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Résumé

Etude comparative du pouvoir acridicide de souches algeriennes
fongiques de Metarhizium sp., Beauveria sp. et Trichoderma sp. a un
biofongicide formule le ‘green muscle’ vis-a-vis des larves L5 de
Schistocerca grégéria

Ce présent travail vise I’évaluation de I’activité acridicide de quatre champignons : Beauveria
Metarhizium. , Trichoderma. et le Green muscle appliqués sous forme de suspensions
conidiennes & une concentration de 106conidies/ml sur les larves du cinquiéme stade (L5)

de Schistocerca grégaria.

L’effet de la toxicité des champignons précités a été étudiée in vitro selon le mode par
contact, et par ingestion sur le comportement, la mortalité, la morphologie, I’hémolymphe, et

la partie mesenterale du tube digestif des L5 du criquet pélerin.

En effet, le traitement a base de Trichoderma sp. a révélé des résultats comparables a ceux

des témoins(eau, gasoil), confirmant sa non toxicité sur le criquet pelerin.

En revanche, des taux de mortalité importants ont été enregistrés pour le mode d’application
par contact (35,5%) respectivement pour le green muscle (68%), Beauveria sp. (57%)et
Metarhizium sp. (55%). Des changements morphologiques affectant la taille et la couleur ont
été observées avec 2 et présentations des anomalies chez les individus traités. Le passage des
conidies dans le corps des L5 traitées par contact a permis leur réisolement a partir de
I’hémolynphe sur milieu PDA. Comme, elles ont engendré des modifications structurales au
niveau de 1’épithélium mesenteral, traduites par une désintégration cellulaire et 1’altération
progressive des cils pour le mode par ingestion. Les résultats issus des traitements a base des
champignons testés ont confirmé leurs potentialités acridicides en vue de leur utilisation dans

la lutte antiacridienne contre S.grégaria.

Mots clés : Metarhizium sp. , Trichoderma sp. , Beauveria sp., Green muscle , Schistocerca

gregaria, potentialités acridicides.



Abstract

Comparative study of acridicidal power of Algerian fungal strains of
Metarhizium sp., Beauveria sp. and Trichoderma sp. to a biofungicidal
formulated ‘green muscle' against L5 larvae of Schistocerca grégéria

The present work is to evaluate the acridicidal activity of four fungi: Beauveria.,
Metarhizium., Trichoderma. and the Green muscle applied as conidial suspensions at a

concentration of 10° conidia / ml on the fifth stage larvae (L5) of Schistocerca gregaria.

The effect of the above toxicity of fungi was studied in vitro according to modes by contact
and ingestion on the behavior, the mortality, morphology, the hemolymph, and mesenterale of

the digestive tract of L5 tested.

Indeed, treatment based on Trichoderma sp. showed similar results to those of

controls(water,gasoil), confirming its non-toxicity locust.

In contrast, high mortality rates were recorded for the mode application by contact (35, 5%)
respectively for the green muscle (68%), Beauveria sp. (57%) and Metarhizium sp. (55%).
Morphological changes in the size and color were observed with stopping moulting and
presentations abnormalities in individuals treated. The passage of conidia in the body of L5
processed by contact allowed them to re-isolation from the hémolynphe on PDA medium. As
they have resulted in structural changes mesenteral epithelium, resulted in a progressive
disintegration and cellular alteration eyelashes for ingestion by the user. As they led to
structural changes on tmesenteral epithelium, causing a cell disintegration and a progressive

deterioration of the lashes.for mode by ingestion.

The results from treatments based of fungi tested confirmed their acridicidal potentialities for
their use in the Desert Locust control.

Key words : Metarhizium sp. , Trichoderma sp. , Beauveria sp., Green muscle , Schistocerca
gregaria, acridicidal potentialities.
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Introduction

Les relations entre ’homme et les sauterelles ont toujours été conflictuelles. Elles sont
considérées comme des ennemis détruisant ses ressources naturelles. Parmi ces acridiens,

le criquet pelerin est celui qui cause le plus de degats & ’homme en s’attaquant aux parcelles
cultivées et aux paturages. Il est reconnu comme un ravageur transe frontal suscitant des
inqui, études et une attention particuliéres. C’est une espéce trés redoutable du fait de son
aptitude a devenir grégaire et a former des essaims qui peuvent parcourir plusieurs millier de
kilometres. Les transformations phasaires se produisent aisément et fréquemment dans les
deux sens. Le passage de 1’état solitaire a 1’état grégaire est induit par les facteurs dynamiques
de leur environnement qui entraine un accroissement de la densité de population (Uvarov,
1966). Ceci provoque un bouleversement dans leurs comportements, leurs physiologies et
leurs morphologies. A ce moment, le milieu prend une nouvelle signification pour Shistocerca
gregaria.

Le développement de ’agriculture saharienne depuis 1990 par ’aménagement des périmetres irrigués
en cultures sous serres et céréaliéres sous pivots, a créé un cadre favorable a la pullulation des
individus solitaires des sauterelles a savoir :Schistocercagregariaet Locusta migratoria(Allal—
Benfekih , 2006). En effet Kara, (1997) a observée undimorphisme saisonnier de taille a Adrar chez
les méles et les femelles des populations du criquet peélerin, issus de deux saisons différentes, 1’une
séche et l’autre humide. Plus récemment, Ould El hadj, (1999) a établie la relation entre le
développement agricole au Sahara algérien et la présence permanente de cette espéce d’une part et sa
fréquente pullulation d’autre part.

Connaitre la bio écologie du criquet pélerin en phase solitaire dans son biotope naturel ou anthropisé,
équivaut a se donner les moyens de prévoir et d’expliquer les phénomeénes qui engendrent leurs
multiplications. Une connaissance précise de la localisation et du fonctionnement de ces foyers de

grégarisation est indispensable.

La derniére invasion qu’a connue la région occidentale d’octobre 2003 au mois de mai 2005
(F.A.O., 2004), a révélé des insuffisances dans 1’exécution des programmes de surveillances
et de luttes notamment dans les pays du Sahel. Ainsi, il a suffit de deux mois de bonne
pluviométrie en Mauritanie durant 1’été 2003 pour assister au retour massif des populations

grégaires au mois d’octobre de la méme année (Lecoq, 2005) .



Pour faire face a cette invasion, les pays du Maghreb et du Sahel, comme dans le passé , ont
eu recours a toute une panoplie de produits chimiques réputés ayant un effet de choc contre
les acridiens. Plus de 13 millions de litres de pesticides ont été déverses dans les biotopes
infestés, dont 09 millions en Algérie et au Maroc durant 1’année 2003et 2005.Les
conséquences qui peuvent résulter d’une mauvaise application et du non respect des
précautions d’emploi sont réelles tant sur la santé humaine, animale que sur I’environnement

(Doré et al.,2008).

Une prise de conscience de ces dangers ameéne les instituts de recherche a s’orienter vers la
mise en ceuvre d’autres formes de luttes moins nocives. La lutte biologique basée sur
I’utilisation des bactéries, des champignons et des virus s’avérera comme une variante

envisageable.

En Algérie, I’utilisation de ces microorganismes pour lutter contre les sauterelles a fait 1’objet
de travaux, entre autres , citons ceux Bissaad (1998) ,de Hallouane ,(1997,2007) , Hassani
(2000) , Hémour ( 2005) ,Moussa (2003) , sur le planinternational, les travaux de Fernandes et
al. (2010), Inglis et al.(2007),Nam et al.(1998).

L’objet de notre travail, en continuation 1a méme problématique sur la bio écologie et la
stratégie de lutte contre Shistocerca gregariamené sur [D’efficacité de deux
entomopathogénes :Beauveria sp., Metarhizium sp., un biopesticide formulé ‘le Green

muscle’, et un antagoniste algérien ‘Trichoderma sp.’

le présent travail comprend trois chapitres. le premier est consacré aux données
bibliographiques sur le criquet pélerin et sur les quatre champignons. Le second portera sur le
matériel et les méthodes de travail . en fin le troisieme chapitre comprend les résultats et les

discussions des parametres suivis.



Chapitre | Synthese bibliographique

1Donnees bibliographiques sur le criquet pelerin

1.1Position Systématique

Schistocerca grégagia est appelée usuellement criquet pélerin, ¢’est le « Djrade el Arbi » qui
signifie « Sauterelle des arabes » ou encore « Criquet du désert» (Desert locust en anglais)
(DELASSUS et PASQUIER, 1929).Cet acridien est considéré depuis 1’antiquité comme 1’un
des principauxfléaux de I’humanité dans I’ancien monde. Il constitue la huitieme plaie
d’Egypte dans la bible. Ses ravages s’étendent a la majorité des pays arides et Semi-arides de
la cote Ouest de 1’ Afrique a I’Inde (DURANTON et al. 1982a).

Schistocerca grégaria présente deux sous-especes, l'une nominative et la plus
connueSchistocerca grégaria grégaria (FORSKAL, 1775) etl'autre,Schistocerca grégaria
flaviventris, plus modestement répartie en Afriqgue du Sud- Ouest (LATCHININSKY
etLAUNOIS-LUONG, 1997). Selon GRASS(1970), la position systématique du Criquet

pélerin est comme suit :

- Embranchement :Arthropodes

- Sous embranchement :Mandibulaes
- Classe : Insectes

- Sous classe : Ptérygotes

- Super ordre : Orthoptériodes

- Ordre : Orthpteres

- Sous ordre : Caeliferes

- Super famille : Acridoides

- Famille :Acrididae

- Sous famille : Cyrtacanthacridinae
- Genre :Schistocerca

- Espéce : Schistocerca gregaria

1.2. Morphologie

1.2.1L°ceuf

L’ceuf et de couleur jaune claire a brunatre est se présente sous une forme allongéet
légérement  incurvée dont la longueur est comprise entre 7 et 8 mm(Figurela).
(DURANTON et LECOQ,1990). Ces derniers sont pondus groupées dans le sol sous forme
d’oothéque surmontée par un bouchon de matiére spumeuse (POPOV et al.,1991) . D’aprées
MORALES AGACINO (1952), la disposition des oothéques dans le sol dépend de texture
etde I’humiditésuperficielle de celui-ci. Chez les solitaires, les ceufs sont petits et en plus

grand nombre (LAUNOIS-LUONG et POPOV ,1992).
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1.2.2 Les larves

Les larves de phase solitaire et la phase grégaire se distinguent par leurscouleurs tres
diversifiées. La plupart d’elles en premiéere phase ont une pigmentation uniforme verte au
cours des premiers stades, peuvent devenir brune en fin de développement (DURANTON et
LECOQ, 1990). En phase grégaire, les deux premiers stades présentent une pigmentation
noire(Figure 1b), les autres stades présentent une maculature plus au moins
accentuée(DURANTON et LECOQ ,1990 ;LAUNOIS-LUONG et POPOV,1992).

1.2.3 Imagos et adultes

Le criquet pelerin est un acridien de grande taille (Figure 1c), en phase grégaire les femelles
mesurant de 5a6 cm de long, les males de 4,5a 5¢cm,les individus solitaires sont plus grands
les femelles mesurent 6a9cm de long, les males de 4,5a6cm (LAUNOIS-LUONG et POPOV,
1992). Selon MESTRE (1988), cet acridien présente des antennes filiformes, un pronotum
concave latéralement chez les grégaires et convexe chez les solitaires avec une longueur des
ailes et des élytres dépassant nettement 1’extrémité abdominale. La coloration du criquet
pélerin est trés variable, elle dépend de 1’état phasaire et de la maturation sexuelle, chez les
solitaires , la teinte générale a dominance jaune sable, brune ou grise. Chez les grégaires
immatures, la couleur est rose plus ou moins foncée et les imagos matures sont de couleur

jaune.

a :Oothéque b ;Larve L5 c :adulte

Figurel : Morphologie du criquet pelerin S.grégariaa difféerents stades (DURANTON et
LECOQ, 1990)

1.3 Structure Anatomique du criquet pelerin

Les principaux organes internes peuvent étre classés selon la fonction qu’ils remplissent :

- Nutrition : 1’appareil digestif, [’appareil circulatoire, 1’appareil respiratoire et
I’appareil excréteur.
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- Relation entre les organes ou avec le milieu extérieur : les muscles, le systéme
nerveux, le systeme endocrinien et les organes sensoriels

- Reproduction : I’appareil reproducteur

1.3.1 L’appareil digestif du criquet pélerin

le tube digestif est un simple conduit reliant la bouche a 1’anus et présentant unesuccession de
poches spécialisées regroupées en trois ensembles importants(Fig2) :

- le stomodeum qui comprend la cavité buccale, le pharynx, 1’cesophage,le jabot et
gésier.

- le mesenteron est une région spécifiquement digestive.

- Le proctodeum se différencie a partir du pylore ou se placent de nombreux tubes de
Malpighi excréteurs, une valvule rectale marque la limite entre colon et rectum.

il
il
&/ _an

a : acinus, an :anus, c:caria, cg:coeca gastriques, co :colon,es :canalsalivaire,
g :gésier,gl :glandesalivaire,i :iléon,j :jabot,l :lobe,M ;mesenteron,m :partiemoyenne,o :cesophage,P :proctodeu
m, p :pylore,pr :papillerectale,r :rectum,S :stomodeum,tm :tube de Malpighi.

Figure2 :Schéma de I’appareil digestif d’un acridien en vue dorsale (modifier d’apres
JANNONE , 1939)

1.3.2L° hémolymphe
Le sang des acridiens (hémolymphe) n'est pas entierement canalisé dans les vaisseaux

comme chez les Vertebreés. Il remplit la cavité générale du corps (hémocoele) et la lumiere
centrale des appendices. Son débit est assuré par les pressions engendrées par les mouvements
du corps et les effets du vaisseau dorsal pulsatile, appelé "cceur" (par rapprochement avec les

5
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Vertébreés.
L'hémolymphe ne sert pratiquement pas aux échanges gazeux. Elle transporte des substances
chimiques nutritives ou porteuses d'informations. Le pH varie de 6,0 a 7,5. Le sang est formé

de plasma et d’hémocytes (Figure 3).

— Le plasma est un mélange d'eau, de protéines, de glucides et d'acide urique. Il contient
quelques éléments non organiques: potassium, sodium, manganése, calcium et plus rarement
le cuivre. Sa densité est de 1,02 a 1,03 g/ml. La pression osmotique oscille entre 4 et
13atmospheres.

—les hémocytes sont les principales cellules en suspension dans le plasma. S'y
ajoutentquelques cellules adipeuses et des débris tissulaires. La densité varie de 7000 a 20000
cellulespar mm® de plasma. Les hémocytes sont agrégées pour I'essentiel. Certaines cellules
ont unrdle dans la coagulation, la lutte contre I'infection ou certains parasites internes. On
connait au moins quatre types principaux d'hémocytes mais, il s'agit vraisemblablement d'une

suite ontogénique, c'est-a-dire des différentes phases d'évolution d'une méme cellule.

A jeune celhale mere. ) e

B: cellule mére 2 maturité. <

C-D.; pro-leucacyts. S EAEReS
E:phagocyte. ' : s

F: leucocyte granulaire. - SR Fas

¢ cvtoplasme, g : corps de Golgl, m : mutochondne, n: = .
noyay, a - granules d'albumine. , s
La struture dunovaude E et F n'a pas été représentae. =

Figure 3:Principaux types d'hémocytesd‘aprés (MATHUR et SONI, 1937)

1.4 Biologie du criquet
Le cycle biologique du criquet pelerin comprend trois étapes successives :1’état embryonnaire
,J’¢état larvaire , et I’état imaginale(Figure 4) (DURANTON et LECOQ,1990).

1.4.1 Ponte et embryogéneése
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Arrivés a maturité sexuelle,et aprés accouplement les femelles prospectent activement le
milieu & la recherche d’un site de ponte propice qui se caractérise par la dureté du sol,
I’exposition du soleil , la teneur en eau , la texture, ainsi que la présence des sels minéraux(
DURANTON et al.,1982).D’aprés NUREIN(1989) ;DHOUIBI et JARRAYA(1990), les
femelles grégaires peuvent déposer au courant de leur vie 5a 10 oothéques contenant chacune
50 a80 ceufs.L’oviposition se déroule quand I’humidité et la température sont favorables ( 30
a 50c°) (5a15 cm de profondeur)(CHAPMAN et JOERN,1990) si non la ponte n’aura pas
lieu. De GREGORIO (1996) a noté que le bouchon spumeux qui sert a combler le trou de
ponte, joue un role dans la protection thermique et hydrique de 1’oothéque. Il constitue
¢galement la voie d’accés vers ’air libre pour les larves qui vont éclore.

1.4.2 L’état larvaire

A T’éclosion, la sortie de la larve est facilitée par une enzyme sécrétée par les pleuropodes de
I’embryon, suite a cela vient la premicre forme larvaire, dite vermiforme ou néonate. Peu de
temps, cette larve néonatese débarrasse de sa cuticule post embryonnaire au cours de la mue
intermédiaire et devient alors une larve de premier stade(GRASS,1949).

Selon Duranton et LECOQ (1990), le nombre de stades larvaires est fonction de 1’état
phasaire de I’insecte. Il estde cing chez les solitaires et de 5 a6 chez les grégaires
(ANONYME,1982).Pour De GREGARIO (1996),dans la zone méditerranéenne, la durée de
développement larvaire des grégaires oscille entre 28et 48 jours. Cette duréelarvaire dépend
de la photopériode (LEBERRE,1956 et ZITOUNI, 1979 in GHIDAUI, 1990), de la

température et de I’ humidit¢(DOUMANDIJI et DOUMANDIJI-MITICH,1994). En
conditions controlées de laboratoire, la durée du developpement larvaire est en

fonction de la températuremaintenue a 1’intérieur des cages (PARKER ,1930 et

Dudley,1961 inGHIDAUI,1990).

1.4.3Etat imaginal

Le développement imaginal commence avec la mue imaginale et donnera des imagos
immatures, le terme imago correspond a I’insecte ailé, le terme adulte est réservé a ’imago en
période de maturité sexuelle (DURANTON et al., 1982 ; DURANTON et LECOQ, 1990 ; De
GREGORIO, 1996). Apres durcissement cuticulaire, 1’insecte se consacre a la recherche
d’unbiotope favorable a son alimentation afin de constituer et accumuler des réserves de corps
gras. Mis a point la possibilit¢ d’une quiescence imaginale qui lui permet de lutter

contrel’aridité, le criquet utilise les réserves accumulées pour effectuer des déplacements
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delongues distances qui lui permettent d’atteindre des biotopes favorables a la
reproduction(DURANTON et LECOQ,1990).

1.4.AMaturation sexuelle

Cette maturation sexuelle selon Duranton et LECOQ (1990) est en fonction des conditions
externes, parmi les quelles I’alimentation joue un rdle important puisque les réserves
nutritives servent aussi au développement de 1’ovogénése et de la spermatogenése d’ou
atteinte de la maturité sexuelle (PAPILLON-TCHELEBI,1962 ;LAUNOIS-LUONG,1975 et
LAUNOIS et LECOQ ,1993). Cette maturation est également accélérée par la présence de
male mature , par I’excrétion épidermique d’une phéromone sexuelle et ou par la présence des
feces desmales matures(LOHER,1960;NORRIS,1962 ; CASSIER et DELORME ,
1976).suite a cette maturation sexuelle qui est traduite par des parades sexuelles , que les
males fontentendre en présence des femelles, une poursuite, des battements d’ailes au sol et
des vols spéciaux, les premiers accouplements vont se poursuivre pendant toute la période
reproductive(DURANTON et LECOQ,1990).

L’accouplement prolongé selon De GREGORIO(1996) correspond souvent a 1’échange de
plusieurs spermatophores, la femelle se livre a des activités multiples tels que I’alimentation,

la marche, et le vol limité.
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Figure4 : Cycle biologique de Schistocerca gréegaria(DURANTON et LECOQ ,1990)

1.5L’alimentation chez le criquet pélerin

La nourriture ingérée par I’insecte doit lui assurer ses besoins nutritionnels et énergétiques
essentiels a I’entretient de ses organes pour une croissance et une reproduction normales.
L’acridien trouve dans son régime phytophage habituel les éléments nécessaires a cela
(RACCAUD-SHOELLER, 1980 ; DURANTON et al.,, 1982a ; BEHMER, 2004). Selon
DURANTON et al.(1982a), le comportement alimentaire des acridiens peut étre décrit en

considérant trois séquences bien distinctes dans le temps : la quéte alimentaire, le choix des

aliments et la prise de nourriture suivie d’ingestion.

1.6Dégats et importance économique

Le criquet pelerin est I'un des ravageurs les plus redoutables a I’échelle planétaire. Des
chroniques médiévales certifient que ses ravages ont continué de facon ininterrompue, sous
forme de crises successives (GUENDOUZ-BENRIMA, 2005). Les invasions de criquet
pélerin ont été reconnues comme une menace pour la production agricole en Afrique et en
Asie occidentale pendant des milliers d'années. Ces dernié¢res ont méme été a 1’origine de
certaines épidémies pour I’homme telles que le choléra (a cause de quantités massives de
cadavres de criquets pelerins en décomposition qui s’accumulent sur les plages apres s’étre
noyeés dans la mer) (SHOWLER, 1996).

Quatre facteurs donnent a cet acridien une importance particuliere ; il s’agit de sa grande
mobilité, son aire d’invasion trés vaste, sa voracité et sa polyphagie en phase grégaire
(LECOQ, 1999). Un essaim de criquet pelerin comporte un a plusieurs milliers d’individus
par m?. Ce nombre peut atteindre les 80 millions par km?avec un degré d’infestation supérieur
a 1000 km? (STEEDMAN, 1988). D’aprés ce méme auteur, les ailés de S. gegaria sont
capables de sillonner 100 km par jour tandis que les larves parcourent environ 1,5 km/jour.
SHOWLER (2002) signale qu’une invasion généralisée comporte des centaines voir
desmilliers d’essaims. Sachant qu’un individu de criquet pelerin arrive a
consommerapproximativement son propre poids (2 mg) de végétation fraiche par jour,
Iestimation desdégats sur culture d’un petit essaim de 10 km? serait de ’ordre de 1000 tonnes

de végétationdévastée par jour (VANHUIS, 1995).
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Depuis 1880, les invasions du criquet pélerin ont sévi pendant pres de 80 années, soit une
moyenne de 2 années sur 3. Huit invasions majeures ont eu lieu entre 1860 et 1990 dont
ladurée a varié entre 3 a 22 années. L’invasion de 1986-1989 qui a affecté la majeure partie de
I’Afrique a nécessité le traitement de 26 millions d’hectares dans les régionsd’Afrique du
Nord et du Sahel par I’utilisation de pesticides. La campagne de lutte a cotité¢ 315 millions
$US. Concernant la derniére invasion 2003-2005, environ 100 million $EU ont été octroyés
par les bailleurs de fonds et prés de 200 millions $EU dépensés parles pays concernés sur
leurs propres budgets. Les superficies entre octobre 2003 et mai 2005 avoisinent les 13
millions d’hectares (VAN HUIS, 1995 ; BENHALIMA, 2006).

1.7Polymorphisme phasaire

Le polymorphisme phasaire désigne la faculté qu’ont les acridiens d’une méme espéce de
criquet a présenter des formes variées réversibles (ALBERCHT,1967). Le phénomene de
phases a €té constaté et décrit pour la premier fois par UVAROV(1929). Entre les deux
phases, il existe deux états intermédiaires appelés transiens. Les criquets sont transiens
congrégansquand ils évoluent vers la phasegrégaireet transiens dissocianslorsqu’ils
évoluentvers la phase solitaire (Figure 5)(ZOLOTAREVSKY,1946 in DJEZZAR,2007).

Transiens Degregans

Solitaires ] ‘ grégaires

Transiens Congregans

Figure 5:Schéma de polymorphisme phasaire (ALBERCHT,1967).

Le passage de la phase solitaire a la phase grégaire demande en genérale plusieurs
générationssuccesives (4 ans minimum) au cours des quelles les conditions favorisant la
transformationphasaire se maintiennent. Le passage de la phase grégaire a la phase solitaire

est beaucoup plus rapide est s’effectue souvent en espace d’une ou de deux

10
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génerations(DURANTON et LECOQ,1990). Le principal facteur déclenchant I’un ou 1’autre
des deux pdles phasaires et la densité (DURANTON et al., 1982 ;FESCEMYER,1993).
D’aprés GIRARDIE(1991) les effets de groupes et les facteurs abiotiques seraient les causes
primaires du polymorphisme phasaire des criquets grégaires arisables,parmi ces facteurs
abiotiques qui influencent le comportement , la morphologie,et lacouleur des imagos et des
adultesnous avonsl’humidité,la température et la photopériode(Rowell and CANNIS,19971 ;
GILLETT,1978).

Des individus grégaires ou solitaires peuvent étre obtenus a partir d’'une méme ponte si les

larves néonates sont élevées en groupe ou isolement (DURANTON et al.,1982).

1.8Répartition géographique

Le criquet pélerin Schistocerca gregaria se reproduit généralement a 1’état solitaire dans les
régions arides ou semi-arides de 1’Afrique du Nord, du Sahel (Burkina Faso, Tchad, Mali,
Mauritanie, et le Niger), de la Péninsule arabique (Arabie Saoudite, Oman et Yémen) et de
I’Asie du Sud Ouest (Afghanistan, Iran, Inde, et Pakistan) (STEEEDMAN, 1988). L’aire de
rémission couvre environ 16 millions de km2 (VAN HUIS, 1995).

L’aire grégarigéne inclus la région sub- sahélienne de la Tanzanie & la Guinée, le Sud de
I’Europe et le Bengladesh et comporte ainsi une superficie de 29 millions de km2 répartie sur
65 pays (PEDGLEY, 1981; STEEDMAN, 1988; VAN HUIS, 1995)

1.9Aire de distribution

L aire de distribution du criquet pelerin peut étre classée en trois catégories principales dont
L’aired’invasion, 1’aire de rémission, et I’aire grégarigéne :
1.9.1Aire d’invasion

Elle représente 1’aire maximum atteinte par les essaims de criquet pelerin durant les invasions
(Figure 6)(LECOQ,2004). Elle est limitéea 1’ouest par 1’océanatlantique,au Nord par la mer
méditerranée et la mer caspienne , a I’est par la chaine himalayenne et le Pakistan oriental ,et
en fin au Sud par 1’océan indien sur la cote Est de L’Afrique (COPR ,1982) ;POPQV et al.
(1991) ont mentionné que plus de la moitié de cette aire ne concerne que par 1’invasiondes
essaims errants, les zones de reproduction intéressentenviron 13,6 millions de km2. En
Algérie,durant les périodes d’invasion, les essaims du Criquet pelerin peuvent envahir tout le
territoire national .lls effectuent au moins deux générations selon les années, une automno-
hivernale et I’autreplus fréquemment hiverno-printaniére (GUENDOUZ_BENRIMA, 2005).

11
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1.9.2Aire de rémission

L’aire de rémission regroupe 1’aire ou des populations solitaires ont été signalées durant les
périodes de remission(Figure 6) (LECOQ ,2004). S . gregaria se trouve répartie en phase
solitaire a des faibles densités sur une ceinture de 16millions de Km? des régions arides et

semi-arides, s’étendant de I’OuestAtlantique au Nord-est de I’Inde.

1.9.3Aires grégarigenes

Les aires grégarigenes sont des zones regroupant des foyersgrégarigenes(Figure7). Dans ces
aires, des populations de locustes peuvent trouver certaines annees de conditions écologiques
favorables a une activité acridienne importante conduisant a la grégarisation et la formation
des bandes larvaires etdes essaims d’ailés. Elles correspondent aux zones a surveiller
contrbler enpriorité dans le cadre de la prévention (LECOQ,2004). Les populations

acridiennes se réfugient dans les zones grégarigénes suivantes :

- La frontiere Indo_Pakistanaise.
- Le bord de la mer rouge et du golfe d’Aden.
- Les bordures de massifs montagneux.

S
Vot '4. f
a o

Aire de remission

!,!A
W

Aire d'invasion

Figure6 : Aire d’invasion et de rémission du criquet pélerin (Keita, 2009)

12
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Foyersde grégarisation

Figure 07 : Foyers de grégarisation du Criquet pélerin entre 1926 et 1976 d’aprés
(Lecoq, 1999b)

1.10Le criquet pélerin en Algérie

1.10.1Distribution

Au cours des rémissions les populations du criquet pélerin sont confinées dans la partie
centrale, la plus aride de aire de distribution, couvrant environ 16milllions de Km? et les
aires de reproduction sont quelques peu disjointes(GUENDOUZ_BENRIMA,2005).
POPOV/(1997) anoté que les différences dans la distribution des populations d’invasion et de
rémission sont essentiellement dues aux différences dans leur comportement de volet a la
fagcon marquée dont les criquets solitaires qui ne sont pas dominés par I’impulsion grégaire,
répondent aux conditions d’habitats. Ainsi, I’intense grégarité d’individus en essaims conduit
fréquemment les essaims a survoler des habitats convenant a des populations non essaimantes,
pendant que ces dernieres, volant de nuit, sont ainsi soumises a de plus basses températures et
de ce fait, ne parviennent pas a gagner les zones atteintes par les essaims. Il en résulte que
I’aire d’invasion est presque double de celle de I’aire de rémission.

En période d’invasion, le criquet pelerin envahit les zones méditerranéennes ou il effectue au
moins deux genérations. Lesreproductions, des deux,sont essentiellement observées en zone
méditerranéenne jusqu’aux régions cotieres. Celles qui sont signalées dans le sahara sont
erratiques. Le pic des larves est atteint au mois de mai (Popov, 1997 ;GUENDOUZ-
BENRIMA ,2005). Ces reproductions font courir des risques considérables a

I’agriculture du pays.

13
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En période de rémission,Popov (1997)a divisé la région du sud algérien en deux parties

selon le 2iéme paralléle Nord, avec une reproduction intervenant le plus souvent en été au
sud de celui-ci et au printemps le plus souvent au nord. Il s’agit 1a d’undes lieux de plus haute
fréquence de reproduction durant cette période.

En effet, selon les données de la FAO-COPR cités par GUENDOUZ-BENRIMA en 2005, les
individus du criquet pélerin a I’état solitaire (ou faiblement transiens ) se répartissent
essentiellement dans la zone désertique. Deux reproductions sont possibles : une printaniére
au Sahara central et qui est plus abondante et une deuxiéme automnale au Sahara meridional.
Cependant, les remontées de populations vers la zone septentrionale sont essentiellement dues
a la présence d’individus transiens, considérés comme non grégaires par la FAO. De ce fait,
nous pouvons rajouter que 1’Algérie est cceur d’un ensemble de régions étroitement
interdépendante des activités dans les pays voisins de 1’ Afrique occidentale d’ou la nécessité

d’une stratégie de surveillance et de lutte efficace.

1.10.2Historique

Le probléeme du criquet pelerin en Algérie est trés ancien. A la fin du 19éme siecle, K.
d’Herculais dans ces travaux en parlait souvent. Les informations qui suivent sont établies
dans le but de dresser un historique des manifestations du criquet pelerin et les mesures prises
pour les combattreGUENDOUZ-BENRIMA(2005)

L’historique du probléme acridien en Algérie est fondé sur les travaux de recherches de
GUENDOUZ-BENRIMA(2005) effectués sur lestravaux de K . D’HERCULAIS (1905),
CHARA(1998), ROY(2001) ainsi que les informations données par BEN HALIMA,
secrétaire général de la CLCPRO(FAOQ) et parMr MOUMEN , ex_chef de département de la
lutte anti_acridienne de I’'INPV d’El_Harrach.

1.11La lutte antiacridienne
Quatre méthodes de lutte peuvent étre préconisées contre le criquet pélerin :

1.11.1L utte préventive

Sonobjectif est de prévenir tout départd’invasion car une fois déclenchée,elle serait
tresdifficile a 1’arréter,méme avec des opérations intensives de luttecurative (DURANTON
ET LECOQ,1990).

14
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La stratégie de lutte préventive contre le criquet pélerin comporte trois étapesessentielles :

- La surveillancedes conditions écologiques dans les aires potentielles de reproduction
et de grégarisation (données météorologiques, imagerie satellitaire)

- L’organisation de prospections, aériennes et terrestres, dans les aires devenues
potentiellement favorables a la suite de précipitationsabondantes.

- La lutte contre toutes les populations de criquet pelerin dépassant un certain seuil ,
principalement dans les biotopes réputés constituent des foyers grégarigenes
(DURANTON et LE COQ ,1990)

1.11.2L utte écologique

Elle consiste a modifier I’environnement aux désavantages de 1’acridien. Parmi les méthodes
utilisées, se retrouvent :

- L’inondation temporaire de certains sites de reproduction.
- Le labourage des clairieres.

- Lareforestation des clairieres.

- Les semis des plantes répulsives.

- Lasuppression des jacheres.

L’inconvénient de cette forme de lutte réside dans la difficulté de son application sur de vastes
surfaces (DURANTON et al.,1987).

1.11.3Lutte chimique

Les pesticides chimiques sont largement utilisés pour lutter contre les invasions et les
pullulations acridiennes. En effet, la lutte chimique fait appel a un arsenal tres diversifié aussi
bien par :
- Sa nature: organochloré ,organophosphoré, carbamates ,pyréthrinoides , dé
régulateurs de croissance .
- Saprésentation : poudre ,gaz ,suspension huileuse.
- Que par les moyens d’épandage: manuels ,motorisés terrestres ou aériens
(RACHADI ,1991 ; MOUMEN ,1995).
La plupart des pesticides modernes de substitution sont beaucoup moins toxiques et sont

pour cela appliqués plus fréquemment dans lestraitements de couverture.

De ce fait la majorité de pesticidesutilises durant la campagne de lutte antiacridienne
2003\2005appartiennent a la liste des produits recommandés par le groupe consultatif sur les
pesticides de 1’Organisation des Nations Unies pour I’Alimentation et 1’Agriculture (

FAOUN), dont les plus utilisés sont : le chlorpiryphos, le malathion, le fénétrothion, et la
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deltaméthrine. Ce dernier est jugé performant en terme d’effet de choc et de la vitesse de
dégradation (BRADER et al.,2006).

1.11.4L utte biologique

L’académie nationale desSciencesdes Etats-Unis a adopté en 1987 la définition de la lutte
biologique comme étant toute utilisation d’organismes naturels ou modifiés génétiquement
dans une lutte biologique, en vue de réduire les effets d’organismes indésirables, comme les
plantes cultivées, les arbres, les animaux, les insectes et les microorganismes néfastes.
Plusieurs méthodes de lutte biologique sont utilisées, nous citons essentiellement celles
utilisées dans la lutte contre les acridiens nuisibles en général et Schistocerca grégaria en
particulier. Le projet de lutte biologique contre les Locustes et les sautereaux a débuté en
1989 pourrépondre aux préoccupations des régions arides et semi-arides (REGNAULT-
ROGER et al., 2002).

1.11.4.1L utte par utilisation des extraits végétaux ou de molécules allélochimiques

La lutte abase d’extraits de plantesou d’huilesessentielles de plantes présenteplusieurs
propriétés qui devraient leur permettre de s’inscrire dans des stratégiesalternatives a I’emploi
des pesticides de synthése et dans tout un programme de lutte intégrée. Les plantes
aromatiques méditerranéennes synthétisent des terpénes et des polyphénols toxiques pour un
large éventail d’insectes. Leur potentiel phytosanitaire a été souligné :

Certaines feuilles de plantes sont riches en phytoecdysteroides structuralement analogues aux
hormones de mues des insectes (MARION et al., 2002). Actuellement, les huiles essentielles
dans le domaine phytosanitaire se sont développées notamment au Nord américain.L’activité
biologique s’exerce a plusieurs niveaux etlimite le renouvellement des générations. Ainsi, il a
été constaté que certaines huiles essentielles des végétaux a effet insecticide inhibent le cycle
de reproduction chez les insectes Il existe une variabilit¢ dans 1’efficacit¢ des huiles
essentielles et de ses constituants allélochimiques qui est fonction non seulement du profil
phyto chimique de D’extrait végétal mais aussi de 1’espéce entomologique considerée
(REGNAULT-ROGER, 2002).

1.11.4.2 Lutte par utilisation d’entomophages

Il s’agit d’une lutte par 1’utilisation d’organismes antagonistes du ravageur, qui peut étre un

animal (oiseau, poisson, insecte) et dans la plupart des cas, c’est un insecte (REGNAULT-
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ROGER et al., 2005). Dans les conditions naturelles, les acridiens sont des hotes pour les

parasites ou de prédateurs a chacun de leur état de développement : embryon, larve, ailé.

1.11.4.3Lutte microbiologique

Les microorganismes entomopathogénes sont les principaux acteurs dans cette lutte. Les
principaux agents microbiens utiliséssont les bactéries, les champignons et les virus ou les
protozoaires. IIs infectent I’hdte en général par ingestion et possedent une forme de résistance
leur permettant de persister et de se conserver dans le milieu (sol, feuillage, litiére). L agent
pathogene se multiplie dans 1’hote et cause samort par destruction de tissu ou par septicémie,
et parfois par I’émission d’une substance toxique (LIN et al., 2003).

Parmi ces microorganismes, 800 espéces appartenant a tous les groupes majeursde
champignonsont été reconnues comme pathogénes d’insectes ou d’acridiens. 1ls se distinguent
des autres agents de la lutte microbiologique (virus, bactéries

ou protozoaires) par leur mode d’infection transcutanée ne nécessitant pas 1’ingestion des
propagules infectieuses. A ce titre, ils sont particulierement bien adaptés pour lutter contre les
insectes (LACEY et GOETTEI, 1995). Parmi les espéces les plus remarquables on peut citer
Entomophora grulli, pathogene du criquet et des sautereaux. Les hyphomycétes,
(Deuteromycetes) comprenant des espéces trés cosmopolites appartenant aux genres
Beauveria, Metarhizium qui sont inféodeés a des hotes acridiens. Ils apparaissent tres fréquents
dans les zones humides et dans les zones séches en cultures irriguées (FERRON et al., 1991;

FARGUS, 2003).

1.12 Apercu sur deux champignons entomopathogeénes acridicides

1.12.1 Beauveria bassiana

1.12.1.1Historique

La souche de Beauveria bassiana a €té signalée la premiére fois par BASSI sur les larves du
ver a soie Bombyx mori et la description de cette espéce a été faite en 1853 par BALSAMO,
qui a nommé ce champignon Botrytis bassiana. La premiere appellation Beauveria bassiana a
été donnée par VUILLEMIN en 1912 (MOREAU, 1952).

En Algérie, ce champignon a été isolé la premiére fois a partir d'un criquet pelerin capture au
niveau d'un pivot a la station de Zaouiet Kounta dans la région d'Adrar. L'isolement a été
réalisé au niveau du département de Botanique de I'Institut NationalAgronomique d'Alger
(DOUMANDJI - MITICHE et al., 1997a in CHAOUCHE,2009).
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1.12.1.2Position systématique

Beauveria bassiana est un hyphomyceéte qui présente d'aprées ALEXOPOULOS et al., 1996 la
classification suivante :

- Sous embranchement: Deuteromycotina
- Sous classe : Deutéromycetes

- Ordre: Moniliales

- Famille: Moniliaceae

- Genre : Beauveria

- Espéce: B. bassiana

1.12.1.3 Aspect cultural et Morphologique

Le champignon B. bassiana est une espece freqguemment retrouvée dans les sols du monde
entier. Cette espéce produit des colonies cotonneuses de couleur blanchatre a jaunatre (Figure
8a). Il forme des hyphes transparents et septaux de 3,5u de diamétre.. Le genre est caracteérisé
par un conidiophore a base renflée et a extrémité terminale en zigzag formant de fagon
sympodiale de petites spores unicellulaires. Le conidiophore continue a croitre apres avoir
donné naissanceaux spores et chaque spore laisse une cicatrice en relief (aspect
denticulé)(Figure 8b)Les bouquets de conidiospores donnent un aspect en "faussetéte”. On
distinguedeux types de spores selon la présence ou l'absence d'oxygene: les conidiospores
formées en présence dair et les blastospores en condition d'anaérobie. Les conidiospores
prennent une forme sphérique ou ovale tandis que lesblastospores sont uniquement ovales.
Les deux types de spores peuvent avoir le méme effet pathogéne sur les insectes infectés
(WEISER, 1972 et LIPA, 1975).

Figure8 : Aspect cultural (a) (CHAOUCHE ,2009).
et morphologique(GX125))de Beauveria bassiana.
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1.12.1.4Symptomatologie

Les symptdmes d'un criquet atteint par Beauveria ont été décrites par NOURZHANOQV et al.
(1987) in LATCHININSKY et LAUNOIS-LUONG (1992). L'insecte s'alimente peu, perd le
contrble de ses mouvements, ses pattes sont agitées detremblement puis une paralysie
génerale survient. Une teinte cramoisie se surimpose a la coloration générale du corps. Le
criguet meurt intoxiqué par des toxines produites par les blastospores qui se sont
multipliéesdans I'némocoele. La téte, le pronotum et I'extrémité abdominale se couvrent d'un

mycélium de couleur blanchétre et d'aspect veloute.

1.11.1.5Utilisation de B. bassiana contre les ravageurs

Contrairement aux insecticides chimiques qui tuent rapidement les insectes, la plupart des
mycétes entomopathogenes, mettent quelques jours avant de tuer leur héte. Selon LIU et al.
(2003b), une période minimum d'incubation de six jours apres un traitement fongique est
nécessaire afin d'évaluer I'efficacité de B. bassiana sur l'insecte hote. Plusieurs études ont
montré que B.bassiana peut infecter une grande variété d'insectes (GOETTEL, 1992). Chez
I'ordre des lépidoptéres, la virulence de 23 isolats de B. bassiana a été testée au laboratoire
contre les larves du troisieme stade de la tordeuse a bandes obliques, Choristoneura
rosaeeana (Tortricidae) (TODOROVA et al., 2002a). Tous les isolats ont causé plus de 66 %
de mortalité des larves et des pupes apres 16 jours. Une réduction du comportement
d'alimentation a été observée 3 jours aprés l'inoculation des larves du deuxiéme stade de
lapyrale de mais Chilo partel/us(Pyralidae) par B. bassiana (TADELA et PRINGLE, 2003).
Cette réduction a été attribuée a la production de substances toxiques par les mycétes et/ou la
rupture meécanique de l'intégrité structurale de l'insecte par la croissance des hyphes. Des
travaux effectués sur des especes de I'ordre des coléoptéres ont démontré que B. bassiana peut
entrainer une mortalité élevée contre la coccinelle maculée, Coleomegil/amaeulala
(Coccinellidae) (TODOROVA et al., 1996 ; TODOROVA et al., 2002b).

Egalement, l'utilisation de certains isolats de B. bassiana contre le scarabée argentin,
Cycloeephala signatieollis (Scarabeidae), peut provoquer une mortalité de 70 % de larves du
troisieme stade apres 16 jours (CORNIA et BEATRIZ, 2004). D'autre part, TODOROVAet
al., (1994) ont observé, au laboratoire, I'effet pathogene de certains isolats de B. bassiana
contre la doryphore de la pomme de terre (Leptinotarsa deeemlineata) (Chrysomelidae). Chez
les homopteres, l'effet pathogene de B. bassiana a été évalué au champ contre le puceron
russe du blé Diuraphis noxia (Aphidae) (HATTINGet al., 2004). Ces chercheurs ont
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démontré que les applications de ce myceéte, a une concentration de 5 x10 N conidies/ha, ont
provoqué une mortalité d' insectes de 75 % par rapport au témoin.

Beauveria.est reconnue aussi par son activité biocide sur les criquets.Dans les régions
tempérées, il existe des souches efficaces infectant ces derniers. La plupart de ces
champignons ne provoquent pas de symptomes visibles avant la mort. Les criquets atteints
perdent l'appétit et deviennent de moins en moins actifs et leur couleur devient parfois
rougeatre (GREATHEADet al., 1994).

1.12.2Metarhizium

1.12.2.1Historique
D’apres AMOURIQ (1973), le genre Metarhiziumest le premier
champignonentomopathogéne utilisé par METCHNIKOFF en 1879 in CHAOUCHE(2009),

contre les insectes nuisibles al’agriculture.

1.12.2.2Position systématique

Metarhizium anisopliae est un champignon imparfait qui présente d'aprées GREATHEAD et
al. (1994) la classification suivante :

- Sous embranchement: Deuteromycotina
- Sous classe: Deutéromycetes

- Ordre: Moniliales

- Famille: Moniliaceae

- Série : Sympodulosporae

- Genre: Metarhizium

- Espéce: M. anisopliae

1.12.2.3Morphologie

D’aprées ZIMMERMAN (1993), Metarhizium anisopliae peut étre aisement identifié par les
conidies cylindriques a allongees vertes de longueur variant de 5 a 8 um(Figure 9b), qui sont
produites en chaines et qui forment une couche compacte de spores. Ses colonies sont
subaériennes de couleur vert-olive(Figure 9a) (AMOURIQ, 1973).
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Figure 9 : Aspect cultural (a) et morphologique (b) (Gx125)de Metarhizium anisopliae
(KARA-TOUMI,2010)

1.12.3 le Green Muscle

1.12.3.1Historique

Le Metarhizium est un genre du groupe des champignons anamorphes, autrefois appelés
Imperfecti Fungi ou Deuteromycotina mitosporiques. Ce groupe a €té créé pour des
champignons qui se reproduisent presque toujours asexuellement. L’espéce Metarhizium
anisopliae est cosmopolite, elle est plus commune dans les zones tropicales et subtropicales et
vit saprophytiquement dans la plupart des types de sol comme un pathogéne facultatif
d’insectes. Les souches qui infectent les criquets sont parmi les plus spécifiques. Sous des
conditions naturelles ellesinfectent presque exclusivement les orthoptéres aux antennes
courtes (Acridomorpha). Pour cette raison elles ont été classifiées dans une variété séparée,
Metarhizium anisopliae var. acridum (KOOYMAN, 2007).

Parmis 50 souches de M. a. var. acridum, on a pu déduire que la souche la plus efficace
contre un éventail de sauteriaux et d’autres criquets du Sahel était 1’isolat IMI 330189.
LUBILOSA a donc sélectionné cet isolat comme étant la matiere active du bio pesticide
Green Muscle (DOUTHWAITE etal., 2001 ; BIOCONTROLE, 2007).

La taxonomie classique du champignon est basée sur la taille et la forme de la spore;
cependant, cela  avait semé la confusion par le passé et aujourd'hui, les méthodes
moléculaires sont de plus en plus utilisées pour caractériser les micro-organismes. Pour les
champignons  filamenteux, la méthode privilégiée est la séquence de L’ARN
ribosomale (ARNr) qui contient les séquences conservées et variables. Avec cette méthode,
la souche de LUBILOSA (IMI- 330189) est passée du M. flavoviride au M. anisopliae var
acridum (LOMER, 1999).

IMI- 330189 a été isolée du sauteriau Ornithacris cavroisi pres de Niamey au Niger en 1989.
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Apres étre choisi comme 1’isolat idéal, il a été testé sur beaucoup d’especes de criquets ce qui
a dévoilé que ce dernier infecte quasiment toutes les especes acridiennes des familles
Acrididae et Pyrgomorphidae, notammentSchistocerca gregaria, Locustamigratoria,
Locustana pardalina, Nomadacris septemfasciata, Oedaleus senegalensis et d’autres espéces
du complexe des criguets sahéliens (KOOYMAN, 2007).

La souche IMI- 330189 a également été testée sur les hommes, le bétail, les oiseaux, les
Iézards, les poissons, les invertébrés aquatiques et terrestres, les abeilles, et d'autres insectes

utiles aucun inconvénient particulier n’a été trouvé (LOMER, 1999).

1.12.3.2Formulation et application

Le produit Green Muscle existe sous forme de poudre de spores séches en technique
concentrée (TC) dans des sachets laminés en aluminium ou alors en concentré liquide et
miscible a de I’huile (formulation OF) qui contient 500g/ldans une base huileuse
(LANGEWALD, 1999).

Green Muscle est congu pour étre utilisé par la méthode ULV, les spores du M. a. var.
Acridumdoivent donc étre suspendues dans une huile de formulation (SU : formulationdiluée)
pour étre appliquées a l'aide des pulvérisateurs a disque rotatif de divers types: amain, monté
sur un véhicule ou sur un avion (LOMER, 1999).Les formulations SU sont toujours huileuses,
plutdt gu'aqueuses. Les conidies dechampignons sont faciles a conserver et a transporter sous
forme de poudres seches. Cescomposants de la formulation SU peuvent étre:Deux sortes de
préparation de la formulation peuvent étre utilisées pour la suspensionet la pulvérisation des
spores de Metarhizium : Technique "standard" (huile minérale): 50% de Shellsol T: 50%
d'huile Ondina EL Technique"adaptée™ (huile végétale):70% de "paraffine™: 30% d'huile
d'arachide.Le kérosene peut étre remplacé par le Diesel et I’huile

d’arachide par celle dumais.Levolume d'application est de 0,5 - 2 | / ha ce qui est équivalent

a un taux de 100g de spores/ha (LANGEWALD, 1999).

1.12.3.3Efficacité du Green Muscle en plein champ

D’aprées VAN DER VALK (2007), 32 études portant sur 1’efficacité de I’isolat IMI- 330189
du Metarhizium anisopliae var acridum contre les acridiens en formulation huileuse ont été

réalisées en plein champs. Parmi 9 études concernant le criquet pélerin réalisées entre 1995 et
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2005 en Mauritanie, Niger, Soudan et en Algérie, seuls 6 étaient suffisamment détaillées pour
pouvoir étre examinées : La dose actuellement recommandée pour le criquet pélerin est de
2,5x10%conidies/ha ou 50g/ha. La comparaisonavec d’autresespécesconfirme la
vraisemblance de I’efficacité a cette dose cependant les essais effectués a ce jour n’ont pas
permis de mettre clairement en évidence la relation dose — effet (MAGOR, 2007). La
température joue le role le plus significatif parmi les facteurs déterminants de la virulence du
Metarhizium. Le plein effet correspondant a une mortalité de 70 a 90 % est normalement
atteint entre 14 a 20 jours, le délai étant plus court sous un ciel nuageux et plus long dans des
conditions chaudes et ensoleillées (BIOCONTROLE, 2007 ; VAN DERVALK, 2007). La
dose de 2,5x10"conidies/ha ou 50g/ha appliquée sur terrain est obtenue parla dilution de 1/10
du produit Green Muscle® en formulation qui est concentrée & 2,5x10™conidies/ha
(équivalent de 500g/1). Cette dilution se fait par ’utilisation du Diesel (le rapport Green
Muscle : Diesel est de 1 :9) (FAO, 2007).

1.12.4Mode d’action des entomopathogenes

Les champignons entomopathogénes sont des agents de lutte tres intéressants du fait de leur
aptitude a infecter I'n6te par ingestion ou par simple contact rendant tous les stades, ceuf, larve
et adulte sensibles (KOUASSI, 2001) Le champignon B. bassiana infecte I'insecte par contact
et n'a pas besoin d'étre ingéré par son héte pour causer l'infection. En général, le processus
d'infection des champignons entomopathogénesest divisé en quatre phases distinctes soit les
phases d'adhésion, de germination, de différentiation et de pénétration.

1.12.4.1 Phase d'adhésion

Elle constitue la premiére étape du processus d'infection. Elle se déclenche par un mécanisme
de reconnaissance et de compatibilité des conidies avec le tégument de l'insecte (BOUCIAS et
PENDLAND, J991).

1.12.4.2 Phase de germination

Elle dépend des conditions environnementales et également de la physiologie de I'héote
(composition biochimique de la cuticule) qui peut favoriser ou inhiber la germination
(FERRONetal., 1991). Il a éte démontré que la germination des spores était affectée par des
lipides épicuticulaires et les acides gras (BOUCIAS et PENDLAND, 1991)

1.12.4.3 Phase de différentiation

23



Chapitre | Synthese bibliographique

C’est une phase importante dans le processus d'infection. Au cours de laquelle, la spore
germée produit une structure appressoriale, qui sert de point d'ancrage et de ramollissement de
la cuticule ce qui a pour effet de favoriser la pénétration de la spore (MAGALHAES et al.,
1989).

1.12.4.4Phase de pénétration

Elle consiste a la pénétration du champignon dans I'ndte a travers les orifices naturels, la
cuticule ou par ingestion. (ANDERSEN, 1979). Lorsque I'insecte meurt, B .bassiana sécrete
un antibiotique, l'oosporine, qui lui permet de surmonter la compétition des bactéries
intestinales. 1l s'ensuit une momification du cadavre transformé en sclérote, phase nommée
saprophyte.Le développement des hyphes de Métarhizium peut étre observé dans
I’hémolymphe des criquets a partir du 3éme jour d’inoculation. Ce développement commence
a s’intensifier a partir du 4eme jour suivant D’infection accompagné d’une réduction
considérable du nombre d’hémocytes. Du mycelium pousse ensuite dans les tissus, lors de ce
processus la cuticule rougit ce qui est du a la production de 1’oosporinepar le champignon.
Aprés la mort de I’insecte, le mycélium blanchatre commence par sortir des articulations. Au
bout d’un certain temps, le champignon fructifie et le cadavre devient vert. L’animal est plus
ou moins transformé en matiére pulvérulente gris-vert et se dissémine peu a peu dans le sol

pour infecter d’autres criquets (AMOURIQ, 1973 ; KOUASSI, 2001 ; KOOYMAN, 2007).

1.12.5Facteurs affectant I'efficacité des deux champignons entomopathogénes

Le potentiel infectieux des champignons entomopathogenes comme agents de lutte biologique
dépend de leurs propriétés physiologiques, de la population de I'néte et des conditions du
milieu (FERRONet al., 1991).

1.12.5.1Facteurs liés aux pathogenes

La virulence et la spécificité de I'hdte sont deux éléments essentiels dans le choix d'un bon
candidat a la lutte biologique. Il a été demontré que les insectes d'une méme population
révelent une sensibilite qui differe selon les isolats de B. bassiana,et de Metarhizium
anisopliae (FERRON et al., 1991, TODOROVAet al., 1994).

1.12.5.2Facteurs dépendant de I'"hote

24



Chapitre | Synthese bibliographique

IT est maintenant reconnu que tous les stades de développement de I’insecte, de 1’ceuf jusqu’a
I’adulte, peuvent étre sensibles a D’infection fongique. L’épizootie (epidémie) fongique
survient généralement a de fortes densités de la population hote favorisant ainsi la probabilité
de contact entre le pathogéne et ’hote, de méme qu’entre les insectes infectés et non infectés

(FERRONet al., 1991).

1.12.5.3Facteurs de ’environnement

L'efficacité du B. bassiana et de Metarhizium anisopliaecontre les insectes est souvent
influencée par les conditions environnementales. Les radiations ultraviolettes sont le principal
facteur abiotique limitant la viabilité des conidies sur le feuillage. L'exposition aux rayons
ultraviolets peut influencer de maniére significative la mortalité des larves d'Ostrinia nubilalis
(ravageur de mais) par des isolats de B. bassiana en interférant avec leurs propriétés
physiologiques (CAGANI et SVERCEL, 2001). La lumiére du soleil d'une longueur d'onde de
290 a 400 nm affecte la persistance des conidies sur le feuillage et peut directement affecter la
composition génétique du champignon (MCCOY et al., 1990). Malgré son effet nocif sur la
persistance des conidies, la lumiére peut stimuler certaines étapes du cycle évolutif des
champignons entomopathogénes cultivés in vitro ou in vivo (SILVY et RIBA, 1989).

La température est un autre facteur important qui peut affecter le taux de germination, la
croissance, la sporulation et la survie des hyphomycetes entomopathogénes( HASTUTI et
al.,1999) ont démontré que 100 % des larves de Paropsis charybdis (Coleoptera:
Chrysomelidae) sont tuées par B. bassiana aprés une incubation de 21 jours a 35°C.
Généralement, les températures au-dessus de 35°C empéchent la croissance et le
développement des mycétes entomopathogénes. Les conidies de B. bassiana ne peuvent pas
survivre plus que 15 minutes a 40°C (MCCOYet al., 1990). L'humidité affecte aussi la
persistance et la survie des champignons entomopathogénes. La plupart de ces mycétes
exigent au moins 95 % de I'humidité relative a la surface de l'insecte afin de germer
(HALLSWORTH et MAGAN, 1999, LIU et al., 2003b).

1.12.5.4 Facteurs du sol

Le sol constitue un réservoir naturel pour les insectes infectés par des mycétes fongiques sur
le feuillage qui plus tard tombent sur le sol (KELLER et ZIMMERMANN, 1989). En effet,

les mycetes dans le sol sont protégés contre la dessiccation, le rayonnement ultraviolet et les
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températures extrémes (MCCQY et al., 1990). En général, la simple présence de la microflore
dans le sol peut influencer I'efficacité des hyphomycétes (GRODEN et LOCKWOOD, 1991).

1.12.6 Conservation des deux entomopathogéenes

Selon SWEARINGER (1993), la conservation des spores de B. bassiana et M.anisopliae est
faite en formulation a base de poudre d’argile avec de 1’eau. D’aprés LOMER et PRIOR,

(1991), la conservation de ces champignons est meilleure en formulation huileuse car elle

évite la nécessité traditionnelle de maintenir une humidité élevée pour le champignon.

1.13 Généralités sur les Trichoderma

1.13.1 Introduction

Le genre Trichoderma et tres répandu dans la nature, aussi bien en milieu terrestre que marin.
Il possede une grande capacit¢ d’adaptation aux différentes conditions climatiques
(ROQUEERT,1996 ;ESPOSITO et SILVA, 1998).En effet ,Trichoderma spp. sedéveloppent
dans tout les sols (forestiers et cultivés) et sur les végétaux en décomposition, mais
sontrarement parasites de plantes vivantes (ROQUEBERT, 1996, ESPOSITO et
SILVA,1998).Tout ces critéres leur référent une place importante dans le maillon des chaines
biologiques ( WIDDEN et ABITROL, 1980 ;VINING,1990 ; KUBICEK et al. , 2002).
Drailleurs en milieu terrestre, leur production d’enzymes, de substances bioactives et leur
développement rapide font d’eux des agents potentiels en agroalimentaire et une matiére de

choix pour I’exploitation industrielle ( PRIETO et al. ,1997).

1.13.2Taxonomie

Les Trichoderma peuvent se présenter sous deux formes :

-La forme parfaite : connu par le genre Hypocrea de la classes des Deuteromycétes et
appartenant a I’ordre des Sphériales et la famille des Hypocréacées (ROQUEBERT ,1996).
-La forme imparfaite : représenté par genre Trichoderma appartenant a la classe des
Adelomycetes , I’ordre des Hyphales et la famille des Mucédinacées (ROQUEBERT ,1996).

En revanche, la biologie moléculaire a révelé que des espéces de Trichoderma génétiqguement

différents , présentent des similitudes morphologiques et leurs caractéristiques se chevauchent
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, ce qui explique que les seules critéres morphologiques ne suffisent plus une classification
incontestable des formes anamorphes de Trichoderma spp.
(COURNUT,1984 ;SUIGIYAMA , 1987 ; GAMS et BISSETT, 1998 ; SAMUELS et al.,
1994). Ainsi , selon BISSET (1984), la taxonomie actuelle classe les Trichoderma spp.
Comme suit :

- Embranchement : Amastigomycota et /ouEumycetes

- Sous-embranchement : Ascomycota

- Classe : Sordariomycétes
- Sous-classe : Sordariomycetidae

- Ordre : Hypocreales
- Famille : Hypocreaceae

- Genre :Trichoderma

1.13.3Caractérisation culturale et morphologique

les cultures de Trichoderma spp. sont d’aspect floconneux, compactées en touffes. Elles sont
colorées en fonction de la pigmentation des phialides et sont caractérisées par une croissance
rapide(Figure 10a). Au microscope optique, le mycélium est composée d’hyphes jaunes,
septés, ramifiés a parois lises. Les conidiophores ont une forme conique ou pyramidale. Tres
ramifiés, ils portent des phialides en forme de flasque ou de quille qui a leur tour, portent les
phialospores ou les conidies(fig10b).(COURNUT, 1984, LANDREAU, 2001, KUBICEK et
al., 2002).

Les conidies sont vertes, globuleuses et lisses de dimensions 2,8- 3,2 x 2,5-2,8 um pour
T.harzianum, par contre, globuleuses et granuleuses de dimensions 3,5-4,5 x 2,5-3,2 um pour
T .viride (BOTTON et al., 1985). Les structures de résistance sont représentées par les
chlamydospores globuleuses, hyalines, atteignant 14 um de diamétre pour T.viride et 6 a 12
pm pour T.harzianum (BOTTON et al., 1985).
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a :Culture sur PDA , b :Phialides et conidies
FigurelO: Aspect cultural (a) et Morphologique (b) de Trichoderma harzianum
(BOTTON et al., 1985).

1.13.4Pouvoir antagoniste

Les propriétés antagonistes les Trichoderma spp. sont connues depuis longtemps , puisque la
premiére publication qui en fait mention date de 1887 néanmoins , 1’étude approfondie du
phénomene d »antagonisme de son application comme moyenne de lutte a 1’égard des agents
phytopathogénes n’a débuté qu’entre les deux guerres mondiales (CARON et al., 2002).

Les modéles étudies s’intéressaient essentiellement aux parasites du sol, mais déja, en 1952,
WOOD  signalait 1’efficacité de Trichoderma spp.pour controler Botrytis cinerea sur la
laitue.Cette antagoniste a la capacité d’attaquer les agents pathogénes a travers différents
modes d’action . il peut agir par :

- Antibiose qui résulte de la production de substances agissant comme des antibiotiques
inhibant la croissance de I’agent phytopathogene.

- Compétition qui se manifeste par leur aptitude a les mémes ressources du milieu (aires
d’alimentation, sites de développement) que les champignons pathogeénes.

- Parasitisme qui se manifeste par la destruction de I’agent pathogéne en s’enroulant
autour de celui-ci, soit en I’étranglant, en pénétrant a 1’intérieur et/ou en lui injectant
des enzymes qui le détruisent.

D’aprés CARON et al. 2002, les Trichoderma possédent plusieurs mécanismes d’attaque qui
demeurent complexes. Ils peuvent employer un ou plusieurs modes d’action en méme temps
pour maitriser un agent pathogéne. Le déploiement des modes d’action varie également selon
les partenaires en présence, et les conditions physico-chimiques du milieu. Ce genre est
efficace lorsqu’on lui permet de s’installer avant ’arrivée des agents phytopathogenes.

Son action est donc préventive. Il permet au niveau des racines de créer un manchon
protecteur autour de celles-ci et ainsi contrer I’entrée des agents pathogénes a I’intérieur des
racines.

Une fois installés, les Trichoderma peuvent avoir un effet stimulant pour la plante en absence
de champignons pathogénes, alors qu’en présence de ce dernier, ils deviennent inhibiteurs de
croissance mycélienne, en diminuant sensiblement I’incidence de la maladie par sa
pulvérisation sur la partie aérienne. A ce moment, son action est curative (CARON et al ;
2002).
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D’aprées BESSELAT (1985) et LANUSSE et al (1983), les Trichoderma sont antagonistes de
nombreuses phytopathogénes comme Alternaria spp; Armellaria mella, Athelia rolfsi,
Colletotrichum lini, Fusarium oxysporum, Gaeumannomyces graminis, Helminthosporium sp,
Macrophomina phaseolus, Pythium sp, Rhizoctonia solani, Verticillium albo-atrum et
Verticillium dahliae

DOMSCH (1993) a révélé leur hyper parasitisme sur les sclérotes de Sclerotinia sclerotiorum,
Sclerotium cepivorum, Sclerotinia trifoliorum, Sclerotinia borealis, Claviceps purpurea,
Rhzoctonia solani . Il a affirmé qu’ elles sont ¢galement des mycoparasites d’Actinomucor
elegant, Armellaria mellea, Athelia rolfsii, Cachliobolus sativus, Circinella muscae,
Fusarium oxysporum, Gaeumannomyces graminis, Leentinus edodes, Mucor plumbeus,
M.hiemalis, Phaeolus schweinitzii, Phytophtora parasitica, Phytophtora citrophtora, Phthium
sp, Phycomyces nitens, Rhizopus orysae, Rhizoctonia solani, Zygorrhynchus moelleri et

Syncephalastrum rasemosus.

1.13.5Intéréts de I’utilisation des Trichoderma spp. dans I’agriculture biologique
Ce champignon a la capacité d’augmenter le taux de croissance de la plante et sont
développement(BESNARD et DAVET, 1993 ;ALTOMARE et al.,1999 in HAMDI ,2013)
C’est aussi un excellent agent de bio-controle (LEPOIVRE et SEMAL,1988) qui produit des
métabolites secondaire chez les mycétes , dans le réle est de :

- Retarder la germination des spores .

- Protéger les spores en dormance contre des amibes

- Eliminer dans I’environnement les microorganismes concurrents de la germination

(DEMAIN et FANG,2000).

En effet, la mise en évidence de la production des métabolites secondaires par les
Trichoderma spp . concernant un antifongique a été rapporté pour la premiére fois par
Weidling (1934), puis Papavizas ,(1985).
Sandgren et al ,(2005), ont identifié les métabolites des Trichoderma sppcomme des enzymes
et des molécules bioactives . la production des xylanases et cellulases est variable d’une
souches a I’autre (KUBICEK et al.,2002). Ainsi que les substances bio-actives tels que les
métabolites volatils (VIZSCAINO et al ,2005). Les métabolites non volatils diffusibles
(BLUMENTHAL, 2004). Les métabolites polypeptidiques les ciclosporines et les peptaiboles
(LANDREAU,2001).
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D’apres RIDOUT et al. (1986), I’activité enzymatique induite par les Trichoderma spp. a
aussi un effet sur les protéines des cellules parois des agents phytopathogénes, tels que
Rhizoctonia solani.

En Tunisie, des études ont été menée sur 1’effet des substances volatiles de T.harzianum qui
inhibent le développement mycélien de Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici sur les
plantes de tomate (BENHAMOU et CHET , 1997 ; HIBAR et al., 2005).

En Algérie, une étude récente portant sur le développement et ’extraction des métabolites
secondaires de Trichoderma viride algérien et leur effets biologiques actifs a permis de lister
ces métabolites et leur effet (MOUSSAOUI, 2010).

Ainsi, il existe aujourd’hui quelques souches de Trichoderma inscrites en tant que fongicides
et des préparations correspondantes commercialisées en tant que préparations bio-fongicides
pour lutter contre les maladies des plantes telles que causées par Rhizoctonia solani kuhn. Ou
Phytium ultimum Trow , alors que d’autre sont commercialisées en tant que fertilisants ou
agents de croissance et germination, en absence de phytopathogéne (LYNCH et al., 1991a;
1991b).

Il est établi donc que ce genre est un agent de lutte biologique contre un large spectre de
phytopathogénes, par le biais de son mycoparasitisme, son antibiose ou les deux en méme
temps (LEPOIVRE , 2003).

D’autres études ont ét€ menées au Maghreb pour démontrer I’effet inhibiteur tant in vitro
qu'in vivo des Trichoderma spp. sur des agents pathogénes redoutables tels que les Fusarium ,
les pythium sur tomate , sur blé et sur feve (BENHAMOU et CHET ,1997 ; YEDIDIA et
al., 1999 ; HIBAR et al.,2005).

En Algérie, des travaux récents portant sur le bio-contrdle de certains phytopathogénes par
I’utilisation des Trichoderma spp. Algériens ont été menés, sur le mildiou de la pomme de
terre, confirmant 1’effet antagoniste ou bio-fongicide des isolats Algériens antagonistes des
Trichoderma spp.vis a vis des isolats de Phytophtorainfestans (HASNI, 2012 ;
BENCHEIKH ,2012 ;ZANOUNE,2012). Ainsi que ’activité antagoniste de trois especes de
Trichoderma, a savoir T.harizianum, T.viride et T.longribrachaitum vis-a-vis de Botrytis
fabae et Botrytis cinerea sur feve (BENDAHMANE et al., 2012).
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2. Matériel et méthodes

2.1Introduction

Ce présent travail a porté sur 1’évaluation du pouvoir acridicide de quatre champignons
dont trois entomopathogenes : Beauveria sp., Metarhizium sp. et le ‘Green muscle’ et un
antagoniste du genre Trichoderma sp. ont été appliqués sur les larves du cinquiéme stade (L5
) de Schistocerca gregaria provenant d’un élevage permanent maintenu au niveau de la salle
d’élevage du département de lutte antiacridienne de I’institut National de la protection des
végetaux (INPV) d’El Harrach, selon deux modes par ingestion et par contact. Notre étude a

été basée sur I’effet des traitements & base de champignons suscités sur :

- Le comportement et la mortalité des larves L5,
- Lamorphologie des larves traitées et témoins,.

- L’hémolymphe et I’histologie du mesenteron du Tube digestif des L5.

Notre expérimentation s’est déroulée au niveau de trois laboratoires différents :

- Le laboratoire de mycologie de la station régionale de I’INPV de Boufarik wilaya de
Blida ou ont été réalisés tous les travaux concernant les champignons testés,

- Le laboratoire de cytologie au niveau de centre Hospitalo-Universitaire de Hussein
Dey wilaya d’Alger ou ont ont été effectuées les coupes histologiques du tube digestif
des larves L5 du criquet pelerin,

- Le laboratoire de Lutte anti- acridienne (LAA) de I’'INPV d’El Harrach ou ont été

réalisés les bio-essais du pouvoir antiacridien des champignons étudiés.

Ce travail a nécessité I’utilisation d’un matériel biologique en adoptant une méthodologie

rigoureuse comportant plusieurs étapes.

2.2Matériel biologique
Le matériel biologique est représenté par le criquet pélerin et les champignons étudiés.
2.2.1Le criquet pelerin

L’¢tude a été menée sur les larves de cinquieme stade (15) d’une espece acridienne
schistocerca grégaria (FORSKAL , 1775). Les individus utilisés proviennent d’un élevage

en masse de criquet pélerin réalisé et maintenu au niveau de la salle d’élevage du département
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de LAA de l’institut national de la protection des végétaux (INPV) d’El Harrach. Les
individus sont été collectés de la région de Taghit « Oued Zouzfana » Wilaya de Bechar par
les prospecteurs de I'INPV, au mois d’Avril 2013 suite a I’infestation de la période

printaniére.
2.2.2Les champignons testés

Deux isolats fongiques provenant respectivement 1’un d’un cadavre d’hymenoptére montrant
un feutrage blanchéatre prélevé d’un verger d’agrumes dans la région de Chlef au mois de
Mars 2012 et I’autre d’un cadavre de criquet pelerin, présentant un brunissement au niveau de
la téte et de ’abdomen ont été collectés de la région d’Adrar lors des prospections acridiennes
durant le mois de mai 2010. Apres isolement et purification, la caractérisation culturale et
morphologique ont permis [’identification respectivement des genres Beauveria et
Metharhizium (Figures: 12a et 12b). Ces deux champignons entomopathogénes ont été
purifiés et cultives en masse sur milieu PDA a la température 25° C au laboratoire de
mycologie de la station régionale de I’institut National de la protection des végétaux de
Boufarik.

Un autre champignon entomopathogene Metarhizium anisopliae var. acridum, industriel, dont
le nom commercial est le ‘GREEN MUSCLE’ fabriqué par LUBILOSA (Lutte
biologique contre les Locustes et les Sauteriaux) formulé sous forme de poudre séche
emballée dans des sachets de 100g nous a été proposées par le département de la LAA de
I’INPV d’El Harrach. (Figure 12c).

Parallelement une souche Algérienne de Trichoderma sp. purifiée et ayant déja montré un
pouvoir eliciteur sur Tuta absoluta ( Moumene et al.,2013) a été également testé contre le

criquet pélerin.(fig d12)

2.3Elevage des larves en masse du criquet pélerin

L’¢levage des larves a été¢ réalisé dans des cages en plastique transparente, sous forme de
cube de dimension 1,00m X 0,55m X 0,60m, une petite trappe qui coulisse située a la face
avant permet 1’accés a ’intérieur de la cage dont le fond comporte des pondoirs remplis de
sable humidifié régulierement, 1’arriére de la cage est constitué d’un g rillage en toile qui
permet I’aération. L’élevage est maintenu a une température de 30+4°c et avec une humidité

relative de 60+£5%. Des lampes de 75W assurent un éclairage 16H ,L’alimentation est
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constituée essentiellement des feuilles de gazons  Stenotaphrum americanum L. Le

renouvellement de la nourriture,; le nettoyage et I’humidification des pondoirs s’effectuent
quotidiennement (Figure 11).

Figurell : les cages d’élevage des L5 de Schistocerca grégaria

a :souches Metarhizium sp.b:Beauveria sp. c:Green muscle. d:Trichoderma sp.

Figurel? : les isolats des quatre champignons testés
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Les quatre champignons retenus pour notre étude ont fait 1’objet de préparations de
suspensions conidiennes.

Sur chacune des cultures pures des trois champignons algériens des genres Beauveria |,
Metarhizium et Trichoderma &gées de 20 jours ont été versés séparément 10 ml d’eau
distillée stérile. Chacune de ces cultures a été raclée par une pipette pasteur stérile. Les
suspensions conidiennes ont été récupérées séparément dans des flacons contenant 50 ml

d’eau distillé stérile pour assurer une libération maximale des spores

Cependant pour le Metarhizium formulé la suspension sporale ne peut pas étre aqueuse. A cet
effet 0,89 de spores ont été mélangées avec 20ml de gasoil (LANGEWALD, 1999).

On procéde a I’agitation de chaque suspension fongique a I’aide de I’agitateur de tube Vortex

pendant 10 minutes.

La concentration en spores de chaque suspension fongique a été déterminée par la cellule de
Malassez sous microscope optique au grossissement (X 125). Pour la souche de Beauveria sp.
on a rajouté du tween 20 pour agrandir et mieux visualiser ses petites spores. Ainsi chaque
suspension fongique a été ajustée & 10° spores /ml par de 1’eau distillée stérile pour I’ensemble

des souches mis & part le Green muscle dont on a rajouté du gasoil.

2.4Etude de la toxicite des isolats fongiques

L’étude de la toxicité concerne le traitement des L5 par les suspensions fongiques préparées
des champignons testés ou deux modes d’application de traitements ont été retenus, 1’un par

contact et 1’autre par ingestion.

Pour un suivi a long terme, et éviter les effets de masse, les interférences, ou les
perturbations, les insectes ont été placés individuellement dans 12 boites (8pour les traitement
et 4 pour les témoins (eau et gasoil) en plastiques de dimensions (0,12m x 0,16m x 0,24m)
recouvertes par un grillage en plastique a la taille des boites pour assurer 1’aération .Les L5
ont éte déposees respectivement en nombre de 8 par boite pour un total de 96 individus
maintenus dans les mémes conditions de température et d’humidité que leur élevage en masse

dans les cages (annexe).
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2.4.1Toxicité par contact

Les suspensions fongiques ont été pulvérisees directement sur les juvéniles du cinquieme
stade de Schistocerca grégaria précisément entre la téte et thorax (pronotum) a fin d’étudier
leur action par contact . Les individus de chacune des deux boites réservées aux témoins ont
été pulvérisés séparément par de 1’cau distillée stérile ou/et le gasoil. Les individus de ce

mode de traitement ont été soumis a un prélévement de I’hémolymphe.

2.4.2Toxicité par ingestion

Le test consiste a alimenter les insectes L5 mis a jeuner pendant 24heures afin de leur
permettre de vider leur tube digestif et les affamer, par des fragments de surfaces déterminées
provenant de la plante nourriciére. Pour la présente étude, les insectes sont alimentés avec du
gazon traité séparément par les suspensions des trois champignons séchés a I’air libre
pendant 12heures. Le témoin consiste a pulvériser 1’aliment séparément par I’eau ou/et le
gasoil. Des individus de ce mode de traitement seront sacrifiés pour 1’étude histologique du

tube digestif.

2.5Etude de P’effet des champignons sur la mortalité et la morphologie des
L5 de S. grégaria

La toxicité des traitements fongiques a été basée sur la description morphologique et la
détermination des taux de mortalité des L5 de S. grégaria. L’effet des champignons sur la
mortalité des individus de S. grégaria a été suivi a partir du 4°™ jour aprés traitement selon
les deux modes. Chaque jour, le nombre des larves mortes a été déterminé pour les individus
témoins et traités. L’expérimentation a été suivie jusqu’a la mortalité de la totalité¢ des

individus des lots traités.

Des malformations, des anomalies et des changements morphologiques de taille et de couleur
sont aussi notées par une observation a 1’ceil nu et sous loupe de la partie externe et interne
(par incision) de I’insecte. La durée de cette étude est fixée jusqu’a la mue, la mal formation

ou la mort pour les individus témoins et traités selon les deux modes de pénétration.
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2.6Etude de I’effet des champignons sur I’hémolymphe

Cette partie consiste a prélever I’hémolymphe des individus le 4ieme jour apres traitement par
contact par les suspensions fongiques étudiées . Le prélevement a été réalisé selon la méthode
de Guzoet Stoltz (1987) in chaouche (2009) ou 3a 5 ul d’hémolymphe fraiche des L5 traitées
et des témoins de cet acridien sont prélevés séparément a 1’aide d’une micropipette dans des
tubes Eppendorf suite & une incision entre la patte postérieure et le thorax (Mahamat et
al.,1997) in chaouche (2009). Les échantillons d’hémolymphe prélevés ont été caractérisés
par observation macroscopique et microscopique pour affirmer les changements induits par
les traitements ou leur présence dans I’hémolymphe. La confirmation de la présence des
hyphes des quatre champignons consiste a leur réisolement a partir de I’hémolymphe sur le
milieu de culture PDA incubé a une température de 25°C.

2.7Etude de D’effet des traitements fongiques par mode ingestion sur le
mesentron du tube digestif

L’objectif de cette étude est d’observer et de suivre I’effet de quatre champignons Beauveria
sp., Metarhizium sp., Trichoderma sp et le Green muscle par le mode ingestion sur le tube

digestif des L5 de Schistocerca grégaria .

Elle consiste a des observations macroscopiques a 1’ceil nu et microscopiques du tube digestif
des individus témoins et ceux traités par les différents champignons testés. L’observation
microscopique a porté sur la partie du tube digestif présentant des modifications structurales

surtout au niveau du mesenteron.

Ainsi, la préparation des coupes histologiques a été basée sur la technique de MARTOJA et
MARTOJA —PIERSON (1967) qui comporte les étapes suivantes(Annex) :

2.7.1Sacrifice et prelevement des tubes digestifs

Les individus de criquet pélerin traités ont été sacrifiés le jour méme ou quelque heures apres
leur mortalité. Le prélevement du tube digestif est réalisé par la coupure des élytres et des
fémurs. Une large incision a été effectuée au niveau de la partie ventrale de I’individu jusqu’a

la capsule céphalique
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Nous mettons les tubes digestif dans des piluliers contenant un liquide fixateur (Formol
al0%), pour les fixer dans le but de les garder dans un état proche de ce lui du vivant. Ces
piluliers portent des étiquettes, ou sont mentionnés les différents caracteres. Le délai de
fixation est de 24heures. Apres cette durée les tubes digestifs sont mis dans I’alcool a 70° en

attente jusqu’au la deuxiéme étape, qui est la déshydratation.

2.7.2Déshydratation

Cette étape a pour but d’éliminer totalement 1’cau, elle consiste a passer les tubes digestifs
dans des bains d’alcool de concentrations croissantes (70°, 95° et 100°), chaque bain dure une
demi heure et on va passer directement par les quatre bains du xyléne pendant 30minutes

chacun.

2.7.3Impregnation et inclusion

L’imprégnation se fait par un solvant a la paraffine a I’aide d’un Automate de type : Myr Stp
120, dans le but d’éliminer complétement les traces d’alcool et pour éviter le risque de ne
pas avoir une pénétration compléte de la paraffine a travers des différents parties du tube
digestif , car ’alcool et la paraffine ne constituent pas un mélange de paraffine-

Xylene)pendant 1 heure suivi d’un bain de paraffine pendant 2 heures .

2.7.4Confection des blocs

La confection des blocs est réalisée grace a des moules spéciaux : les barres de leuckart a
I’aide d’Automate d’inclusion type : leica EG 1150H. Ces moules seront remplis par la
paraffine fondue et chaude qui infiltre les différents tissus du tube digestif. Apres
refroidissement par : Leica EG 1150C. on se trouve en présence de blocs de paraffine, durs,

contenant les tubes digestifs.

38



Chapitre Il Matériel et méthodes

2.7.5Confection des coupes

Pour la réalisation des coupes histologiques, nous utilisons le microtome de type Leica
RM2125RT. qui effectue des coupes de sections de 2um d’épaisseur. Les coupes sont

récupérées sous forme d’un ruban, recueilli a I’aide d’un pinceau et placées dans une boite.

2.7.6Etalement .des coupes

Sur des lames nettoyées avec de 1’alcool, séchées et étiquettées, une goutte de 1’eau gélatinée
est déposee. Trois a quatre coupes sont étalées par des fragments du ruban, puis placées sur la
plaque chauffante de type Stuart Cb60 pour faciliter 1’étalement. Enfin les lames sont placées

dans I’étuve a 37°c pendant 48 heures avant la coloration.

2.7.7Déparaffinage, réhydratation et coloration (Trichrome de Masson)

Cette coloration permet de mieux identifier les différents éléments de la préparation. En
accentuant les contrastes, les lames sont plongées dans une succession de bains en
commencant par deux bains de xyléne de 15minutes chacun, suivie de différents bains
d’alcools de concentrations décroissantes (100°, 95°, 70°) a raison de deux bains chacun
pendant 3minutes. on termine par un bain dans 1’eau distillée assurant I’hydratation finale. Les
lames sont d’abord plongées dans 1’hématoxyline de Groat pendant 3 minutes puis rincées
pendant 5 minutes dans 1’eau courante. Ces lames sont plongées dans un bain de Fushine
Ponceau pendant 30minutes, ensuite rincées avec d’eau sous le robinet puis avec de I’eau
distillée. Puis dans deux bains de solution phosphomolybdique et la solution Verte lumiere
pendant Sminutes pour chacun et rincées dans de 1’eau courante. Les lames sont passées dans
I’alcool 100° pendant 5 & 10 secondes, et par la suite plongées dans deux bains de Xyléne

pendant 3minutes.

2.7.8Montage et observation microscopique

Le montage a pour but de protéger les coupes colorées grace a des lamelles, permettant ainsi

une bonne observation microscopique.
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La lamelle est d’abord nettoyée avec peu de xyléne en suite elle est appliquée sur la lame
grace a une goutte résine de montage (Eukitt) de facon a ce que la résine recouvre I’ensemble
de la coupe. La résine polymérisée en une vingtaine de minutes, puis sont prétes pour

I’observation au microscope photonique aux grossissements : (X 125) puis (X 500).

2.8Analyse statistique

Les résultats obtenus ont été représentes sous forme de graphes en fonction des traitements
fongiques et les deux modes de leur application, et cela a 1’aide de logiciel Microsoft Excel.
Afin de vérifier une éventuelle efficacité des champignons testés vis a vis des individus de
schistocerca grégaria et comparer les deux modes de traitements, des analyses statistiques ont
été effectuées au moyen du logiciel SYSTAT vert 7, en déterminant la variance a 1’aide de
GLM (Général Linder Model), les différences ont éte considérées comme significatives pour
un P <0,05 (PHILIPPEAU , 1992).
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3.1Etude de la toxicité des traitements a base des trois champignons testés

Seuls les champignons entomopathogenes testés sur les L5 de S.grégaria ont enregistré des
taux de mortalité a partir du 4iéme jour et ceci pour le green muscle appliqué par ingestion.
L’ensemble des traitements ont révélé leur activité biocide au 5™ jour pour les deux modes
d’application mis a part pour Metarhizium sp. appliqué par ingestion. Une évolution
temporelle de la mortalité a été remarquable au 6™ jour oul les taux de mortalités enregistrés
ont atteint et méme dépassé les 50%. Selon le mode par contact et par ingestion, on a pu
établir le classement des champignons testés selon leur activité biocide dans 1’ordre
décroissant suivant: Le Green Muscle (62,5/50%), Beauveria sp. et Metarhizium sp.
(50/25%). Ainsi, ils ont progressé jusqu’a atteindre leur maximum (100%) au 9™ et 10™
jour (Tab01).

Tableau 01: Taux de mortalité selon les champignons testés, leurs modes d’application
et la durée d’incubation.

Traitement par
Mode _
% :—:lT/Zg]si)il Trichodermasp. | Greenmuscle | Metarhizium sp. | Beauveria sp.
jour
Cont | Ing Cont Ing Cont | Ing Cont | Ing Cont | Ing
4'°me 00 00 00 00 00 125 |00 00 00 00
5°me 00 00 00 00 |25 25 12,5 | 00 25 12,5
6°m° 00 00 00 00 62,5 |50 50 25 50 25
7°me 00 00 00 00 |875 |75 62,5 | 62,5 62,5 | 62,5
gome 00 00 00 00 100 |75 75 62,5 75 62,5
geme 00 00 00 00 100 | 100 87,5 | 75 100 |75
10°™ 00 00 00 00 100 | 100 100 | 100 100 | 100

(Ing :Mode par ingestion /Cont :Mode par contact )

L’analyse de la variance des taux de mortalité des larves L5 de Schistocerca gregaria a
montré des différences hautement significatives selon les champignons testés (Mode T) et
selon la durée d’incubation (Jours) (P=0,000 ) mais des différences non significatives selon le

mode d’application par ingestion et contact (Mode A) ( P=0,284) (Tabl02).
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Tableau02 : Analyse de la variance des taux de mortalité des larves L5 de S.grégaria
selon les champignons testés (Mode T), les modes d’application par ingestion et contact

(Mode A) et selon la durée d’incubation (Jours).

Facteurs Somme des ddl Carré F P
carrés moyenne
Mode T 55334.821 4 13833.705 37.034 0.000
Mode A 437.500 1 437.500 1.171 0.284
Jours 29482.143 6 4913.690 13.154 0.000

L’analyse de la variance globale des taux de mortalité des L5 de S.grégaria en modele GLM
a montré des taux de mortalité n’excédant pas 50% jusqu’au 10™ jour avec une légére
variabilité selon les modes d’application. Ainsi le mode par contact a induit les plus
importants taux de mortalité (35,5%). De méme, une vriabilité a été notée en ce qui concerne
les champignons testés avec des taux de mortalité plus importants pour le Green muscle
(70%), suivi par Beauveria sp .(54%) et par Metarhizium sp. (51%). Parallélement, il est a
noter que ceux enregistrés pour Trichoderma sp. ont été négligeables et identiques a ceux des
témoins négatifs. Comme ils ont montré aussi une évolution temporelle jusqu’a atteindre 60%
au 10"°™ jour (Fig13).

44 ‘ 740 T T T T 70 T T T T T 1
P=0,284 } P=0,000 P=0,000
sT4f } . {
w 3 1 W i\ 441+ 4
= £ 408 =
: : :
g O 242t 1 K }
® 300 - 2 18 -
161 { { B }
90 ! | ! | . {
23 1 | 4 . 8 1 1 1 | 1 | |
cont ingest %@0 & g & \g_o@\o 0 4 5 6 7 8 9
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Figure 13: Analyse de la variance globale des taux de mortalité des larves L5 de
S.grégaria en modéle GLM selon les champignons testés (ModeT), les deux modes
d’application des champignons (ModeA) et la durée d’incubation (Jour) .
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L’analyse de la variance des taux de mortalitt a montré une différence hautement
significative selon les champignons testés et significative selon la période d’incubation pour

le mode d’application par contact (Tab03).

Tableau03. Analyse de la variance des taux de mortalité selon les champignons testés et

la durée d’incubation concernant le mode par contact

somme des Carrés
Facteur carrés Ddl moyens F P
Champignons  31544.643 4 7886.161 17.178 0.000
Période 15678.571 6 2613.095 5.692 0.001

Pour le mode d’application par contact, les taux de mortalit¢ en modele GLM ont tous
dépassé les 50% pour respectivement Metarhizium sp. (55%) Beauveria sp. (57%) et le
Green muscle (68%). Ils ont connu une progression temporelle a partir du gieme

atteindre et dépasser les 50% du 8"™(51,5%) jusqu’au 10°™ jour (64% ) (Fig14).

jour pour

Ef:l 1 I I I I ?3:

| -

T
] el
|

Taux de mortalita
Taux de mortalita

1 1 1 1 1
P 130

Champignons

I|
P

Figureld : Analyse de la variance des taux de mortalité selon les champignons testés et
la durée d’incubation en modéle GLM concernant le mode par contact

Analyse de la variance des taux de mortalité a montre une différence hautement significative
selon les champignons testés et significative selon la période d’incubation pour le mode

d’application par ingestion (Tab04).
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Tableau04 . Analyse de la variance des taux de mortalité selon les champignons testes et

la durée d’incubation pour le mode par ingestion

somme des Carreés
Facteur carrés Ddl moyens F-ratio P
Champignons  24133.929 4 6033.482 14.677 0.000
Période 14241.071 6 2373.512 5.774 0.001

Pour le mode d’application par ingestion, les taux de mortalité en modé¢le GLM ont avoisiné
et atteint les 50% pour respectivement Metarhizium sp. (42%) et Beauveria sp.(45%) mais ont
dépassé les 50% pour le Green muscle (59%) (Figure ????). Ils ont connu une évolution
4iéme

temporelle a partir du jour pour atteindre et dépasser les 50% au 9™ (50%) et 10"*™ jour

(60%) (Fig15).
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Figurel5 : Analyse de la variance des taux de mortalité des larves L5 de S.grégaria en
modele GLM selon les champignons testés (ModeT), et la durée du traitement par mode
ingestion.

3.2Effet des champignons sur le comportement et la morphologie des larves L5 de S.
grégaria

Les résultats obtenus ont montré que les larves traitées par les quarte champignons selon les
deux modes d’application par ingestion et par contact , manifestent une activité normale

similaire a celles des larves témoins pendant le 3 premiéres jours de traitement. Sur le plan
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morphologique, les larves traitées par Beauveria sp. ont montré une augmentation de la taille
traduite par des gonflements au niveau de 1’abdomen et du pronotum (fig 16_3) .Apres
dissection de I’abdomen, une abondance du champignon a été observée particulierement au
niveau du tube digestif (Figl7 _a).

Quant aux larves traitées au Green muscle, des changements morphologiques ont affecté la
coloration : les larves deviennent completement rouges(fig 17_d) et se momifient apres leur
mort (figl7_b). Les symptomes d’infection de ce champignon sur les larves se manifestent
par une importante sporulation recouvrant complétement le corps du cadavre provoquant
progressivement sa détérioration totale .

Par ailleurs, les larves traitées par Beauveria sp. ont présenté la méme symptomatologie. Au
moment de la mue imaginale, elles ont été affaiblies et ont présenté des difficultés pour muer :
elles n’y parviennent pas & se débarrasser de leur exuvie. Elles sont restées emprisonnées et
elles ont fini par mourir (fig16-3). Cependant quelques larves traitées par Metarhizium sp. ont
réussi difficilement & effectuer leur mue avec des déformations au niveau des élytres.
(Figl6-4).

En effet, aucun changement morphologique n’a été observé sur les larves traitées par
Trichoderma sp. et les temoins. Tous les individus ont réussi a effectuer leur mue imaginale

(Fig16-1et2).

45



Partie Il Résultats et discussion

‘-

1: la mue des larves témoin(a: imagos, b: exuvie ),2: adulte a partir de larve traitée par
Trichoderma sp., 3: I’arrét de la mue de la larve traitée par Beauveria sp., 4: déformation au
niveau des élytres de la larve traitée par Metarhizium sp.,

Figurel6 : Comportement des L5 de S.grégaria témoins et traitées par les champignons
testés

a : Présence et abondance de Beauveria sp. a I’intérieur de tube digestif, b : Fructification du

Green muscle sur le cadavre, ¢ : Début de momification causée par Metarhizium sp., d :
Coloration rougeatre causée parle Green muscle,

Figure 17: Morphologie des L5 de S.grégaria témoins et traitées par les champignons
testés
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3.3Recherche des champignons testés dans I’hémolymphe des larves L5 de S. grégaria

Un changement de couleur a affecté I’hémolymphe des L5 de S.gregaria traitées par quelques
champignons testés. La couleur de celles des témoins et celles traitées par Trichoderma sp.
était jaune claire. Cependant, le changement s’est traduit par une coloration jaune foncé pour
Beauveria sp. vert clair pour Metarhizium sp. et vert foncé pour le Green muscle (Figl8)

T : ’hémolymphe témoin , Ms : I’hémolymphe traitée par Metarhizium sp., Tr :
I’hémolymphe traitée par Trichoderma sp., G : I’hémolymphe traitée par le Green muscle, B :
I’hémolymphe traité par Beauveria sp.

Figurel8 : Coloration de I’hémolymphe selon les traitements des L5 de S.gregaria par les
champignons testés

L’examen microscopique de 1’hémolymphe prélevée a partir des L5 de S.gregaria traitées par
les champignons testés a révélé la présence de quelques spores pour certains champignons
seulement (Figl9), car I’hémolymphe a été conservée au congelateur pendant 5 mois. Ce qui
a provoqué leur détérioration comme pour le Green muscle et Trichoderma sp. D’autre part,
le repiquage de ’hémolymphe sur milieu PDA n’a pu révéler que le réisolement des
colonies de Beauveria sp. et Metarhizium sp. ce qui confirme les résultats des observations
microscopiques précédents (Fig19-aetb).
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1: Observation microscopique de 1’hémolymphe des témoins (T) et celle traitée par
Metarhizium sp. (M), Trichoderma sp. (Tc), Beauveria sp. (B) , (a,b,c) les spores .

2 .. Réisolement de Beauveria sp (a). et de Metarhizium sp.(b) sur milieu PDA a partir
I’hémolymphe.

Figure 19 : Recherche des champignons testés dans I’hémolymphe des L5 de S.gregaria
traitées

3.4Etude de I’effet des traitements fongiques sur la morphologie et la structure du tube
digestif de S. grégaria

L’activité fongique a affecté la morphologie et la structure du tube digestif. Un aspect ridé a
¢té noté sur certaines parties du tube digestif sous 1’activité de certains champignons testés
(Fig20 B ,Gr,M). L’histologie de la partie mesenterale du tube digestif des larves L5 du
criquet pélerin témoins et celles traitées par Trichoderma sp. a présenté un épithélium
pseudo-stratifié palissadique avec une bordure en brosse (cils) et des cellules de régénérations
situées a la base de 1’épithélium. Les muscle sont trés réduits, et formés d’une couche fine et
circulaire interne et de quelques fibres longitudinales externes.

En revanche, les individus traités par Metarhizium sp., Beauveria sp. et le Green muscle ont
présenté des altérations importantes au niveau de la partie mesenterale suite a I’activité
importante des champignons entomopathogénes testés. L’aspect histologique mesenteral a
révélé une membrane peéritrophique complétement détruite ou discontinue et un décollement
entre les cellules épithéliales et les muscles circulaires internes. Comme, il a été noté une

disparition progressive jusqu’a I’absence totale des cils (Fig20).
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3.5Discussion :

Cette eétude a réveélé que le traitement Trichoderma sp ,n’a aucun effet sur la mortalité des L5
de S. gregaria et que ces résultats été identique a celle de témoin . ainsi, 1’effet des reste
3iéme Oiéme

traitements n’a pas lie qu’apres le jour apres leur application, pour atteindre au 1

jour le taux maximale 100% .

Le taux de mortalité des L5 de Schistocerca gregaria en GLM ont montré une variabilité
selon les mode d’applications ,ainsi le mode contact a induit la plus importante mortalité avec
les traitements testé (35,5%). respectivement pour Green muscle (68%) ,suivi par Beauveria
sp .(57%), suivi par Metarhizium sp. (55%).il est noter que des nombreux travaux sur le taux

de mortalité causé par ces trois champignons coincident avec nos résultats.

HALOUANE (1997), signale que le traitement par M. anisopliae soit par contact ou par
ingestion montre que ce champignon est extrémement virulent vis-a-vis de Schistocerca

gregaria, avec une sensibilité accentué chez les larves de 5eme stade.

D’aprés LOMER (1997), le projet LUBILOSA produit le Metarhizium flavoviride selon un
systeme a deux phases sur un substrat de riz ou de mil a I'I'TA de Cotonou et a
I'AGRHYMEde Niamey. Les rendements atteignent 100 g/kg. Les spores séchées supportent
bien le stockage. Elles sont facilement utilisables en suspension dans différentes huiles pour
constituer des formulations ULV. des applications de 100 g par hectare dans deux litres
d'huile ont été faite, soit approximativement 5 x 1012 spores a I'hectare. Des réductions de
population ont été observées en plein champ aprés I'épandage de spores dans trois systémes.
Dans le sud du Bénin, les comptages de larves au 5éme stade et de jeunes adultes de
Zonocerus variegatus ont montré une diminution de 90% de la population dix jours apres le
traitement. Hieroglyphus daganensis a également été traité a Malanville dans le nord du
Bénin par des épandages en ULV de spores de Metarhizium, mais la densité de la végétation a
réduit les effets de I'application. Toutefois, le recyclage des spores sur la végétation traitée a
permis une certaine compensation puisque 70% de la population a été anéantie en 14 jours.
Des résultats similaires ont été obtenus contre Oedaleus senegalensis et Kraussella amabile a
Mourdiah. Les résultats varient toutefois plus fortement dans les herbages sahéliens en raison
probablement de la pression exercée par les prédateurs. L'application a des bandes de Criquet
pélerin en Mauritanie a provoqué leur destruction. La prédation a provoqué une grande

mortalité parmi les criquets et a semblé se renforcer sous I'effet de I'infection fongique.
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FARGUES et al., (1997), ont trouvé un taux de mortalité entre 98 et 100% aprées 8 jours de
traitement de Schistocerca gregaria avec Metarhizium flavoviride a une température

comprise entre 25°C et 30°C.

D’aprés STEPHAN et al., (1997), des bio-essais contre Locusta migratoria (L3) ontmontré
que l'efficacité des blastospores séchées par pulvérisation était comparable a celles de
blastospores fraichement produites (mortalité > 90%), bien que le temps écoulé pour tuer 50%
des larves ait été legerement plus long. Différentes formulations a base de blastospores
séchées par pulvérisation ont été testées en Mauritanie dans des conditions semi-naturelles
contre des larves de Schistocerca gregaria en utilisant la technique d'application en ULV. Les
blastospores sechées par pulverisation ont été hautement infectantes dans une formulation
aqueuse, une émulsion huile/eau et une formulation huileuse. La plus forte mortalité de pres
de 100% apres 15 jours a été constatée avec la formulation aqueuse (20% de mélasse,

80% d'eau).

BLANFORD et THOMAS (2001), ont obtenu un taux de mortalité supérieure a 90% apres 10
jours dans des conditions de température constante, de 66% aprés 70 jours sous
thermorégulateur optimal avec un traitement de Metarhizium anisopliae var acridum appliqué

sur les adultes de Schistocerca gregaria.

KANE et al., (2007), ont comparé a Akjoujt, centre ouest de la Mauritanie, la virulence de
deux souches de M. anisopliae var acridum IMI 330189 et celle de I’institut de lutte
biologique de Darmstadt (Allemagne) sur des larves et imagos du criquet pélerin. Pour les
bio-essais et le test sur ’effet des températures ambiantes (variant entre 22 et 26,5°C) sur la
virulence du mycopesticide, deux doses ont été utilisées: 1,1 x 103 et 5 x 104 spores / insecte.
Les souches IMI 330189 et celles de 1’Allemagne ont causé la mortalité de 85 et 95% des
larves du 4éme stade (L4) traitées, respectivement. Chez les imagos, la mortalité enregistrée
est de 55% pour toutes les doses excepté la forte dose de la souche IMI 330189 ou elle
s’éleve a 95%. Par contre, sur les L4 exposées aux températures ambiantes qui variaient entre
11 et 31,5 °C, la mortalité était inférieure a 25% exceptée pour la forte dose d’IMI 330189 qui
a tué¢ 73,33% des larves testées. L’exposition des larves traitées avec la forte dose d’IMI
330189 a des températures comprises entre 32 et 46,5 °C pendant huit heures par jour, a
fortement inhibé la virulence du biopesticide avec une mortalité 7%. Pour le test en conditions

semi-naturelles, seule la souche IMI 330189 a eté utilisée a la dose 5 x 1012 conidies / ha.
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Pour ce test, il y avait deux traitements: larves et végétation traitées et larves non traitées
placées dans la végétation traitée pour évaluer 1’effet du prélévement secondaire. Dans le
premier cas, une mortalité de 66% a été observée contre 41,25% pour

le second cas.

VAN DER VALK (2007), annonce que la plupart des traitements effectués avec une dose de
5X10'2 conidies/ha de Metarhizium anisopliae var. acridum ont entrainé une réduction de la
population acridienne de plus de 90% (aussi bien lors d’évaluations de terrainqu’en cages)
dans un délai de 6 a 14 jours; avec des doses d’application moindres, le contrble était moins
tangible.

Des essais ont été effectués par ENTZ et al., (2008), afin de testé deux variétés
deMetarhizium :Metarhizium anisopliae var. anisopliae etM. anisopliae var. acridum sur
quatre espéces de locustes : Melanoplus sanguinipes, élevé au laboratoire et M. sanguinipes,
M. bivittatus et M. packardii, récolté du terrain. Ils ont trouvé avec les acridiens tirés du

laboratoire traités au M. anisopliae var. acridum un taux de mortalité de 99% apres 12 jours.

MILNER et al, (2003) apres applications de M .anisopliaea 10 4 et 105 spores /ml sur

vittatumPhaulacridium .Une mortalité de 100 % est obtenue au bout de Sept jours .

DOUMANDIJI-MITICHE et al. (1997b) ont obtenu des mortalités totales sur les adultes de S.
gregaria au 5éme jour de traitement par M. anisopliae avec une dose avoisinant les 105

spores/ml. Sur le méme acridien

BLANFORD & THOMAS 1999; Elliot et al. (2002), constatent que M.anisopliae a été tres
virulent a la dosede 103 spores /ml avec un taux de mortalité de 75% sur Schistocerca

gregaria apres huit jours de traitement suivie par des sporulations sur des cadavres .

CHAOUCHE , 2009 La mortalité des larves et des ailés de Dociostaurus maroccanus traités
par les deuxchampignons B. bassiana et M. anisopliae avec deux doses différentes, montre
que les2 entomopathogénes affectent significativement cet acridien en fonction de son
stadebiologique et de la concentration des 2 entomopathogénes. Les larves traitées par
Bbassiana et par M. anisopliae, atteint 100 % de mortalité au 4éme jour apres traitementpar
les 2 doses D1 et D2. Les ailés, enregistrent 100 % de mortalité respectivement aux 9éme et

6eme jour pour la 1éere dose, et au 4éme et 5éme pour la 2eme dose.
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DELGADO et al. (1997) lors d’un essai sur terrain de B. bassiana contre Locusta migratoria,
ont enregistré un pourcentage de mortalité de 56 % au 10éme jour de traitement, Ce résultat a
été noté également par KOOYMAN et al (2005) dans le cadre de I’essai d’un biopesticide
Green Muscle a base de Metarhizium anisopliae var. acridum, sur les larves du Schistocerca

gregaria dans la Wilaya d’El Oued.

JARONSKI et GOETTEL (1997) testant ’effet de B. bassiana vis-a-vis des adultes de
Melanoplus sanguinipes ont obtenu des mortalités de 72 % au 2°™ jour a la dose 1,2 x 106

spores/ml. Sur ce méme acridien .

INGLIS et al. (1997) ont enregistré 80 % de mortalité au début du 4éme jour pour la dose de
4,3 x103 spores/ml.,

HADDADJ (2001) a enregistré 100 % de mortalité au 4eme jour avec une dose D = 1,42 X
106 spores/ml.

SABBAHI et al (2008a) ont obtenu des mortalités supérieure a 90 % des adultes de L.

8
lineolaris aprés 6 jours, lorsque ces derniers étaient soumis a une concentration de 1 x 10
conidies/ml de B. bassiana. En fraisiére, cette moltalité était d'environ 70 % aprés 8 jours,
suite & une application du méme isolat de B. bassiana a une concentration de 103 J

conidies/ha. L'application des isolats INRS-CFL et INRS-IP de B. bassiana sur Je feuillage de
la vigne a des concentrations de 5 X ** conidies/ha a causé des mortalités supérieures a 67 %

chez les adultes de L. lineolaris apres 6 jours suivant leurs l'application. Alors que dans les

conditions de laboratoire, l'inoculation des adultes de L. lineolaris avec B. bassiana a une

concentration de 1 x 106 conidies/ml a provoqué des mortalités supérieures a 86 % apres 5
jours d'incubation. Ces résultats viennent confirmer les observations faites par d'autres travaux
de recherche (Steinkraus et Tugwell, 1997, Kouassi et al., 2002, Sabbahi et al., 2008a).. La
différence de la susceptibilité de L. lineolaris durant les expériences realisées au laboratoire et
sur le terrain est probablement due aux facteurs abiotiques tels que la température, les
précipitations, les UV et I'humidité relative. De nombreuses études ont démontré que le
potentiel infectieux des champignons entomopathogenes comme agents de lutte biologique est
influenceé par les rayons ultraviolet (Gardner et al., 1977; Daoust et Pereira, 1986a; Jarrod et
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ROBERT, 2005), la température (Roberts et Campbell, 1977; Doberski, 1981) et I'humidité
relative (Ramoska, 1984; Jeffrey, 2005).

MILAT-BISSAAD et al ,2011, Le champignon Beauveria bassiana a été isolé d’adultes du
criquetpélerin, S. gregaria. Des essais préliminaires sur la pathogénicité de ce champignon,
agent de lutte biologique, ont été réalisés au laboratoire sur S. gregaria par pulvérisation.
Quatre doses ont eté utilisées : enregistré des mortalités des les ler jours pour la D1 et la D2
chez les L5 pour obtenir les 100% de mortalité au 5éme jour. Par contre aux plus faibles
doses, les mortalités ne débutent qu’au 4éme jour pour atteindre les 100% au 7eme jour. Chez
les adultes males, la mortalité débute au 2éme jour pour les D1 et D2 et atteint les 100% au
6émé jour pour la D1 et au 7éme jour pour la D2. Par contre, aux D3 et D4, elle débute au
3éme jour et au 6eme jour respectivement, pour atteindre les 100% au 8éme jour . Chez les
femelles, les mortalités varient selon les doses. On obtient les 100% de mortalité au 3émé jour
pour le D1 et au 4éme jour pour le D2.Aux faibles doses, la mortalité s’achéve entre le 7éme

et le 10éme jour pour la D3 et la D4.

En revanche, sur le plan morphologique , des changements de taille et de couleur on été
observées , au moment de la mue , des déformation total ou particlle de I’insecte provoqueé par

Beauveria sp ,Metarhizium sp., et Green muscle.

OUTAR,2009 D’apres leur résultats, le traitement au M. anisopliae par les deux types de
traitement a engendré des changements morphologiques au niveau de la coloration, donc les

larves deviennent complétement rouge apres leur mort ensuite se momifient.

D’aprés WELLING et ZIMMERMANN (1997), la cuticule des individus de L. migratoria
infectées par Sorosporella sp. devient pale et se casse vers le haut facilement, libérant les
masses des spores brun-rougeatre qui remplissent le cadavre entier. Ces spores a parois
¢paisses sont globulaires, avec un diamétre du 7,5 um et agglutiné dans les unités regroupent

des dizaines ou centaines de spores.

Selon KOOYMAN (2007), Metarhizium infecte les insectes par contact, pas par ingestion, ce
qui est similaire a I’action de beaucoup d’insecticides chimiques. Les spores trouvés sur la
cuticule de I’insecte ou ramassées de la végétation, germent pendant 24 heures. Les hyphes
sortant pénétrent dans la cuticule a I’aide des enzymes et se désintegrent ensuite en

corpuscules hyphales qui se répandent a travers le corps de I’insecte. Ce dernier essaie
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d’enkyster ces cellules fongiques surtout quand leur développement est arrété par une
température élevée. Cependant, la plupart sont capable de se libérer au moment ou la
température devient favorable. Du mycélium pousse ensuite dans les tissus et si ’humidité
ambiante est suffisamment élevée, on peut le voir sortir du cadavre, surtout des articulations.
Lors de ce processus la cuticule rougit, par 1’oosporéine produite par le champignon. Des
spores vertes sont formées 24h ou 48h aprés I’infection par le champignon, elles peuvent
ensuite infecter d’autres individus. Si ’air est trop sec, la sporulation a lieu a I’intérieur du
cadavre, ou les spores peuvent survivre longtemps. A D’arrivée de la prochaine saison de
pluies les restes du cadavre se désintegrent et les spores sont libérées pour infecter chaque
criquet qui les piétine. C’est possible que les spores soient soufflées sur des nouveaux hotes

par le vent.*

GREATHEAD et al 1994, on motionné que Beauveria bassiana est connu depuis longtemps
comme responsable de la maladie de la “muscardine blanche” chez les vers a soie et d’autres
insectes. L’individu infecté est recouvert d’une importante couche de mycélium blanc,
évoquant de la neige. Il existe des souches infectant des criquets et qui peuvent étre trés
efficaces, surtout en régions tempérées. Des épandages de conidies de B. bassiana en solution
huileuse, effectués au Mali sur un mélange de jeunes larves de Kraussellaamabile, de
Cataloipus cymbiferus et de Hieroglyphus daganensis, ont permis d’obtenir une
mortalitéglobale de 72 % au bout de 2 semaines (JOHNSON et al., 1992). Une autre espéce,
B. brongniartii, aété identifiée sur le Criquet migrateur mais elle semble infecter plus souvent
des larves de Iépidoptéres et de coléopteres.

L’examen microscopique a révélé la présence de quelque spores de certains traitements dans
I’hémolymphe des L5 de S.gregeria qui ce traduit par changement de couleur par apport a
celui de témoin jaune foncé pour Beauveria sp. vert clair pour Metarhizium sp, vert foncé

pour Green muscle et qui confirme le passage des hyphe a travers la cuticule de insecte .

LATCHININSKY et LAUNOIS-LUONG (1992).a motionné que Le criquet meurt
intoxiqué par des toxines produites par les blastospores de Beuaveria qui se sont multipliées
dans I'némocoele. La téte, le pronotum et I'extrémité abdominale se couvrent d'un mycélium

de couleur blanchatre et d'aspect veloute.

AMOURIQ, 1973 ; KOUASSI, 2001 ; KOOYMAN, 2007. On montré que Le développement
des hyphes de Métarhizium peut étre observé dans I’hémolymphe des criquets a partir du
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3eme jour d’inoculation. Ce développement commence a s’intensifier a partir du 4ome jour
suivant ’infection accompagné d’une réduction considérable du nombre d’hémocytes. Du
mycelium pousse ensuite dans les tissus, lors de ce processus la cuticule rougit ce qui est du a

la production de I’oosporéine par le champignon.

Des altérations importantes au niveau de la partie mesenterale suite a I’activité importante des
champignons entomopathogenes testés. L’aspect histologique mesenteral a révélé une
membrane péritrophique completement détruite ou discontinue et un décollement entre les
cellules épithéliales et les muscles circulaires internes. Comme, il a été noté une disparition
progressive jusqu’a ’absence totale des cils .Nos, résultats sont assez comparables avec
d’autres travaux réalisés par plusieurs auteurs sur 1’histologie chez différents ordres d’insectes

lors des traitements biologiques.

KARA_TOUMI (2010 ). montré que , I’examen des différentes parties De tube digestif des
adultes et des Larves du cinquiéme stade larvaire de S. gregaria a mis en évidence trés peu
d’altérations structurales au niveau de stomodeum et du proctodeum Cependant ces
différences sont notables au niveau de mesenteron, chez lindividus traités par les deux

champignons entomopathogenes M.flavoviride et M . anisopliae UtiliSés.

BISSAD (2002) a montré que Beauveria bassianaa un effet sur le tube digestif au niveau de

I’intestin antérieur et de I’intestin postérieur du criquet pélerin S. gregaria.

PAPILLON ET CASSIER (1977) ont enregistré de forts troubles physiologiques via la
destruction de 1’épithélium intestinal chez les imagos de S. gregaria infestés par le
protozoaire Melamebae locustae.Chez les acridiens traités par Bacillus thuringiensis, les
différentes parties du tube digestif n’ont subi aucune altération puisque le PH du tube digestif
des acridiens est acide,ce qui ne favorise pas la libération de toxines chez ces groupes

d’insectes

HABBES (1989) note une désorganisation et une destruction de 1’épithélium intestinal, un
détachement des cellules épithéliales les unes des autres et une augmentation du nombre des
cellules caliciformes de 1’intestin moyen des larves de Thaumetopea pityocampa traitées par

B. thuringiensis.
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Conclusion générale

Ce présent travail s’incére dans 1’axe de recherche de nouvelles méthodes de lutte biologique
alternatives aux insecticides chimiques synthétiques utilisés dans la lutte contreSchistocerca

gregaria ravageur redoutable sur une large gamme de cultures.
Trois paramétres on été cibles :

e Le comportement et la mortalité des larves L5 de S .gregariavis a vis des traitements a
base de champignons testés.
e La morphologie des larves traités et témoins.

o Effet des traitements sur le tube digestif et I’hémolymphe.

Ainsi, deux modes d’application de traitements on été retenus,l’un par contact direct et I’autre
par ingestion. Pour une concentration de 10° spores/ml des suspensions conidiennes

fongiques utilisées.

Au terme de cette expérimentation, il est important de rappeler les principaux résultats
obtenus :

Cette étude a révelé que le traitement a base deTrichoderma sp.,n’a aucun effet sur la
mortalité des L5 de S. gregariaet que ces résultats étaient isimilaires a ceux des témoins.
Cependant, I’effet des autres traitements n’apparait qu’apres le 3™ jour de leur application,
Oiéme

pour atteindre au 1 jour des taux maximaux (100%) .

Le taux de mortalité des L5 de Schistocerca gregariaont montré une variabilité selon les
mode d’application,ainsi le mode contact a révélé les plus importants taux de mortalité avec

68% pour le traitement Green muscle,57% pour Beauveria sp . et 55% pourMetarhizium sp. .

Sur le plan morphologique , des changements de taille et de couleur on été observees ,
aumoment de la mue ainsi que les déformations totales ou partielles de 1’insecte engendrées

parBeauveria sp. et Metarhizium sp.

Une variation de la coloration de ’hémolymphe a été révélée pour les traitements a base de
Beauveria sp., le Green muscle et Metarhizium sp. et I’observation microscopique a confirmé
la presence de certaines conidies pour certains champignons. Cependant le prélevement de
I’hemolymphe issue de chaque traitement sur milieu PDA a confirmé la présence de

I’ensemble des champignons testés mis a part le green muscle.
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L’observation microscopique des coupes histologiques réalisees an niveau duméseteron du
tube digestif des individus de S. gregaria traités et témoins n’ont pas montré de grandes
différences entre les témoinset ceux traités par Trichoderma sp.La partie la plus altérée du
tube digestif des individus traités par les trois entomopathogeénes est 1’intestin moyen ou le
mésenteron qui présente desdestructions notables des cellules épithéliales au niveau de leur
agencement, leur cohésion et au niveau de la membrane péritrophique qui apparaissait

completement lyséeapres traitement.

En perspectives, pour une meilleure poursuite de cette étude, il est souhaitable de :
v’ Tester les champignons les plus efficaces in vitro sur les différents stades du criquet
pélerin et en plein champ dans le biotope de ce ravageur ;
Déterminer la DL50 des isolats testés ;
Etudier leur toxicité, leur rémanenceet leur persistance ;
Les produire en masse et les formuler ;

Les utiliser dans le bio controle d’autres insectes ravageurs ;

AN N NN

Rechercher d’autres entomopathogénes efficaces pour lutter contre Schistocerca
gregaria .
v" Tester la souche de Trichoderma sp. sur d’autres insectes utiles pour sa formulation et

son utilisation dans le biocontréle des champignons phytopathogénes,
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Annexes

Prélevement de I’hémolymphe des L5 de S gregaria.
Préparation de milieu PDA :

20g de pomme de terre.

209 d’Agar

1L d’eau distillé stérile.



Etude de la toxicité des isolats fongiques
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