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Résumeé :

Des essais de toxicité utilisafibuile essentielle formulée du romarin & 10% et du
champignon entomopathogeméetar hizium anisopliae ont été conduit au laboratoire sur les
stades larvaires (L3 et L4) et le stade adulte dustique tigre Aedes albopictus vecteur de
nombreux arboviroses, récolté de la région d’'Orlggrie). Ces tests préliminaires effectués
selon une méthodologie inspirée du protocole staisd®OMS, ont réveélé I'évolution
significative de la mortalité en fonction du tengisdes doses (p < 0.05) pour les deux bios
pesticides. Le stade adulte est le plus vulnéraMeanisopliae que les stades larvaires avec
des Dlgode 9 g/l et 29,56 g/l respectivement. L’huile esigflie du romarin formulée posséde
de remarquable propriétés larvicides, elle ind0@% de mortalité 72 heure apres traitement
a la concentration de 0,759/l

Mots clés : Aedes albopictus, Huile essentielle formulée, Romarigtarhizium anisolpiae,
test de toxicité, Larves et adultes.



Abstract :

Toxicity tests wusing the essential oil formulatedithw 10% rosemary and the
entomopathogenic fungubjetarhizium anisopliae were conducted in the laboratory on the
larval stages (L3 and L4) and the adult stage efitier mosquitoAedes albopictus vector of
many arboviroses, harvested from the region of Qwslgeria). These preliminary tests,
carried out according to a methodology inspiredh®yWHO standard protocol, revealed the
significant evolution of the mortality as a functiof time and doses (p <0.05) for the two
pesticide bios. The adult stage is the most vublerto M. anisopliae than the larval stages
with LD90s of 9 g/l and 29.56 g/l respectively. Fadated rosemary essential oil has
remarkable larvicidal properties, it induces 100%rtality 72 hours after treatment at a
concentration of 0.75 gl/l.

Key words: Aedes albopictus, Formulated essential oil, Rosemalgtarhizium anisolpiae,
Toxicity test, Larvae and adults.
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| ntr oduction

Plusieurs espéces de moustiques (Diptera: Culigidg®gpartenant notamment aux
genres Aedes Culex ou Anopheles sont des vecteurs d’organismes pathogenes
responsables de anthropozoonoses d'incidence meéiéanaire considérable
(Bawin etal., 2014).Aedes albopictugskuse, 1894) ou « moustique tigre » est I'un
des moustiques vecteurs de maladies les plus resasit agressives dans le monde
(Faraji etal., 2014). Il est originaire d’Asie du sud-est et ratr@ aussi en Asie
tempérée. Ce moustigue a débuté sa phase d'expawmeis d’autres continents,
I’Ameérique, I'Afrique et I'Europe, en 2005, I'espg@st implantée dans au moins 20
pays, en particulier ceux du pourtour méditerrdhév@llet etal., 2017). En Algérie,
cette espece a été signalé en 2011 a Tizi-Ouzen @014 a Oran (Benallal at.,
2016). Le succes de linvasiaiAe albopictusest lié aux caractéristiques de ses
ceufs. Ces derniers peuvent résister plusieurs antsisdessiccation, permettant ainsi
leur dispersion via le transport et le commercermdtional, De plus, en climat
tempére, les ceufs peuvent opérer une dormanceguconfere une résistance aux
températures hivernales et permet un maintien deslations jusqu’au printemps
suivant.

Cette espéce joue un rble de vecteur biologiquesumajnotamment d’arbovirus
épidémiques (virus de la dengue, VDEN, du ChikuygurVCHIK, et du Zika,
VZIKA) (Duvallet et al., 2017), La lutte contre ce moustigue demeure la
préoccupation de I'nomme qui a voulu se protégertreol’agressiond’Aedes
albopictus Dans les campagnes de lutte anti vectorielleingscticides de synthése
constituent le seule moyen de lutte. Ces prépastibien qu’elles soient tres
efficaces sur les moustiques, ils sont révéléstorisiues et leurs effets collatéraux
sur les écosystemes naturels restent inestimahletewr large spectre d’action,
souvent des organismes non cibles sont égalemésttéd. S’ajoute aussi a ces
inconvénients, le probleme de développement destadgle aux insecticides
chimiques, chez les insectes traités (Kemetsal.,2015). Pour ce faire, des solutions
de substitution plus inoffensive pour 'homme et &mimaux ont été adoptées parmi
lesquelles la lutte biologique. Cette derniere &fnid comme étant une procédure qui
fait intervenir I'emploi d’organismes vivants ou debstances actives pour lutter
contre d’autres organismes néfastes (Sel&ral, 2015).

Afin d’encourager l'utilisation des bio pesticiddans la lutte biologique, notre étude
a pour but principale I'étude de l'effet toxique Heuile essentielle formulée du
romarin et celle du champignon entomopathog&fetarhizium anisopliagé I'égard
du moustique tigre. Il est a noter que ces biadigdes sont testés pour la premiere
fois surAedes albopictusn Algérie.

Pour cela ce manuscrit comprend trois chapitres :

Le premier chapitre est consacré a une syntheskodydphique traitant les
généralités sur le moustique tigre, I'huile essdlatiformulée du romarin et le
champignonMetarhizium anisopliagle deuxieme chapitre décrit le matériel et les
méthodes utilisés lors du travail. Les résultateets interprétations sont développés
dans le troisieme chapitre. Enfin nous termineroastravail par une conclusion
générale qui résume I'ensemble des résultats obtenu



Chapitre | synthese bibliographique

I.1-Généralité sur Aedes albopictus :

[.1.1- Position systématique :

Selon Skuse (1894), le moustique tighedes albopictusst classé comme sdiit

Phylum : Arthropoda

Classe :Insecta

Ordre : Diptera

Sous-ordre: Nematocera

Famille : Culicidae

Genre : Aedes (Stegomyia)

Espéce ‘Aedes albopictugkuse, 1894)

[.1.2.-Description morphologique
1.1.2.1-Les ceufs :

Les ceufs dedes albopiclusont de couleur noir, fusiforme, dépourvus de dlats
latéraux et munis de petites saillies qui-assukemt stabilitésur le fond de I'eau
(Lema, 2000). lls Sont entourés d'une épaisse beqdire et imperméable (figure
1). Les ceufs peuvent résister a la dessiccatiaqujas$ mois (Hawlet al., 1989),
ces derniers peuvent opérer une dormance (diapadsde a l'automne par des
variations de la photopériode) qui leur confére uésistance aux températures
hivernales et permet un maintien des populatiorsqyau printemps suivant
(Duvalletet al, 2017).

Figure 1: L'ceufd’Aedes albopictugOriginal 2018).
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[.1.2.2-Larve :

Les larves sont vermiformes et apodes (figure IBs se développent a travers quatre
stades (aquatiques) avant la pupaison. Les lamlesent un siphon respiratoire pour

acquérir de l'oxygene et doivent périodiquementoreer a la surface pour le faire

(Robert et al, 1989). Elles se nourrissent ddsbris organiques et des micro-
organismes (Rodhain, 1993).

Figure 2 : Larved’Aedes albopictugOriginal 2018).

1.1.2.3-Nymphe :

La nymphe est une pupe mobile, apode en forme rdelgi Elle est blanche, mais
montre en peu de temps des changements de pighigeme 3). Le stade nymphal est
assez court et dure généralement de un a deux()darsorenjitha, 2006).

Figure 3: Nymphed’Aedes albopictugRios etMaruniak, 2004).

Retirer le filigrane maintenant
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[.1.2.4-Adulte :

Le moustique tigreAedes albopictuprésente un corgsonctué de taches blanches,
des pattes rayées (Hawley, 1988), Il est reconamalispar la présence d'une ligne
médiane d’écailles blanche sur le thorax (Duvadketl., 2017) (figure 4). Le corps
(de 5 a 10 mm) est subdivisé en trois partiesrdits (téte, thorax, etbdomen)
recouvertes d'écailles qui aident a l'identificatiblawley, 1988).

-La téte est globuleuse et dégagée du thorax.cali@porte une paire d'yeux
tres grands, réniformes et composés d'ommatidies.rélrouve une paire
d'antennes implantées dans la région faciale (fl@enaes du male sont
plumeuses, les antennes femelles sont glabrespal®®s buccales du male
sont modifiées pour l'alimentation du nectar.

-Le thorax est noir avec une bande blanche distmcil porte les ailes et les
pattes, les pattes sont noires avec des écaillsaldsablanches sur chaque
segment tarsien.

-L'abdomen est allongé et a une forme cylindrigueest constitué de dix
segments distincts il porte I'appareil reproduct@éme segment).

Figure 4 : spécimensl’Aedes albopictugmale et femelle) (Original 2018).
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[.1.3.-Cycle de développement :

Comme pour toutes les espéces de moustiques, le dgcvied’Aedes Albopictus
passe par plusieurs étapes, étape pré-imaginalreaohprois stades dépendants de
l'eau (ceuf, larve et pupe) et I'étape imaginaldeostade aérien (adulte). La durée de
vie de chaque étape dépend de plusieurs facteelss,que la température, la
disponibilité de I'eau, du support et de 'humid{fEran etal., 2013 ).

La femelle, apres accouplement, stocke les speruiates dans sa spermathéque.
Aprés un repas sanguin elle va pondre tous lesurs.j¢Valerio, 2010), Ces repas
sanguins riches en protéines lui assurent la maiardes ceufs. La femelle pond ses
ceufs de préférence a I'ombre, sur support secodiewr foncé et a proximité d’'une
collection d’eau en les dispersant habituellemenplasieurs endroits. La période de
ponte s’étale du mois de mai a novembre, les caufaoanbre de 50 a 200 par
oviposition, peuvent éclore en 48h dans les camstnormales (EID, 2011).

Aprés éclosion, les larvesAedes albopictugroissent pendant en moyenne 5 a 6
jours en passant par 4 stades larvaires. Unedaiséf la nymphe donnera I'imago ou
adulte apres 24h a 48h heures. Ce dernier quittglieu aquatique et s’envole pour
s’accoupler. (EID, 2011). Le développement aquatipeut durer environ 20 jours en
fonction de la température et de 'humidité.

Adulte e Repas sanguin

Cycle de

deéevelopperment

ATLANTIGUE

Ponte X 5 dans la
vie d'une femelle

% =
Emergence 5 ==
Durée de développement ——————— .,
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Figure 5: Cycle biologique #&edes albopictu€EID Atlantique).

I.1.4.-Répartition géographique:
1.1.4.1-Dans le monde :

Aedes albopictugst originaire des foréts de I'Asie du Sud-Est.t€elspéce a été

transporté dans le monde entier (le monde tropstddiropical et tempére) (figure 6),
principalement par le commerce international desupnusés (Reiter et Sprenger,
1987;Hawley,1988).

Ae. albopictuss'est adapté pour survivre dans une plage de tatopes plus large et
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a des températures plus froide, ce qui lui perneepetsister dans des climats plus
tempérés.

Ae. albopictusest largement répandu dans une zone allant déidReca Madagascar
et aux Seychelles dans I'océan Indien. Dans le, ribal été trouvé a Beijing, en
Chine, a Séoul, en Corée et a Sendai, au Japom@Hwu879). Dans les régions plus
chaudes, on le retrouve dans la plus grande metla région de I'Asie du Sud-Est et
a l'ouest jusqu'a Hawai (Mitchell, 1995).

Il a été reporté la premiére fois en Europe daps leealités d’Albanie (Adhami et
Murati, 1987). Sa propagation serait due au comendes plantes en provenance de
Chine.

Ae. albopictusest présent sur presque tout le continent Amériedant des Etats-
Unis jusqu’en Argentine. Le continent Africain ntgms en reste, la colonisation de
sa zone équatoriale se fait petit a petit. Apredligeria, le Cameroun, la Guinée
Equatoriale et le Gabon (Paumt al, 2009), De méme, cette dynamique de
colonisation s’étend vers le nord du continent dagrésence du moustique sur le sol
Algérien (lzri etal., 2011).

?_@ f;gfga_: Aedes albopictus - current known distribution: April 2017

Legend L‘
I stabiished « .
Introduced .
°

B rosent

I No data
Unknown

Countries/Regions
not viewable in the
main map extent*

-

"\ J Azores (PT)

K ‘ Canary Islands
> Vel (ES)

\l . ‘ Madeira (PT)
&

ECDC and EFSA. Map produced on 28 April 2017. Data presented in this map is collected through the VectorNet project. The maps are ve al-dmzd bfdesgnurd external ex| per\sw-ov to publication. P\ememulnatmeuau
do not represent the official view or position of the countries. * Countries/Regions are displayed at different scales to facilitate their QUN-FAQ; D Turkstat,

Jan Mayen (NO)

Figure 6 : Répartition mondiald’Aedes albopictus, 201(Attps://ecdc.europa.eu).
1.1.4.2-En Algérie :

En Algérie, ce moustique a été signalé deux foi2@l et en 2014 (Benallal at,
2016). En aodt 2010, lors d'un programme entomglagiciblant les phlébotomes,
dans la région de Larbaa-Nath-Iraten, Wilaya de-Qizzou (Algérie), une femelle
Aedes albopictus été capturée vivante et partiellement engorGésst le premier
rapportd'Ae. albopictugn Algérie et plus largement au Maghreb. (1zalet2011).
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En décembre 2015, des spécimdifse. albopictug2 males, 3 femelles et 3 pupae)
ont été récoltés suite a une prospection sur tedans la région de Ain Turk (Oran)
dans l'ouest Algérien. C'est la premiére obsermatle ce moustique envahissant
(Figure 7) qui confirme sa présence et son imptamtan Afrique méditerranéenne
(Benallal etal., 2016).
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Figure 7: Localisations dAedes albopictusn Algérie. (Benallatt al.,2016).

[.1.5. Habitats et nutrition :

La biologie d'Aedes albopictusest extrémement variable. (Hawley, 1988). Cette
espéce s'est bien adaptée aux milieux suburbaingbains (Bonizzoni eal., 2013)
ainsi que dans les régions climatiques tropicaeltropicales et tempérées (Hawley,
1988). Avec des larves qui se reproduisent danscdegeneurs artificiels (pneus,
urnes de cimetiere et réservoirs d'ed®. albopictuse nourrit de fagcon agressive et
opportuniste pendant la journée sur un large éiledtadtes en fonction de leur
disponibilité et de I'environnement. Lorsqu'on dffre un choix, cette espéce préfére
les humains (comportement anthropophile), mais p#at aussi se nourrir d'une
grande variété d'animaux (vaches, chevres, chmasaux, reptiles et amphibiens)
(comportement zoophile). (Bonizzoniadt, 2013).

[.1.6. Nuisance et maladies :

Les moustiques @edes albopictusont des vecteurs biologiquesoryanismes
pathogenes responsables d’anthropozoonosésmciadence medico-vétérinaire
considérableLes femelles, par le biaisuh repas de sang sur hite vertébré, sont
capables de contracter\athiculer des virus responsabtis nombreuses arboviroses
(Dengue, Chikungunya, Zika) (Bawinadt, 2014).
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Chikungunya : La fievre de Chikungunya est une maladie viradéendmise par les
arthropodes (Mahendradasa¢t

2013). Le virus du Chikungunya (CHIKV) est un aribos de la famille des
Togaviridae. Maladie infectieuse humaine qui prawges symptdmes ressemblant
au syndrome grippale (forte fievre, arthralgiesimt faiblesse marquée accompagner
de manifestations cutanées). La phase fébrile agpiéhabituellement résolue en
guelgues jours, la douleur articulaire peut pegsipendant des semaines ou des mois
(Bellini etal., 2012).

Dengue : La Dengue (DF) est une maladie infectieuse viraéasmise par les
moustiques, principalement distribuée dans lesonégtropicales. Le DENV est I'un
des 70 membres du gerfiavivirus de la famille des Flaviviridae.ll est constitué de
guatre sérotypes antigéniques étroitement apparensts génétiquement distincts,
DENV-1, 2, 3 et 4. Ces derniers sont classés dgihar en fonction de leurs
caractéristiques sérologiques. Chaque sérotype DEMMWoque des anticorps
neutralisants chez les humains infectés, ce quiaiX® une immunité contre le
sérotype viral correspondant. Le virus DENV peufedter divers tissus de
moustiques vecteurs, en particulier l'intestin nmoge les glandes salivaire§s@i et
Teng., 2016).

L'infection par le virus de la dengue chez I'homené&raine un éventail de maladies
allant d'une maladie fébrile inapparente ou bénignee maladie hémorragique grave
et mortelle (Gubler, 1998).

Zika: Le virus Zika (ZIKV) est unFlavivirus transmis par les moustiques
phylogénétiquement lié aux virus de la dengue. &gn premier isolement en 1947
a partir d'un singe sentinelle placé dans la fdetZika en Ouganda, des enquétes
sérologiques et des isolements viraux suggerentlgudKV a largement varié en
Afrique et en Asie.

Les patients développent un Iéger syndrome pseadgtet, comprenant de la fiévre,
des maux de téte, des éruptions cutanées, dealgitlsret une conjonctivite. Cette
similitude clinique avec dautres infections arlalds plus fréquemment
diagnostiquées telles que le chikungunya (CHIKV)leedengue (DENV) pourrait

retarder le diagnostic et / ou entrainer une satigation des infections a ZIKV

(Grard etal., 2014).

[.1.7. Moyens de luttes contré\edes albopictus::

Le contrdle des populations de vecteurs est laesstdtégie actuelle pour prévenir de
nombreuses infections a arbovirus, y compris le BEtlle CHIKV, car il n'y a pas
de vaccins disponibles ni de traitements pour cathggenes et leurs maladies
(Bonizzoni efal., 2013).

[.1.7.1-Lutte physique :

La base de toute lutte anti-vectorielle repose s gestion environnementale des
populations de moustiques (Organisation mondialé&adganté, 1982) qui passe tant
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par une modification des habitats destinée a préviemiter ou supprimer les gites
larvaires potentiels (drainage de milieux humidestement des eaux usées, remblai)
gue par une adaptation du comportement humain endeuréduire au mieux le
contact héte-vecteur (gestion des déchets, supmness bachage de récipients d’eau
potentiels) (Bawin eal., 2014).

1.1.7.2-Lutte chimique :

Divers composés chimiques sont utilisés pour luttartre les larves et les adultes
d’Aedes albopictusLes pyréthrinoides sont les adulticides les plosramment
utilisés en raison de leur faible toxicité pour rrammiféres (Ranson at., 2010).
Les plus couramment utilisées sont la perméthtandeltaméthrine, la cyperméthrine
et la cyfluthrine pour les traitements par pulatisn résiduelle et spatiale,
généralement en prévision ou pendant une épidéhes. pyréthrinoides sont
couramment utilisés dans les serpentins anti-nmuuessi

Il faut noter que certaines populationAedes albopictussont résistantes aux
pyréthrinoides (Duvallett al, 2017).

1.1.7.3-Lutte génétique :

Un contrdle génétique (c’est-a-dire par une aliénadbu un remplacement du matériel
héréditaire) des moustiques selon deux stratégtemussi envisageable :

-La Technique de I'Insecte Stérile (TIS), qui anpierl'éradication ou la suppression
des populations de nombreux insectes nuisible<alinres et a 'Homme, représente
un moyen de lutte prometteur contre les moustigGeste technique s'appuie sur le
lacher en masse de males stérilisés par rayonnsnogmsants qui, en transférant un
sperme stérile aux femelles sauvages, vont peenati diminution progressive de la
population cible (Oliva, 2012).

-Remplacement d’'une population par des individuglue non compétents vis-a-vis

d’'un pathogéne par le biais de manipulations ggnés (et des lors incapables de le
transmettre) semble prometteuse mais pose deseprebld’ordre éthique et légal

dans la mesure ou I'impact de moustiques transgénigur I'environnement n’a pas

ete évalué (persistance des moustiques, apparidi®nphénotypes inattendus,

expansion de maladies minoritaires non-cibléesyv(iBatal., 2014).

[.1.7.4-Lutte biologique :

Le contrble biologique peut étre défini comme «dduction d’'une population par
I'utilisation de compétiteurs, prédateurs, parasimthogénes ou de toxines dérivées
de ceux-ci » (Woodring et Davidson, 1996).

Il s’agit ainsi de maintenir une population sous seuil acceptable en termes de
nuisance et de risque épidémique (dans le cas detta anti-vectorielle) par
lintermédiaire d’'un organisme (dit auxiliaire) ale substances d’origine naturelle
tout en évitant des effets déléteres a I'écosysi{@awin etal., 2014).

Les entomophages : l'utilisation d’organismes ptédes de moustiques est limitée
par une production massive, difficile et colteusel’dntomophage de son activité
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prédatrice peu spécifique, ainsi qu’'un déséquilfmtentiel des écosystemes. Notons
toutefois I'utilisation réussite de Copépodes ddas récipients de stockage d’eau
permettant d’éliminer les stades immatur@®edes aegyptiau Vietnam. Une
exception peut encore étre faite des poissons f@é@datels la gambusi€&ambusia
affinis) et le guppy Roecilia reticulata Peteds mais ils sont rarement employés dans
des programmes de gestion.

Les entomopathogénes : Les organismes pathogerasites sont potentiellement
plus intéressants dans le contrble biologique degstiques que les entomophages.
Le terme de « lutte microbiologique » sera pré&&nél’organisme antagoniste sera un
micro-organisme: un champignon, une bactérie, uasvou encore un protozoaire.
Ces pathogénes possedent la capacité de surpessi&fénses de l'insecte hote et de
l'infecter; ils s’y multiplient ensuite et provoguiesa mort a plus ou moins long terme
gue ce soit par 'émission de substances toxiquies & destruction de certains tissus
(Bawin etal., 2014).

Les extraits des plantes : L'utilisation des ex$raie plantes comme insecticides est
connue depuis longtemps. Les extraits de plantegwgou sous forme d’huiles
essentielles contiennent des substances toxiquegpb agir efficacement sur les
moustiques. C’est des sources de molécules nasinetEsentant un grand potentiel
d'application contre les insectes et d'autres fiasades plantes et du monde animal
(Guarrera, 1999). Au Maroc, l'utilisation de plasiteontre les invasions de
moustiques est une pratique tres courante, sudang les régions rurales. (Fanny,
2008).

10
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|.2-Les Huiles Essentielles :

[.2.1-Définition :

Une huile essentielle est un liquide hydrophobecentré contenant des composés
aromatiques volatils de la plante. lls sont égalmeonnus en tant qu'huiles
aromatiques, huiles parfumées, huiles volatilesajeeur, huiles éthérées. Elles sont
constituées de différents composés chimiques cortesealcools, les hydrocarbures,
les phénols, les aldéhydes, les esters et lesethrs huiles essentielles pourraient
étre bio synthétisés dans différents organes dpldate en tant que métabolites
secondaires (Heshamadt, 2016). L'huile essentielle est définie dans le extet de la
certification comme [l'extrait naturel de plantes darbres aromatiques obtenu par
distillation a la vapeur d'eau. Autrement dit lleugssentielle est l'essence distillée,
'essence étant la sécrétion naturelle élaboréseaudes organes producteurs des
plantes aromatiques (Swisseo, 2005).

|.2.2-Méthodes d’extraction des huiles essentielles
A- Hydrodistillation (HD):

I'Hydrodistillation est I'une des méthodes les m@nsiennes et les plus faciles pour
I'extraction des huiles essentielles, L'eau et latiBre végétale sont toutes deux
chauffées dans un premier ballon, puis la vapeute®textraits vegétaux sont
condenses dans un réfrigérant a eau et récuperfis da parcours dans un vase a
décanter (Annexe 2)(Heshamagt 2016).

B- Distillation a la vapeur:

La distillation a la vapeur est I'une des méthaaj@srouvées anciennes et officielles
pour l'isolement des huiles essentielles a pasirnthtieres végétales. La vapeur
s'écoule a travers le matériau (Annexe 2). Le systgroduit un mélange de vapeur et
d'huile essentielle souhaitée. Cette vapeur estitensondensée davantage et I'huile

essentielle est recueillie (Heshanmakt 2016).

C- Hydro-diffusion par micro-ondes et gravité (MHG) :

L'hydroélectricité par micro-ondes et la gravitéH®) Est une nouvelle technique
pour l'extraction des huiles essentielles, Ledopmances et avantages de cette
technique sont une réduction du temps et une rérude I'impact environnemental
et économie d'énergie (Annexe 1) (Heslwral.,2016).

D- Hydrodistillation assistée par micro-ondes (MAHD:

L'hydrodistillation assistée par micro-ondes ese uechnique d'hydrodistillation
avancee utilisant un four a micro-ondes dans lecqmsus d'extraction. Cette
technique a réduit le temps d'extraction et le n@uwde solvant requis, minimisant
l'impact environnemental en émettant moins de C@asd'atmosphére (Annexe 2)
(Heshamet al,. 2016).

11
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[.2.3- Huile essentielle formulée :

La formulation peut étre définie comme étant I'enble des connaissances et des
opérations mises en ceuvre lors du mélange, deotad®n ou de la mise en forme
d’'ingrédients (matieres premiéres), d'origine nelfer ou synthétique, souvent
incompatibles entre eux, de fagon a obtenir unyitadmmercial caractérisé par son
aptitude a satisfaire un cahier des charges piéétabévite en formulation que les
produits réagissent entre eux lors du mélange, frs du stockage et de la
préparation. La réaction doit se produire préciséraa moment ou le produit remplie
sa fonction d'usage (Schorsch, 2000). Un produiimidé est constitué d'une
molécule active (matiere active) est la matiéreneee permettant de remplir la
fonction d’'usage et les adjuvants qui sont desstamoes ajoutées en petite quantité
pour améliorer certaines propriétés. Exemple : eomageurs, stabilisants, parfums,
colorants. (Smith, 2006). La formulation est dewerune des branches les plus
importantes de l'industrie du vivant et de I'envinement. Elle comprend I'ensemble
des savoirs et savoir-faire nécessaires a la ctinoept a la mise au point des
produits commerciaux (This, 2000).

|.2.4- Huile essentielles du romarin
1.2.4.1- Site de synthese :

L’huile essentielle est produite et stockée dasgiksus sécréteurs de la plante sous
formes de petites gouttelettes comme la pluparsdbstances lipophiles (Gonzakdz
al., 2007). Elles sont généralement associées a lanqeskes structures histologique
spécialisés, souvent localisée sur ou a proxingtadurface de la plante (Degryte
al., 2008).

Les huiles essentielles sont élaborées par deslegagecrétrices qui se trouvent sur
presque toutes les parties de la plante. La syatleéd'accumulation des huiles
essentielles qui sont les canaux sécréteurs gsieexidans des nombreuses familles
(Degryse etl., 2008).

Chez le romarin, les structures histologiques sfli€ées dans la synthése et
'accumulation de I'huile essentielle, sont souviechlisées sur la surface de la plante
telle que les poils sécréteurs (Figure 8) (Brunet®87).

12
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Figure 8 : (A): Coupe transversale de la feuitle Rosmarinus eriocalyxettant en
évidence un poil glandulai{®G) (Gr : X 160). (B) :coupe transversale de la feuille
de R.eriocalyxmettant en évidence les poils técteit¥) et sécréteufPS) (Gr : X
160) (Menaceur, 2011).

I.2.4.2- Caractéristiques physiques :

Rosmarinus officinaliproduit une huile incolore ou jaune pale avecakactéristique
du romarin et un golt camphoracé chaud (Gachkai.,e2007), un aspect liquide
limpide et une odeur tres marquée (Hi&al.,2006)

1.2.4.3- Composition chimique :

La composition chimique d’'une huile essentielle teds complexe et soumis a de
nombreuses variables. Connaitre avec exactitude ctasstituants d'une huile
essentielle est fondamental, a la fois pour vérge qualité, expliquer ses propriétés
et prévoir sa toxicité potentielle, (Couic-Marinieet Lobstein, 2013). La
chromatographie en phase gazeuse a révélé qudd_dssentielle du Romarin (1 a
2% dans la plante) contient : de +pinéne (7 a 80%), de la verbénone (1 a 37%), du
camphre (1 a 35%), de I'eucalyptol (1 a 35%), dnbol (4 a 19%), de l'acétate de
bornyle (jusqu’a 10%) et du camphéne (Frouhat btim, 2013).

I.2.4.4- Vertus thérapeutique :

hY

Les huiles essentielles représentent une altematiwerte» a utiliser dans les
domaines cosmétique, pharmaceutique, agricolereeafaire tout en substituant les
traitements chimiques. Elle est aussi utilisée cenuonservateur biologique des
produits alimentaires en raison de ses propriétdi®xydants et antimicrobiennes.
(Jardak, 2017), De nombreuses propriétésRkdwficinalis lui sont conférées : anti-

infectieuses, antispasmodiques, antalgiques, tesiqdigestives, cicatrisantes, anti-
inflammatoires (Hilaretal., 2006.

13
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[.2.4.5- Activité insecticide :

Depuis 2006, de nombreuses études ont été réatisebsffet répulsif des huiles
essentielles ou sur leur effet larvicide. La pltjplar ces études ont mis en évidence
des effets sur les moustiques, et notammer@€ldisidés(Bastien, 2008). Bien que
I'on ait démontré aussi qu’ils ont un effet antigégseur, un inhibiteur de croissance
ou ont des effets toxiques contre divers inse®esi( et al, 2008).

En ce qui concerne l'huile essentielle du romapibisieurs bio-activités ont été
documentées, dont l'effet insecticide, d'ou il ajadété démontrées que les
constituants chimiques principaux de cette hub@t ¢ -pinéne, le verbénone et le
1,8-cinéol, qui sont probablement responsable&dgwités insecticides, aussi il a été
démontrée que cette huile a une activité acariciaere le tétranyque a deux points,
Tetranychus urtica&koch (Martinez-Velazqueet al, 2011).L'huile essentielle du
Romarin s'est avéré un agent ovicide contre trepeees de moustiquér{opheles
stephensi, Aedes aegyptiet, Culex quinquefasgiditi® une activité répulsive contre
les moustiquesAedes aegypt(Benikhlef, 2013).

14



Chapitre | synthese bibliographique

I.3-Champignon Entomopathogéne etarhizium anisopliae) :
[.3.1.Généralités :

De 700 a 800 espéeces de champignons auraient cgéntees comme pathogenes
d’'insectes et d’acariens. Leur répartition taxorgumi est variée : Ascomycetes,
Chytridiomycétes, Oomyceétes (anciennement rattaasbgschampignons), ou encore
Zygomycetes. Dans la recherche d'alternatives awsedcticides, il n’est pas
surprenant qu’un intérét certain se soit égalemamté sur les champignons
entomopathogénes. Les espéces utilisées en reehapgartiennent pour la plupart
aux groupes des Zygomycetes (et plus particulienemé l'ordre des
Entomophthorales) et des Ascomycetes (notammentoddre des Hypocreales).
Certaines especes sont désormais utilisées priapigat en agriculture. L’avantage
majeur des champignons entomopathogéenes est quegicement aux autres agents
microbiens, ils ont la capacité d’infecter leur éngiar la voie transcutanée et ne
nécessitent pas d’étre ingérés par ce dernieri,Amss les stades de développement
(ceufs, larves, nymphes, adultes) peuvent étretéddBawinet al.,2014).

La propriété entomopathogéne Metarhizium anisopliaea été découverte pour la
premiére fois en 1879 par Elie Metchnikoff, Il égfalement connu sous le nom de
champignon vert muscardine en raison de la coutauscardine verte des colonies
sporulées produites par lui. Il était autrefois morsous le nond'Entomophthora
anisopliae(Zimmermann, 2007).

[.3.2.Position taxonomique :

L'espéceMetarhizium anisopliaea été décrite a l'origine par Metschnikoff (1879)
comme Entomophthora anisopliaeet plus tard transférée au nouveau genre
Metarhiziumpar Sorokin (1883), (Zimmermann, 2007).

Selon Sorokin (1883Metarhizium anisopliaest classé comme suit
Regne: Fungi

Embranchement: Dikarya

Sous-embranchement Ascomycota

Classe: Pezizomycotina

Ordre : Hypocreales

Famille : Clavicipitaceae

Genre : Metarhizium

Espece: Metarhizium anisoplia¢éMetchnikoff) Sorokin (1883).

15
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|.3.3.Caracteres morphologique déMetarhizium anisopliae :

Les spores déletarhizium anisopliaessont vertes olivacées, cylindriques et longues
(Bukhari et al., 2011). Il existe deux formes ddetarhizium anisopliaedont la
différence se base sur la taille desidies :

> la forme Metarhizium anisopliae var. anisoplia& spores courtes, dont les
conidies mesurent de 5 a8 de longueur.

» la forme Metarhizium anisopliae var. majuad spores longues, dont les
conidies mesurent de 10 a @ de longueur (Zimmermann, 2007).

Metarhizium anisopliaeest un champignon anamorphique appartenant awnmhyl
Ascomycota, les structures reproductivedviarhizium anisopliagl'anamorphe, la
forme la plus couramment rencontrée) comprennentdeidiophores et des conidies
(figure 9). Les structures blastospores et apprisssont produites pavietarhizium
anisopliaepar différenciation mycélienne. Les blastosporsvent fonctionner dans
certains cas comme des unités reproductrices dt poduites dans des cultures
submergées et dans I'hnémolymphe des hétes d'inseae appressoria, formés a
I'extrémité des hyphes, peuvent étre impliqués dammthogénicité du champignon
et ont pour fonction dinitier la pénétration épiculaire et procuticulaire du
tégument de l'insecte (Tlagoaét 2014).

Matarhizium arisoplidge

Figure 9 : conidies deM. anisopliag(lharaet al.,2003).
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|.3.4.Modes d’infections :

La relation hdte-champignon se produit par l'adhégeet la germination des conidies
a la surface de l'insecte (figure 10), suivie dpdaétration des hyphes a travers la
cuticule. Le processus de colonisation de I'hnétmmence apres la pénétration, les
hyphes pénétrants devenant plus épais et ramifigs k& tégument et I'hémocéle de
l'insecte, formant des blastospores. Les hyphesincmmt de croitre et d'envahir
divers organes internes apres la mort de I'ho@metrgeront par la suite du corps de
I'insecte et produiront des conidies qui disséntiretninfectent d'autres individus
(Tiago etal., 2014).

Appressorium Conidie

Epicuticule

Procuticule

Epiderme

Hemolymphe

Figure 10 : Mode de pénétration des champignons entomopatkegkams la cuticule
des insectes (Clarkson et Charnley, 1996).

Mécanismes d’'infections :

» L'infection des hotes arthropodes terrestres Rktarhizium anisopliae
comme celle de la plupart des autres champigndaiesn@pathogenes, suit une
tendance constante.

* Premierement, les spores adhérent a la surface @editule hote suivie de
la germination et de la différenciation d'un appoegim a partir duquel est
produite une piqure de pénétration étroite qui péneans la cuticule en
combinant des enzymes et une force mécanique.

e Apres la colonisation de I'hémocéle, le champigéolate a travers les
membranes inter-segmentales et différencie lesdmphores et les
conidies. Les principaux déterminants de la pathizifé deM anisopliae
comprennent des enzymes dégradant les cuticulemedpnl (subtilisine
protease) et des peptides cycliques toxiques comemelestruxines. La
virulence fongique semble étre corrélée avec lalymtion de Prl et de
destruxine; avec hyper producteurs étant plusemts! (Buttet al.,2013).

> Difféerentes études ont suggérée différents mécarssmienfection deM
anisopliaechez les hétes aquatiques (Kimberly Moon San ABexiw Mun
Hue, 2017), des voies d'invasion possibles onsigte&alées, y compris I'entrée
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via la cuticule, le siphon respiratoire ou le tuligestif, des observations
microscopiques révélant l'ingestion de conidies &g larves exposéeshva
anisopliae et la présence de conidies dans les pellets fédaularves de
moustiqgues ont démontré que des conidies avaientingerées. Mais le
mécanisme précis demeure insaisissable.

[.3.5.Solutions entomopathogénes :

Certains champignons peuvent étre produits masgineet conditionnés sous forme
de suspensions aqueuses de spores pour étre ensytwisea, parfois en
combinaison avec des matériaux synthétiques deséirugmenter leur persistance
ou leur pouvoir infectieux (Bawiat al.,2014).

Certains auteurs préferent utiliser I'’huile poumfioller une solution entomopahogene
dans leurs expériences. Hemour (2009) a choisi élianger les spores fongiques
avec du pétrole plutdt qu'a de l'eau, car ils gatdeon seulement leur pouvoir

germinatif plus longtemps dans les conditions diquees séches mais aussi sont
beaucoup plus infectieux et tuent les insectes dargelai de temps plus court.

Les solutions entomopathogenes peuvent étre égaleappliqué sous forme de
suspension huileuse diluée par du pétrole, del€hdiarachide ou alors du gasoil et
I'huile du mais (Kaidi, 2007).

Brousseau (1994) a utiliddetarhizium anisoplia@ I'état pur sous forme cristallisée.
Ce dernier été mis en solution dans de l'acétorasan de 0.1 ml pour 5.3 mg de
Metarhizium anisopliaeLa dilution de la solution mére s’est faite eoudignt de I'eau
distillée jusqu’a I'obtention de la concentratiogsdée.

[.3.6. Metarhizium anispliae dans le cadre de la lutte biologique :

Le contr6le microbien des insectes est basé stilishtion rationnelle des agents
pathogenes pour maintenir des niveaux de popukatienravageurs équilibrés sur le
plan environnemental, dtletarhizium anisopliaea été l'espéce fongique la plus
étudiée et la plus utilisée a cette fin (Tiagalet2014).

Cette espece possede un spectre d’hétes largeamagiusieurs arachnides et pas
moins de 200 espéces d’insectes réparties dan®aings différents, plusieurs études
de laboratoire ont montré son potentiel en tanagent de contréle de nombreuses
especes (adultes ou larves) appartenant aux gaades, Culex et Anophel@awin

et al., 2014). Les parasites cibles actuels sont les tesmiles criquets et les
sauterelles ou les cafards, les cercopes et dndrempteres, les noctuelles, les insectes
ravageurs du sol, tels que diverses especes dabéear et les curculionides, les
ravageurs de serre, tels que les mouches blanahelesothrips, ainsi que les
moustiques et méme les tiques (Zimmermann, 2007).
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[1.1.0bjectif de I'étude :

Le présent travail consiste d’une part a I'évalatie la toxicité de I'huile essentielle
formulée du Romarin «Rosmarinus officinalis10% » et du champignon
entomopathogene Métarhizium anisopliae> a I'égard du moustique tigre, vecteur
d’arboviroses. Et d’'autre part a I'étude de quetqparametres biologiques de ce
vecteur. L’étude s’est étalée sur une période deis « de février jusqu’au mois de
juin 2018 », I'élevage ainsi que les tests de it&iont été réalisées au niveau de
'annexe de Sidi Fredj de I'Institut Pasteur d’Afge, dans I'insectarium du laboratoire
d’éco-épidémiologie parasitaire et génétique demifadions.

[I.2.Matériel biologique :

a- Le moustique Aedes albopictus) :

Les larves et les adulted’Aedes albopictussoumises aux tests bios pesticides
appartiennent a la 9 génération, issue de I'élevage d’'une populatidiectge en
2015 & Oran a I'Ouest d’Algérie.

b- Huile essentielle formulée :

L’huile essentielle formulée du romarinRosmarinus officinalid0% » nous a été
aimablement fournis par le laboratoire de Phytopla@ie et protection des
végétaux. Université SAAD DAHLEB Blida 1.

c- Champignon entomopathogene (Metarhizium anisop@a) :

La souche d#&letarhizium anisopliae var. acridusouche IMI 330189a été obtenue
de I'Institut National de la protection desgétaux (INPV) d’El Harrach. Ce bio
pesticide est commercialisé sous forme d’'une potides de couleur vert marin,
communément appelé « GREEN MUSCLE ». Le détaibdehe technique ainsi que
le manuel d’utilisation de ce bio pesticide estrd@men Annexe 3.

[I.3.Matériel non biologique :

Tout le matériel non biologique utilisé au cours lde présente étude (outils,
appareillage, produits) est consigné dans I'andexe

[1.4.Méthodes :
[1.4.1.L’élevage :

L'élevage dAedes albopictua été maintenu dans une chambre conditionnée a une
température variant entre 23 ° et 25 ° C, une hiténidlative comprise entre 42 et 60%
et une photopériode de 12 heures (Figure 11).

Les femelles sont gorgées pendant 1 heure tragsplai semaine, a partir des souris
préalablement anesthésiées (Figure 12), les centiipgFigure 13 et 14) sont utilisés
pour des nouvelles générationdddes albopictud es ceufs et les larves sont mis dans
des bacs contenant environ 1,5 litre d’eau (Fid@)eLes larves sont nourries avec des
croquettes de chat riche en protéines. Lorsquiatess atteignent le stade nymphal,
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elles sont mises dans des gobelets (contenaneale €t papier buvard). Ces derniers
sont déposés dans des cages recouvertes d'uneigoaurst ou les nymphes se

transformeront en adultes. Aprés émergence, lekeadsont nourris de jus sucré.

Toutes les cages sont identifiées (espece, dgtmération).

-
Figure 11 : Insectarium de I'Institut Pasteur d'édig, Annexe - sidi Fred;
(Originale, 2018).

SN -

Figure 12 : Gorgement des femelles Figure 13 : Ponte des ceidsiginale,
sur la souris (Originale, 2018). 2018).
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Figure 14 : (Eufs’Aedes albopictus Figure 15 : Larved’Aedes albopictus
sous loupe binoculaire (G 0,8x25) dans les bacs d’élevage (Originale,
(Originale, 2018). 2018).

[1.4.2. Tests de toxicité :
[1.4.2.1.Huile essentielle formulée du Romarin
a-Test sur les larves :

Trois doses ont été testée (D1=0,25¢/l ; D2=0,998= 0,75¢g/l) (Figure 16) sur le
guatrieme stade larvaires (L4)A@ddes albopictud.es tests ont été conduits selon
le protocole de 'OMS (2005). 10 larves ont étélgarées a I'aide d’'une poire en
plastique et placé dans des gobelets en plastigue an de diametre contenant
chacun 100ml d’eau distillée additionnée de leedmsrespondante de la solution
de «Rosmarinus officinalid0% ». Trois répétitions ont été réalisées pougeba
dose. Trois gobelets témoins ont été égalementitgds contenant uniquement
l'eau distillée et les larves (Figure 17). Le nomlates larves mortes ont été
comptées a 24, 48 et 72 heures apres exposition.
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Figure 16 : Préparation des doses d¢ Figure 17 : Dispositif expérimentale d
I'huile essentielle formulée test de toxicité (Originale, 2018).
(Originale, 2018).

—

b-Test sur les adultes :

Le test est effectuée avec une série graduée és ((0$=0.25g/l ; D2=0.5¢g/l ; D3=
0.75g/l) de I'huile essentielle formulée du romatbdPo. Des rectangles de papier
filtre de 12 x 15 cm (Whatman® n ° 1 ou équivalesuiit uniformément imprégnés
de 2 ml par chacune des trois doses (Figure 18).fala séché a l'air libre pendant
24 heures, le papier filtre est inséré dans un éubglastique pour étre exposé aux
moustiques. (Le dispositif de I'OMS utilisé pouwster la sensibilité des moustiques
adultes ainsi que la méthode d'essai sont décfasnexe 3).

Des lots de 15 moustiques femelles non nourrisaag,sagés de 2 a 5 jours, sont
introduits dans le tube d’observation (marqué gaint vert) et maintenus pendant
une heurea25°C+2°C et80% = 10% HR. ll4 sosuite transférés par soufflage
doux dans le tube d'exposition contenant le papigrégné d’huile essentielle
(marqué d'un point rouge). Le kit est tenu vergoant pendant une heure (Figure
19). A la fin du temps d'exposition, les moustigsest transférés délicatement dans
le tube d’observation et maintenus verticalemansdes conditions d’élevage avec
une solution de saccharose a 10%. Les moustiqogs sont comptés apres lheure
et 24 heures d’exposition.

22



Chapitre I Matériel et Méthodes

Figure 18 : Imprégnation du papier filtre par I'lruéssentielle formulée du
romarin (Originale, 2018).

Figure 19 : Les tubes de 'OMS pour tester la d@litgi des moustiques adultes
(Originale, 2018).
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[1.4.2.2.Metarhizium anisopliae :
a-Test sur les larves :

Quatre concentration ont été préparées (D1=0,1mk0,3g/l ; D3= 0,69/l ; D4=
1,2¢g/l) en diluant 24mg de poudreMetarhizium anisopliae green muscle dans
20ml d’eau distillé (Figure 20). Ces concentrations été testées sur le troisieme
et quatrieme stade larvaireA@des albopictus 10 larves ont été prélevées et mises
dans des gobelets en plastique contenant chacudl @%au distillé. Par
introduction de 1ml de chaque dose dans les gabptécédemment préparés, 3
répétitions ont été réalisée pour chaque doseb8leis témoins ont été également
constitués, contenant que de I'eau et les larvigsi(& 21).

o *'_ ,| ¥ ___"7 - " : 7-
& e D R
Figure 21 : Dispositif expérimentale du test dddivé sur les larves

(originale 2018
24
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b-Test sur les adultes :

Quatre concentration ont été préparées (D1=0.18#£0.3g/l ; D3= 0.69/l ; D4=
1,2g/l) deMetarhizium anisoplia& Green muscle ». Le protocole suivi pour ce test
et le méme que celui d’huile essentielle du romarin

La difference entre les deux produits est qu’il tfagiter les solutions de
champignon avant chaque utilisation afin d’obteme solution homogéne.

11.4.3.Etude de quelques parametres biologiques dmoustique tigre :

Nous avons choisis 1 couples d’adulte a partir @’'gnande cage et les ont mis en
élevage séparément avec les méme conditions.

A partir de ce couple, nous avons évalué la fé¢érylii est le nombre d’ceufs pondue
apres avoir pris un repas sanguin, la fertilité gouws permet de savoir quel est le
nombre d’ceuf éclos par rapport aux ceufs pondugraefgence des adultes a partir
des nymphes dans des conditions contrélées (F&jyre3, 24 et 25).

-

Figure 22 : Vue microscopique Figure 23 : Les stades larvaires
d’éclosion d’ceufi’Aedes albopictus | d’Aedes albopictuOriginale, 2018).
(Originale, 2018
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Figure 24 : Emergence d’un adulte Figure 25 : Adultes (méale et femelle)
d’Aedes albopictugOriginale, 2018). d’Aedes albopictusous loupe binoculaire
(G : 0,8x25) (Originale, 2018).

[I.5.Méthodes d’exploitations des résultats :

[1.5.1.Mortalité observée

Nous avons calculé la mortalité dans I'échantiltesté en sommant le nombre de
moustiques morts dans I'ensemble des tests d’exposépliqués et en exprimant cette
somme sous forme de pourcentage par rapport auredothl de moustiques exposés.
Le méme taux a était calculé pour les témoins

Nombre total de moustiques morts

Mortalité observee = Effectif total de I’échantillon x 100

Si le taux de mortalité observée 820 % chez les témoins, les résultats du test devron
étre écartés. Lorsque ce dernier est compris é&ftset 20%, la mortalité observée doit
étre corrigée a l'aide de la formule d’Abbott dddaon suivante :

% mortalité observée — % mortalité chez Is témoins)

x 100

Mortalité corrigée =

(100—-% mortalité chez les témoins)

Si la mortalité chez les témoins est <5%, aucumectipn n’'est nécessaire sur les
résultats de test.

Remarque: Cas particulier pour le test des adultes :

A lafin des tests biologiques portant sur lesdtis&les, la définition de I'état de knock-
down et de la mort fait intervenir non seulemegtidt de I'insecte, mais aussi le moment
ou I'observation est faite. Un moustique est classgéme « mort » ou «knocked down
» (en état de choc) s'’il est immobile ou incapaddese lever ou de s’envoler. La
distinction entre I'état de choc et la mort ne adépgue du moment de I'observation.
On pourra tapoter un peu le récipient d’'observatieant la détermination finale. La
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mortalité des moustiqgues témoins devra étre messuogela méme période de
récupération (OMS 2017).

La classification des moustiques adultes en indwidivants, « knocked down » ou
morts dans le cadre des tests biologiques est ésarapres (OMS 2017) :

Tableau 1 : Classification des moustiques aduhésdividus vivants, « knocked
down » ou morts

VIVANT Knocked down ou mort apres exposition
MORIBOND MORT
Peut se lever et volg * Ne peut de lever (ne » Pas de signe de vie
de maniere possede plus qu’une o e Immobile
coordonnée deux pattes, par ex.) « Ne peut se lever

* Ne peut voler de
maniere coordonnée

* Reste couché sur le do
en bougeant les pattes
et les ailes, incapable ¢
s’envoler

* Peut se lever et
s’envoler brievement,
mais retombe
rapidement.

[1.5.2.Evaluation de la DL90 et la TL9O :

Un insecticide est d’autant plus puissant a I'éghmhe population d‘insectes donnée

si la dose utilisée est faible pour détruire unrpeantage de cette population. Cette dose
d‘insecticide nécessaire pour obtenir un pourcentdgnné de mortalité est appelée

dose létale.

DL90 : dose nécessaire et suffisante pour tuer 90% d’apelation exposée.

Pour calculer la DL 90, une transformation en grdbs pourcentages de mortalité est
nécessaire. L’analyse des données se fait par koo gausso arithmetique

habituellement utilisée pour les tests insecticidi#e permet de tracer des droites de
régression probit en dressant le taux de mortahitédonction de la concentration en

insecticide.

L’équation de la droite est de type= ax+b

Oou
y = probit 90 pour chercher DL90 (y = 6.28).
a = la pente.

x = logarithme de dose.
b = valeur de I'axe des ordonnées.
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TL9O : le temps létal au bout duquel on obtient 90% deatite.

Pour calculer la TL 90, une transformation en prate temps d’exposition est

nécessaire. L'analyse des données se fait par koo gausso arithmetique

habituellement utilisée pour les tests insecticidi#e permet de tracer des droites de
régression probit en dressant le taux de mortatittonction de temps.

[1.5.3. Analyse statistique :

Pour mieux interpréter nos résultats nous avong ppur les tests statistiques et
mathématiques tel que I'analyse de la variancet poauver 'efficacité des facteurs
étudiés. Et le test Newman Keuls au seuil de 5%demiers sert a classées les
moyennes des facteurs en groupes homogéenes ebderiés. En utilisant le logiciel
SPSS.
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[11.1.Toxicité de I'huile essentielle formulée du Rmarin « Rosmarinus
officinalis 10% » sur Aedes albopictus

[11.1.1.-Evolution de la mortalité moyenne cumulée
A- Résultats :

Les résultats de I'évolution de la mortalité moyercumulée des larves et des adultes
d’Aedes albopictuen fonction des doses croissantes de I'huile é@sdenformulée du
Rosmarinus officinaligt de la durée d’exposition sont présentés paglad 26 et la figure
27.

100 93,33 96,67 100
80 || D1
] D2
60 m D3

N
(=]

Taux de mortalité (%)
F=y
(=]

o

24H 48H 72H

Durée du traitement (heure)

Figure 26: Représentation graphique du taux de mortalitéenayumulé des larves (L4)
exposées a I'huile essentielle formulée du Romarin.
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Figure 27: Représentation graphique du taux de mortalitéena@ymulé des adulteé$Aedes
albopictusexposées a I'huile essentielle formulée du Romarin
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B-Discussion :

A la lecture des résultats (Fig. 26, 27), nous m®igue la mortalité du moustique tigre induite
par I'essence formulée du romarin varie signifiatient (P <0.05%) en fonction du temps et
de la dose. Chez les larves du quatrieme stade {R4heures apres traitement, nous avons
enregistré des taux de mortalité de 76,67 %, 9833 100% respectivement pour les doses
D1= 0,25 g/l, D2= 0,50 g/l et D3=0,75g/l. L’'abgserde mortalité dans le témoin fait déduire
gue 'huile essentielle formulée du romarin a ufetefoxique sur le quatrieme stade larvaire
du moustique tigre. Aucune mortalité n'a été notépres 1 heure de traitement chez les
adultes pour les trois doses testés. Mais noussamnargqué une baisse de mouvement a la
dose (D3=0,75 g/l). La mortalité la plus forte B3%) a été enregistrée 24 H apres traitement
avec la plus grande dose (D3=0,75 g/l). Cependantdme dose et le méme temps a induit
une mortalité dépassant les 80 % chez les stadesrs. Le fort pouvoir insecticide de cette
essence est probablement lié a la nature du téguereeffet Isman (2000) a montré que Les
huiles essentielles agissent directement sur lawtetdes arthropodes a corps mous.

L’activité larvicide de I'HE du romarin a déjaéémontrée par Berrah et Ahcene (2016) sur
les larves du quatrieme stade@alex pipiensDe méme I'huile essentielle Be officinalisa

été rapportée pour ses activités biologiques comiti@de contrePediculus humanus capitis
par Lahlou et Berrada (2003), insecticide coftezattitis capitatapar Passinet al. (1999) et
Moretti et al. (1998), anti appétant, répulsif et inhibiteur deatéation contrélyzus persicae
(Hori, 1998 ; 1999). L’activité adulticide de I'heliessentielle dRosmarinus officinalis été
également montré par les travaux de Bouchéthal, (2008)a I'egard de la mitdineole
bisselliella, 24 heure aprés traitement. Selon Gleiserakt (2011). Toutes les huiles
essentielles testées étaient significativementiséms contreAe. aegyptipar rapport aux
témoins non traités.

[11.1.2.Evaluation de la DL 90 et du TL 90 de 'HE- sur les larvesd’Aedes albopictus

> Le calcul des DL 90 d’huile essentielle formuléeRhmarin a 10% rapporté au temps
d’exposition, nous renseigne sur le degré de twXicle cette substance. Les
logarithmes décimaux des doses ont été portés enisab et les probits des
pourcentages de mortalité en ordonnées, ils sppbréés dans le tableau suivant :

Tableau 2: Logarithmes décimal des doses et les probitaalitalité.

Log Doses Probits
log D1 -0,60 4,39
log D2 -0,30 5,61
log D3 -0,12 6,48
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Figure 28 : Droite de régression des doses d’huile essentateulée du Romarin en
fonction de la mortalité des larves (L4) apres 24éxposition.

Dans cette étude, la DL90 de I'huile essentiellenfdée deRosmarinus officinalisur les
larves (L4) dAedes albopictua été calculée. La droite de régression aprés xp@siion de
24H est de la forme : y = 4,3452x + 6,9823 avecaxfficient de corrélation (R?) = 0,9971,
sa DL90 est de 0,69 gl/l.

> Le calcul des TL90O (temps létal au bout duquel btieot 90% de mortalité) d’huile
essentielle formulée du Romarin sur les larves l&edes albopictysious renseigne
sur la variation du temps provoqué par la variatlerla dose. Les résultats concernant
les valeurs du TL90 des 3 doses sont rapportéslddigsire 29.
Le tableau suivant regroupe les équations de dralte régression nous avons déduit les
valeurs du TL9O relatifs a chaque dose.

Tableau 3: Equations des droites de régressions et vatigd L90 pour chaque dose de
traitement utilisée :

Doses Equations des droites dg R? TL9O0 (jours)
régressions

D1=0,25 g/l y =2,975x + 4,4531 0,9554 4,111
D2 = 0,50 g/l y =3,1972x + 5,0527 0,9818 2,415
D3 =0,75 g/l y =1,8293x + 6,4405 0,9538 0,818
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6 R? = 0,9554 6 / R?=0,9818
g / probit g probit
o4 @y
g Linéaire % Linéaire
Ez (probit) EZ (probit)
0 0
0 0,2 0,4 0,6 0 0,2 0,4 0,6
LOG TEMPS LOG TEMPS
Ny TL90 D3
y =1,8293x + 6,4405
R?=0,9538
a 7
E probit
o
o
£6,5 Linéaire
E (probit)
6
0 0,2 0,4 0,6
LOG TEMPS

Figure 29: les droits des régressions de I'huile esseatfelimulée du romarin dans le temps
vis-a-vis des larves (L4)'Aedes albopictugraitées par les différentes doses D1, D2 et D3.

La figure 29 montre que la TL90 de la plus faibtse (D1= 0,25¢g/l) est de 4,111 jours, D2 et
D3 sont de 2,415 et 0,818 respectivement.

[11.1.3.Analyse de la variance :

» Cas des larves
Pour interpréter nos résultats, nous nous somnmasyap sur 'analyse de la variance a
deux criteres de classification : Facteur 1 : Domesc 3 niveaux (D1= 0,25¢/l, D2=
0,50g/Il, D3=0,75g/l), Facteur 2 : Temps avec &aux (24H, 48H, 72H).
Tableau 4 :Analyse de la variance

Source de la| Sommes des DL Moyenne des . b
variation carrée carrée

Modéle corrigé 550,306 11 50,028 94,789 ,000
Intercepter 1284,028 1 1284,028 | 2432,895 ,000
temps 24,389 2 12,194 23,105 ,000
dose 499,194 3 166,398 315,281 ,000
temps * dose 26,722 6 4,454 8,439 ,000
Erreur 12,667 24 ,528

Totale 1847,000 36

Total corrigé 562,972 35
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L’analyse de la variance a deux critéeres de classibn révele (Tableau 2) une différence
trés hautement significative pour les deux fact¢doses et temps).

e Test de Newman keuls :

v" Facteur dose

Tableau 5: Classement des moyennes pour le facteurl (Dose).

Sous-groupes
Doses N 1 > 3 4
Témoin 9 ,0000
D1=0,25¢/| 9 5,7778
D2=0,5¢g/l 9 8,4444
D3=10,75 g/l 9 9,6667

A travers le test de Newman Keuls au seuil de 8%)dssement des moyennes de mortalités
des larves révele 3 groupes significativement chfiés.

v' Facteur temps

Tableau 6 :Classement des moyennes pour le facteur2 (Temps)

Sous-groupes
temps N 1 5
24h 12 4,8333
48h 12 6,3333
72h 12 6,7500

Pour le facteur (Temps) le test révéle 2 groupesdggnes (Tableau 4), le groupe 1 comporte
la moyenne 4,83 correspondante a 24H. Le grouperorte les moyennes correspondantes
a 48H et 72H. Ce qui explique que le taux de mitgtalmoyen cumulé induit par I'HE
formulée du romarin sur les larves du moustiqudeeshéme taux aprés 48 h et 72 h aprés
traitement.

» Cas des adultes
Tableau 7 :Analyse de la variance

Sour.ce'de la | Sommes DL Moyenne . B
variation des carrée des carrée

Modéle corrigé 91,167 7 13,024 24,044 | ,000
Intercepter 60,167 1 60,167 111,077 ,000
temps 60,167 1 60,167 111,077 ,000
dose 15,500 3 5,167 9,538 ,001
temps * dose 15,500 3 5,167 9,538 ,001
Erreur 8,667 16 542

Totale 160,000 24
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Total corrigé 99,833 23

L’analyse de la variance a 2 criteres de Classifina(Tableau 5) révéle une différence
hautement significative entre les différentes niidém enregistrées pour les adultes traitées et
les témoins, a différents niveaux de temps etfareifites doses.

e Testde Newman & Keuls :
v" Facteur dose

Tableau 8: Classement des moyennes pour le facteurl (Dose).

Sous-groupes
Dose N 1 2
Témoin 6 ,3333
D1=0,25g/| 6 1,5000
D2=0,5¢g/l 6 2,0000
D3=0,75¢g/| 6 2,5000

Le classement des moyennes de mortalités des sdtdigleau 6), réveéle un seul groupe
homogene, comportant les trois doses testées. Cexplique I'effet similaire de ces trois
doses sur la mortalité.

[11.2.Toxicité de Metarhizium anisopliae var. acridungsouche IMI 330189
« Green muscle » sur le moustiquéedes albopictus

[11.2.1.Evolution de la mortalité moyenne cumulée
A- Résultats :

Les résultats de I'évolution de la mortalité moyerenmulée des larves et des adultdsedes
albopictusen fonction des doses croissantes du champilytedarhizium anisopliaet de la
durée d’exposition sont représentés par la figlret3a figure 31.

50,00

50,00
43,33
40,00 D1
30,00 D2
30,00 2333 26,67 D3
20,00 D4
20,00 16,67
13,33
10,00
1000 6, 675 67 10 00 ‘

0,00

Taux de mortalités

24H 48H 72H

Durée de traitement (heure)
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Figure 30: Représentation graphique du taux de mortalitéenaypmulé des larves (L3 et
L4) exposées aMetarhizium anisopliae
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Figure 31: Représentation graphique du taux de mortalitéeanaymulé des adultes
exposées aletarhizium anisopliae

B-Discussion :

Selon les résultats de la figure (30 et 31), nemsarquons que la mortalité des larves et des
adultes du moustique tigre évolue en fonctionatups et des doses testées. Chez les stades
larvaires, a la dose (D1=0,15g/l), un taux de nlibétale 16,67 % est enregistré au bout de
72H, suivi de la dose D2, D3 et D4 avec des tauwmdetalité de 26,67%, 30% et 50%
respectivement. Chez les adultes, le champignoerelng une mortalité de 24,44% au bout
de 24H avec la plus faible dose (D1=0,15¢/l), celaigse supposer que les stades adultes
sont plus sensible a cet entomopathogéne par ragpostades larvaires.

L’absence de mortalité dans le témoin fait dédgire le champignoa un effet toxique sur
le vecteur.La faible activité immédiate larvicide deletarhizium anisopliaca été déja
rapporté par Bukhaet al.,(2011)vis-a-vis des larves AnophelesAinsi que par Tamaloust
(2007) et Benserraj (2014) sur les larvedéex pipiensen effet, le 100% de mortalité n'a
été obtenu qu’aprés 10 jours de traitement avgiula forte dose. D’apres Kimberly Moon
San Aw et Seow Mun Hue (201M. anisopliaeprovoque une mortalité significativement
plus élevée chez les adulte®\dbpheles spet d’Aedes spppar rapport aux témoins. L'effet
de ce champignon a été déja montré par MohamediiBa2013) sur les adultes @ailex
pipiens.Ou il a atteint 61,53% de mortalité aprés 24H dsaquus grande dose (D= 1,56X
spores/ml), ce qui va dans le méme sens de nosatésu

[ll. 2.2.Evaluation de la DL 90 et du TL 90 deMetarhizium anisopliaesur les larves
d’Aedes albopictus

> Le calcul des DL 90 d®letarhizium anisopliagapporté au temps d’exposition, nous
renseigne sur le degré de toxicité de cet entorhogane. Les logarithmes décimaux
des doses ont été portés en abscisse et les pdasitpourcentages de mortalité en
ordonnées, ils sont rapportés dans le tableaursuiva
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TM(PROBITS)

Tableau 9 : Logarithmes décimal des doses et les probits déafiié.

Log Doses Probits
log D1 -0,82 4,05
log D2 -0,52 4,39
log D3 -0,22 4,48
log D4 0,079 5
6
5
y =0,9766x + 4,8436
4 R2=0,9326
3 probit
Linéaire (probit)
2
1
0
-1 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,2

LOG DES DOSES

Figure 32: Droite de régression des dosesvigarhizium anisopliaen fonction de la
mortalité des larved_3 et L4) dAedes albopictuaprés 72H d’exposition.

La DL90 de Metarhizium anisopliaesur les larves (L3 et L4) Aedes albopictua été
calculée. La droite de régression apres une exposie 72H est de la forme : y = 0,9766x +
4,8436 avec un coefficient de corrélation R2 = p@3a DL90 est de 29,56 gl/l.

> Le calcul des TL90 (temps létal au bout duquel btient 90% de mortalité) de
Metarhizium anisopliaesur les larves (L3 et L4) Aedes albopictyshous renseigne
sur la variation du temps provoqué par la variatlerla dose. Les résultats concernant
les valeurs du TL90 des 4 doses sont rapportéslddigsire 33.
Le tableau suivant regroupe les équations de dralte régression nous avons déduit les
valeurs du TL9O relatifs a la plus faible et lagfarte dose.

Tableau 10: Equations des droites de régressions et val@as3 090 pour chaque dose de

traitement utilisée :

Doses Equations des droites R? TL9O (jours)
de régressions
D1=0,15 g/l y =1,0747x + 3,4875 0,9132 396,27
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D4 =124l y = 1,608x + 4,2806 0,9832 17,498
TL90 D1 . TL90 D4
4,1 v =1,0747x + 3,4875
4 R?=0,9132 5 y =1,608x + 4,2806
— 2 - 2
S 5 R2=0,983
= Ea 8
@33 L |8 ,
o~ probit 8 probit
g 3,7 9_/4,6
E 3.6 Linéai.re E Linéai.re
(probit) 4,4 (probit)
3,5
- 4,2
' 0 0,2 0,4 0,6
0 0,2 0,4 0,6
LOG TEMPS LOG TEMPS

Figure 33: Efficacité deMetarhizium anisopliaglans le temps vis-a-vis des larves (L3 et L4)
d’Aedes albopictutraitées par les doses D1let D4.

La figure montre que pour dose (D1= 0,15¢/l) le Ul&kst de 396,27 jours, et pour la dose
(D4=1,29/l) le TL9O est de 17,498 jours.

lll. 2.3.Evaluation de la DL 90 deMetarhizium anisopliae sur les adultes d’Aedes
albopictus:

> Le calcul des DL 90 d&letarhizium anisopliagapporté au temps d’exposition, nous
renseigne sur le degré de toxicité de ce champigbes logarithmes décimaux des
doses ont été portés en abscisse et les probitpassentages de mortalité en
ordonnées, ils sont rapportés dans le tableaursuiva
Tableau 11: Logarithmes décimaux des doses et les probitsaléalité.

Log Doses Probits
log D1 -0,82 4,2
log D2 -0,52 4,45
log D3 -0,22 4,5
log D4 0,079 5,31
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y=-1,2136x + 5,1095
R?=0,7025

probit
3 Linéaire (probit)

TM(PROBITS)

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
LOG TEMPS

Figure 34: Droite de régression des dosesviarhizium anisopliaen fonction de la
mortalité des adultes Aledes albopictuaprés 24H d’exposition.

La DL90 deMetarhizium anisopliasur adultes dhedes albopictua été calculée. La droite
de régression apres une exposition de 24H est taree : y= -1,2136x + 5,1095 avec un
coefficient de corrélation R2@,7025, la DL90 est de 9 gl/l.

l11.2.4.Analyse de la variance :

» Cas des larves
Pour interpréter nos résultats, nous nous somnpasyép sur I'analyse de la variance a
deux criteres de classification : Facteur 1 : Domesc 4 niveaux (D1= 0,15g/l, D2=
0,30g/l, D3=0,60g/I, D4= 1,2 g/l), Facteur 2 : Tesrgvec 3 niveaux (24H, 48H, 72H).

Tableau 12 :Analyse de la variance

Sourpe_de la | Sommes desg DL Moyenne . P
variation carrée des carrée

Modéele corrigé 98,578 14 7,041 9,319 ,000
Intercepter 131,756 1 131,756 | 174,382| ,000
temps 73,244 4 18,311 24,235 ,000
dose 17,644 2 8,822 11,676 | ,000
temps * dose 7,689 8 ,961 1,272 ,295
Erreur 22,667 30 , 7156

Totale 253,000 45

Total corrigé 121,244 44

L’'analyse de la variance a deux critéres de classibn révele (Tableau 9) une différence
tres hautement significative pour les deux fact¢doses et temps).
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« Testde Newman keuls :
v" Facteur dose

Tableau 13: Classement des moyennes pour le facteurl (Dose).

Sous-groupes
dose N 1 2 3
témoin 9 ,00
D1= 0,159/l 9 1,11
D2= 0,3 g/l 9 1,56
D3= 0,6 g/l 9 2,00
D4= 1,2 g/l 9 3,89

A travers le test de Newman Keuls au seuil de 8%6)dssement des moyennes de mortalités
des larves révele 2 groupes homogenes, Groupe fartaria dose D1, D2 et D3, le groupe 2
comporte la dose D4, Ce qui explique l'effet siindades doses (D1, D2 et D3) sur la
mortalité des larves.

v' Facteur temps
Tableau 14 :Classement des moyennes pour le facteur2 (Temps)

Sous-groupes
temps N 1 5 3
24h 15 ,93
48h 15 1,73
72h 15 2,47

Pour le facteur (Temps) le test révele 3 groupgsifeiativement différents (Tableau 11), le
groupe 1 comporte la moyenne 0,93 correspondant@4ali Le groupe 2 comporte la
moyenne correspondant au 48H et le groupe 3 comf@moyenne correspondant au 72H.

» Cas des adultes

Tableau 15: Analyse de la variance

Sourpe_de la | Sommes des DL Moyenne . P
variation carrée des carrée

Modéle corrigé 205,367 9 22,819 7,692 | ,000
Intercepter 288,300 1 288,300 | 97,180 | ,000
temps 118,200 4 29,550 9,961 | ,000
dose 56,033 1 56,033 18,888 | ,000
temps * dose 31,133 4 7,783 2,624 | ,065
Erreur 59,333 20 2,967

Totale 553,000 30

Total corrigé 264,700 29

L’analyse de la variance a 2 criteres de Classiina(Tableau 12) révele une différence
hautement significative entre les différentes niidém enregistrées pour les adultes traitées et

les témoins, a différents niveaux de temps etfareifites doses.
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« Testde Newman & Keuls :
v" Facteur dose

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

Sous-groupes
dose N 1 2 3
témoin 6 ,00
D1= 0,159/l 6 2,50
D2= 0,3 g/l 6 3,17
D3= 0,6 g/l 6 3,67
D4=1,2 g/l 6 6,17

Le test révele 2 groupes homogénes. Groupe 1 ctoenfaodose D1, D2 et D3, le groupe 2
comporte la dose D4. Ce qui explique l'effet sindades doses (D1, D2 et D3) sur la
mortalité.

[11.3. Etude de quelques parametres biologiques dmoustique tigre :

Les résultats de la fécondité, la fertilite, aigsie le taux d’émergence des adultes sont
consignés dans le tableau 17.

Tableau 17 :Etude de quelques parametres biologiques du ngowestigre en conditions

controleés.
Parameétres| Nombre | Nombre | Fertilité | nymphose| Emergence| Taux
biologique | d’ceufs | d’'ceufs | en % (Nymphe) | (adulte) d’émergence
pondus | éclos
222 104 46.84%, 35 32 91.42%

A la lecture du tableau, nous notons que la féeénptar femelle est de 222 sur ce nombre
d’ceufs émis ,104 ont éclos, soit une fertilité &84 %.Quant au taux d’émergence, nous

avons noté 91.42% d’adultes émergés sur 35 nymphes.
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Conclusion

Au terme de ce travail , essentiellement consaardévaluation de la toxicité de I'huile
essentielle formulée du romarin et du champignonoreapathogene Metarhizium
anisopliae) a I'égard du moustique tigre, vecteur d’arbov@®sil nous parait intéressant de
dégager les principaux résultats aux quels noussaaboulti.

>

La mortalité induite par les deux bios pesticidestés (huile essentielle formulée du
romarin et le champignometarhizium anisopliae sur les stades larvaires et adultes
du moustique tigre, varie significativement en fimt des doses et du temps
(P=0.000).

L'absence de mortalité enregistrée dans le témain déduire que les deux bios
pesticides sont toxiques sur les larves du quatrigiade larvaire et sur les adultes.

L’huile essentielle formulée du romarin a réveélée uactivité insecticide plus
importante sur les stades larvaires (L4) que suathiltes. En effet avec la plus forte
dose (D3= 0,75 g/l), la mortalité chez les aduttespas dépasseé les 50% apres 24.

La dose létale de I'huile essentielle formulée donarin qui tue 90% des larves a été
estimée a 0,69 g/l, et le temps |étal nécessaine fp@r 90% des larves a été évalué a
8h18min pour la plus forte dose (D3= 0,75 g/l).

Le Metarhizium anisopliae a révélé une activité insecticide plus importarsigr les
stades adultes que sur les stades larvaires (L8)eEn effet avec la plus forte dose
(D4= 1,2 g/l), la mortalité chez les larves esP8e33 % aprés 24 heures de traitement,
alors que chez les adultes, elle est de 62,22%.

Le stade adulte est le plus vulnérabM.anisopliae que les stades larvaires avec des
DLoode 9 g/l et 29,56 g/l respectivement.

La fécondité d’'une femelle Aedes albopictus gorgée une seule fois apres fécondation
est de 222 ceufs.

Ces résultats ouvrent des perspectives intéressaotg I'application de I'huile essentielle
formulée du romarin et IMetarhizium anisopliae a I'égard du moustique tigre dans le cadre
de la lutte biologique. L'efficacité de I'huile esgielle formulée du romarin sur les larves
nous encourage de tester d’autres especes végabalésstées vis-a-vis ce vecteur.
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ANNEXES

Annexe 1 : équipements et produits utilisés au lalatoire

Outils de laboratoire :
- Aiguillé pour I'injection.
- Des bacs référencié.

- Trousse a dissection composeée :
Scalpels, pinces, aiguilles lancéolées, 2
paires de ciseaux, 1 sonde cannelée et

1 spatule pour peser.
- Des cages.

- Le kit insecticide de 'OMS

Appatreillage :

- Humidificateur.

- Gobelets en plastique.
-Aspirateur a bouche.
-Verrerie.

-Pipettes en plastique.

- Papier buvard.

- Micropipette.

- Thermo-hygrométres : permettent de mesurer a@ikement la température et le

taux d’humidité de I'air.
- Loupe binoculaire.

- Microscope optique.

- Une balance.

Produits :

-. Anesthésiant : IMALGENE 1000: solution injectal§0.4 1), anesthésiant

Kétamine sous forme de chlorhydrate.
- Croquette de chat
- Eau distillée

- Jus sucré a 10%



A N N I X I S Retirer le filigrane maintenant

Annexe 2 : Méthodes d’extraction des huiles esseelles

L'appareil de subventionnement schématique poydiriistillation (Hesham etl., 2016).

Condensed

Safety t\ube

Steam ‘
generator™,

Water inlet

: = Distilled liquid

3 \ water

L'appareil schématique de subventionnement padistdlation a la vapeur (Heshamait,
2016).
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" Microwave Oven

Plant material
— Perforated pyrex disc

Heating

Cooler

separation
by gravity

~

Essential oil

Aqueous phase

Hydro-diffusion par micro-ondes et gravité (MHG)ggham eél., 2016).

Condenser

Essential oil

Aqueous phase

Water reflux tubing

Microwave oven

Sample flask

Plant material and water

Hydrodistillation assistée par micro-ondes (Hesleaah., 2016).



ANNEXES

Annexe 3 : Fiche technique de GREEN MUSCLE
Information Générale

« Nom commercial du produit: GREEN MUSCLE

» Catégorie d’'usageBiopesticide (acridicide)

» Domaine d’application : Lutte biologique antiacridienne

» Ravageurs ciblesles criquets de l'infra-ordre Acrididea (Orthoptera
» Cultures: Toutes cultures attaquées par les criquets

Matiére active

» Matiére active : Matériel biologique

* Nom scientifique de I'agent biologique Metarhizium anisopliae var. acridum souche
IMI 330189

» Stade de développementConidies (spores).

* Nature de l'organisme : un champignon pathogene appartenant au groupe des
champignons mitosporiques, qui sont des anamorfst@des asexués) de champignons
dans I'embranchement Ascomycota. |l est trés fipéei aux criquets. Parce que les
criquets ont la capacité de détoxiquer les toxindss autres champignons
entomopathogéneb). acridum a développé une autre stratégie pour tuer soneha@ens
le processus a perdu les genes pour la synthétisdi toxines.

« Contenu en matiére active +5*10° spores séches par g

» Viabilité a I'issue de I'usine :Au moins 90%

» Impuretés : moins d'1%

» Contenu en eau moins de 6%

» Taille des particules :moins de 6(um

Méthode d’analyse :

* Culture sur milieu artificiel et examen des struetu sporogenes afin de veérifier
I'identité du champignon
* Analyse d’ADN et/ou d’'isozymes afin de vérifierdauche (marqueur disponible).
Formulation

* Type de formulation: TC

* Liquide de mélange :Gasoil ou une autre huile appropriée, par ex. 78%@fe lampante
plus 30% huile végétale.

» Dose recommandée50 g/ha dans 1 L (application aérienne) ou 2 L l{@ation terrestre)
de gasaoil.

* Doses appliquées 25 a 100 g/ha : selon la densité de la végétatida @abilité des
spores.

« Efficacité au champ:Une dose de 50 g/ha dans 1-4 L de gasoil (en iftonde la densité
de la végétation) ou une autre huile appropriéeitéels populations par au moins 80%
dans 3 semaines (ou moins dans la présence d’ennatoirels tels que des oiseaux).
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Propriétés physico-chimigues :

Apparence :Poudre fine de couleur vert marin

Odeur : sans odeur particuliere

Stabilité : Durée de stockage> 5 and .

Incompatibilités : Incompatible avec la plupart des fongicides

Compatibilité avec d’autres pesticides compatible avec certaines pesticides utilisés
dans la lutte antiacridienne, par ex. les pyrétidas.

Stabilité en stockage Des données expérimentales montrent que des cesigibes
(<5% contenu en eau) peuvent étre stockées jusgarg 2 +20°C et pendant plus de
3 ans a <10°C. Des modéles de stockage indigueénhe viabilité des conidies de
>80% peut étre maintenue pendant >10 ans, si lérirebtechnique est stocké dans des
sachets imperméables sous réfrigération (<10° &)us des conditions de stockage
tropicales, une durée de vie de >2 ans peut éaedate a des températures de nuit/jour
de 20 - 30°C et approximativement 6 mois sous gmre de 30 - 40°C.

Toxicité et pathogénicité

Toxicité acute orale (rat) :DLso >2 g/kg poids vife

Toxicité acute dermique (rat) :DLso >2 g/kg poids vif

Toxicité acute inhalation (rat) : CLso >17,25 mg/kg poids vif

Toxicité intrapéritonéale (rat) : DLso >100 mg/kg poids vif

Irritation ceil (lapin) : Oui

Irritation peau (lapin) : Oui, mais exposition doit dépasser 24 h

Sensibilisation : Tres rare

Toxicite envers les poissons : Gh de 96 heures >100 mg/L

Toxicité envers les abeillesDLso >100 pg/individu (mortalité dans test au laboratoi
due a la pathogénicité, pas la toxicité ; testsdms ruches n’ont pas montré des signes
d’intoxication ni de pathogénicité)

Toxicité envers les vers de terre CLso >1 g/kg de sol sec.

Toxicité envers les oiseauxNon toxiques dans des tests d’alimentation contéenin
Phytotoxicité: La matiére active n’est pas phytotoxique. Le mébeatans les épandeurs
n'est pas phytotoxique non plus si le volume d’aggtion ne dépasse pas 5 L/ha.
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i

Pl o LITII sy

-

Le biopesticide Green Muscle (IMI 330139) (a),manuel d'utilisateur (b) et la fiche
technique (c) (Originale).
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Annexe 4 : Le kit de 'OMS (étude de la sensibilitéles moustiques

adultes).
Description et procédure d'essai :
A 8 %
N
~° g%
,;\ d A b
— ,'.‘:f/ — "-\ 1\\ \
2 .) / //‘/’( \ "\Q\
; .
1 Aspira t €
D
c G
holding tube
O
X X i
2] A ¢ R
»“"T-<\ \‘~\~
A -\
o L
b exposure t
hol 12 tube
E r Ay
'Ih_n,' AL
' .
f‘;_)" 1\ [A—AN .5
holding t

Le kit de test de I'OMS se compose de deux tubggastique (125 mm de longueur,
44 mm de diametre), chaque tube étant équipé axiremité d'un tamis de 16
mailles. Un tube (tube d'exposition) est marqué awvepoint rouge, l'autre (tube de
maintien) avec un point vert. Le tube de maintisinvéssé sur une unité coulissante
avec un trou de 20 mm dans lequel un aspiratedastera pour introduire les
moustiques dans le tube de maintien. Le tube d&tipo est ensuite vissé de l'autre
c6té de l'unité coulissante. Glisser la cloisonsdzgtte unité ouvre une ouverture
entre les tubes de sorte que les moustiques peétrergoufflés doucement dans le
tube d'exposition pour commencer le traitements paufflé dans le tube de maintien
apres l'exposition chronométrée (généralement aneeh Les papiers filtres sont
maintenus en place contre les parois des tubeguadire pinces a ressort: deux pinces
en acier pour fixer le papier ordinaire aux pachidube de maintien et deux pinces
en cuivre pour fixer le papier insecticide a I'm#é@r du tube d'exposition.
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Annexe5 : Table de probits.

Table 3.2 Transformasion of percentages to probits
—
% 0 1 2 3 4 6 6 1 8 9

0 — 207 200 312 320 3.30 346 3.62 3.0 3.60
10 372 377 382 387 302 3.00 401 406 408 412
20 410 410 423 420 420 433 430 430 442 445
0 448 460 4063 4060 400 400 404 407 400 472
40 470 477 480 482 480 487 400 492 495 407
60 G600 603 605 6.08 610 613 G5 518 520 6.23
60 620 G628 G631 5.33 630 630 G4l 644 047 660
0 662 6.66 6.08 6.0l 604 6,07 671674 677 68l
80 G684 088 G602 6.96 5.00 0.04 0.08 0.13 018 0.23
00 628 004 041 048 006 004 676 0.88 7.06 7.33

- 00° 01 02 03 04 05 06 07 08 08
00 1.33 13? 141 'Hll 7.01 7.68 7.06 7.76 7.88 8.00
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