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Résumeé

Durant la période de mars a mai 2024, des sorties sur le terrain ont été réalisées afin
d'évaluer les ruchers susceptibles de présenter des symptdomes de la nosémose dans deux
zones d’études nous avons choisi 4 ruchers a Baba Ali et 4 ruchers a Boufarik, Face a
I'inefficacité des traitements chimiques actuels dans ce contexte que nous avons choisi
comme objectif l'utilisation du champignon entomopathogene Metarhizium anisopliae
comme biocide pour lutter contre N. ceranae dans des ruchers a Baba Ali et Boufarik.

Aprés identification des souches de M. anisopliae et N. ceranae, des méthodes de
comptage des microsporidies ont été mises en place. Les résultats montrent une infestation
plus elevée a Baba Ali (300 a 400 spores par ruche) qu'a Boufarik (50 a 60 spores par ruche),
suggerant que les conditions environnementales et alimentaires influencent I'infestation et la
santé des colonies.

Nos études révélent que Metarhizium anisopliae réduit progressivement les spores de N.
ceranae in vivo. A Baba Ali la charge parasitaire a diminué a 15-30 spores par ruche et a
Boufarik, a 10-30 spores par ruche. Sans traitement la charge parasitaire a augmenté dans le
groupe témoin de 49 a 111 spores.

Les essais in vitro confirment l'effet antagoniste de M. anisopliae contre N. ceranae. Nous
avons également testé l'acide acétigue comme methode chimique de lutte bien que son
efficacité soit moindre. Il pourrait toute fois jouer un rble complémentaire dans un
programme intégré de gestion des parasites.

Metarhizium anisopliae apparait comme une alternative prometteuse et efficace pour lutter
contre les microsporidies Nosema ceranae, minimisant les effets néfastes sur les abeilles. Ces
résultats ouvrent la voie a de nouvelles stratégies de lutte biologique renforcant la sécurité

alimentaire et I'équilibre écologique.

Mots clés : Metarhizium anisopliae, Nosema ceranae, Apis mellifera, l'acide acétique,
Baba Ali et Boufarik



Abstract

During the period from March to May 2024, field trips were carried out to assess apiaries
likely to exhibit symptoms of nosémose in two study areas we chose 4 apiaries in Baba Ali
and 4 apiaries in Boufarik, Faced with the inefficiency of current chemical treatments in this
context that we have chosen as an objective the use of the entomopathogenic fungus
Metarhizium anisopliae as biocide to fight against N. ceranae in apiaries in Baba Ali and
Boufarik.

After identification of the strains of M. anisopliae and N. ceranae, methods for counting
microsporidia were implemented. The results show a higher infestation in Baba Ali (300 to
400 spores per hive) than in Boufarik (50 to 60 spores per hive), suggesting environmental

and food conditions influence infestation and colony health.

Our studies show that Metarhizium anisopliae progressively reduces N. ceranae spores in
vivo. At Baba Ali the parasitic load decreased to 15-30 spores per hive and at Boufarik to 10-
30 spores per hive. Without treatment, the parasite load increased in the control group from
49 to 111 spores.

In vitro assays confirm the antagonistic effect of M. anisopliae against N. ceranae. We
also tested acetic acid as a chemical control method although its effectiveness is less.

However, it could play a complementary role in an integrated pest management program.

Metarhizium anisopliae appears as a promising and effective alternative to fight against
microsporidia Nosema ceranae, minimizing the harmful effects on bees. These results pave
the way for new biological control strategies that strengthen food security and ecological

balance

Keywords: Metarhizium anisopliae, Nosema ceranae, Apis mellifera, acetic acid, Baba
Ali and Boufarik
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Introduction

L’abeille est un insecte qui constitue un ¢élément indispensable a [’équilibre
environnemental en tant que pollinisateur, Toute menace sur cet insecte a donc des
conséquences lourdes non seulement pour I’apiculture, mais aussi pour I’agriculture en
général. (Adjlane et al., 2012). Depuis plusieurs années une diminution des populations
d’abeilles Domestiques (Apis mellifera) est signalée dans de nombreux pays.

Nosema ceranae est un endoparasite d’Apis mellifera qui se développe et se multiplie dans
les cellules épithéliales de I’intestin de I’abeille, des infections naturelles de Nosema ceranae
ont été détectées dans les trois castes de cette espece : les reines les ouvriéres et les males
(claudia, 2012). La nosémose a N. ceranae est considéréee comme une maladie émergente et
aussi opportuniste pour Apis mellifera (charlotte, 2019).

Les pesticides dans leur ensemble peuvent tuer les insectes pollinisateurs ou parfois
participent a la raréfaction de leurs ressources alimentaires (Tasei, 1996). En partant de la
question de la réduction de l'usage des pesticides, nous nous sommes orienté vers la lutte
biologique a I’aide des champignons entomopathogénes, qui représentent une alternative aux
insecticides de synthése. Notamment le biocide utilisé Metarhizium anisopliae (Noé et al.,
2018).

L’utilisation de certains de ces champignons a donné des résultats satisfaisants contre
plusieurs espéces d’insectes en particulier M. anisopliae qui a fait 1’objet de nombreux
travaux (Hajek, & Leger, 1994), parmi ces travaux :

> Application de Metarhizium anisopliae comme contrdle biologique potentiel de
Varroa destructor en Italie (Fernandez, 2020)

> Efficacité des bandelettes enduites de Metarhizium anisopliae pour lutter contre
Varroa destructor (Acari : Varroidae) dans les colonies d'abeilles melliféres du
Texas et de Floride (Walker et carlos, 2006)

» Evaluation de Metarhizium anisopliae a titre d'agent de lutte biologique contre les
larves de Culiseta longirualta en conditions contrélées (Taleb et Sahraoui 2015).

L'objectif de ce travail est d'évaluer I'efficacité des spores de Metarhizuim anisoplaie

contre les microsporidies du genre Nosema ceranae chez les populations d'abeilles.






Partie théorique Synthese bibliographique

l. La vie des abeilles
1.1. Généralité et définition

L'abeille européenne, Apis mellifera est I'insecte social le mieux étudié, en raison de sa
longue association avec les humains (Stephen, 2002). C'est un insecte utile qui joue un role
inestimable du point de vue écologique et contribue également, a travers ses produits, a
l'alimentation des populations. En effet, cet insecte présente un intérét économique tres
important, non seulement par rapport a ses différents produits exploités comme : le miel, le
pollen, la gelée royale...etc. Mais aussi par son role fondamental dans la pollinisation et par
conséquent la survie de différentes plantes végétales sauvages et cultivées ainsi que le
maintien de la biodiversité des écosystemes (Fekhar, 2021) (Figure n°01).

Figure n°01 : Abeille domestique Apis mellifera (Aquaportail, 2023)
1.2. Systématique et Classification

Selon (Cornet et al., 1998), et (Ravazzi, 2003) la position systematique de cette espece est :

<

Regne: Animalia
Embranchement : Arthropoda
Sous embranchement : Mandibulates
Classe: Insecta

Sous — classe : Ptérygota
Ordre: Hymenoptera
Sous-ordre: Apocrita
Super-famille: Apoidea
Famille: Apidae
Sous-famille: Apinae

Genre : Apis

Espece : Apis mellifera

NN N N N N N N N N NN

Sous espéce : Apis mellifera ligustica (Spinola, 1806).
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1.3. Morphologie

Le corps de l'abeille comme celui de tous les insectes ; est divisé en trois parties : la téte, le
thorax et I’abdomen (Figure n°02). Il est recouvert d’une membrane externe la cuticule a base de
chitine qui forme I’exosquelette, cette couche gagne en souplesse pour permettre les
mouvements initiés par les muscles insérés sur la surface interne de la cuticule (Le Conte, et
Navajas, 2008).

Le corps des abeilles est souvent en forme trapue ou élancée, avec une taille qui varie dans

laplupart des cas entre 5 a plus de 20 mm (Jacob-Remacle, 1990)

Shosis aile anté‘ﬂeure

ocelle
\\

mandidbule — corbeille

grifies
=) | et ventouse

2°. 3% 4° et 5°
articies du tarse

brosse a pollen
fémur

1% article du tarse
Figure n°02: Morphologie externe de ’abeille (Equipe éditoriale, 2023).

> La téte: La téte de I’abeille domestique est une région hautement spécialisée, siege de
différentes structures sensorielles ; est de forme ovoide chez la reine, plus ou moins
triangulaire chez 1’ouvriére et arrondic chez le male (Biri, 2002). Elle porte les
principaux organes sensoriels (Guezzoul, et Bouchareb, 2021).

v' Les yeux: l'abeille domestique a 5 yeux : 2 yeux composeés plus grands couverts
de milliers de lentilles appelées ommatidies qui permettent une vision a 360 °,
et 3 yeux plus petits appelés ocelles qui percoivent la lumiére dans le spectre
UV les aidant a voir et a localiser le pollen (Aquaportail, 2023).

v' Lesantennes : c’est avec lesquelles ’abeille sent et goutte.

v' Les pieces buccales: elles sont composées par une trompe qui est entouré par
des mandibules, ainsi que la langue qui lui permet de récolter le nectar ou le
miellat (Adoum, 2022)

v" Un cerveau d’un volume important, ainsi que les glandes hypophrygiennes,

labiales et mandibulaires (Le conte, 2006).
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> Le thorax (partie médiane) Situé entre la téte et ’abdomen, le thorax est constitué
de trois segments communs a tous les insectes, plus une extension de premier segment
abdominal (spécifique de hyménoptéres). Il porte 2 paires d'ailes et 3 paires de pattes,
toutes les pattes ont des récepteurs du goQt sur les pointes (Aquaportail, 2023). Trois
paires d’orifices respiratoires appelés stigmates débouchent symétriqguement sur le coté
du thorax (Le conte 2006).

» L’abdomen (métasome): C’est la partie la plus grosse de I’abeille, Elle est
composée de sept anneaux mobiles qui peuvent s’allonger suivant le besoin
(Fresnaye, 2022). Il contient les organes digestifs, les glandes cireuses qui sont
présentes seulement chez les ouvriéres, la poche a venin et la récolte de miel. En plus
des organes digestifs, I'abdomen des reines et des faux-bourdons contient des

organes reproducteurs (Aquaportail, 2023) ( Figure n°03).

I.4. Les différentes castes d’une colonie d’abeille

Le terme de caste est habituellement utilis¢é pour décrire les groupes d’individus
déterminés en fonction de leur statut reproducteur (voir Annexe 1). Chez I’abeille
domestique, trois castes cohabitent sont: La reine, les ouvrieres et les males ou les faux-
bourdon. (Adoum,2022) (Figure n°03) .

Une ouvriere Une reine Un male ou faux-bourdon
Figure n°03 : Les castes d’une colonie d’abeille (Biri,2011)
1.5. Le cycle de développement d’abeilles

Les abeilles sont dites insectes holométaboles ou a métamorphose compléte. Elles sont

completement différentes a 1’état larvaire et a I’état adulte (Biri, 2011).

Les trois types d'abeilles adultes passent par trois stades de développement avant
d'émerger a l'age adulte : ceuf, larve et pupe. Méme si les stades de développement soient
similaires, leur durée de vie différe. Les ceufs non fécondés deviennent des faux-bourdons,
tandis que les ceufs fécondés deviennent des ouvriéres ou des reines (Aquaportail, 2023).
(Figure n°04)

17



Partie théorique Synthése bibliographique

Leur cycle de vie varient également en fonction de facteurs environnementaux comme la
température (la température idéale nid pour le développement du couvain est de 35°C),
I’humidité et la nutrition du couvain (Winston, 1993). Ainsi que les facteurs génétiques
(Le Conte, 2011).

Développement de la reine

Stade osuf Stade larvaire Stade mymphal
1 2 3 & 5 6 7 % 9 10 1 [EESESENENES

Développement de l'ouvriére
Stade ocuf Stade larvare Stade nymphal

12 3 4 s 6 7 % 9 10 it HSEEEEEREEOIEEN

Développement du faux-bourdon

Stade omuf Stade larvaire Stade mymphal
12 3 4 5 6 7 3 3 10 1n ESENENSEHENTNENSIS0EITRSNSNIN

Figure n°04 : Développement d” Apis mellifera depuis la ponte de I’ceuf jusqu’a
I'émergence : de la reine, de ’ouvricre et du faux-bourdon (Winston, 1993).
Il. La Nosémose des abeilles doméstique
11.1. Historique

La Nosémose ou Nosémiase est l'une des cing maladies des abeilles réputées

contagieuses par la législation francaise, C'est une grave maladie des abeilles adultes,
connue dans le monde entier, dans certains pays, elle est considérée comme la plus
redoutable (Fleury et Bonassi, 1982).
Pour distinguer les deux parasitoses, il a été convenu de nommer la nosémose "historique”,
a Nosema apis, "nosémose de type A (A pour apis)” (classée comme danger sanitaire de
premiere catégorie dans la réglementation francaise), et d’appeler la maladie due a Nosema
ceranz "nosémose de type C (C pour ceranz) (Hemmerlé, 2019)

Nosema ceranae est un parasite de I’abeille asiatique, a été¢ détecté dans différentes
populations géographiquement séparées d’Apis mellifera en Europe, en Amérique du sud et
du Nord et en Asie (Anses, 2020). Et a été découverte en 1996. Ces parasites sous la
forme de spores ovoides se composent de plusieurs éléments ; une enveloppe, un

sporoplasme et un appareil d’extrusion ( Mauger, 2022)
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I1-2. Caractérisation de la maladie

L’agent causal est un champignon parasite microscopique appartient a I’embranchement
des microsporédies du genre Nosema qui sont des agents pathogénes vivantes ou se multiplie
dans les cellules de la paroi intestinale (Charlotte, 2019).

Ces agents infectieux sont opportunistes, c'est-a-dire qu’ils profitent d'un affaiblissement
de l'organisme qu'ils parasitent pour se développer. La maladie frappe le tube digestif des
trois castes de la colonie. (Guezzoul, et Bouchareb, 2021).

I1.3. Description de I’agent causal

Le parasite de Nosema se présente sous forme de spores ovoides, ces derniéres se
composent de plusieurs éléments ; une enveloppe, un sporoplasme et un appareil d’extrusion.
L’enveloppe assure une résistance au milieu extérieur notamment aux fortes tempeératures et a
la dessication, cependant Nosema spp ne semble pas bien tolérer les températures basses
(Maud, 2023).

Le sporoplasme se compose d’un cytoplasme. Enfin D’appareil d’extrusion qui est

I’appareil invasif contient un filament polaire et une capsule (Maud, 2023).

Les spores de N. ceranae sont en moyenne plus petites environ 4.7 x 2.7 um. leur taille
varie de 3.9-5.3 um de long a 2.0-2.5 um de large (Anses, 2020).
Les spores, éléments de conservation et de dissémination du parasite dans le milieu

extérieur, possedent une grande résistance (Fleury et Bonassi, 1982). (Figure n°05)

Figure n°05 : Structure d’une spore de N. ceranae (Originale 2024).
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I1.4. Systématique et classification
Selon (Nestor et Yves, 2007), Nosema ceranea appartienent a :

v Régne: Fungi
Embranchement: Microspora
Classe: Microsporea

Ordre: Microsporida
Sous-ordre: Apansporoblastina
Genre: Nosema

AN N N NN

Espéce: Nosema ceranea

I1.5. Cycle de vie
Le cycle évolutif de Nosema ceranea a éte décrit pour la premiére de facon détaillee par
Trappmann en 1920 et 1921. Son cycle de vie est complexe, elle passe par différents stades
qui varient selon les conditions du milieu. Deux principales phases sont a distinguer
> Le stade de la morphologie amiboide: phase végétative et reproductrice du
parasite par division cellulaire dans les cellules intestinales de l'abeille
> Le stade de la spore: est une phase passive et résistante mais aussi de
dissémination. Une fois ingérées les spores se développent dans l'intestin grace a
un filament polaire qui permet la migration du sporoplasme dans la cellule
épithéliale, Le sporoplasme grossit alors pour devenir une petite cellule, nommée

le méronte (Souna, 2022).

Elle élabore un systeme qui lui permet, une fois ingérée par l'abeille, et parvenue dans son
ventricule, de s'auto-injecter dans une cellule sécrétrice de la paroi interne du tube digestif, ou
elle se multiplie par une série de divisions successives. Cette cellule sécrétrice, qui participe a
la digestion, est finalement envahie par un grand nombre de spores, de nouvelle génération
qui sont libérées par rupture de la membrane cellulaire, propageront Il'infection (Netor et
Yves, 2007).

L'agent pathogene développe des formes de résistance appelées spores, qui lui servent

d'éléments de dissémination. (Netor et Yves, 2007) (Figure n°06).
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Polaroplasme Exospore

Noyau double

MEROGONIE

Figure n°06: le cycle de vie de Nosema apis. La spore son contenu dans une cellule

épitheliale intestinal, se multiple, et pousse finalement la cellule a éclater et a libérer les

nouvelles spores dans l'intestin (Souna, 2022).

11.6. Mode de transmission

L’infestation peut avoir lieu par ingestion d’une spore unique, il faut habituellement entre

20 et 90 spores pour gque la maladie se développe. La propagation se fait par les spores dans

la ruche ou entre colonies :

v
v

NN

Une abeille malade peut contaminer I’essaim.

Le matériel apicole souillé par les excréments lorsque les vols de propreté sont
empéchés parles mauvaises conditions climatiques.

Le pillage.

La transhumance.

Les dérives.

L’achat d’abeilles.

Le pollen contaminé (Naturapi.com, 2021)

I1.7. Les signes cliniques

Les abeilles infestées vont avoir une destruction des cellules épithéliales de I’intestin,

cette lésion va engendrer diarrhées et inflammation. Les signes cliniques de la maladie

parfois observable : (Figure n°07).
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Figure (A): Dysenterie a l'intérieur et Figure (B): Traces de matiéres fécales
autour de l'entrée facade de ruche

Figure n°07: Traces de matiéres fécales d’abeilles malades sur une fagade de ruche
(Hemmerlé.J,2019) et (apiculture.net)
Tableau II : Les signes cliniques peut étre asymptomatique et symptomatique
chez les abeilles et chez la colonie (Charlotte, 2019)

Chez les abeilles Chez la colonie

» Une incapacité a revenir a laruche et le | » Une réduction de la population
déces des butineuses. d’abeilles nourriciéres.

» Un vieillissement  précoce  des | » Un déclin de la population d’abeilles;
nourriciéres et un debut prématuré des | » Un déclin du couvain et de sa
fonctions de butineuses. reproduction.

» Une diminution de ’espérance de vie | » Un déclin de la production de miel et de

des abeilles adultes. son entreposage.
»  Abdomen gonflé » Une dépopulation de la ruche et un
» Ouvriéres infectées font leur vol de effondrement de la colonie lors d’une
repérage et amorcent leurs Fonctions de infection sévére.

sentinelles et de butineuses plus tot que | » Une diminution de [I’activit¢é de la

celles en santé colonie et de la ponte
» Ailes disjointes »  Affaiblissement et mortalité des colonies
» Diarrhée (traces jaunes a brunes sur ou a I’hiver ou au début du printemps

dans la ruche); » Présence d’infections associées a la
» Intestin nécrosé et blanc lors de nosémose, telles que 1’amibiase

I’autopsie (la couleur d’un intestin sain
varie de jaune a brun)

> Abeilles mortes ou qui rampent a

I’entrée de la ruche.
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11.8. Traitement

La question du traitement de l'infection par Nosema est délicate étant donnée la difficulté
a détecter des signes cliniques liés a la nosémose. De plus, les moyens de lutte contre Nosema
sont relativement limités. Toutefois, I'infection des colonies d'abeilles par Nosema peut étre
contrdlée (Guezzoul, et Bouchareb, 2021), il y a des traitements alternatifs comme des
traitements au vinaigre de cidre ou I’utilisation de produits naturels ou alternatifs (Boucher,

2015).

11.9. Prevention

Parfois acide acétique est utilisé pour prévenir la nosémose en acidifiant la nourriture
dans I’hiver (6 mL/litre de sirop) est populaires afin de prévenir la nosémose (Guezzoul, et
Bouchareb, 2021)

> Eliminer les colonies atteintes les plus faibles.

> Détruire les cadres de réserves qui sont tres souillés par des déjections.

» L’efficacité réelle de I’acidification de la nourriture ou de I’apport de compléments

alimentairesn’a pas toujours été évaluée objectivement et ne fait pas consensus.

» Hiverner les ruches dans un lieu sec et ensoleillé

> Désinfecter soigneusement tout le matériel contamine (Yves, 2015)
I11. Metarhizium anisopliae
I11.1. Généralités et définition

C'est le principal champignon entomopathogene eucaryotes qui provoquent des maladies
chez les insectes, Cette sous espece a été decrite pour la premiére fois en 1879 par
Metchnikoff. . 1l est également connu sous le nom de champignon vert muscardine en raison
de la couleur muscardine verte des colonies sporulées produites par lui. Il était autrefois
connu sous le nom d'Entomophthora anisoplie (Zimmermann, 2007). La croissance de
filaments et la production de spores infectées permettre par conditions naturelles, ou
conditions humides, appelées conidies qui infectent les insectes qui vivent dans le sol ou au
contact. (Talat et Sumira, 2019). Ce champignon entomopathogene est enregistrés comme
agents microbiens et est utilisé comme moyen de lutte biologique contre les insectes

ravageurs (Pooja et Purabi, 2022).

I11.2. Taxonomie et classification
Selon (Bidochka et Small, 2005) la classification de Metarhizium anisopliae basée sur

des caractéres morphologiques est la suivante :
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Reégne : Fungi

Embranchement : Dikarya
Sous-embranchement : Ascomycota
Classe : Pezizomycotina

Ordre : Hypocreales

Famille : Clavicipitaceae

AN N N N N

Genre : Metarhizium
v' Espece : Metarhizium anisopliae

111.3. Identification de Metarhizium anisopliae
111.3.1. Caractére culturaux (dans milieux de culture)
111.3.1.1. Aspect macroscopique

Apres I’ensemencement sur un milieu de culture gélosé, les colonies de la souche
apparaissent au bout de 7 jours d’incubation a 28°C.Les colonies sont formées d’une
agrégation des chaines cnidiennes (Zimmerman et al., 2007) et sont poudreuses ou
Cotonneuse de couleur blanche devenues verdatre foncée aprés la maturation, contournées a
leur périphérie. (Amouriget al., 1973) Au 21éme jour d’incubation, pratiquement toutes les

souches apparaissent pigmentées (Figure n°08)

Figure n°08: A: Morphologie macroscopique et B : Microscopie de Metarhizium anisopliae
(Pik-Kheng et al., 2009)
111.3.2. Caractere morphologique (sous microscope)
111.3.2.1. Aspect microscopique
La détermination de 1’espéce se fait en examinant la forme des spores et des conidiophores,
les conidiophores de Metarhizium sont relativement courts, irrégulierement ramifiés ou non

et arrangés en groupes compacts formant une masse de spores, M. anisopliae produit des
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spores vertes sont allongées avec des cOtés paralléles, Elles mesurent 6 um de longueur pour
2 & 3 um de diamétre (Greathead et al., 1994,) et par un appareil végétatif (ou mycélium)
septé, autrement dit, les filaments (ou hyphes) sont cloisonnés.il est caractérisé par la
présence des chaines porteuses des phialides, des colonies de conidies cylindriques, séches et
généralement de couleur verte. (Zimmerman et al., 2007) (Figure n°09)

Figure n°09: (A) et (B) Aspect microscopique de Metarhizium anisopliae (Bischoff et
al.,2009)
I11.4. Mode d’action
Le mode d'action est courant, comme avec d'autres champignons entomopathogenes, ou les
spores infectieuses (conidie/blastospore) pénetrent par la cuticule, le stigmate ou la bouche ou
l'ouverture anale et passent dans I'némocele de I'insecte, libérant une toxine provoquant la
mort de l'insecte. Metarhizium produit un groupe d'enzymes responsables de la dégradation
des cuticules connues sous le nom de sérine protéase de type subtilisine, métalloprotéases,
trypsine, chymotrypsine, dipeptidyl peptidase, aminopeptidase et chitinase (Zimmermann,
2007).
Le mode général d’infection par Metarhizium spp. Comprend quatre phase dans 1’ordre
suivant
» 1. Phase d’adhésion
Pour M. anisopliae, I’étape d’adhésion est 1’étape la plus cruciale pour réussir a infecter
I’héte. Les conidies, qui sont les spores asexuées, adherent a 1'épicuticule cireuse de leur hote
grace a une combinaison de forces hydrophobes passives, de forces électrostatiques et de
protéines interactions entre les conidies et I'épicuticule.la fixation des conidies sur la cuticule
est affectée par des facteurs tels que la composition chimique de la cuticule de I'hote, et les
conditions environnementales. (Leger et al., 1989)
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» 2. Phase de Germination
Apres I'adhésion des conidies a la cuticule de I'néte, la germination des conidies chez M.
anisopliae est initiée par la présence de sources exogenes de carbone et d’azote, ces derniers
étant préférentiellement utilisés et a pu étre observée, au début de la germination. Apreés
germination, les spores Gonflent et produisent des tubes germinatifs qui se différencient, en
appressorium (Kimberly et al., 2017)
» 3. Phase de différenciation
Il ya des génes spécifique pour régulé positivement Au cours de la germination des conidies
et de la différenciation du tube germinal pour former I'apppressorium et il régule
I'hnoméostasie lipidique, la différenciation apppressorium a coté de Perméabilité au glycérol
dans des conditions hypoosmotiques couplée au maintien de la pression de turgescence dans
Cette pression d'écoulement génére les contraintes mécaniques nécessaires a la pénétration de
I'épiderme de I'hbte (Kimberly et al., 2017)
» 4. Phase de pénétration
La phase de pénétration se fait par la combinaison de pression mécanique et enzymatique
telles que les lipases, les protéases et les chitinases, la plus importante dans la pénétration
étant les protéases (Kouassi, 2001).
Ce champignon ne peut donc coloniser I’hdte que lorsque celui-ci parvient a déjouer les
mécanismes immunitaires de défense de I’insecte et envahir I’hémolymphe (Bidoshka et al.,

1997) (Figure n°10)

Attachement de la spore
t Sporulation externe

Germination de la spore l
Prolifération interne

Pénétration a travers la cuticule

Figure n° 10 : Mode de pénétration des champignons entomopathogénes dans la cuticule
(Ferron et al., 1993)
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I11.5. Facteurs affectant I’efficacité de Metarhizium anisopliae

L’efficacit¢ d’un champignon entomopathogene, en tant qu’agent de lutte biologique,

résulte des propriétés des populations de 1’hote et du pathogeéne, en interaction avec les

conditions.

I11.5.1. Les facteurs liés au pathogéne

>

>
>
>

La virulence

La spécificité de I’hote

Le potentiel épizootique

La durée de conservation des spores sans hdte ou encore la capacité de survie du
champignon dans le milieu (sol, biomasse microbienne du sol). (Ferron el al.,
1991).

111.5.2. Les facteurs liés au I'"hdte

Il est maintenant reconnu que tous les stades de developpement de l'insecte, de l'oeuf

jusqu'a l'adulte, peuvent étre sensibles a I'infection fongique. L'épizootie fongique survient

généralement a de fortes densités de la population héte favorisant ainsi la probabilité de

contact entre le pathogene et I'hote, de méme qu'entre les insectes infectés et non infectés
(Ferron el al., 1991).

II1.5.3. Les Facteurs lies a ’environnement

>

Rayonnements solaires ont des effets importants sur la persistance des spores
fongiques entomopathogenes.

La température est un facteur important qui peut affecter le taux de germination, la
croissance, la sporulation

L’humidité environnementale est un parametre trés important pour la germination
des conidies dans la nature.

L’efficacité de Metarhizium anisopliae dépend du sol ; les champignons dans le sol
sont protégés contre la dessiccation, le rayonnement ultraviolet et les températures
extrémes (Boudjelida et Soltani,. 2010).
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1. Lieu et période d’étude
Notre travail a été réalisée au niveau de deux structures scientifiques:
> Le rucher de I'lnstitut Technique d’Elevage (ITELV) de Baba Ali.
> Le laboratoire de Projet de Fin d’Etude (PFE) du département biotechnologie de la
faculté SNV Blida 1.
> Le laboratoire de I'lnstitut Technique d’Elevage (ITELV) de Baba Ali.
Durant une période de 6 mois allant du janvier a juin 2024.
2. Objectif de notre travail
L'objectif de notre travail est dévaluer l'efficacité et la virulence du champignon
entomopathogéne Metarhizium anisopliae vis-a-vis du parasite des abeilles Noséma ceranea.
4. Zone d’étude
Les abeilles sont issues de deux zones différentes qui sont : Baba Ali et Boufarik .
4.1 Emplacement de rucher
En apiculture, ’emplacement de rucher trés important: milieu ombragé, loin de circulation,
présence d’eau, les ruchers sont déposés sur un terrain plats d’accés facile, les ruchers de
notre étude (Figure n° 11) sont déposés dans des vergers d’Oranges a Boufarik et a Baba Ali

pres des arbres d’Eucalyptu

RS b, 3

s et de plantes spontanées:

<

e
"“\‘ A A

Figure n°11: Emplacement de rucher au niveau de Baba Ali (Originale 2024).
1. Matériel et méthodes utilisés
11.1. Matériel utilisés
I1.1.1. Sur le terrain

11.1.1.1. Matériel non biologique
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Le matériel utilis€ pour le prélévement des échantillons d’abeilles est: La ruche,
combinaison apicole et des gants pour une meilleur protection , un enfumoir, une léve cadre,
(Voir Annex 1)
11.1.1.2. Matériel biologique

> L’abeille Apis mellifera parasité par Nosema ceranae.
11.1.2. Au laboratoire
11.1.2.1. Matériels non biologique
> Le materiel utilisé pour l'extraction et I’identification du parasite Nosema ceranae
sur I’abeille Apis mellifera : (Voir Annex 111);
> Le matériel utilisé pour la mise en culture et la préparation des doses de Metarhizium
anisopliae: (Voir Annex I11);
» Le produit utilisé aussi dans le traitement chimique contre Nosema ceranae est
I’acide acitique
11.1.2.2. Matériels biologique
» L’abeille Apis mellifera;
» Le parasite Nosema ceranae;
» La souche Metarhizium anisopliae: a été obtenue du département de lutte
antiacridienne de I'Institut National de la Protection des Végetaux (INPV) d'El
Harrach sous forme de poudre séche du bio insecticide Green muscle de couleur

verte (Figure n°12).

R e
Figure n°12 : La souche fongique de Metarhizium anisopliae (Originale 2024).
11.2. Méthodes utilisées

11.2.1. Sur terrain
11.2.1.1. Evaluation de la charge parasitaire de Nosema ceranae sur Apis mellifera dans

les deux régions d’études
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Durant la période de mars a mai 2024 des sortie sur terrain ont été réalisé a raison d’une
sortie par mois pour les deux zones d’études dans des rucher susceptible de présenter des
symptomes de la Nosémose, pour cela nous avons suivi le protocole suivant :

> Nous avons observé les signes cliniques et leurs importances dans chaque rucherles
plus infecté des deux stations

> Aussi par une boite en plastique, nous avons prélevé de 25 a 30 abeilles de chaque
stations; 4 ruches de Baba Ali numéroté de (1, 2, 3 et 4), aussi 4 ruches de Boufarik
numéroté (20, 21, 22, et 23)

> Puis ramenées au laboratoires pour analyse (Figure n°13).

‘" i - -
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Fiure n°13: Echantillon_r]agles des abeilles (Originale 24). :
11.2.2 Au laboratoire :
11.2.2.1 Choix du milieu de culture
Concernant le genre Metarhizium, le milieu de culture spécifique est le milieu PDA
(Potatos Dextros Agar). C'est un milieu riche en amidon, milieu préférentiel pour ce
genre d’hyphomycete.
11.2.2.2 Mise en culture de Metarhizium anisoplaie :
La mise en culture de Metarhizium anisoplaie a été réalise selon le protocole suivant:
> Placer le flacon au bain marie (Figure 14, A);
» Refroidissement du milieu (Figure 14, B);
> Ecoulement le milieu dans des boites de Pétri stérile (remplir le % de boite) (Figure
14, C);
» Refroidissement des boites jusqu’a la solidification du milieu (Figure 14, D);
» Ensemencement de champignon dans ces boites (Figure 14, E)
» Incubation de champignon dans une étuve a 25°C pendant 7 jours (Figure 14, F).
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Figure n°14 : Le protocole de mise en culture de Metarhizium anisopliae (Originale 2024).

1. Identification du champignon au microscope photonique
L’identification se fait par I’observation microscopique des sturctures morphologiques de
Metarhizium anisopliae entre lame et lamelle au grossissement X 40.
2. Purification du champignon M. anisopliae
Au bout de 7 jours d’incubation du champignon apres son identification, le repiquage de ce
dernier est effectué sur d’autres boites de pétri stériles contenant le méme milieu de culture

PDA dans le but de purifier la souche (Figure n°15).

Figure n°15 : La purification de Metarhizium anisopliae (Originale 2024).
3. Multiplication du champignon M. anisopliae:
Apres 7 jours de la multiplication de la souche, nous avons repiqué d’autres boites de Pétri

stériles contenant le milieu PDA sous la hotte a flux laminaire, les boites ensemencées sont
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placées dans une étuve a 25°C pendant 10 a 15 jours jusqu’a ou le champignon rempli toute

la surface des boites de petri (Figure n°16).

o

Figure n°16: A,B ,C,D, les principales étapes de multiplication du champignon (Originale

2024).
4. Isolation et conservation du champignon M. anisopliae
Les étapes de I’isolation et la conservation de Metarhizium anisopliae sont:
» Grattage des surfaces de des boites a 1’aide d’une pipette pasteur, la gratture obtenue
est versée dans une petite fiole contenue 10 ml d’eau physiologique, puis agitation
pendant 10 min a I’aide d’un vortex (Figure 17, A);
» Filtration du mélange, a I’aide d’un papier filtre, le filtrat est conservé dans des tubes

a essais hermétiquement fermé a 4°C (Figure 17, B).

Figure n°17: A: Grattage du champignon

B: Tube a essai contenant les filtrats de la souche testée (Originale 2024).
5. Comptage et évaluation des concentrations du champignon M. anisopliae
Le comptage des spores de notre solution dilué est réalisé a I'aide d'une cellule de malassez

sous un microscope optique (dans la cellule malassez est composée de 100 rectangles, chacun
divise en 20 carres cellule) sous le protocole suivant:

» Prélévement d’une goutte de la solution mere;

> Préparations des dilutions;

» Dépot d’une goutte de la solution au centre de la cellule malassez;

> Depbt la lame;

» Comptage de les spore sous microscope.
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Pour I’évaluation des concentrations en masse des solutions de M anisopliae nous avons
utilisé la relation spécifique qui permet le comptage des spores propre a la cellule de

mallasse est qui:

Spores/ p I= le nombre de spores comptés / (surface*mm 2 X profondeur*mm X dilution)

6. Préparation des dilutions et calcule des concentrations finales :
Pour les dilutions nous avons utilisée cette regle:
CiVi= CaV2
» Cui: la concentration en spore obtenue a partir du V1 (C1 et V1 sont connue Vi1 =
10ml);
Ci: C’est la concentration calculée a partir de la C de mallassez );

Cz : La concentration voulue (a obtenir) ;

YV V V

V1 : Volume initial d’eau mis dans le Tube a essai;
» V2 : Volume d’eau correspondant a la concentration choisie C2. (Figure n°18).
Choix des doses ou concentrations

Trois concentrations ont été choisie a partir d’une série de dilution (C1 , C2, C3)

Figure n°18: Des flacons '7 les ses traitement (Originale 2024).
11.2.2.3. Evaluation de la charge parasitaire (Nosema ceranea) ou concentration des
microsporidies dans une population d’abeilles avant et apres le traitements.
Le principe: L’évaluation de la charge parasitaire de N. ceranae est obtenue a partir d’un
échantillon de broyats d’abdomens
11.2.2.3.1. Mise en évidence de la présence de Nosema ceranea :
A. Analyse qualitatif :
> Prélever 25 abeilles et les mettre dans un récipient de type boite de pétri (Figure 20,
A);
» A Tlaide des ciseaux et de la pince souple prélever les abdomens par découpe au

niveau du pétiole (Figure 19, B);
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» Mettre les abdomens dans un mortier, ajouter 25ml d’eau distillée et broyer avec le

pilon (bien écraser les abdomens) (Figure 19, C);

» A l'aide d’une micro-pipette, déposer 10ul de la suspension sur une lame de

microscope, couvrir avec une lamelle;
Examiner au microscope au grossissement X 40 ; (Figure 19, D);

Dans le cas de résultat positif, passer a I’examen quantitatif pour le comptage des
spores. (Figure n°19) (Anses, 2020).
§ .

Figure n°19: Les étapes d’analyse qualititative de Nosema ceranea (Originale 2024).

B. Analyse quantitative :
Filtrer la suspension dans le tube a centrifuger a I'aide du filtre en toile pli¢
(Figure20,A).
> Centrifuger 6 minutes a 4000 tours (Figure 20, B). Et éliminer le culot (Figure 20, C).
> Le comptage des spores de Noséma dans la cellule de malessez au grossissement x 400

G (Figure 20, D). (Figure n°20) (Anses, 2020).
— SR / .

v

Figure n°20: Les étapes d’analyse quantitative de Nosema ceranea (Originale 2024).
11.2.2.3.2. Application de traitement
11.2.2.3.2.1. Essai a base de champingnon M. anisoplaie

a) Invivo

Nous avons échantillonné 30 abeilles de chaque ruche, nous les avons placé dans des cages

afin de réaliser les différents traitements (Figure 21, A). Dans chaque cage nous avons
mélangé dans un bouchon (Figure 21, B) 5ml de sirop ( source trophique pour les abeilles)
avec 3ml des doses de traitements avec les différentes concentrations (Figure 21,C) . Dans
chaque deux ruches nous avons utilisé une concentration précise (Figure n°22).
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» Ruche 1 et ruche 23 s Dol
» Ruche 4 et ruche 20 mess) D2
>

Ruche 2 et ruche 22 mssssms) D3
> Ruche 21 ) | €MOin

Au bout de 7 jours, nous avons observé ’activité des abeilles et compté la charge de
Nosema ceranea chaque deux jours (aprés I’application de traitement) avec la cellule de

malassez sous microscope optique au grossissement x 400 G.

Figure n°21: Application de traitement a base de champignon M. anisoplaie in vivo
(Originale 2024)
b) Invitro
L’objectif des bio essais réalisés , au laboratoire, était d’évaluer I’action du pathogéne et sa
virulence sur Nosema ceranea avant de passer sur le terrain au niveau des ruches d’abeilles
ciblées. Pour cela nous avons suivie le protocole suivant (Figure n°22):
» Prendre 4 abeilles de chaque des cages, et broyer leur abdomen;
Centrifuger et observer la présence de Nosema ceranea sous microscope optique;
Ensemencement du broyat dans du milieu PDA (Figure 22, A);

Incubation de champignon dans une étuve a 25°c pendant 7 jours;

YV V V V

Aprés 7 jours d’incubation du champignon et apparition du Nosema ceranea, le
repiquage de ce dernier est effectué sur d’autres boites de Pétri avec une dose

connue de Metaharizuim anisoplaie (Figure 22, B) .

Figure n°22: Application de traitement a base de champignon M. anisoplaie in vitro
(Originale 2024).
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11.2.2.3.2.2. Essai a base d'un produit chimique Acide acétique
Pour évaluer I'efficacité de I'acide acétique en tant que traitement chimique pour réduire les
spores de Nosema dans un environnement PDF, nous avons entrepris une série de tests
rigoureux. Ces tests ont été menés en utilisant différentes concentrations d'acide acétique sur
des échantillons infestés par Nosema.
Nous avons fixé 3 doses:
»> [1 Dose 1 (0,3 ul)
> [1 Dose 2 (0,5 pul)
» [1 Dose 3 (0,8ul)
Dans trois boite de Pétri contenant un milieu PDA, nous avons appliqué respectivement les
trois doses choisies, dans lesquelles nous avons ajouté une dose de broyat contenant des
microsporédies de N. ceranae , nous avons incubé les boites dans une étuve a 25°c, puis

observation au microscope photonique (Figure n°23).

Figure n°23: Application de traitement a base d'un produit chimique Acide acétique
(Originale 2024).
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I11. Résultats et interprétation
111.1. Identification du champignon M. anisopliae
a. Aspect macroscopique

La maturation de M. anisopliae dans le milieu de culture PDA, donne un aspect cotonneu
et poudreu de couleur blanche devenues verdatre foncée (Zimmerman et al., 2007). (Figure
n°24).

Apres 10
joures

Apres 4
joures

Figure n°24: Aspect macroscopique du champignon M. anisopliae (Originale 2024).
b.  Aspect microscopique

L’identification microscopique de M anisopliae est déterminée par la présence de spores
ou des conidies de couleur verte de forme allongée et un mycélium cloisonné (septé)
(Greathead et al .1994) (Figure n°25).

Les Conidies

Le mycélium

Figure n°25: Aspect microscopique du champignon M. anisopliae (Originale 2024).

111.2. Les principales concentrations M. anisoplaie utilisées dans les traitements
Les concentrations choisis nous ont permis d’évaluer les volumes d’eau a utiliser

représentées dans le tableau 111 :
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Tableau 111 : Les différents concentrations et volumes de biocide utilisés
Tube 01 Tube 02 Tube 03
Concentration Da1 Dao2 Da3
Volumes d’eau 329 ml 63,46 ml 316 ml

111.3. Identification des microsporidies de Nosema ceranae
L’examen microscopique des broyats d’abeille a permis d’identifié¢ les microsporédies
de N. ceranae selon les criteres morphologiques suivants
» Les spores de couleur jaune péle, ovoide, en forme de grain de riz entourés par
une paroi épaisse (ANSES, 2020) (Figure 26).

Grain de pollen

Spores ou

Mrosporédies

Figure n°26: Ultrastructure de microssporédies de N.ceranae au microscopique optique au

grossissement x 400 G (Originale 2024).

I11.4. Evaluation de la charge parasitaire avant et aprés le traitement

I11.4.1. In vivo avant traitement
Aprés le comptage des spores a ’aide de la cellule de malassez, les résultats des taux

d'infestation ou charge parasitaire de N. ceranae dans les différentes ruches sont reportés

dans le tableau V.
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Tableau 1V : Evolution de la charge parasitaire de Nosema ceranae avant le traitement

dans les deux régions d’études

Périodes Périodes

Numeros Numéros

des ruches i Mars i Awvril Mai des ruches | Mars Avril Mai
Nombre de spore Nombre de spore

Ruche 01 267 ;323 353 Ruche 20 {29 40 53

Ruche 02 232 299 393 Ruche21 24 40 49

Ruche 03 214 485 o Ruche22 |44 48 61

Ruche 04 229 ;263 332 Ruche 23 37 50 70

Interprétation:

Daprés le tableau IV nous avons remarqué que la charge parasitaires augmente
régulierement chagque mois dans les 8 ruches indiquant une croissance continue de l'infection
par Nosema ceranae.

La forte augmentation en avril qui est de de 485 spores suivie de la mortalité des abeilles
en mai suggere une mortalité élevée due a une infection sévere, probablement entrainant la

mort des abeilles ceci est confirmé par les observation microscopique.

111.4.2.Comparaison de la charge parasitaire dans les deux zones d'études
La figure ci-dessus représente une comparaison de la charge parasitaire dans les deux
zones d'études Baba Ali et Boufarik (Figure n°27)
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Bou Bou Bou

concentrations en nombre de spores

Figure n°27: Comparaison des concentrations de N.ceranae dans les différentes
ruches examinées dans les deux zones d'études.

Interprétation:

Le diagramme (Figure n°27) met en évidence une différence marquée dans la charge
parasitaire entre les deux zones d'étude. Les ruches de la zone de Baba Ali sont plus
affectée par Nosema ceranae avec des concentration croissante durant les 3mois d’étude
atteignant un maximum de 393 au sein de la ruche 2 au mois de mai . En revanche,
Boufarik maintient une charge relativement basse et stable dans les différentes ruches durant
la période d’étude.

111.4.3. In vivo apres traitement

Les bios essais réalisés au laboratoire sur la Nosema ceranae ont donné les résultats
représentés dans le tableau V.

Tableau V: Evaluation de la sensibilité de N. ceranae au différentes concentration de

M. Anisoplaie sous conditions contrdlées

» Dimminition de
» 15 Spores
Ruche 01 Da1 > 60 Spores + Aooarition d N.ceranea
Faible dose pparition de & . Augmentation de
M.anisopliae M anisopli
.anisopliae
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Ruche 23

Ruche 02

Ruche 20

Ruche 04

Ruche 22

Ruche 21

(Temoin)

Interprétation:

Da1

Faible dose

Da2
Dose moyenne

Da2
Dose moyenne

Da3
Forte dose

Da3

Forte dose

» 63 Spores

» 128 Spores

» 40 Spores

» 95 Spores

> 41 Spores

» 32 Spores

» 20 Spores

» Apparition de

M. anisopliae

» 37 Spores

» 10 Spores

» 20 Spores

» 30 Spores

» 111 Spores

» Dimminition de
N.ceranea

» Augmentation de
M .anisopliae

» 5 Spores

> Mort des abeilles

» 3 Spores
> Mort des abeilles

» 6 Spores
> Mort des abeilles

» 4 Spores
> Mort des abeilles

» 143 Spores
> Mort des abeilles

Le tableau présente la sensibilité des microsporides de Nosema ceranae aux différentes

concentrations de M. anisopliae testées au laboratoire. D'apres les résultats, une diminution

des spores (Figure n°28, A) a été observée juste apres l'application du traitement pour les

différentes concentrations utilisées. Dans les ruches 1 et 23, ou une faible dose a été utilisée,

le troisieme jour apres le traitement, nous observons l'apparition de M. anisopliae (Figure

n°28, B) et la continuité de la diminution des spores de N.ceranae. En revanche, la charge

parasitaire chez le témoin augmente constamment en l'absence de traitement (Figure n°28).

Spores ou les
Mrosporédies
de N.ceranae

A

Apparition de
" M. anisopliae

Figure n°28: A: Les spores de N. ceranae apres le traitement
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I11.4.2.Evaluation de P’efficacité de M. anisoplaie sur les microsporédies de N.ceranae In
vitro
A. Essai a base de champingnon M. anisoplaie
Les résultats obtenus des bios essais réalise au laboratoire aprés 10 jours de traitement
sont notés selon les observations obtenus dans les (Figure n°29) et (Figure n°30):

1. Avant le traitement

Figure n°29: A: Aspect macroscopique B: Aspect microscopique de
Nosema ceranae avant le traitement in vitro (Originale 2024).

Interprétation:

D’aprés la figure (Figure n°29), nous avons observé la présence de Nosema ceranae entre
lame et lamelle selon les critéres d’identification des spores.
2. Apreés le traitement

a) Apres 7 jours :

I =.l§ ('\(

Q‘L% ele e iy

Figure n°30: A: Aspect macroscopique B: Aspect microscopique

de Nosema ceranae apres le traitement in vitro apres 7 jours (Originale
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2024).
b) Apres 10 jours :

Figure n°31: A: Aspect macroscopique B: Aspect microscopique
de Nosema ceranae apres le traitement in vitro apres 10 jours (Originale 2024).

Interprétation:

La figure (Figure n°33) montre qu’aprés 7 jours d’incubation suivant le traitement, nous
avons observé a I’ceil nu une lente multiplication de Nosema ceranae par rapport a M.
anisopliae dans le milieu PDA. De plus, ’apparition des deux microorganismes a ¢été
confirmée sous microscope optique.

Apres 10 jours, nous avons constaté la continuité de la multiplication de M. anisopliae et
I’arrét de la multiplication des spores de Nosema.

B. Essai a base d’Acide acétique :
Les résultats obtenus aprés utilisation les doses suivant de ’acide acétique: (Figure n°32).
» Dose 1 (0,3 pl)
» Dose 2 (0,5 pl)
» Dose 3 (0,8 pl)

-~ . o

/c'vfb*\ .

- S
B /| S

W
.\

USRS “ ik

Figure n°32 : Les résultats d’application d’Acide Acétique sur les microsporidies
de Nosema ceranae in vitro (Originale 2024).
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111.4.3. Comparaison entre les résultats sur Nosema ceranae avant et aprés utilisation de
I’acide acétique au bout de 7 jours d’incubation :

Les résultats obtenus au laboratoire pour traité Nosema ceranae dans le milieu PDA par
I'utilisation de Acide acétique avant (Figure 33, A) et apres (Figure 33, B) le traitement sont:
(Figure n°33):

Figure n°33 : Les résultats obtenus au laboratoire pour traité Nosema
ceranae dans le milieu PDA A : avant du utilisation de I’acide acétique

B : Les résultats apres du utilisation de I’acide acétique (Originale 2024).

Interprétation :

La figure (Figure n°33) presente les résultats obtenus au laboratoire de l'application de
I'acide acétique sur Nosema ceranae dans le milieu PDA avant et apres le traitement au bout
de 10 jours. Nous observons que :

» La figure (Figure 33, A) montre une croissance homogene et dense de Nosema
ceranae sur toute la surface du milieu PDA avant d'application de l'acide acétique
» La figure (Figure 33, B) montre que méme l'application de faibles concentrations
de l'acide acétique peut inhiber la croissance de Nosema ceranae, avec une

efficacité variable selon la dose appliquée.
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Face a la problématique mondiale de la mortalité des abeilles ainsi que I’absence
actuellement d’un traitement homologué contre cette maladie , nous avons entrepris cette
recherche dans le but d’essayer de lutter contre ce ravageur en utilisant deux méthodes de
lutte différentes :

» Lutte biologique : Par I'utilisation de Metarhizium anisopliae.
» Lutte chimique : Par I'utilisation de 1'Acide acétique.
Des tests préalables ont été réalisés et qui porte sur :

A. ldentification du champignon Metarhizium anisopliae.

L’observation au microscope photonique des cultures de M. anisoplaie a révélé la présence
de spores regroupé en chainette, de couleur verte et de forme ovoide avec un mycélium
cloisonné. Nos observations sont similaire a ceux emis par (Zimmerman., 1993). D’aprés ce
dernier Metarhizium anisopliae peut étre identifié facilement par les conidies vertes et
cylindriques qui sont produites en chaines formant une couche dense et compacte de spores.
La couleur verte de son mycélium et de ses spores lui a donné le nom de « muscardine verte
». Les spores spécialisées produites par ce champignon sont appelées conidies (Greathead
et al .1994).

B. Identification des microsporidies de Nosema ceranae.

L’observation au microscope optique du broyat des abeilles infestés par les microsporédies
de N.ceranae a montré la présence des spores de forme ovoide et une enveloppe épaisse
(forme de résistance). Nos resultats sont similaires a ceux signalés par un bon nombre de
chercheurs, notamment (Mauger, 2022) qui a également trouvé que Nosema ceranae se
présente sous forme de spores ovoides et posséde une enveloppe qui assure sa protection dans

le milieu extérieur

C. L'effet du parasite Nosema ceranae sur la population d'abeilles

Des échantillons d’abeilles infestés par N. ceranae provenant de deux régions différentes
Baba Ali et Boufarik ont été analysés. Les résultats obtenus ont révélé que: les abeilles de
Baba Ali présentées des charges parasitaires en microsporédies de N. ceranae trés élevée
dans les colonies, par rapport a celle provenant de Boufarik. Du point de vue
symptomatologique les abeilles de Baba Ali présentées des mouvements faibles, Les abeilles
étaient incapables de voler , une mortalité élevée dans les ruches (63%) de mortalité, la
disparition de la ruche 3) , une faible production de miel. Ces résultats sont confirmés par
(Guezzoul et Bouchareb, 2021).
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Cependant a Boufarik ou la charge parasitaire était faible, nous avons observé que les
abeilles étaient actives et capables de produire du miel, avec un taux de mortalité faible
(15%).

Cette différence dans le degré d’infestations semble étre due aux conditions favorables et
défavorables telles que le climat, la température, I'humidité et également la nature de
I'alimentation. Ces résultats concordes avec ceux qui obtenus par (Adjlane et al .,2011)

D. Résultats des essais de lutte a base de M. anisopliae sur le parasite d’abeille
N.ceranae in vivo et in vitro
> Invivo

Nos etudes montrent que le champignon Metarhizium anisopliae a un effet notable sur la
réduction progressive des spores de Nosema ceranae jour apres jour sans entrainer la mort
des abeilles. Les ruches traitées a faible dose (Da1) ont révélé une diminution significative
des spores de N. ceranae et une colonisation de M. anisopliae dans l'intestin des abeilles. Le
champignons a été observé dans les deux zones d'étude, & Baba Ali (ruche 01) et a Boufarik
(ruche 23), que ce soit dans des conditions de Nosema ceranae élevées ou réduites»,
démontrant ainsi son potentiel comme agent de contréle biologique sir et efficace. Suggérant
ainsi que M. anisopliae peut étre utilisé efficacement pour contrdler N. ceranae sans nuire
aux abeilles.

En revanche, les doses moyennes (Da2) et les doses plus élevées (Da3) ont montré une
diminution des spores de N. ceranae mais aussi une mortalité des abeilles, ce qui confirme
que M. anisopliae peut coexister avec les abeilles et réduire les niveaux de N. ceranae a des
doses appropriées. Il est important de noter que la mortalité des abeilles pourrait également
étre influencée par les conditions environnementales favorables ou défavorables, ce qui
souligne I'importance de controler ces facteurs lors de I'application de M. anisopliae.

Les résultats sont en accord avec les travaux de (Meikle et al., 2012), qui ont démontré
I'efficacité de M. anisopliae contre divers pathogenes des abeilles, aussi (Houssou et al.,
2003) qui confirment que les entomopathogenes n'ont montré aucun effet négatif sur les
abeilles domestiques, et de (Kanga et al., 2002), qui montrent que M. anisopliae peut
s'établir sans effets néfastes a des concentrations appropriées. Cependant, contrairement a
(Quintana et al., 2009), qui ont mis en garde contre les doses élevées, nos résultats

soulignent I'importance du dosage pour éviter la mortalité des abeilles.
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Partie expérimentale Discussions génerales

> Invitro

Apres les résultats obtenus in vivo, nous avons testé Metarhizium anisopliae sur des
cultures de Nosema ceranae. En conditions semi controlées, révelent qu’aprés 7 et 10 jours.
Les boites de Pétri présentées une dominance des cultures des M.anisoplaie contre N.ceranae
ceci suggere qu’un effet antagoniste est observé entre les deux microorganismes entre les
deux organismes.

L'observation montre que la croissance mycélienne de Metarhizium anisopliae été plus
élevée par rapport a la croissance des microsporédies Nosema ceranae , qui cette derniéere
n'a pas réussi a se développer de maniére significative dans le milieu PDA.

Bien que Nosema ceranae ait tenté de se développer, cependant elle n'a pas réussi a former
une colonie visible, confirmant ainsi son incapacité a se développer efficacement en présence
de Metarhizium.

Apres 10 jours d'incubation, il a été confirmé que Metarhizium anisopliae a continué a se
multiplier et a se développer, comme indiqué par la couleur verdatre observee. Cela confirme
les observations initiales de l'effet de Metarhizium sur la croissance dans l'essai in vivo.

Les résultats obtenus dans l'essai in vitro confirment la validité des observations initiales
de l'effet antagoniste entre Metarhizium et Nosema. L'utilisation du milieu PDA comme
substrat de culture fournit un environnement contr6lé qui permet de mieux eétudier
I'interaction entre les deux organismes dans des conditions de laboratoire.

Les résultats sont confirmés par (Keswani et al., 2019), qui ont examiné les interactions
antagonistes entre Metarhizium et les pathogenes du sol. Leur travail a montré que
Metarhizium peut efficacement réduire la population de pathogénes en libérant des
métabolites et en colonisant rapidement le substrat, des mécanismes qui semblent également
étre a l'ceuvre dans notre étude. Aussi (Correa-Cuadros et al., 2016) ont indiqué que
I'interaction antagoniste peut étre due a la production de substances antifongiques qui
inhibent la germination des conidies et l'allongement du tube germinal de certains
champignons, ainsi qua une diminution du taux de reproductiondes spores et a leurs
germination. Ces facteurs influencent le comportement des micro-organismes qui les
accompagnent, altérant leur croissance et leur reproduction.

Un exemple est ’étude dans laquelle la croissance d’un large éventail de champignons
entomopathogenes a été inhibée par la production d'agents antimicrobiens pendant 21 jours
chez I’héte. Les résultats étaient similaires a ceux obtenus dans cette étude. Cette inhibition
repose sur des mécanismes d’interaction antagonistes entre micro-organismes, tels que le

parasitisme, la compétition directe et I'antibiose (Correa-Cuadros et al., 2016).
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Partie expérimentale Discussions génerales

En conclusion, nos résultats in vitro confirment les observations in vivo de I'effet
antagoniste de Metarhizium anisopliae sur Nosema ceranae. Ces observations sont
cohérentes avec les résultats d'autres études montrant l'efficacité de Metarhizium comme
agent de lutte biologique contre divers pathogénes. Cette convergence de résultats renforce
I'importance de Metarhizium anisopliae dans la gestion des maladies des abeilles et autres

insectes nuisibles.

E. Efficacité de Acide acitique sur Nosema ceranae in vitro

Les résultats obtenus au laboratoire au bout de 10 jours, ont montré une faible réduction du

nombre de parasites. Ces résultats indiquent que méme I'application de faibles concentrations

de l'acide acetique peut inhiber la croissance de Nosema ceranae, avec une efficacité variable
selon la dose appliquée.

Ces résultats sont semblables a ceux de (Maisons-Alfort. 2017), qui ont montré que

plusieurs traitements alternatifs ont été testés, tels que ’itraconazole, les acides acétiques et

benzoiques, le thymol, le resveratrol ou encore des extraits d’ Artemisia, mais ces traitements

n’ont montré qu’une faible réduction du nombre de parasites.
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Conclusion

Conclusion

Notre recherche s'inscrit dans le cadre de I'évaluation de I'efficacité d'un biocide a base de
Metarhizium anisopliae dans la lutte contre les microsporidies du genre Nosema ceranae
chez les populations d'abeilles.

Les résultats de cette étude montrent que M. anisopliae a un effet prometteur pour la
réduction des spores de N. ceranae dans les ruches d'abeilles sans tuer les abeilles dans
certaines ruches. Cependant pour éviter la mortalité des abeilles, la dose doit étre
soigneusement controlée.

Nous pouvons confirmer que ces résultats sont cohérents avec les travaux existants sur
I'utilisation des champignons entomopathogenes pour controler les infections et les parasites
des abeilles, mais soulignant également la nécessité d'un dosage adéquat pour maximiser les
bénéfices tout en minimisant les risques pour la santé des abeilles.

Il est aussi important de vérifier I'efficacité du traitement en tenant compte des conditions
biotiques et abiotiques, pour améliorer notre expérimentation et obtenir de meilleurs résultats
sur la sensibilité de Nosema ceranae au biopesticide Metarhizium anisopliae.

En perspective, il serait souhaitable d’approfondir les recherches sur ce parasite a savoir :

» Evaluation des paramétres biologiques favorables au développement et a la
multiplication de Nosema ceranae in vitro dans des conditions contrbler au
laboratoire (Ph, humidité, température, effet photopériode)

» Calculer la concentration de Nosema dans différent milieu de culture

> ldentification génétique de Nosema ceranae

> Evaluer ’effet de Metarhizium anisopliae sur une grande échelle de population
d’abeilles
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Annexes Annexe |

Tableau | : Les caracteéristiques de différentes castes (Le Conte, 2004;
Biri, 2010; Winston, 1993) On trouve

Caractéristi Reine Faux -bourdon Ouvriere

ques de

différentes

castes

Durée de vie | Au moyen 4 ans Quelque mois (de mars 15 a 70 jrs pour les abeilles
jusqu’aau fin aout) d’été, 170 jrs a 243 jrs pour

lesabeilles d’hiver
Fécondité Jusqu'a 2000 ceufs Fécondation de reine vierge | diploides qui résultent
parjour d’ceufs fertilisés

Nombre Une reine fécondée Plusieurs centaines Plusieurs centaines

dansla

colonie

Développeme| En 16jours, elle est 24 jours a partir d’un ceuf Environ 21 jours a partir

nt nourrie a la gelée royale | non fécondé d’un ceuf fécondé

durant 6jours

Liende Meére de tous les Il ne posséde du matériel Une seule mere (reine)
parenté individus de la colonie génétique que de la reine (pas| péreinconnu
depére)
Localisation | Dans le nid a Dans les réserves (miel et| Dans le nid a couvain
couvain elle sort de pollen). on en apercoit
la colonie pour son rarementloin des ruches

vol de fécondation
et I’essaimage

Physionomie | v Plus grande que V' Petite de taille
lesouvriéres. v Gros v/ Adaptation anatomique
v’ Long abdom_en, v Les yeux sont plus en relation avec leur
v Pas de corbeille & grandsforte pilosité. activité
pollen sur les v' Possede un appareil
pattte,s_ ciriere et corbeille a
posterieures, pollen sur les pattes
v irie ;.
Pas de glande ciriére postérieures
Fonction v" La seule & pondre v Féconder lareine v" Nettoyage des cellules et
desceufs v Participeala operculation, soins a la
v Reconnait le nombre thermorégulation de la reine et au couvain,
detype de cellule ruche il participe a la construction des rayons,
ma.le ou femelle a fabrication du miel en nettoyage, manipulation
Iaide de ces pattes échangent le nectar avec denourriture
anterlleures et pond en lesouvriéres (magasiniéres), garde et
consequence

butinage
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Annexes Annexe 11

Figure n°34: Matériel de récolte utilisé sur terrain

A: Rucher B: Combinaison C: Enfumoir D: Léve cadre E: Boites des
échantillons
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Annexes Annexe Il

E: F:

Figure n°35: Le matériel utilisé pour I'extraction et I’identification du parasite Nosema

ceranae sur I’abeille Apis mellifera au laboratoire

A: Boite de dissection B: Mortier C: Papier filtre
D: Les tubes E: Centrifugeuse F: La cellule de malessez
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Annexes Annexe Il

E: F:

Figure n°36: Le matériel utilisé pour la mise en culture et la préparation des

doses de Metarhizium anisopliae

A: Boites de pétri  B: Bec D: Vortex E: Matériels a stérilisé  F: Autoclave
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Annexes Annexe Il

E:
Figure n°37: Le matériel utilisé au laboratoire

A: Lamelle B: Micro-pipette C: Microscope photonique D: Hotte E: Etuve
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