

Tableau 36 : Analyse de la variance

Source de la SCE DDL CM F.Obs P
'Variation
Var. Total
167040, 6 125
1000
Var.  Fact.l.| 10,005 5 32385,651 10201,480
Doses
Var.Fact.2 ,000
Temps 2561,524 6 426,921 134,480
* 1000
Var.Fact]*2 2284,190 30 76,140 23.984
Interaction
V. Résiduelle
266,667 84

*

% Test Newman keuls

D’aprés  les tableaux 37 et 38, des classements et regroupement des groupes
significativement différents. Nous avons obtenus 5 groupes homogenes pour les deux facteurs

(Dose et Temps).
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Pour le facteur (Dose) le groupe (A) intéresse le maximum de mortalité (98,86) et (99,43)
correspondant aux doses (D4) et (D5) respectivement, le groupe (E) intéresse la dose nulle
(témoin DO) quant aux groupes (B),(C) et (D) intéressent les doses (D3),(D2) et (D1)

respectivement.(tableau 38).

Tableau 37 : Classement des moyennes pour le facteurl (Dose)

DOSES MOYENNES Groupes Homogénes
D5 99,43 A
D4 98,86 A
D3 97,71 B
D2 94,45 C
D1 87,43 D
DO 0 E

Pour le deuxieme facteur (Temps), le groupe (A) commence a partir du 5éme jour ou la
mortalit¢ a atteint son maximum. Les groupes (B), (C)et (D) qui respectivement
correspondent aux jours (J4, J3 et J2) ou la mortalit¢é décrois progressivement jusqu’ a

atteindre un minimum intéressant le groupe (E).

Tableau 38 : Classement des moyennes pour le facteur2 (Temps)

Temps (Jours) Moyennes Groupes Homogénes
7 83,33 A

6 82,66 AB

5 82,22 AB

4 81,33 B

3 80,60 C

2 78,00 D

1 69,33 E
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2.4.3. Calcul de la DL,

La DLs a été déterminée a partir de 1’équation issue de la droite de régression (Figure 36)
qui a été ¢élaborée a partir de transformation des pourcentages de mortalité en probits.

correspondant au 1" jour aprés le traitement, et des doses en log décimaux (Tableau 39).

Tableau 39 : Logarithmes décimaux des doses et Probits des taux de mortalité au 1™ jour

Doses (spores/ml) | D1 (10°) | D2 (10% D3 (10") | D4 (10% D5 (10%)

Logarithme décimal
des doses 5 6 7 8 9

Pourcentages de

mortalité 60 80 88 92 96
Probits des

pourcentages de 5,25 5,84 6,18 6,34 6,75
mortalité

Y=0,357x+ 3,587  R*=0,9698
x=3,957

Cette concentration a été arrondie 2 8,9.10° spores/ml

y=0,357x + 3,587

T R*=0,9698

Probits
O L N W b U1 O N 0

0 5 10 15

Log Dose

Figure 36 : Efficacité de Metarhizium anisopliae (MS5) vis-a-vis des larves de Culex pipiens
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2.4.4. Calcul des TL50

Le calcul des TL50 rapporté aux doses nous renseigne sur I’importance de 1’effet du

champignon dans le temps. Les probits des pourcentages de mortalité ainsi que le logarithme

décimal des temps pour chaque dose sont portés sur le tableau 40 en (Annexe 7).

A partir des équations des droites de régressions (Figure 37) nous avons calculé les valeurs

des TLs, portées sur le tableau 41 pour chaque dose.

Tableau 41:
traitement utilisée

Equations des droites de régressions et valeurs des TL50 pour chaque dose de

Doses Equations des droites R’ TL50 (jours)
de régressions
D1 : 10° spores/ml Y =2,6875x + 5,0428 0,8128 0,96
D2:10° spores/ml Y =1,9893x + 5,7514 0,7541 0,42
D3 : 107 spores/ml Y =2,4682x + 6,3176 0,8283 0,29
D4 : 10° spores/ml Y =1,6643x + 6,9679 0,6126 0,06
D5 : 10’ spores/ml Y =1,3275x + 7,195 0,8589 0,02
TL50 D1 TL50 D2
10 + 10 -+
8 - * 8 - *
£ s ‘/o/‘/‘“ 2 6 »/‘/‘/“(
= @ Probits = @ Probits
e e y=1,9893x +5,7514
4 Hy= 4 -
A y = 2,6875x + 5,0428 A R%=0,7541
5 . R?=0,8128 —— Linéaire 5 . —— Linéaire
(Probits) (Probits)
O T 1 0 T 1
0 0,5 1 0 0,5 1
Log Temps Log Temps
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S 4 - ’ 4 -
= R?=0,8283 & R?=0,6126
A~ 31 L 3 - o
——Linéaire ——Linéaire
2 1 (Probits) 2 1 (Probits)
1 - 1 -
0 T 1 O T 1
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Figure 37 : Efficacité de Metarhizium anisopliae (M5) dans le temps vis-a-vis des larves de Culex
pipiens traitées par les différentes doses (D1, D2, D3, D4 et D5)
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3. Discussion

Le phénoméne de résistance aux insecticides qu'a développé Culex pipiens a suscité la
recherche d'une autre solution pour combattre ces insectes nuisibles et vecteurs de maladies.
Selon Failoux et Rodhain (1999) ce phénoméne est apparu en 1990 en régions tempérées.
Culex pipiens connue comme étant une espeéce vectrice de filarioses et d’encéphalites a
développé plusieurs types de résistance vis-a-vis des organo-phosphorés. Cette résistance est
un phénomeéne du a une forte production d’une protéine appelée estérase B proteine (a plus
de 10% des protéines totales) et plus de 10 genes sont impliqués dans sa production et donc

dans la résistance aux organo-phosphorés (Chevillon, 1994).

Corosmans et al.,(1992) ont propos¢ un programme de lutte intégrée contre Anopheles
gambiae dans une région rizicole au Burundi qui comprend dans son programme: un
assainissement, I'emploi de moustiquaires imprégnés de deltamétrine ainsi que des traitements
intradomiculaires. Ces auteurs avaient montré que cette méthode avait réduit la prévalence
palustre mais n'avait en aucun cas réduit la densité ni la charge des populations parasitaires
cibles. Par ailleurs les travaux de Berchi (2000) sur le Malathion testé au laboratoire sur six
populations de Culex pipiens des gites €pigés et hypogés ont révélé que ces derniéres étaient
résistantes a ce produit. C'est dans ce sens que nous avons opté pour une lutte

microbiologique.

La majorité des insectes sont sensibles aux microorganismes dont les champignons, les
bactéries et les virus (Scholte et al., 2004). Approximativement, 750 especes de champignons
décrites sont des pathogeénes obligatoires ou facultatifs sur un ou plusieurs stades de

développement des insectes dans des habitats aquatiques, terrestres et souterrains (McCray et

al. 1973) .

Dans cette étude nous avons testé quatre souches fongiques entomopathogénes de
Metarhizium anisopliae (M1, M2, M3 et M5) isolées pour la premiére fois a partir d’un sol
agricole Algérien contre les larves du 4éme stade de Culex pipiens avec différentes
concentrations. Nos résultats ont montré un effet significatif quant a la mortalité des larves.
En effet nous avons remarqué que le taux de mortalité des larves témoins utilisées pour les
quatre tests était nul. Ces mémes résultats ont été constatés par Alves et al., (2002) ou ils

n’ont enregistré aucune mortalité des larves témoins durant la période des bio essais.
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En effet, nous avons aussi constaté que ces champignons agissent dés le premier jour du
traitement. Ces résultats sont similaires & ceux obtenus par Alves et al.,(2002) qui ont
enregistré un début de mortalité des larves de Culex quinquefasciatus  traitées par
Metarhizium anisopliae & partir du 1" jour de traitement. Cependant le pourcentage de
mortalité des larves était de 50% aprés 24h traitées a la dose 10°spores/ml avec les souches
Metarhizium anisopliae (M1) et Metarhizium anisopliae (M5). Ce méme taux de mortalité a
¢té enregistré avec les larves traitées avec Metarhizium anisopliae (M2) et Metarhizium
anisopliae (M3) apres 3jours et 4 jours respectivement. Nos résultats vont dans le méme sens
que ceux obtenus par Alves et al, (2002) ou ils ont enregistré un taux de mortalité 50% des
larves de Culex quinquefasciatus traitées par Metarhizium anisopliae 1037 par le mode de

contact apres 24h.

Ensuite, nous avons comparé 1’efficacité de nos quatre souches sur les larves L4 du Culex
pipiens, d’apres les résultats de mortalit¢ nous avons remarqué que la mortalité¢ des larves
traitées avec la souche (MS5) est plus rapide et intense par rapport a la mortalité des larves
traitées avec les souches (M1, M2 et M3). La mortalité¢ complete des larves a été atteinte au
2°™ jour pour M5, au 4°™ jour pour M1, au 5™jour pour M2 et au 8™ jour pour M3. Nos
résultats corroborent ceux obtenu par Alves et al.,(2002) qui ont étudi¢ la comparaison de
I’effet des deux champignons Metarhizium anisopliae 1037 et Metarhizium anisopliae E9 sur
les larves de Culex quinquefasciatus. Ils ont trouvé que la souche M. anisopliae 1037 est plus

virulente que M. anisopliae E9, avec un taux de mortalit¢ de 93,33% apres 5 jours de

traitement par rapport a un taux de mortalité de 55,55% de M. anisopliae E9 aprés 5 jours. .

D’aprés Roberts (1967) ce champignon entomopathogeéne M.anisopliae attaque les larves
de moustiques préférentiellement par le siphon respiratoire. C’est pourquoi ce germe tue
davantage de moustiques lorsqu’il est appliqué a la surface de I’eau. Mais, en fait si les larves
sont mises dans des suspensions conidiennes de fortes concentrations (10’ spores/ml) le
champignon peut tuer celles-ci avant toute colonisation fongique intrahémocoelienne. Les
faits rapportés par cet auteur sont en totale concordance avec nos résultats (Benserradj et

Mihoubi, 2014).
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L’étude de la virulence du champignon entomopathogéne Metarhizium anisopliae vis-a-

vis de différentes espéces de moustiques a fait I’objet de plusieurs travaux :

Des essais au laboratoire réalisés par Daoust et Roberts (1982) pour 1’étude de I’effet de
cette méme souche sur la mortalité des larves de Culex pipiens ont révélé un taux de mortalité
de 50% aprés 3 jours de traitement en utilisant une dose de 1mg de conidies. Contrairement a

Ramoska (1982) qui a observé ce taux de mortalité au bout d’un mois.

Par ailleurs, Mohamed ef al.,(1983) ont testé la sensibilité¢ —résistance de Culex pipiens et
Culex quinquefasidatus au Metarhizium anisopliae ( Ma 43 et E9) et ont affirmé que tous les
stades du moustique sont tres sensibles aux deux souches avec un taux de mortalité allant de

86 a 100% aux plus fortes doses, ce qui va dans le sens de nos résultats.

Lepage et al, (1992) ont utilis¢ plusieurs souches de champignons entomopathogenes
(Metarhizium anisopliae, Cordyceps militaris et Tolypocladium cylindrosporum) afin de lutter
contre quelques diptéres piqueurs, Ils ont conclu que de toutes les souches testées,
Metarhizium anisopliae semble le plus intéressant pour la lutte microbiologique contre les
larves de dipteéres piqueurs. Dans ce sens Saint-Louis ef al.,(2001) ont confirmé que
Metarhizium anisopliae est un champignon promoteur pour une lutte biologique de par son
efficacité¢ sur tous les stades de développement d'un insecte et pourrait étre un excellent
candidat comme mesure alternative aux pesticides de synthése dans le cadre d'une lutte

biologique ou une lutte intégrée.

Les travaux de Ravallec et al.,(2003) ont démontré que Metarhizium anisopliae avait un
effet distinct sur les larves d'dedes albopictus. Ceux-ci ont développé la muscardine verte
maladie due a Metarhizium anisopliae qui s'est propagé dans tout le corps des larves. En effet,
ces mémes auteurs ont révélé en 2006 que les larves d’Aedes albopictus soumises a de fortes
doses de Metarhizium anisopliae ont montré une mort progressive (100% de mortalité au bout
de 20 jours de traitement). Selon eux, si la dose de I'inoculum est assez élevée, les
mycotoxines sont libérées dans ’hémocoele de I’insecte et c’est dans le mésantéron que les
spores subissent une protéolyse alcaline (une larve de 4éme stade ingére 3.10°
spores).Effectivement, au fur et a mesure, les larves finissent par perdre leur capacité

digestive.
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L’étude de I’effet de nos 4 souches sur la mortalité des larves de Culex pipiens, nous
montre que le traitement a mis en évidence wune efficacité trés hautement significative
comparativement aux témoins (P<0.01) et les larves ont été sensibles envers ces quatre

souches malgré leur effet différent.

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (Temps et doses) a révélé une
différence trés hautement significative entre les pourcentages de mortalité des larves de Culex
pipiens pour les différentes doses et a différents temps avec P=0.000 pour I’effet des deux

variables.

Pour les champignons M1 et M3 le test de Newman keuls a révélé I’existence de six
groupes homogenes (A, B, C, D, E et F) et de ce fait classé les concentrations (Doses) selon
leur efficacité. La dose 10°spores/ml est la plus efficace contre les larves suivie des doses
10%, 107, 10° et 10° spores/ml et le groupe (F) étant celui des larves témoins qui n’ont subit
aucune dose de traitement. Pour les champignons M2 et M5 le test de Newman keuls a révélé
I’existence de cinq groupes homogenes (A, B, C, D et E) et de ce fait classé les concentrations
(doses) selon leur efficacité. La dose 10° spores/ml est la plus efficace contre les larves suivie
des doses 10%, 107 spores/ml . Les concentrations 10° et 10° spores/ml ont été classées dans
un méme groupe (D) pour la souche M3 et semblent avoir un effet similaire sur la mortalité.
Pour la souche M5 les concentrations 10° et 10° spores/ml ont été classées dans un méme
groupe (A) et semblent avoir un effet similaire sur la mortalité, ce qui nous a permis de
déduire que les doses employées ont été efficaces sur les larves et que la concentration

10°spores/ml qui a eu le plus d’effet car elle a permis de tuer 100% de larves et ce dés le 2™

jour de traitement avec M5 , le 4™ jour de traitement avec M1, le 5™ jour de traitement
avec M2 et le 8™jour de traitement avec M3. Les doses 10® et 107 spores/ml sont aussi fortes
car elles ont suffit a tuer jusqu’a 100% des larves au bout de 3 jours pour M5, les doses 10° et

10° spores/ml ont eu un moindre effet.

Nous pouvons également conclure que I’analyse de la variance explique que les doses
employées ont été fortes, en effet elles ont permis d’avoir de grands taux de mortalité dans un

intervalle de temps compris entre un et cinq jours.
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Apres correction des pourcentages des mortalités obtenues apres traitement des larves par
la solution entomopathogeénes des quatre especes de Metarhizium anisopliae, nous les avons
convertis en probit selon la table des probits et nous avons également convertit le facteur
temps et le facteur dose en logarithmes afin de calculer la DLs et les TLso. Nos résultats ont
abouti & une DLs¢-3,9.10° spores/ml pour la souche M1 et 8,9.10° spores/ml aprés 24h pour
M3, une DLsg = 2,4.10° spores/ml aprés le 3éme jour pour M2 et 2,3.10"spores/ml aprés 4
jours pour M3. Les DLsy de ce champignon, enregistrées par les différents auteurs sont de
1,09.10° spores/ml sur les larves de Aedes albopictus (Hazrat et al., 2012) aprés 3 jours
d’application. et 8ppm pour les larves de Aedes triseritatus (Lepage et al.,1992 ). Quant aux
larves de Culex quinquefasciatus, les DLs obtenues étaient respectivement 1,97.10* spores/ml
pour la souche M. anisopliae 1037 et 3,01.10° spores/ml pour et M. anisopliae E9 (Alves et
al., 2002).

Concernant les TLsy, notre étude montre qu’ils sont inversement proportionnels aux doses
appliquées. En effet, nous avons relevé des TLso de 1,22 jour pour la souche M1, ce qui
correspond au temps le plus court & la dose la plus faible (10° spores/ml) et 4,48 jours
représentant ainsi le temps le plus long a la dose la plus faible (10° spores/ml). Quant aux
souches M2,M3 et M5, les TLsy relevés sont respectivement 1,94, 2,64 et 0,02 jours
représentant les temps les plus courts a la dose la plus élevée et des TLso de 3,85, 5,37 et 0,96

jours correspondant aux temps les plus longs a la dose la plus faible.

Nos résultats corroborent ceux obtenus par Alves et al.,(2002).Ces auteurs ont constaté que
les LTso différaient selon les doses appliquées et les méthodes d’application : un TLs, égale 1
jour quand ils avaient appliqué des conidies de Metarhizium anisopliae a la surface de 1’eau

et TLso égale 3,6 jours apres traitement avec la méme souche sous forme de spores séches.

Les résultats de I’effet larvicide de Metarhizium anisopliae que nous avons obtenus sont en
corrélation avec ceux observés par plusieurs auteurs (Alves et al., 2002; Scholte et al., 2005;
Amora et al., 2010 ) et permettent de conclure que les especes de Metarhizium anisopliae

testées ont une action pathogene sur les larves de Culex pipiens.
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Chapitre III : Production et Identification des toxines ( Destruxines)

élaborées par Metarhizium anisopliae

Chez certains champignons entomopathogenes incluant Metarhizium anisopliae il y a
production de mycotoxines pendant la pénétration des hyphes dans I'insecte , Les toxines sont
souvent supposées étre des armes chimiques, soit pour la défense des micro-organismes, soit
pour l'attaque de 1'hote. Ces métabolites secondaires jouent un rdle important lors de
l'invasion de l'insecte par le pathogene, puisqu’ils accélerent la mort de 1'hote et permettent au
champignon de proliférer plus rapidement (Vey et al., 1986, Ignoffo,1988; Ravallec et al.
,1989). Des protéases, des cytochalasines ainsi que la prodestruxine sont tous des métabolites
¢laborés par Metarhizium anisopliae. Cependant, les plus intéressants restent les

hexacyclodepsipeptides du groupe des destruxines isolés de ce champignon.

Par ailleurs, il est a signaler que les manipulations d’extraction, de purification et de
caractérisation chimique des biomolécules sont tres délicates, fastidieuses et cotiteuses. En
effet, la détermination compléte de la structure chimique d’une molécule biologiquement
active nécessite d’une part, la combinaison de plusieurs techniques d'extractions et de
purifications et la disposition d’une quantité assez importante de la molécule a 1’état pur, une
telle quantité ne peut étre obtenue que dans des conditions semi-préparatives ou méme
préparatives, et d’autre part, I'utilisation de plusieurs techniques physico-chimiques et

spectroscopiques.
Dans cet objectif, nous avons analysé et caractérisé les différentes destruxines produites

par les especes Metarhizium anisopliae en se basant sur la chromatographie liquide couplée a

la spectrométrie de masse.
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1. Matériel et méthodes

1.1. Production des destruxins

1.1.1. Pré-culture

Les souches de Metarhizium anisopliae (M1, M2, M3 et M5) ont été cultivées sur boite de
Pétri contenant le milieu PDA, puis incubées durant 14 jours a 28°C. Les spores
correspondantes ont été collectées dans de 1’eau distillée puis diluées pour obtenir une
suspension d’environ 10’ spore/ml. 1ml de la suspension a été ensemencé dans 49ml du
milieu liquide Czapek dox broth (CDB) + 0,5% peptone et incubé 5 jours a 28°C et 150rpm

afin de favoriser la sporulation (Hu et al., 2006).

1.1.2. Fermentation

Le milieu maltose a été choisi comme un milieu spécifique pour une production optimale
des destruxins (Liu et al, 2000). La fermentation a été réalisée dans des Erlenmeyer de
250ml contenant 90 ml du milieu de fermentation. Chaque Erlenmeyer contenant le milieu a
¢té inoculé par 10ml des prés cultures puis incubé a 28°C pendant 14jours sous agitation a

150 rpm. Les expérimentations ont €té réalisées en triple.

1.1.3. Extraction

Apres une durée d'incubation de 14 jours a 28°C, le contenu de chaque Erlenmeyer est
filtré sur papier Whattman n°1, ensuite le milieu liquide a été centrifugé pendant 20 min a

8000 x g (permet de bien séparer le mycélium et le surnageant).

Les Mycotoxines (destruxines) présentes dans le surnageant de culture ont été extraites par
partition de phase en mettant en contact les 100 ml de surnageant avec 100 ml de

dichloromethane.

L’¢luent contenant les métabolites secondaires a été recueilli puis évaporé a une
température 40°C en utilisant I’appareil rotatif évaporation sous vide. Enfin, nous avons

recueilli de nouveau le résidu a I’aide du méthanol.
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1.2. Identification des destruxins

Cette partie du travail a été réalisée au sein de I’Institut de Chimie et Biochimie

Moléculaires et Supramoléculaires (ICBMS), Université¢ Claude Bernard Lyon 1-France).

1.2.1 Analyse par HPLC

Le systéme chromatographique utilis¢é au laboratoire se compose d’un systeme de
pompage avec un formeur de gradient, une colonne et d’un injecteur (Pump. Agilent G 1312A
binary, Cis colomn). Les différents éléments sont reliés a un micro-ordinateur permet de
piloter automatiquement les différents composants du systéeme chromatographique. Il présente

aussi toutes les fonctions d’un intégrateur classique de chromatographie.

Un systéme de gradient de solvant, inspiré¢ a été développé afin d’établir des profils de
métabolites secondaires des souches utilisées. La phase mobile est composée de deux solvants
: le solvant A (Eau) et le solvant B (Acétonitrile). Au temps t = 0, la part du solvant B
représente 4% de la phase mobile pour augmenter de fagon linéaire pendant 12 minutes afin
d’atteindre 30%, puis 95% de la phase mobile en 30 minutes, La composition de la phase
mobile reste constante durant 10 minutes.

Enfin, les conditions initiales du systéme chromatographique ont ¢été rétablies en dix
minutes supplémentaires afin de rincer et de rééquilibrer la colonne (Tableau 42). Une
colonne C18 Zorbax C18 a été utilisée comme phase stationnaire. 40ul d’extrait resuspendu
et filtré ont été injectés automatiquement dans le systéme de chromatographie, pour chaque

échantillon considéré avec un débit de 0,3ml/min.

Tableau 42: Programme gradient utilisé pour 1’analyse et la séparation du métabolite

Temps (min)/Solvant A B

0 min 96% 4%
12 min 70% 30%
30 min 5% 95%
40 min 96% 4%
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1.2.2 Analyse par HPLC couplée a la spectrométrie de masse

La spectrométric de masse est une technique analytique mature qui s’est fortement
implantée dans le domaine biomédical. Elle consiste a mesurer le rapport masse/charge (m/z)

d’especes élémentaires ou moléculaires (Figure 38).

Figure 38 : Systéeme Hplc couplé a la spectrométrie de masse (Institut de Chimie et Biochimie

Moléculaires et Supramoléculaires(ICBMS), Université Claude Bernard Lyon 1-France

Fondamentalement, un spectrometre de masse est composé des €éléments suivants : un
systeme d’introduction de la substance a analyser, une source pour ioniser les analytes, un ou
plusieurs analyseurs pour séparer les différents ions générés dans la source, un détecteur pour
dénombrer les ions, et enfin un systéme de traitement des données permettent la visualisation
et ’enregistrement des spectres de masse et permettant de controler les paramétres

d’acquisition (Figure 39).

Figure 39 : Principe d’un spectrométre de masse

( Kebarle , 2000)
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1.2.2.1 Analyses LC-ESI-MS et LC-APCI-MS

Afin d’analyser nos divers extraits ou mélanges réactionnels, nous avons utilisé¢ la
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse avec une source d’ionisation a la
pression atmosphérique (API) de type electrospray (ESI) (Figure 38 (A)) et ionisation
chimique a pression atmosphérique (APCI) (Figure 38(B)).

Figure 38 : (A) source d’ionisation electrospray (ESI-MS), (B) source d’ionisation a pression
atmosphérique (APCI-MS) . (Institut de Chimie et Biochimie Moléculaires et
Supramoléculaires(ICBMS), Université Claude Bernard Lyon I-France)

= Les sources électrospray (ESI : Electrospray lonisation)

Cette technique, développée par J.B. Fenn au milieu des années 1980, est utilisée en
spectrométrie de masse pour produire des ions a partir de composés en solution.
L’¢lectrospray est produit par application a pression atmosphérique d’un fort champ
¢lectrique sur un liquide traversant un tube capillaire avec un faible débit. Le champ
¢lectrique est obtenu par application d’une différence de potentiel de 2 a 6 kV entre ce
capillaire et la contre-¢électrode. Il provoque 1’accumulation de charges a la surface du liquide,
situé a D'extrémité du capillaire, qui va se rompre pour former des gouttelettes fortement
chargées.

L’évaporation du solvant contenu dans ces gouttelettes va provoquer la réduction de leur
taille jusqu’au moment ou les forces coulombiennes vont approcher le niveau des forces de

cohésions des gouttelettes et provoquer leur explosion.
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Une cascade de fissions conduit a des gouttelettes de plus en plus petites, jusqu’au moment
ou le champ ¢électrique a leur surface devient suffisant pour provoquer la désorption
d’agrégats chargés. Les agrégats chargés ainsi produits sont accélérés pour étre désolvatés au

cone alors que les molécules non chargées sont éliminées (Figure 40).

Figure 40 : Schéma d’une source électrospray

( Kebarle , 2000)

Cette technique d’ionisation douce, permettant une faible fragmentation de [’ion
moléculaire et donnant ainsi accés a la masse moléculaire des analytes, est 1’une des

techniques les plus utilisées pour les études métabolomiques en couplage LC-MS.

= L’APCI (Ionisation chimique a pression atmosphérique)

Cette technique, employée en couplage LC-MS, fait appel a des réactions ions-molécule en
phase gazeuse a pression atmosphérique. C’est donc une méthode analogue a I’ionisation
chimique ou les ions primaires sont produits par des décharges Corona sur un aérosol de
solvant contenant les analytes. La source APCI est principalement appliquée a I’analyse des
composés polaires et ioniques avec une masse moléculaire inférieure a environ 1500 Da,
méme si elle est capable d’analyser des composés relativement non polaires. Elle utilise un
nébuliseur pneumatique a air ou a azote pour produire un fin aérosol au sein d’une chambre
chauffée (350 a 500 °C), le vaporisateur. Au sein de la source, les molécules de solvant et

d’analytes, sous forme gazeuse, sont ionisées a I’aide dune décharge corona.
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Les molécules de solvant, en large exces, sont ionisées préférentiellement et jouent le role
d’ions réactifs. En ionisation en mode positif, le transfert de proton a partir des ions du
solvant conduit a la formation de molécules protonées de I’analyte. En ionisation en mode
négatif, les ions de I’espéce moléculaire sont obtenus par transfert d’électron ou par

abstraction de proton. La formation d’ions adduits peut se produire dans les deux modes.

e L’analyseur
Le principe de fonctionnement de I’analyseur a temps de vol (Figure 41), désigné TOF pour
Time of flight est le suivant : les ions sont accélérés vers le tube de vol par une différence de
potentiel appliquée entre une ¢lectrode et la grille d’extraction. Les particules accélérées ayant
toutes la méme énergie cinétique passent ensuite dans le tube de vol, libre de champ, ou elles

sont séparées en fonction de leur vitesse acquise.

Figure 41: Principe de fonctionnement d’un analyseur a temps de vol (TOF)

(Bouchoux et Sablier, 2005 )
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1.2.2.2. Conditions opératoires des paramétres d‘ionisation (LC-ESI-MS et LC-APCI-

MS)

Les analyses présentées dans ce chapitre ont été réalisées en couplant un appareil HPLC
1100 (Agilent, Waldron, Allemagne) avec un triple quadripdle Quattro Ultima Micromass
équipé d‘une source ¢lectrospray (ESI) et une source a pression atmosphérique (APCI) Les
données enregistrées d‘un rapport m/z de 50 a 1000 ont ensuite été analysées. Les valeurs des

parametres pour obtenir un rapport signal/bruit optimal, en mode positif, sont les suivantes :

- une tension de capillaire de = 3.5 kV
- une température de désolvatation de 200°C
- une température de source de 350°C

- un débit de gaz de cone de 4 L/min

1.2.3. La spectrométrie de masse en tandem ou MS/MS

La spectrométrie de masse en tandem (ou MS/MS) consiste a combiner deux analyseurs. Ce
systeme va permettre d’augmenter la précision des analyses.
La Figure 43 illustre le fonctionnement d’un spectrometre de masse en mode MS/MS. Les
ions sont analysés dans un premier analyseur, puis passent dans une chambre de collision ou
ils sont fragmentés. Les fragments sont ensuite envoyés dans un second analyseur de masse.
Les deux analyseurs ne sont pas nécessairement du méme type. L’utilisation d’analyseurs de
types différents permet de bénéficier d’avantages plus variés, ou de limiter les inconvénients
d’un analyseur donné.

Par exemple, le « Quadrupole Time-of-flight » (aussi appelé QTOF) utilis¢ dans notre
¢tude est un appareil utilisant un analyseur de type quadripdle dans un premier temps, avant

de fragmenter les ions et de les faire passer dans un analyseur de type Temps-de-Vol.
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Figure 43 : Principe général d’un spectrométre de masse MS/MS.
(Freddy, 2011)

La fragmentation en MS/MS va couper le peptide a différents endroits, et ainsi créer une
série d’ions. Cette fragmentation a principalement lieu sur le squelette peptidique. Selon la
notation introduite en 1984 par Roepstorff et Fohlman , les ions formés quand la charge reste
sur le fragment de gauche (nommé N-terminal) sont appelés a, b et ¢ ; quand la charge reste
sur le fragment de droite (nommé C-terminal), les ions formés sont appelés x, y et z.

La Figure 44 présente la position de la fragmentation pour ces différents ions. La détection

de chacun de ces ions va se traduire par un pic dans le spectre MS/MS.

Figure 44 : Les différents sites de fragmentation a I’intérieur d’un peptide de quatre acides
aminés (Roepstorff et Fohlman, 1984)
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2. Résultats
2.1. Fermentation

Aprés inoculation, les Erlenmeyer ont été incubés a 28°C et agités a 150rpm pendant 14
jours. Cette agitation assez intense pourrait entrainer un développement hétérogéne du
mycélium selon les espéces fongiques. Au cours de notre étude, nous avons remarqué des
développements morphologiques différents du mycélium des 4 champignons
entomopathogenes Metarhizium anisopliae. Nous avons constaté aussi que les différences de
développement morphologiques du mycélium peuvent étre reliées aux différences de niveau

de métabolites produits intra expérimentation.

En effet, le mycélium se développe de facon hétérogéne dans le milieu de culture en
formant des billes ou des filaments. La figure 45 illustre le développement hétérogene des

quatre souches de Metarhizium anisopliae apres 14 jours de fermentation.

Pendant les 14 jours d’incubation, les Erlens ont été contrdlés hebdomadairement pour

confirmer I’absence de contamination par d’autres especes fongiques.

Figure 45 : Développement morphologique de Metarhizium anisopliae sur milieu de

fermentation en formant des billes
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2.2. Extraction

Les souches de Metarhizium anisopliae ont été sélectionnées pour ses activités insecticides
importantes contre les larves de moustiques. Pour la purification et la caractérisation
chimiques des biomolécules (toxines) de ces sources, nous avons préparé quatre cultures de
100 ml. Apres 14 jours d’incubation a 28°C sous une agitation a 150 rpm. Les surnageants des
quatre cultures ont été séparés de la biomasse par centrifugation. Une double extraction par le

dichloromethane a été réalisée sur chacun des quatre surnageants obtenus (Figure 46).

Figure 46 : Extraction des métabolites secondaires de Metarhizium anisopliae par le

dichlorométhane

La phase organique contenu le composé actif est évaporé a sec par rotavapor. Les 4 extraits

secs obtenus sont de couleur jaune-marron (Figure 47).

Figure 47 : Extrait brut de la souche Metarhizium anisopliae
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2.3. Identification et caractérisation des destruxines
2.3.1. Analyse par HPLC

Dans le but d’obtenir une séparation satisfaisante et plus rapide des destruxines. Le systéme
Hplc a été effectué en gradient d’¢élution linéaire. De ce fait la phase mobile HPLC a été testée

avec I’acétonitrile comme solvant (Figure 48).
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Figure 48 : Les conditions analytiques du systéeme HPLC (agilent)

La figure 49 montre les différents profils chromatographiques obtenus par analyse en HPLC
des cultures des 4 souches de M.anisopliae. 1l peut étre observé que les métabolites
secondaires de Metarhizium anisopliae recherchés dans les surnageant de culture couvrent
une large gamme de polarité et que 40 minutes sont nécessaires pour séparer I’ensemble de

ces molécules.

117



Chapitre 11l : Production et identification des destruxines élaborées par Metarhizium anisopliae
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Figure 49 : Chromatogrmme HPLC des 4 souches de Metarhizium anisopliae, A) la
soucheM1, B) la souche M3, C) la souche M2, D) la souche M5

Les chromatogrammes ont révélé la présence de plusieurs molécules différentes et ce, en se
basant sur leur temps de rétention. Cette analyse a permis de détecter, dans les surnageants
issus de la culture de la souche M5 douze pics dont quatre ont été détectés dans les
surnageants issue de la souche M1. Cependant aucun pic n’a été détecté pour les extraits des
souches M2 et M3. En outre, les 4 pics ont été détectés aux méme temps de rétention pour

I’extrait de la souche M1 et M5 et 9 pics n’ont été présents que dans I’extrait de la souche MS5.

Les différents métabolites obtenus ont des temps de rétention trés voisins du fait de la
similitude de leurs propriétés physicochimiques, les métabolites ont été séparés entre les

temps de rétention 17min-28min (Figure 50 a et b).
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Figure 50: Séparation des molécules par HPLC, (a) la souche M1, (b) la souche M5

2.3.2. Analyse par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse

(LC/MS) et (LC/MS/MS)

Dans le but d’identifier les molécules présentes dans les extraits des 4 souches de
M.anisopliae, nous avons combiné I’HPLC a un systéme de détection MS (spectrométrie de
masse).car non seulement c’est un mode de détection souvent rencontré pour I’analyse des
métabolites secondaires mais surtout il fournit des informations structurales sur les analyses

étudiées.

En spectrométrie de masse, la molécule est analysée sous une forme ionisée et pour la
quantifier, le détecteur enregistre I’intensité du signal associé a cette espéce (de rapport m/z)
en fonction du temps. On obtient alors un chromatogramme dont I’abscisse est le temps et
I’ordonnée est I’intensité de 1’ion considéré. Différents modes peuvent €tre utilisés, comme

le mode MS/MS, ou le mode MS simple.
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Les résultats d’analyses LC/MS ont montré que la souche Metarhizium anisopliae
LK995308(M1) produit 4 types de destruxines (A, B2, B et Bl), tandis que la souche
Metarhizium anisopliae LK995311 (M5) produit 12 types de destruxines a savoir Ed, F, Ed1,
C, E chlorohydrin, E, D, Desmethyl A, A, B2, B et B1). En revanche, la production des

destruxines est absente dans le cas des deux souches Metarhizium anisopliae LK995309
(M2) et Metarhizium anisopliae LK995310 (M3).

2.3.2.1. Analyse par LC /MS

% Détermination de structure du composé 1(C1)

= Identification par LC-ESI-MS

Le spectre de masse obtenu en ESI en mode positif (Figure 51A) présente un ion quasi
moléculaire de rapport m/z 612,4 [M-H] © et un ion pseudo moléculaire [M-Na]" 634,4 a

17,1min .
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Figure 51 (A): Spectres de masse obtenus par ESI-MS en mode positif pour le composé 1 de
la souche M5

= Jdentification par LC-APCI-MS

L’ionisation a pression atmosphérique (APCI) en mode positif a généré principalement
un ion moléculaire a [M-H] © a m/z 612,3585 (Figure 51B), ce qui correspond a une
composition ¢lémentaire Cy0HsoNsOg. La valeur théorique de la formule brute correspond a

C20Hs50N509 vaut 612,3603 (erreur inferieure a 1,8ppm).
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Figure 51(B) : Spectres de masse obtenus par APCI-MS en mode positif pour le composé 1
de la souche M5

7
o0

Détermination de structure du composé 2(C2)

= Identification par LC-ESI-MS

Sur le spectre de masse en ESI en mode positif, nous observons un ion quasi moléculaire

a m/z 596,4 et un adduit de sodium [M-Na]" 618.4 a 18,2min (Figure 52A)
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Figure 52(A) : Spectres de masse obtenus par ESI-MS en mode positif pour le composé
2 de la souche M5

= Identification par LC-APCI-MS

L’ionisation APCI en mode positif a produit un ion [M-H] ~ a m/z 596,3644 (Figure
52B), ce qui est compatible avec une composition ¢élémentaire C9HsoNsOg La valeur
théorique de la formule brute correspond a la destruxine F vaut 596,3654 (erreur inferieure a

1,7 ppm)
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Figure 52(B): Spectres de masse obtenus par APCI-MS en mode positif pour le composé 2
de la souche M5
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% Détermination de structure du composé 3(C3)

= Identification par LC-ESI-MS

L’analyse du spectre de masse en ESI du composé 3 (Figure 53A) permet d’observer

un ion quasi moléculaire [M-H]" 626,4m/z avec un adduit de sodium [M-Na]" 648,4 m/z .
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Figure 53 (A): Spectres de masse obtenus par ESI-MS en mode positif pour le
composé 3 de la souche M5

= Identification par LC-APCI-MS

L’ionisation APCI a généré un ion [M-H] " a m/z 626,3739. Ce qui est compatible
avec une composition C3oHs;NsOg. Cette composition correspond exactement a la formule

brute de la destruxine Ed1 (Figure 53B).
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Figure 53 (B) : Spectres de masse obtenus par APCI-MS en mode positif pour le composé 3
de la souche M5

/7

s Détermination de structure du composé 4(C4)

= Jdentification par LC-ESI-MS

La mesure du spectre de masse en ESI" (Figure 54A) montre un ion a m/z 610,4 qui

correspond a 1’ion moléculaire [M-H]" et I’adduit de sodium [M-Na]" 632,4 nv/z (figure)
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Figure 54 (A): Spectres de masse obtenus par ESI-MS en mode positif pour le composé 4 de
la souche M5

= Identification par LC-APCI-MS

Un spectre obtenu en mode APCI a permis d'un ion pseudo moléculaire a 610,3805 avec la

formule brute C;0Hs,NsOg correspond a la destruxine C (masse calculée 610,3810 avec une
erreur de 1,1ppm) (Figure 54B)
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Figure 54 (B) : Spectres de masse obtenus par APCI-MS en mode positif pour le composé 4
de la souche M5

¢ Détermination de structure du composé 5(C5)

= Identification par LC-ESI-MS

Le spectre de masse en ESI” (Figure 55A) confirme la masse atomique [M-H] © 630,3
car il présente les ions [M-Na] " 652.3.
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Figure 55(A) : Spectres de masse obtenus par ESI-MS en mode positif pour le composé 5 de
la souche M5
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= Identification par LC-APCI-MS

La masse du composé 5(C5) a été confirmée par un spectre obtenu en APCI™ a permis
d’observer un ion pseudo moléculaire a m/z 630,3232 [M-HJ+ avec la formule brute
C2oHagNsOgCL (masse calculée (630,3270), le composé correspond a la destruxine E
chlorohydrin (Figure 55B).
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Figure 55 (B) : Spectres de masse obtenus par APCI-MS en mode positif pour le composé 5
de la souche M5

% Détermination de structure du composé 6(C6)

= Identification par LC-ESI-MS

Sur le spectre de masse en ESI en mode positif, nous observons un ion quasi moléculaire a

m/z 594,4 et un adduit de sodium [M-Na] " 616,4 a 22min (Figure 56A)
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Figure 56(A) : Spectres de masse obtenus par ESI-MS en mode positif pour le composé 6 de
la souche M5
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= Identification par LC-APCI-MS

L’ionisation a pression atmosphérique (APCI) en mode positif a généré principalement
un ion moléculaire a [M-H] © & m/z 594,3489 (Figure 56B), ce qui correspond a une
composition élémentaire C,9H4sNsOg La valeur théorique de la formule brute correspond

avaut 594,3497 (erreur inferieure a 1,4ppm).
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Figure 56(B) : Spectres de masse obtenus par APCI-MS en mode positif pour le composé 6
de la souche M5

% Détermination de structure du composé 7(C7)

= Identification par LC-ESI-MS

La mesure du spectre de masse en ESI™ (Figure 55A) montre un ion a m/z 624,4 qui

correspond & 1’ion moléculaire [M-H]" et I’adduit de sodium [M-Na]" 646,3 m/z (Figure
57 A)
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Figure 57(A) : Spectres de masse obtenus par ESI-MS en mode positif pour le composé 7 de
la souche M5
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= Identification par LC-APCI-MS

La masse du composé 7(C7) a été confirmée par un spectre obtenu en APCI™ a permis
d’observer un ion pseudo moléculaire a m/z 624,3590 [M-HJ+ avec la formule brute

C30Hs50NsO9 (masse calculée (624,3603), le composé correspond a la destruxine D (Figure
57B).
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Figure 57(B) : Spectres de masse obtenus par APCI-MS en mode positif pour le composé 7
de la souche M5

R

s Détermination de structure du composé 8(C8)

= Identification par LC-ESI-MS

Le spectre de masse en ESI” (Figure 58A) confirme la masse atomique [M-H] © 564,3
car il présente les ions [M-Na] " 586,3 .
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Figure 58(A) : Spectres de masse obtenus par ESI-MS en mode positif pour le composé 8 de
la souche M5
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= Identification par LC-APCI-MS

Un spectre obtenu en mode APCI a permis d'un ion pseudo moléculaire a 564,3375 avec la
formule brute C,3H46NsO7 correspond a la destruxine A2 (masse calculée 564,3392 avec une

erreur de 3 ppm) (Figure 58B) .
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Figure 58(B): Spectres de masse obtenus par APCI-MS en mode positif pour le composé 8
de la souche M5

R

s Détermination de structure du composé 9(C9)

= Identification par LC-ESI-MS

L’analyse du spectre de masse en ESI du composé 9 (Figure 59A) permet d’observer un

ion quasi moléculaire [M-H]" 578,4m/z avec un adduit de sodium [M-Na]" 600,4 m/z .
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T T T T T —T~ T
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Figure 59(A) : Spectres de masse obtenus par ESI-MS en mode positif pour le composé 9
des deux souches M1let M5
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= Identification par LC-APCI-MS

L’ionisation APCI a généré un ion [M-H] " a m/z 578,3533. Ce qui est compatible
avec une composition C,9H4gNsO7. Cette composition correspond exactement a la formule

brute de la destruxine A (figure 59B).

Intens. +MS, 24.8min #1479

x105]
44 578.3533

579.3548

]
] JL ,m 580.3560
0 1 T T T J\

T T T T T T
572 574 576 578 580 582 584 586 588

Figure 59(B) : Spectres de masse obtenus par APCI-MS en mode positif pour le composé 9
des deux souches Mlet M5

R

s Détermination de structure du composé 10(C10)

= Identification par LC-ESI-MS

La mesure du spectre de masse en ESI” (figure) montre un ion a m/z 580,4 qui correspond

a I’ion moléculaire [M-H]" et I’adduit de sodium [M-Na]" 602,4 m/z (Figure 60 A)
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Figure 60(A): Spectres de masse obtenus par ESI-MS en mode positif pour le composé 10
des deux souches M1let M5
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= Identification par LC-APCI-MS

Un spectre obtenu en mode APCI a permis d'un ion pseudo moléculaire a 580,3678 avec la

formule brute C,3H46NsO7 correspond a la destruxine B2 (masse calculée 564,3705 avec une

erreur de 4,6 ppm) (Figure 60B)

Intens. |
x104

1 580.3678

1.0+

0.8

0.6 350.1486

0.4+

4 279.0951 418.2074

02 622.3764
1 495.2744

I T s

198.1266
0.0 " bl

+MS, 25.5min #1526

T " T T
100 200 300 400 500 600 700

T
800

T
900

Figure 60(B) : Spectres de masse obtenus par ESI-MS en mode positif pour le composé 10

des deux souches M1let M5

R

s Détermination de structure du composé 11(C11)

= [dentification par LC-ESI-MS

Le spectre de masse en ESI” (Figure 61A) confirme la masse atomique [M-H] © 594.4

car il présente les ions [M-Na] " 616,4
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Figure 61(A) : Spectres de masse obtenus par ESI-MS en mode positif pour le composé 11

des deux souches M1let M5
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= Identification par LC-APCI-MS

L’ionisation APCI a généré un ion [M-H] " a m/z 594,3845. Ce qui est compatible
avec une composition C3oHsyNsO7. Cette composition correspond exactement a la formule

brute de la destruxine B (Figure 61B).

Intens. +MS, 26.4min #1579
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Figure 61(B) : Spectres de masse obtenus par APCI-MS en mode positif pour le composé 11
des deux souches M1let M5

¢ Détermination de structure du composé 12(C12)
= Identification par LC-ESI-MS
Sur le spectre de masse en ESI en mode positif, nous observons un ion quasi

moléculaire a m/z 608,4 et un adduit de sodium [M-Na] © 630,4 a 27,8 min (Figure
62A)

Intens; +MS, 27.8min #1661
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Figure 62(A): Spectres de masse obtenus par ESI-MS en mode positif pour le composé 12
de la souche M5
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= Identification par LC-APCI-MS

L’ionisation APCI en mode positif a produit un ion [M-H] © a m/z 608,3996 (Figure

62B), ce qui est compatible avec une composition élémentaire C;3 HssNsOg La valeur

théorique de la formule brute correspond a la destruxine B1 vaut 608,4018 (erreur inferieure a

3,6 ppm)
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Figure 62(B): Spectres de masse obtenus par APCI-MS en mode positif pour le composé 12
de la souche M5

2.3.2.2 Analyse par spectrométrie de masse en mode tandem ( LC-MS /MS)

Pour chaque molécule, I’ion majoritaire a été déterminé par infusion directe dans la source

ESI en mode positif. Toutes les molécules donnent un signal en mode positif et conduisent un

ion moléculaire protoné [M-H]" .La fragmentation de cet ion moléculaire donne des ions fils

dont ’abondance dépend de 1’énergie de collision appliquée. Ces ions de fragmentations des

12 molécules de destruxines détectées sont répertoriés dans le tableau 43 dont les détails sont

présentés dans 1’annexe (7).

Dans cette étude I’ion moléculaire protoné [M-H] * & été sélectionné pour les spectres de

fragmentations, type CID (Collision-induced dissociation) a une énergie de collision voisine

de 40Ev.
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Tableau 43: Fragmentations des ions observées par APCI-QTOF-MS des destruxines

DTX MH+ . L = 5, Ohs p, SO
Ed 612 499 471 386 358 301 289 273
F 596 513 485 400 370

Ed1 626 513 485 400 372

C 610 497 469 384 356 287

E Cl 631 517 489 404 376 307

E 594 481 453 340 283

D 624 511 483 398 370 301

A2 564 451 423 352 324 267 255 239
A 578 465 437 352 324 267 255

B2 580 467 368 340 283 271 255
B 594 481 453 368 340 283 271 255
B1 608 495 354 271

Les ions a et b pour lesquels la charge positive est portée par I’extrémité N-terminale ; les
ions b issus de la fragmentation de la liaison peptidique (CO-NH) et les ions a issus de la
coupure en amont de la liaison peptidique (CH-CO). Chacun de ces ions peut subir des pertes
neutres, parmi lesquelles on trouvera souvent une perte en eau (H,O) ou une perte en
ammoniac (NH3), formant ainsi un nouvel ion. Un ion b subissant une perte d’H,O forme un

ion be, tandis que si il subit une perte de NHj3 il forme un ion b*.
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3. Discussion

Les champignons sont des producteurs prolifiques de métabolites secondaires. Les toxines,
métabolites secondaires sont des dérivés de précurseurs issus du métabolisme primaire, tels
que I’Acétyle CoA, les acides aminés, les phénols ou les composés terpéniques. Les toxines
fongiques sont souvent supposées étre des armes chimiques, soit pour la défense des
champignons, soit pour I’attaque de 1’héte. Chez certains champignons entomopathogenes
incluant Metarhizium anisopliae, il ya production de Destruxines pendant la pénétration des
hyphes dans I’insecte. Ces métabolites secondaires jouent un role important lors de I’invasion
de l'insecte par le pathogene, puisqu’ils accéleérent la mort de 1’hote et permettent au

champignon de proliférer rapidement (Vey et al., 1986 ; Ignoffo, 1988 ;Ravallec et al., 1989).

Quelques métabolites fongiques sont retenus dans le mycélium fongique, alors que les
autres tels que les destruxines sont excrétés dans le milieu de culture (Ignoffo 1988). Ces

peptides ont été isolés a partir de filtrats de culture de Beauveria, Nomurea et Metarhizium.

Plusieurs milieux ont été décrits dans la littérature pour la production des destruxines
(Chen et al.,1999 ; Liu et al,2000), cependant le milieu maltose a été considéré comme
sélectif pour la production des destruxines en particulier les destruxines A et B (Hsiao et Ko,
2001 ; Feng et al.,2004). La croissance de Metarhizium anisopliae dans le milieu liquide
s’accompagne par I’excrétion de métabolites secondaires. Cette excrétion débute lorsque la

culture fongique entre en phase stationnaire.

La biosynthése des destruxines est modulée par plusieurs facteurs, tels que les stades de
développement des champignons, la source de carbone, la source d’azote et d’autres acides

aminés (Loutelier et al., 1996 ; Potterat et al., 2000 ;Liu et al.,2000).

Liu et al.,(2000) ont étudi¢ I’effet de certaines sources de carbone et d’azote sur la
production des DTXS, ils ont constaté que le maltose et la peptone ont un effet stimulateur sur
la biosynthése des DTXS chez I’espece Metarhizium anisopliae en favorisant la production
essentiellement des DTXS A et B. Ces résultats sont en concordance avec les résultats que

nous avons obtenus (Benserradj ef al., 2014).
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Les destruxines sont des depsipeptides cycliques se composant de cing acides aminés
basiques et d’un acide o hydroxy (contient un groupe R). L’addition d’un acide aminé est un
facteur essentiel dans beaucoup d’études de biosynthése (Chan J.C, 1972, Van derMeer,
1994). En effet plusieurs travaux ont prouvé que I’addition de 1’acide aminé  alanine dans le
milieu de fermentation favorise la production des DTXS A et DTXS B. Ces constatations
sont en concordance avec plusieurs travaux indiquant que les acides aminés particuliérement

B alanine et a alanine donnent une bonne production des destruxines DA et DB (Liu et Tzeng,

1999 ; Liu et al.,2000 ; Hu et al., 2006 , Benserradj ef al., 2014) .

Les souches de Metarhizium anisopliae secretent dans le milieu de culture des substances
actives particulierement les destruxines qui sont généralement extraites par 1'éthyle acétate ou
du dichlorométane. L’efficacité de ces solvant a ¢té déja rapportée (Chen et al., 1999).
Toutefois des solvants plus polaires par exemple 1’acétonitrile et tetrachloride de carbone
( Samuels et al., 1988 ; Richard et Samuels, 1998 ; Cheng-Ming et al.,2005) sont requis pour
I’extraction.

Dans le but d’identifier et de caractériser ce type de composés (DTXS), plusieurs
technique ont été utilisées comme la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie
simple (LC/MS) et la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en mode
tandem (LC /MS/MS) Pais et al, 1981. Ayer et Pena-Rodriguez,1987 ; Bains et Tewani,
1987 ; Samuels et al., 1988, Gupta et al., 1989a).

Au cours de notre étude, I’analyse des extraits a été réalisée dans un premier temps par
HPLC afin de confirmer la présence des différentes destruxines. Les résultats issues de cette
analyse montrent 12 pics détectés a partir de la souche M5 dont 4 pics ont été détectés
¢galement a partir de I’extrait de la souche M1, tandis qu’aucun pic n’a été détecté a partir des
extraits des deux souches (M2 et M3). Nos résultats sont en accord avec ceux de Kaijiank et
Roberts (1986) qui avaient également constaté ’absence de différentes destruxines dans les
cultures de M.anisopliae var majus, selon les mémes auteurs la plupart des isolats de
M.anisopliae var acridium ne produisent pas les destruxines ou bien ils synthétisent que la
DTX A et DTX B. En parallele ces résultats confirment les résultats d’identification
moléculaires des deux souches (M2 et M3) qui ont présenté¢ une identité de 99% avec la
souche Metarhizium anisopliae var.majus qui a été décrite dans la littérature comme non

productrice des destruxines (Kaijiank et Roberts, 1986).
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L’analyse chromatographique des différents composés détectés en se basant sur leur temps
de rétention ne nous a pas permis de définir leur composition avec la méthode Hplc utilisée.
Nous avons utilisé la technique LC/MS plus précise pour I’identification des destruxines. Les
différents composés dont les spectres de masse étaient exploitables ont été caractérisés et

identifiés par leur temps de rétention et leur spectre de masse.

L’analyse des 12 pics détectés donne des signaux a 612,4. ; 596,4 ; 626,4 ; 610,4 ; 630,4,
594,4; 624.4; 56433; 578,4; 580,4; 5944 et 608,4 pour les composés Cl ;
C2;C3;C4 ;C5;C6 ;C7 ;,C8 ;C9 ;C10 ;C11 et C12 respectivement pour 1’ion [M-H]". selon la
littérature ces ions [M-H]  détectés correspondent aux destruxines Ed, F, Edl, C, E
chlorohydrin, E, D, Desmethyl A(A2), A, B2, B et Bl respectivement (Pais et al, 1981 ;
Potterat et al,2000 ;Hsiao et K0,2001 ; Cheng Peng et al., 2005 ). Nos résultats vont dans
le méme sens que ceux obtenus par Jegorov et al., (1998) qui ont déduit que les différents

types de destruxines furent ¢luées dans cet ordre C<E<A<B.

Les résultats de I’ionisation a pression atmosphérique (APCI) nous confirment les résultats
obtenus par I’ionisation Electrospray (ESI). Parmi les destruxines détectées cinq destruxines
ont ét¢ identifiées a partir de leur masse moléculaire (A, Ed, D, Ed1, EdCI), par ailleurs , nos
résultats sont en corrélation avec ceux obtenus par Samuels et al., (1988 ) pour I’identification
des destruxines par APCI ou les destruxines ont ¢t€¢ groupées en 2 paires isobariques (A2,
desA ; C et D2), un groupe de trois (B,E, bursaphélocide A ; F, C2, desmethyl C) et un groupe
de cinqg (608 :B1, E2, homodestruxin B, bursaphelocide B, roseotoxin A).

L’efficacité¢ de ces méthodes d’ionisation (ESI-APCI) fait qu’on n’observe pas ou peu de
fragmentations, mais essentiellement les ions quasi moléculaires protonés. Pour observer les
fragments il faut donc les provoquer dans une chambre de collision, ¢’est ce qui a conduit au
développement des techniques MS/MS ou un ion sélectionné est alors soumis a collision avec
des molécules neutres d’un gaz N2 provoquant sa fragmentation puis les fragments sont
encore analysés. Des informations supplémentaires ont été obtenues aprés fragmentation
MS/MS ou MS? en mode d’ionisation positif. L’ion moléculaire protoné [M-HJ+ & été
sélectionné pour les spectres de fragmentations a une énergie de collision voisine de 40Ev.
L’utilisation de I’ionisation ESI-QTOF-MS en tandem nous a permis de déterminer la masse
moléculaire et compte tenu de la composition en acides aminés ainsi que la formule brute de

ces cyclopeptides .
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Les ions formés par fragmentation d’un cyclopeptide sont nommés selon la nomenclature
introduite par Roepstorff et Fohlan, 1984) et modifié¢e par Biemann en 1988 (Biemann, 1990).
Aussi sont définis les ions by, et y, issus de la rupture de la liaison amide selon que la charge
est conservée sur le fragment N terminal (b,) ou C terminal (y,), de méme la rupture de la

liaison entre Co et CO conduit a la formation de la série d’ion a,, .

Les 12 molécules présentant des ions fragments de type b, et a, caractéristiques des
différents types de destruxines (Samuels et al,1988 , Jegorov et al,1998 ). De ces donnés nous
pouvons déduire que les différentes destruxines ont les formules brutes suivantes
(C29H49N509 ; C29H49N5Os ; C30HsoNsOs ; C30Hs51N50s ; C20HagNsO7 ; C29Ha7N50s5 ; C30Ha9N500
C28Ha507Ns . Ca0Hg7N507 . C2oHa9NsO7. C30Hs1NsO7; C31Hs3NsO7) .Ces mémes résultats ont
€té constatés et prouvés par Jegorov et al.,(1998).Ces formules sont en accord avec la
composition en acides aminés et correspondent a la présence de cinq acides aminés

confirmant la nature cyclique de ces études.

D’apres les résultats obtenus, nous pouvons conclure que les résultats de la production des
destruxines par les souches isolées concordent avec ceux des bioessais contre les larves de
Culex pipiens étudiés dans le 2éme chapitre. En effet, la souche M5 testée a été prouvée
comme la plus virulente par rapport aux autres souches testées (M1, M2 et M3). Ceci peut se

traduire par la production de 12 différents types de destruxines par la souche.
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Conclusion générale et perspectives

Dans ce présent travail de thése, qui entre dans le cadre de 1’axe d’évaluation de I’activité
larvicide du champignon entomopathogéne contre les larves de moustiques, nous nous
sommes intéressés aux aspects microbiologiques, taxonomiques, toxicologiques et
spectroscopiques du champignon entomopathogeéne Metarhizium anisopliae, Trois parties ont
¢été développées

* Les travaux de la premiére partie ont été orientés vers 1’isolement de Metarhizium
anisopliae a partir de différent sols agricoles. L’isolement a été réalisé par I'utilisation des
milieux de culture sélectifs. D’apres cette €tude, il a été¢ démontré que 1’isolement sélectif due
ce champignon a partir de différent sols agricoles Algériens est favorisé par I’emploi des
substances antibactériennes et antifongiques. L’emploi du fongicide dodine a 50 pg/mL agit
contre les champignons contaminants et ne favorise que le développement des champignons
entomopathogenes. La streptomycine additionnée dans le milieu d’isolement a raison de 50
pug/mL est indiquée également. Quatre souches fongiques ont été isolées a partir du sol pour la
premi¢re fois en Algérie. Les quatre souches ont fait 1’objet d’identification selon les
méthodes morphologiques et moléculaires, Pour se faire, nous avons développé plusieurs
¢tudes qui sont :

- Une étude morphologique utilisant trois milieux de culture solides (ODA, PDAY et
SDAY). De point de vue microscopique, les 4 isolats sont caractérisés par un mycélium
hyalin, cloisonné et ramifiés, des conidiophores formés sur le mycélium sont ramifiés
irreguliérement vers le bas, les phialides ont une forme cylindrique ou sont légerement
gonflés sur le coté ou les spores sont formées. Les conidies formées en chaines basipétes ont
une forme cylindrique et sont arrondies aux deux extrémités, parfois un des cotés est
légerement retreci. Les résultats obtenus ont montré que les quatre souches seraient
apparentées au genre Metarhizium

- Des études phylogéniques se basant sur les analyses des séquences nucléotidiques des
genes ARNr18S et les régions ITS en utilisant des amorces universelles (ITS1 et ITS4). Apres
comparaison des séquences d’ADN avec la banque de données « Genbanque », les quatre
souches ont ¢été assimilées a I’espece Metarhizium anisopliae avec des pourcentages
d’homologies de 99 a 100 %. Les quatre souches ont été enregistrées au niveau de Genbank

sous les numéros d’accession LK995308, LK995309, LK995310 et LK995311.
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*Dans la Deuxiéme partie des travaux de recherche de cette these, notre intérét s’est porté
vers les bio tests avec les quatre souches de Metarhizium anisopliae contre les larves de Culex
pipiens,

L’étude de I’effet des souches (M1, M2, M3 et M5) a montré que le taux de mortalité des
larves traitées augmente en fonction du temps et de la dose utilisée. La mortalité a commencé
aprés le 1'" jour de traitement avec les trois espéces de Metarhizium anisopliae(M1 M2 et
M35) pour les cing doses D1 (10° spores/ml), D2 (10° spores/ ml), D3 (107 spores/ml), D4 (10*
spores/ml) et D5 (10° spores/ml) . Comparativement aux témoins (DO0) aucune mortalité n’a
¢té observée durant les biotests. En effet les pourcentages respectifs obtenus a partir du I
jour sont de 52%, 20%, 12% et 96% pour les larves traitées par M1, M2,M3 et M5
respectivement . En augmentant la dose la mortalité devient plus rapide, elle atteint 100% le
5™ jour aprés traitement par M1, le 6°™ jour et le 8™ jour aprés traitement avec M2 et M3.
Par contre, les larves traitées par M5, leur mortalité était trés rapide et intense, car nous avons
enregistré 100% de mortalité le 2éme jour de traitement.

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (Doses et Temps) a confirmé
nos résultats, nous avons constaté¢ qu’il ya un effet trés hautement significatif des deux
facteurs sur la mortalité des larves traitées avec les quatre espéces de Metarhizium anisopliae.
Nous avons également pu calculer la DLsy et les TLsp. La DLsyp a été estimée a 3,9.108
spores/ml, 2,4 .10® spores/ml, 2,3.10” spores/ml et 8,9.10° spores/ml pour tuer 50% de larves
traitées avec les champignons Metarhizium anisopliae M1, M2, M3 et M5 respectivement.

Les résultats de la TLsy des larves traitées avec les quatre espéces de Metarhizium
anisopliae montrent que la sensibilit¢é des larves est en fonction de la concentration de

I’inoculum.

*Concernant les travaux de recherche relatifs a la troisieme partie de la these, les études
réalisées ainsi que les résultats obtenus peuvent étre résumés comme suit :
- Production des toxines (Destruxines) a partir des quatre souches de Metarhizium anisopliae
par fermentation submergée en utilisant le milieu Maltose de fermentation le plus préconisé

dans la littérature pour la biosynthése des destruxines.
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- Aprés une double extraction du surnageant par le dichloromethane , les extraits secs actifs
obtenu ont été soumis en Chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC).
Douze molécules ont été obtenues a partir de I’espece Metarhizium anisopliae (M5) et quatre
molécules (9, 10, 11 et 12) ont été obtenues a partir de 1’espéce Metarhizium anisopliae
(M1) ; tandis que aucune molécule n’a été détectée a partir des espéces Metarhizium
anisopliae (M2 et M3).

- Les structures chimiques correspondantes ont été caractérisées par le biais des techniques
spectroscopiques (la spectrométrie de masse simple « SM » et la spectrométrie de masse en
tandem « SM/SM »). Il s’agit des destruxines ((1)Ed, (2)F, (3)Ed1,(4) C, (5)ECL,(6) E, (7)D,
(8)A2, (9)A,(10)B2, (11)B et (12) Bl .

En résumé, les résultats de cette modeste recherche nous ont permis de confirmer et de
préciser I’'importance du potentiel toxémique de Metarhizium anisopliae a 1’égard des larves
de moustiques. Les études en cours sur les toxines de cet agent , notamment en ce qui
concerne [’approfondissement de leurs mécanismes d’action au niveau cellulaire et
biochimique, devraient aider a la compréhension du mécanisme d’agression particulier que
manifeste M. anisopliae chez les larves de moustiques et sur un plan appliqué, fournir des
données utilisables pour la mise au point de formulations appropriées de propagules de ce
champignon pathogeéne, permettant a la fois le maintien de son potentiel d’infection et

I’expression optimale de son effet toxémiques, ou de ses métabolites a propriétés insecticides.
Enfin pour conclure, ce travail a fait ’objet de deux publications dans des revues de

renommeées dotées d’un IF ainsi que de plusieurs communications dans des congres nationaux

et internationaux.
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Annexe 1

Les Milieux de culture

X2 ODA (Otmeal Dodine Agar)

F N 0 ) 1T T P 20g

DOAINE. ..t 50ug

N ) 20g

Eau distillée. ... ... 1000ml
pH=5.6

7

- SDAY (Sabouraud dextrose agar yeast)

PePIONE. ..o e 10g

SACCNATOSE. . . ettt e 20g

N 15g

Extrait de IeVUre. ... ..ooinii e 2g

DOAING. .ot e S50ug

Eau distill€e. ......ooveii e 1000ml
pH=5.6

R/

> PDAY (Potato dextrose agar yeast)

Pomme de terre. ... ..o.vii 200g
SACCRATOSE. ...ttt 15¢
N P 20g
Extrait de Ievure. ... . ..o 2g
DOAING. .. et 50pg
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Bau distill€e. ..o oo, 1000ml

pH=5.6

X/

X2 Milieu liquide Czapek dox + Peptone

N AN O S e e 3g
KoHPO . .o lg
MESO4... THoO oo e e 0,5g
KL, 0,5g
FeSOu... THoO . ..o e e 0,01g

SACCATOSE. . .\ttt e 30g
PePIONE ..o e S5g

Eau distill€e. ... ... 1000ml
X Milieu liquide de Fermentation (Maltose)
1A 1 10 2,55¢g
PePONE. .. s 0,75¢g
B alanine. ... ...ooiuiiti e 0,02¢g
GIUCOSE. ettt e, 0,5g
Eau distill€e. ......oviiii e 100ml
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1-

Annexe 2
Protocole de la purification des réactions de séquences avec le Kit CleanSeq

Retirer la/les Plaques de réaction de séquence. Placer sur un portoir plastique pour
plaques 96 puits. Ajouter 10ul d’eau dans tous les puits avec une Pipette 10ul 8
canaux

Ajouter 10ul de réactif « Big Dye® Sequencing Clean up kit » dans tous les puits
avec une Pipette 10ul 8 canaux

Ajouter 63 pl d’Ethanol 80° dans tous les puits avec une Pipette 100ul 8 canaux

Bien mélanger par Aspiration-Refoulement avec la pipette 100ul 8 canaux en réglant
le volume de prise sur 100ul

Laisser incuber 3 — 5 min pour fixation des ADNs sur les billes magnétiques

Placer sur la Plaque 96 puits Magnétique dite « SuperMagnet » environ 1 — 2 min

Aspirer la totalité¢ du liquide avec la pipette 100ul 8 canaux réglée sur le volume de
prise de 100pul

Réaliser un lavage des billes en ajoutant 100ul d’Ethanol 80° dans tous les puits avec
une MultiPipette 1000ul 8 canaux ou pipette automatique 1000ul

Aspirer la totalité¢ du liquide avec la pipette 100ul 8 canaux réglée sur le volume de
prise de 100ul

10- Réaliser un second lavage des billes en ajoutant 100ul d’Ethanol 80° dans tous les

puits avec une MultiPipette 1000ul 8 canaux ou pipette automatique 1000u1

11-sécher 5 min pour évaporer 1’éthanol 80°

12- .Ajouter 50ul d’eau dans tous les puits avec une Pipette 100ul 8 canaux

13- Retirer la plaque de séquences du « SuperMagnet et Laisser incuber 3 — 5 min pour

¢lution des ADNSs des billes magnétiques

14- Replacer la Plaque 96 puits de séquences sur le « SuperMagnet » environ 2 min pour

bien séparer les billes magnétiques du liquide éluat contenant les séquences pures
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15-Prélever 25 a 30ul d’¢luat clair avec une Pipette 100u1 8 canaux et transvaser dans une
plaque PCR 96 puits semi-jupée spécialement adaptée au Séquenceur ABI 3730XL

16- Couvrir la plaque de séquence d’un Septa gris 96 puits
17- Centrifuger la plaque 1 minute a 2 000 rpm

18- Installer la plaque + Septa dans un portoir 3730XL noir, fermer le montage avec le
couvercle blanc en veillant a bien respecter I’orientation de la plaque donnée par
I’angle A12 cassé

19- Installer dans le Stacker Input du Séquenceur ABI3730XL, en tirant vers soi le tiroir
stacker, et ouvrant la porte située sur la droite lorsqu’on se trouve devant. Installer la
plaque montée dans son portoir toujours en veillant a bien respecter 1’orientation de la
plaque donnée par I’angle A12 cassé

20- Refermer la porte, repousser le tiroir du Stacker a fond devant soi, on doit entendre un
petit clic et la lampe indicatrice de 1’état du stacker doit arréter de clignoter et revenir
au vert fixe

21-Lancer le RUN de la plaque aprés avoir vérifié que la FDR du RUN a été correctement
rentrée et prise en compte par ’appareil. Le RUN va durer 1h00 a 2h00 selon qu’il
s’agisse d’un RUN dit FAST (pour produits PCR courts < a 600 bases) ou d’un RUN
dit LONG (pour séquences longues > a 800 bases)
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Annexe 3

Les séquences des 4 souches Metarhizium anisopliae obtenues aprés traitement par le
logiciel Chromas

La souche M1 :

CCCAACCCCTGTGATTATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCC
GGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAA
TGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCA
GCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTA
CGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCGAGGCTGGTTTTCC
AGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTCTGCGCA
GTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTAAAACCCCC
CAACTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCAT
ATCAATAAGGCGGAGGAA

La souche M2 :

CTGTGGCAGCATCCTTGCATAAAGCGCGAACCTCAGCCCGCCACAGGGTATTACG
CAATGGGCTATAACACTCCCGAGGGAGCCACATTCCCAAAGCCTTTATCCCCCGG
AGCGAACTGATGCTGGCCTGAACCCCGGCAAAGTGCACCAGCGGGAACCGCTGG
ATGATTCACCGGGGCCAAGTCTGGTCATAAGTGCTTCCCTTTCAACAATTTCACGT
ACTATTTAACCCTCTTTTCAAAGTGCTTTTCATCTTTCGATCACTCTACTTGTGCGC
TATCGGTCTCTGGCCAATATTTAGCTTTAGAAGACATATACCTCCCATTTAGAGCA
GCATTCCCAAACTACTCGACTCGTCGAAGGAGCTTTACAGAGGCTCGGTATCCAA
CCAGACGGGGCTCTCACCCTCTATGGCGTCCCGTTCCAGGGAACTCGGAAGGCAC
CTCACCAAAAGCATCCTCTGCAAATTACAACTCGGGCCCTGGGGACCAGATTTCA
AATTTGAGCTGTTGCCGCTTCACTCGCCGTTACTGGGGCAATCCCTGTTGGTTTCT
TTTCCTCCGTAATGGRATACA
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La souche M3 :

GGCATGCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGT
CCCCAGGGCCCGAGTTGTAATTTGCAGAGGATGCTTTTGGTGAGGTGCCTTCCGA
GTTCCCTGGAACGGGACGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCGTCTGGTTGGATACCG
AGCCTCTGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAAT
GGGAGGTATATGTCTTCTAAAGCTAAATATTGGCCAGAGACCGATAGCGCACAA
GTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGGGTTAAATAGTACGTG
AAATTGTTGAAAGGGAAGCACTTATGACCAGACTTGGCCCCGGTGAATCATCCAG
CGGTTCCCGCTGGTGCACTTTGCCGGGGTTCAGGCCAGCATCAGTTCGCTCCGGG
GGATAAAGGCTTTGGGAATGTGGCTCCCTCGGGAGTGTTATAGCCCATTGCGTAA
TACCCTGTGGCGGGCTGAGGTTCGCGCTTTATGCAAGGATGCTGGCATAATGGTC
ATCAGTGACCCGTCTWGCACSGGGACCCAT

La souche M5 :

CCCAACCCCTGTGATCATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCC
GGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAA
ATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGC
AGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTT
GAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATT
ACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCGAGGCTGGTTTTC
CAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTCTGCGC
AGTAGTAAAGCACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTAAAACCCC
CCAACTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCA
TATCAATAAGCGGAGGAA
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Annexe 4

Tableau 19 : Transformation du temps en Logarithme décimal et les pourcentages de
mortalité cumulés des larves en Probits

D1 D2 D3 D4 D5
(IOSSpores/ml) (106sp0res /ml) (107spores /ml) (108sp0res /ml) (109sp0res /ml)
Temps Log | MC% | Prob| MC% | Prob| MC% | Prob| MC% | Prob | MC% | Prob
(Jours) | temps
1| 0.00 4 3.25 8 3.59 32 4.53 40 4.75 52 5.05
2| 0.30 8 3.59 12 3.82 44 4.85 52 5.05 68 5.47
3| 048 20 4.16 32 4.53 64 5.36 72 5.58 84 5.99
4| 0.60 40 4.75 48 4.95 76 | 5.71 88 6.18 96 6.18
5| 0.70 40 4.75 52 5.05 80 5.84 96 6.75 100 8.09
6| 0.78 48 4.95 64 5.36 88 6.18 100 8.09 100 8.09
7| 0.84 52 5.05 72 5.58 92 6.41 100 8.09 100 8.09
8| 0.90 72 5.58 84 5.99 92 6.41 100 8.09 100 8.09
9| 0.95 84 5.99 92 6.42 100 8.09 100 8.09 100 8.09
10 1 100 | 8.09 100 8.09 100 8.09 100 8.09 | 100 8.09
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Annexe 5

Tableau 26 : Transformation du temps en Logarithme décimal et les pourcentages de
mortalité cumulés des larves en Probits

D1 D2 D3 D4 D5
(105sp0res/ml) (106sp0res /ml) (107spores /ml) (108sp0res /ml) (109sp0res /ml)
Temps Log | MC% | Prob| MC% | Prob| MC% | Prob| MC% | Prob | MC% | Prob
(Jours) | temps
1 5.33 3.35 5.33 3.35 8 3.59 9.33 3.66 20 4.16
2| 0.30 12 3.82 16 4.01 16 4.01 | 22.66 | 4.23 36 4.64
3| 048 2133 | 419 | 22.66 | 423 | 30.66 | 448 | 4533 | 487 | 61.33 | 5.28
4| 0.60 32 4.53 | 34.66 | 459 | 42.66 | 480 | 66.66 | 541 | 89.33 | 6.23
5| 0.70 60 525 | 6533 | 538 | 66.66 | 541 | 82.66 | 592 | 97.33 | 6.88
6| 0.78| 73.33 | 5.61 80 584 | 81.33 | 588 | 93.33 | 6.48 100 8.09
7|1 0.84| 81.33 | 588 | 81.33 | 5.88 | 93.33 | 6.48 96 6.75 100 8.09
8| 0.90 92 6.41 92 6.41 96 6.75 100 8.09 100 8.09
9| 0.95 96 6.75 96 6.75 100 8.09 100 8.09 100 8.09
10 1 | 9733 | 6.88 100 8.09 100 8.09 100 8.09 100 8.09
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Annexe 6

Tableau 33 : Transformation du temps en Logarithme décimal et les pourcentages de
mortalité cumulés des larves en Probits

D1 D2 D3 D4 D5
(105sp0res/ml) (106sp0res /ml) (107spores /ml) (108sp0res /ml) (109sp0res /ml)
Temps Log | MC% | Prob| MC% | Prob| MC% | Prob| MC% | Prob | MC% | Prob
(Jours) | temps
1| -—-- 0 0 1.33 2.67 4 3.25 | 10.66 | 3.72 12 3.82
2| 0.30 4 3.25 5.33 3.35 9.33 3.66 20 4.16 20 4.16
3| 048 12 3.82 24 4.29 28 4.42 36 4.64 44 4.85
4| 0.60 20 4.16 36 4.64 | 54.66 | 5.10 60 525 | 6533 | 5.38
5| 0.70 40 475 | 5333 | 508 | 6533 | 538 | 70.66 | 5.82 | 77.33 | 5.74
6| 0.78| 54.66 | 5.10 | 70.66 | 5.52 | 81.33 | 588 | 82.66 | 592 | 8533 | 6.04
71 0.84| 69.33 | 5.50 88 6.18 | 90.66 | 6.28 | 94.66 | 6.56 | 97.33 | 6.88
8| 0.90 77.33 | 5.74 92 6.41 96 6.75 100 8.09 100 8.09
9| 0.95 86 6.08 | 97.33 | 6.88 100 8.09 100 8.09 100 8.09
10 1 | 9733 | 6.88 100 8.09 100 8.09 100 8.09 100 8.09
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Annexe 7

Tableau 40: Transformation du temps en Logarithme décimal et les pourcentages de
mortalité cumulés des larves en Probits

D1 D2 D3 D4 D5
(105sp0res/ml) (106sp0res /ml) (107sp0res /ml) (108sp0res /ml) (109sp0res /ml)

Temps Log | MC% | Prob| MC% | Prob| MC% | Prob| MC% | Prob | MC% | Prob
(Jours) | temps

1| - 60| 5.25 80| 5.84 88| 6.18 92 92 96 6.75

2| 0.30 80| 5.84 92| 641 9 | 6.75 100 | 8.09 100 8.09

3| 048 88| 6.18 9% | 6.75 100 | 8.09

4| 0.60 92| 6.41 9% | 6.75

5| 0.70 9 | 6.75 9% | 6.75

6| 0.78 9 | 6.75 9% | 6.75

71 0.84 100 | 8.09 100 | 8.09
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Annexe 8

Les spectres de fragmentation des destruxines (MS/MS)
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4. Destruxine C
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8. Destruxine A2
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Abstract

In the search for alternative methods to chemical control, the use of the biopesticides is
developed more and more against mosquitoes vectors of infectious diseases. The strains of
fungus are most promising from this new point of view. In this study, we did a biological test
of the local entomopathogenic fungi isolated from agricultural soils of Constantine. Based on
morphological properties and 18S rRNA gene sequence analysis, For isolates were identified
to the following species Metarhizium anisopliae .

The susceptibility of Culex pipiens larvae to the entomopathogenic fungi Metarhizium
anisopliae was examined under laboratory conditions. Five doses were used D1= 10°
spores/ml, D2= 10° spores/ml, D3= 10" spores/ml, D4= 10®spores/ml and D5= 10’ spores/ml.
we have tested the efficiency of for strains of Metarhizium anisopliae on the LD50 and LTS50.
Results obtained demonstrate that larvae mortality increased with increasing concentration
and time of exposure to treatment. The evaluation of larvicidal activity of Metarhizium
anisopliae against Culex pipiens larvae depicted as a good biocontrol agent. From
Metarhizium anisoplae strains, twelve molecules have been purified and identified by means
of several chromatographic (HPLC) and spectroscopic techniques (LC/MS and LC/MS/MS),

It is a toxin (destruxins). All molecules exhibit insecticidal activities against mosquito larvae.

Key words: Entomopatogenic fungi, Metarhizium anisopliae, Mosquitoes, Culex pipiens,

Larvicidal activity, Destruxins
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Résumé

Dans la recherche de méthode alternative a la Iutte chimique, 1’utilisation des
biopesticides est de plus en plus développée contre les moustiques vecteurs de maladies. Les
souches des champignons sont les plus prometteuses dans cette nouvelle perspective. Pour
apporter notre contribution, nous nous sommes intéressés a la réalisation des biotests
microbiologiques en utilisant des souches, de champignons entomopathogenes, locales
isolées a partir de différents sols agricoles de Constantine contre les larves de moustiques
(Culex pipiens). L’identification des souches fongiques isolées était basée sur les
caractéristiques morphologiques et ’analyse du gene de I’ARNr 18S. Quatre souches ont été
isolées et identifiées comme appartenant a I’espéce entomopathogéne Metarhizium
anisopliae.

La sensibilité des larves de Culex pipiens a Metarhizium anisopliae a été examinée dans des
conditions de laboratoire. Cinq doses ont été utilisées: D1= 10° spores/ml, D2= 10°
spores/ml, D3= 10 spores/ml, D4= 10® spores/ml et D5= 10’ spores/ml. Nous avons comparé
I’efficacité des quatre souches de M .anisopliae sur la DLsg et le TLso des larves de Culex
pipiens. D’aprés nos résultats nous avons constaté que la mortalité des larves évolue avec les
doses appliquées et la durée de traitement. Les différentes souches ont été révélées tres
agressives a I’égard des larves traitées. A partir des quatre souches de Metarhizium
anisopliae, douze molécules ont été purifices et identifiées par le biais de plusieurs
techniques chromatographiques (HPLC) et spectroscopiques (LC/MS et LC/MS/MS), il
s’agit des toxines (Destruxines). Ces molécules ont présenté des activités insecticides

intéressantes vis a vis des larves de Culex pipiens.

Mots clés : Metarhizium anisopliae, Champignon entomopathogéne, Moustiques, Culex

pipiens, Activité larvicide, Destruxines.




