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RESUME

Notre travail comporte plusieurs volets ; A travers le premier, nous avons
approché l'aspect lutte avec l'insecticide, imidaclopride et le biopesticide, Green
muscle qui sont appliqués contre les larves de Dociostaurus maroccanus (L3 et L4)
dans la région « Marhoum ». L’action létale significative de I'insecticide est atteinte
dans les 24h qui suivent le traitement avec 1/8 de la dose recommandée. La
pulvérisation de Green muscle a raison de 50 g/ha, 25 g/ha et 12,5 g/ha affecte
significativement la mortalit¢ des larves. Au 9e jour apres traitement, les taux
d’efficacité atteignent respectivement 53,20%, 41,80% et 25%. L’activité
entomopathogéne de Metarhizium anisopliae s’est révélée par des lésions
intestinales et cuticulaire et par un effet cytopathologique au niveau de
I'hnémolymphe. Dans un second volet, nous avons étudié les caractéristiques de M.
anisopliae qui s’est développé sur différents milieux de culture. Les résultats
montrent que les faibles températures et teneurs en activité de I'eau ralentissent la
germination. Au laboratoire, les mortalités des larves de criquet marocain traitées
avec l'imidaclopride et M. anisopliae dépendent du temps et des doses appliquées.
Les valeurs des DL50 et TL50 obtenues augmentent en fonction de I'avancement
des stades larvaires. Dans un autre volet, nous nous sommes proposé de
rechercher, chez les rats Wistar femelles, I'impact de 1/10 et 1/80 DL50 de
I'imidaclopride, et 1/10, 1/100 et 1/200 DL50 de Green muscle sur le foie, les reins,
les poumons et sur l'intestin gréle, par des comparaisons avec les rats témoins. La
toxicité subaigue de lI'imidaclopride change significativement 'augmentation relative
des poids corporels et certains paramétres sanguins. L'étude histopathologique a
montré de multiples Iésions, une vasodilatation avec des infiltrations cellulaires et
des congestions sanguines. Quand au biopesticide, les explorations fonctionnelles
rénale et hépatique montrent quelques perturbations non significatives. Cependant,
la forte dose a montré des augmentations significatives en nombre de leucocytes et
d’érythrocytes et en taux de I'hématocrite et de I'hémoglobine. Les coupes
histologiques ont réveélé quelques altérations qui semblent étre plus importantes en
fonction de la dose. Ces anomalies révelent le caractére inflammatoire et

immunogéne de I'administration subchronique de M. anisopliae.

Mots clés : imidaclopride, Green muscle, Dociostaurus maroccanus, la région

Marhoum, rats Wistar, toxicité, inflammation.



ABSTRACT

Our work has several components, Through the first, we approached the fights
aspect with the insecticide, imidacloprid and the biopesticide, green muscle which
are applied against the larvae of Dociostaurus maroccanus (L3 and L4) in the region
“Marhoum”. The significant lethal action of imidacloprid is reached in the 24 h which
follow the treatment with 1/8 of the recommended amount. The pulverization of green
muscle at the amount of 50 g/ha, 25 g/ha and 12, 5% affects significantly the larves’s
mortalities. At the 9th day after treatments, the average effectiveness are 53,20%,
41,80% and 25% respectively. The entomopathogenic activity of Metarhizium
anisopliae is revealed by an intestinal and cuticular lesions and a cytopathogenic
effect on the hemolymph's level. In a second component we studied the
characteristics of M. anisopliae which developed on various growth media. The
results show that the low temperatures and the low contents of water activity slow
down the germination. At the laboratory, the mortalities of the Morocan locust larvae
treated with imidacloprid and M. anisopliae depend on time and applied doses. The
values of the LD50 and LT50 obtained increase according to the advancement of the
larval's stages. In another shutter, we are proposed to search, in the females rats
Wistar, the impact of 1/10 and 1/80 LD50 of imidacloprid and of 1/10, 1/100 et 1/200
LD50 of green muscle on the liver, the kidneys, the lungs and on the small intestine,
by comparaisons with the control rats. The imidacloprid’s subacute toxicity changes
significantly the relative augmentation in body weight and certain blood parameters.
Histopathological study has showed multiple lesions, a vasodilatation with celullar
infiltrations and blood congestion. With the biopesticide, renal’s and liver's functions
tests have showed some non-significant changes. However, the strong dose has
revealed a significant increases in the numbers of leucocytes and erythrocytes and in
the concentrations of hematocrit and hemoglobin. Histological sections revealed
some alterations that appear to be more important depending on the dose. This
anomalies reveal the inflammatory and immunogenic character of the subchronic M.

anisopliae administration.

Keywords : imidacloprid, green muscle, Dociostaurus maroccanus, the region

Marhoum, Wistar rats, toxicity, inflammation.
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INTRODUCTION

L’agriculture contemporaine a un besoin de plus en plus grand de protéger
ses cultures et ses récoltes, si elle veut maintenir ses hauts rendements et ses
marges déja faibles dans certaines productions [1]. Les espéeces végétales sont
soumises régulierement a des attaques de déprédateurs, parmi eux les acridiens.
Ces derniers occupent une place prépondérante notamment dans les territoires
abritant de vastes zones arides et semi-arides. L’Algérie, par sa situation
géographique, est inscrite parmi les pays ou les acridiens peuvent créer de vraies
menaces pour les paturages et les cultures. On y trouve notamment les especes
les plus nuisibles sur le territoire national : le criquet pélerin (Schistocerca
gregaria), le criquet migrateur (Locusta migratoria), et le criguet marocain
(Dociostaurus maroccanus) [2].

Du fait de sa polyphagie et de son grégarisme, Dociostaurus maroccanus
(Thunberg, 1815) (Acrididae, Gomphocerinae) est considéré comme trés
redoutable a I'agriculture. Il peut s’attaquer aux céréales, aux cultures maraichéres
et a l'arboriculture fruitiere. Les pertes de récolte seraient dues surtout aux jeunes
stades larvaires [3]. Le criquet marocain peut engendrer, par année favorable, des
pullulations trés importantes pouvant se constituer en essaims et envahir des

régions entieres [4].

L’Algérie a connu plusieurs situations d’invasion de cet acridien dont la
derniére remonte aux années 1963-1964. Des recrudescences mineures sont
enregistrées a partir des années 1999. Cette situation résulte largement d’'une
meilleure connaissance du probleme associée a I'apparition de nouveaux moyens
de surveillance et de lutte. Ces moyens visent I'intervention au niveau des zones
ou pullulent le criquet marocain et I'engagement des traitements dés que le seuil
des interventions est atteint [5]. Les opérations de lutte chimique mobilisent
chaque année des moyens humains, des matériels colossaux et une enveloppe
financiére conséquente. L'institut national de protection des végétaux (INPV) traite
chimiquement contre ce ravageur de grandes superficies, avoisinant les 50.000 ha
avec énormes guantités d'insecticides, particulierement en période printaniére

dans les régions céréalieres de I'ouest du pays [6]. Cela n’est pas resté sans
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conséquences néfastes sur les écosystemes naturels et sur les especes non
cibles. Les insecticides chimiques ont ainsi une mauvaise image dans le public et
sont de plus en plus sur la sellette pour des questions de toxicité et de pollution. Il
se pose également le probléme de l'efficacité des produits phytosanitaires qui,
comme les antibiotiques utilisés en médecine humaine, voient des résistances

apparaitre qui les rendent inefficaces [1].

La lutte biologique est une alternative tres prometteuse avec un marché en
pleine croissance. Cependant, elle reste insuffisante, limitée et peu développée. A
défaut de pouvoir se passer des insecticides de synthése pendant les périodes
des invasions acridiennes, il est devenu impératif de bien cibler I'arsenal chimique
utilisé et d’explorer les moyens et les méthodes de traitement, jugés utiles, afin de

réduire les doses des insecticides actuellement recommandées et appliquées.

Les néonicotinoides, en particulier limidaclopride, représentent des
insecticides chimiques qui sont rapidement imposés. L'utilisation de I'imidaclopride
a considérablement augmenté depuis son introduction [7]. Ces derniéres années,
il domine le marché avec une part de 25 % du total des ventes mondiales des
insecticides [8]. La haute affinité de I'imidaclopride aux récepteurs nicotiniques de
I'acétylcholine des insectes par rapport & ceux des mammiferes lui accorde une
forte toxicité sélective pour les insectes et une sécurité apparente chez les
humains [9] et [10]. Une fois appliqué, cet insecticide présente une faible
persistance dans le sol, une action systémique élevée et une forte efficacité a
faible dose comparé a d'autres insecticides [11]. L'imidaclopride ne figure pas
dans la liste des produits couramment appliqués en lutte antiacridienne et peu de

données sont rapportées sur son utilisation contre les acridiens [12].

Considérant l'importance économique du criquet marocain, et vu les
caractéristiques de limidaclopride et I'absence de données relatives a son
application sur terrain contre D. maroccanus, nous Nous Sommes Ppropose
d’évaluer l'efficacité des doses réduites de I'imidaclopride [MIDA®] a la recherche
de la dose efficace la plus faible. Le test est réalisé, en collaboration avec 'INPV,
sur les larves de 3¢ et 4¢ stade de la sauterelle marocaine, au niveau d’un foyer

grégarigene, la région “Marhoum” (Sidi-Bel-Abbes). L'imidaclopride est comparée
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avec un insecticide de référence, deltaméthrine [DECIS®], un pyréthrinoides de
synthese homologué et largement utilisé en lutte antiacridienne [12].

A la recherche de lutte alternative, I'intérét des scientifiques se tourne vers
les micro-organismes entomopathogenes. Ces derniers peuvent assurer une
protection phytosanitaire performante par leur ubiquité naturelle dans les
écosystemes, leur grande variété, leur dissémination facile et leur spécificité
d’action [13] et [14]. Le Metarhizium anisopliae var. acridum dont le nom
commercial est le Green muscle® retrouvé sur Ornithacris cavroisi (Finot, 1907)
(Orthoptera, Cyrtacanthacridinae) au Niger, s’'est avéré le champignon
entomopathogéne le plus virulent [15]. Au cours des dernieres années, I'utilisation
réelle de Green muscle a augmenté pour atteindre I'échelle commerciale dans
plusieurs pays comme le Brésil, la Chine, I'Afrique du Sud et le Mexique [16].
Metarhizium anisopliae est largement testé sur le terrain  Africain
principalement pour le contréle du criquet pélerin [17], [18] et [19]; le  criquet
puant, Zonocerus variegatus [20] et [21]; le criqguet migrateur [22]; le criquet
sénégalais, Oedaleus senegalensis [23] et [24] et le criquet du riz, Hieroglyphus
daganensis [25]. Sur le plan national, les essais sur terrain avec le biopesticide
Green muscle ont révélé des résultats satisfaisants, comme le cas du test réalisé
a El-Oued (Sud - Est) contre Schistocerca gregaria [26], et I'essai réalisé a Sidi-
Bel-Abbes (Nord-Ouest) sur les larves de Dociostaurus maroccanus [5].

Vu le manque des résultats relatifs a I'étude de l'efficacité de Green muscle
sur D. maroccanus au niveau national et international, nous avons choisis
d’effectuer le deuxieme essai sur le terrain Algérien contre les larves de 3¢ et 4¢
stade de D. maroccanus. Ce travail a été réalisé a "Marhoum”, région abritant des
zones potentielles de reproduction. Notre objectif principal est de contribuer aux
efforts menés par I'Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et
I'agriculture (FAO) afin de promouvoir la lutte biologique par I'utilisation précoce de
Green muscle et d’entrevoir les possibilités de son application a grande échelle.

L'utilisation des champignons entomopathogenes est a la fois un moyen pour
lutter contre les ravageurs agricoles et un modele important pour I'étude des
interactions héte - pathogene. La pluparts des études de terrain avec le Green

muscle ont principalement focalisé sur les taux de mortalité des criquets et
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d’efficacité des traitements. Notre étude constitue une premiere dans la recherche
des effets de M. anisopliae var. acridum sur le fonctionnement hématologique et
histo-pathologique des larves de la sauterelle méditerranéenne traitées dans les
conditions naturelles. Dans ce concept, nous avons choisis de mettre en lumiére
les symptdmes de l'infection fongique, par les observations de terrain, et les
lésions tissulaires au niveau de la cuticule et de lintestin. Au niveau de
I’'hnémolymphe, nous avons recherché d’éventuelles altérations engendrées dans

le temps suite aux traitements a différentes doses avec le biopesticide.

Pour établir les tests de mortalité dans les conditions contrélées, nous
avons appliqué I'midaclopride et le M. anisopliae a faibles doses sur les larves de
D. maroccanus, originaires de la région Marhoum. Nous avons déterminé les
doses létales 50 et 90 (DL50 et DL90) et les temps létaux 50 (TL 50) relatifs a
chaque stade larvaire (3¢, 4 et 5°).

Plusieurs études récentes de la toxicité expérimentale ont permis de
mettre en évidence les effets néfastes de I'imidaclopride chez les mammiferes
[27], [28], [29] et [30], et chez I'abeille domestique Apis mellifera [31], [32], [33]. En
plus des rapports d’intoxication humaine [34]. Malgré ces rapports, l'utilisation
massive de l'imidaclopride, a forte dose et sans contrdle par les agriculteurs,
continue a apporté des conséquences néfastes. Nous nous sommes intéresses,
dans ce présent travail, par la recherche de la toxicité de I'imidaclopride a raison
de 1/10 et 1/80 DL50 chez les rats Wistar femelles traitées par voie orale pendant
14 jours. L'étude cible certains paramétres hématologiques et biochimiques,
I’évolution du poids corporel et la recherche des altérations tissulaires au niveau

des reins, du foie, des poumons et de l'intestin gréle.

Un grand nombre de recherches sur les caractéristiques biologiques des
varietés de M. anisopliae et les effets sur les organismes non cibles ont été
conduites par plusieurs auteurs [35], [36], [37], [38], [39] et [40]. Ces recherches
sont faites sur des modeles de mammiféres et de vertébrés par exposition intra
péritonéale, intraoculaire, par inhalation, ingestion et par injection sous-cutanée.
Les données de sécurité rapportées par ces auteurs considerent M. anisopliae
comme non toxique et non pathogene avec des risques minimes et acceptables

dans [Il'environnement comme une alternative aux pesticides chimiques.
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Metarhizium anisopliae produit une série de métabolites/toxines, principalement
les destruxines, qui ont des activités biologiques diverses. Aucun effet toxique di
a ces métabolites n'a été rapporté chez les organismes non cibles [41], [42] et
[43], Cependant quelques infections dues aux M. anisopliae sont rapportées chez
les mammiféres et les humains [44], [45], [46], [47], [48] et [49]. Vu le manque des
rapports sur la biosécurité, a moyen et long termes, des conidies de M. anisopliae
var. acridum formulées en biopesticide, nous nous sommes proposés de
rechercher les indices de linflammation subchronique de 1/10, 1/100 et 1/200
DL50 de Green muscle. Nous avons étudié les effets sur I'évolution du poids
corporel des rats, sur I'équilibre de quelques paramétres biochimiques et
hématologiques et sur lhistopathologie des parenchymes rénal, hépatique,

pulmonaire et de l'intestin gréle aprés 30 jours de traitement par voie orale.

Le présent travail comprend quatre chapitres. Le premier porte sur les
données bibliographiques du criquet marocain, de Metarhizium anisopliae var.
acridum et de l'imidaclopride. Le second concerne la présentation de la zone
d’étude sur terrain. Le troisieme porte sur les matériels et les méthodes du travalil

adopté. Le quatrieme chapitre est consacré aux résultats portant sur :

— L’application de l'insecticide imidaclopride et du biopesticide, Green muscle
contre les larves de D. maroccanus sur le terrain (la région Marhoum)

— Les caractéristiques bioécologiques de notre souche fongique, et ce en
étudiant l'effet de la température, de I'humidité et des milieux de culture sur le
comportement de Metarhizium anisopliae a savoir la croissance mycélienne, la
croissance pondérale et le taux de sporulation.

— L’application de l'imidaclopride et de M. anisopliae contre les larves de D.
maroccanus dans les conditions de laboratoire.

— Recherche des aspects de la toxicité subaigué de l'imidaclopride et de la

toxicité subchronique de Green muscle chez les rats Wistar femelles.

Le quatrieme chapitre rapporte également la discussion des résultats obtenus.

Ce document se termine par une conclusion et des perspectives.
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CHAPITRE 1
DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES
1.1. Données Dbhibliographigues sur le criguet marocain, Dociostaurus

maroccanus (Thunberqg, 1815)

1.1.1. Identification morphologique de Dociostaurus maroccanus

Dociostaurus maroccanus présente une taille moyenne, la longueur du
corps chez le méle est de 1,65 a 2,85 cm, alors que chez la femelle elle varie de
2,05 a 3,80 cm. La coloration du corps est grise jaunatre avec des taches plus
sombres, grises ou jaune pale. L'espece présente une téte subconigue, un signe
sous forme de croix sur la partie supérieure du pronotum et trois taches sombres
sur la face interne du fémur postérieur [5].

1.1.2. Taxonomie
Dociostaurus maroccanus (Thunberg, 1815) présente selon [50] et [51] la

nomenclature suivante :

Regne Animalia

Sous embranchement Hexapoda
Classe Insecta

Sous classe Pterygota

Infra classe Neoptera
Ordre Orthoptera
Sous ordre Caelifera
Infra-ordre Acrididea
Super-famille Acridoidea
Famille Acrididae
Sous-famille Gomphocerinae
Tribu Dociostaurini
Genre Dociostaurus
Espéce Dociostaurus maroccanus

1.1.3. Cycle biologique

Le cycle biologique de tous les acridiens passe par trois états successifs: le
développement embryonnaire, le développement larvaire et le développement

imaginal [52] (Figure 1.1).



21

L'accouplement

Larve 3
1]1\‘._1-;:': |

Larve 4
Figure 1.1 : Cycle biologique de Dociostaurus maroccanus

(Images originales des larves observées dans la région “Marhoum”)
1.1.3.1. La ponte et I'oothéque

Apres l'accouplement des adultes de D. maroccanus (Figure 1.1), les ceufs
sont pondus dans une oothéque. Cette derniere se présente comme un tube
cylindrique, droit ou faiblement recourbé. L'oothéque mesure entre 32 a 42 mm
de long et entre 4 a 6mm de diametres et contient 55 & 115 ceufs [53]. Ces
derniers sont sous forme allongée, un peu incurvée, a chorion blanchatre, d’'une
taille qui varie de 5.5 a 7mm [54].

Au moment de la ponte, la femelle enfonce son oviscapte profondément dans la
terre. Les ceufs sont déposés sur la couche humide du sol entre 5 & 15 cm de
profondeur. La femelle redresse son abdomen puis remplit le trou en y grattant de
la terre et tasse bien la surface. La ponte est protégée par une paroi de 0,3 a 1
mm d’épaisseur, constituée de particules de terre ou de petits grains de silice
cimentée par les secrétions des voies génitales femelles. La paroi est dure dans la
partie inférieure ou se trouve la grappe ovigeére. Elle est plus mince et fragile au
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niveau du bouchon spumeux. La masse ovigere est surmontée d’'un long bouchon
de matiére spumeuse [55].
1.1.3.2. Développement embryonnaire

La durée du cycle de D. maroccanus est de 9 mois environ avec une
diapause embryonnaire longue (une seule génération par an). Le développement
embryonnaire est régi par un complexe poly factoriel thermo- hydrique et
édaphique. Au printemps, I'humidité du sol et la température élevée accélere la
croissance de lI'embryon. Tandis que les pluies d'automne ont une action
défavorable sur les ceufs de D. maroccanus [56].

1.1.3.3. Développement larvaire

Les larves passent par cinq stades avant de devenir adulte reproducteur
Ces stades sont séparés par des mues durant lesquelles l'insecte se suspend téte
en bas accroché par les pattes sauteuses et s’extirpe de son exuvie téte la
premiére.
Les trois premiers stades se ressemblent et se distinguent par 'augmentation de
la taille de la larve surtout au niveau de la téte, du thorax et de 'abdomen. Les
larves de 4e et 5e stade (Figure 1.2) se distinguent par leur taille et la grandeur de
leurs ébauches alaires qui sont dirigées vers le haut et qui restent différentes de
celles des 3 premiers stades qui sont dirigées vers le bas [57]. La durée de
développement des stades larvaires est en moyenne de 28 a 38 jours selon les
facteurs du milieu, notamment la température élevée qui accélere le
développement des larves tandis que 'augmentation de I’humidité relative de I'air

leur est néfaste [53].

Figure 1.2 : Larves D. maroccanus dans la région “Marhoum” (Originale)
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1.1.3.4. Développement imaginal et maturité sexuelle

Le développement imaginal de D. maroccanus dure un a deux mois dans
les conditions naturelles [53]. L'adulte est un imago sexuellement mdr; les
accouplements commencent entre 6 a 10 jours apres la mue imaginale et se font
que pendant le jour, entre 9 h et 20 h [58]. La femelle de D. maroccanus
s’accouple au moins quatre fois avant de déposer sa premiére oothéque et pond
deux a trois fois [59].

1.1.4. Polymorphisme phasaire

1.1.4.1. Théorie des phases

Une espéce caélifere grégariapte peut se trouver dans la nature sous deux
états extrémes appelés phases [60] (Figurel.3).Chez une population de criquet
grégariapte, la grégarisation s’accomplit par des transformations progressives; il
faut plusieurs générations pour qu'elle s'installe d'une maniére durable [61]. Les
phases sous lesquelles se présentent les locustes sont décrites par [50] et [61].

a) Phase solitaire

C’est la forme extréme d'une espece dans une localité donnée ou il n y a pas de
migration depuis au moins une génération. Tous les individus vivent isolés.

b) Phase transiens

Les individus qui ont des formes intermédiaires entre les grégaires et les solitaires
sont appelés transiens. lls sont transiens congregans quand ils évoluent vers la
phase grégaire et transiens dissocians lorsqu'ils redeviennent solitaires.

c) Phase grégaire

C'est une forme extréme représentée par des acridiens migrants formant des
nuages denses ou essaims. Lorsque les conditions écologiques deviennent
défavorables, les acridiens se déplacent pour s'alimenter et se reproduire, ce qui
se traduit par une concentration des individus déclenchant de ce fait la
grégarisation [62].

1.1.4.2. Processus de transformation phasaire

Le passage des acridiens de la phase solitaire a la phase grégaire se
réalise suivant trois étapes successives: la densation, la multiplication et la
grégarisation [63] et [64].

a) Densation
Lorsqu’il y a des dessechements du tapis végétal, les criquets se dirigent vers la

végétation qui persiste dans des zones d’accumulation des eaux. Ce qui conduit a
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une augmentation de la densité des individus; c'est le principal facteur
déclenchant le grégarisme [64].

b) Multiplication

La reproduction des individus est réalisée selon trois étapes : la maturation des
adultes, le développement embryonnaire et le développement larvaire. La
multiplication est favorisée par le maintien de conditions écologiques favorables a
I'espece durant toutes ses étapes [65].

c) Grégarisation

Le contact entre individus déclenche le grégarisme qui conduit les criquets a des
mutations par des transformations phasaires [64].

TRANSIENS TRANSIENS
DISSOCIANS CONGREGANS

Figure 1.3 : Les phases sous lesquelles peuvent se présenter les locustes [50]

1.1.4.3. Modifications phasaires

Les transformations phasaires s’expriment dans la morphologie et le
comportement ainsi que dans les aspects relevant de la biologie et de la
physiologie des larves et des ailés. D’apres CHARA, [66], les principales
modifications sont:

a) Modifications morphologiques

Les grégaires ont généralement une taille moindre et une pigmentation plus claire
gue les solitaires de Dociostaurus maroccanus.

b) Modifications physiologiqgues

Les grégaires sont plus voraces, ils ont un métabolisme plus élevé et ils

produisent des ceufs plus gros et en nombre plus restreint que les solitaires.

c) Modifications éthologiques
Les individus grégaires occupent une aire plus étendue que celle des solitaires et

forment des essaims d'ailés ou de bandes larvaires. D'apres DURANTON et al.
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[67], les individus grégaires ou solitaires peuvent étre obtenus a partir d'une méme
ponte en élevant les larves néonates en groupes ou isolées.

d) Modifications écologiques

Les exigences écologiques sont plus marquées chez les solitaires. lls ne se
rencontrent en période de rémission que dans des régions limitées dans 'espace.
Cependant, en période d'invasion, les grégaires ont une plasticité écologique plus
large, et peuvent coloniser des territoires tres étendus [67].

1.1.5. Ecologie de Dociostaurus maroccanus

Dociostaurus maroccanus est une espece sédentaire strictement inféodée
aux lits caillouteux, un sol compact, une végétation en mosaique et un climat
semi-aride. Cet acridien persiste en période de rémission dans des foyers
grégarigenes favorisés par le surpaturage [68].

1.1.6. Dégats et importance économique

Le criguet marocain est traditionnellement considéré comme l'un des

ravageurs agricoles le plus dangereux de la zone méditerranéenne. Les jeunes
larves sont tres voraces. Elles se déplacent en bandes et peuvent attaquer une
cinquantaine d’espeéces végétales, en particuliers les cultures maraicheres,
céréaliéres et des arbres fruitiers [5].
La gravité des invasions du criquet marocain tient a la proximité entre les cultures
et les foyers de grégarisation. Les superficies infestées varient de quelques
dizaines a quelques centaines de milliers d’hectares, leur influence sur la situation
économique précaire des régions semi-aride ou aride demeure trés grande [6].

1.1.7. Distribution géographique de Dociostaurus maroccanus

1.1.7.1. Répartition dans le monde

L'aire de répartition du criqguet marocain s’étant dans lI'ensemble du
pourtour semi-aride du littoral méditerranéen : en Europe, au Moyen-Orient, en
Afriqgue du Nord et dans différentes régions Asiatique. L'espece est observée
également au niveau des lles Canaries jusqu'a I'Asie centrale soviétique en
passant par le Maroc, I'Algérie, la France, I'Espagne, la Turquie, la Syrie, I'lrak,
I'lran et 'Afghanistan [56] (Figure 1.4).
1.1.7.2. Répartition en Algérie

L'aire de répartition est trés grande en Algérie, il est présent dans les
étages bioclimatiqgues sub-humide et semi aride, notamment les hauts plateaux

dont la pluviométrie est comprise entre 250 et 400 mm/an. Tous les foyers
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grégarigenes de criquet marocain sont définis par [69], [70], [3] et répertoriés par
'INPV d’El Harrach (Figure 1.5).

| ® :Foyers grégarigénes de D. maroccanus |\
: dans le monde

- CH

: ftﬁrih-,._- v, | il
—-r :

¥ e

BN zones de répartition de Docicstaurus maroccanus en Algerie

e

Figure 1.5: Répartition géographique de D. maroccanus en Algérie

Les pullulations des acridiens sont favorisées par plusieurs facteurs biotiques et
abiotiques et anthropiques [60], [66].
1.1.8.1. Facteurs biotiques

> Facteurs nutritionnels

Les sources trophiques influent sur la fécondité des femelles qui est largement

conditionnée d’apres Doumandji et Doumandji-Mitiche, [60] par :
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La disponibilité de la nourriture : Une végétation qui persiste verte tres
longtemps, permet aux femelles d’augmenter leur longévité et par conséquent
de se reproduire plusieurs fois au cours de leur vie.

La qualité de la nourriture : Une nourriture de qualité permet aux femelles une
production importante d’ceufs par ponte

» Facteurs de mortalité

En dehors des composants climatiques, les autres facteurs de mortalité qui
tendent a limiter les effectifs de populations d’orthoptéres sont soit des agents
causant des maladies, soit des prédateurs invertébrés ou vertébrés [60].

1.1.8.2. Facteurs abiotiques

D’apres CHARA, [66] les facteurs abiotiques sont d’ordre climatique :

» Latempérature
Quand les températures sont tres basses, elles ralentissent le développement des
acridiens aux différents stades de leur cycle, et peuvent devenir létales.

> Le vent
Les densités des criquets peuvent augmenter dans une région a la suite de vents
convergents. Les vents forts soulévent parfois la terre qui entoure les ootheques,
lesquelles se desséchent au point que les ceufs meurent.

» Les pluies
La quantité de pluie printaniére, sont essentiels pour le cycle de D. maroccanus et
peuvent étre favorables ou défavorables a la reproduction et au développement
des criquets. Le déficit hydrique durant la période printaniére provoque le
desséchement rapide de la végétation verte en ilots favorisant la concentration
des criquets marocains locaux en fortes densités [71].

1.1.8.3. Facteurs anthropiques

Les facteurs relatifs a I'activité humaine semblent avoir un effet important
sur la dynamique des populations acridiennes marocaines. La déforestation et le
surpaturage créent au préalable les conditions nécessaires a la colonisation.
Cependant, les terres cultiveées sont inadaptées au criquet marocain du fait que
les femelles peuvent pondre dans un sol non perturbé [66]. D’apres le rapport de
'INPV, [71], les terres laissées en jachéres par les céréaliers a permis aux
criquets marocains d’élargir leurs zones de pontes limitées habituellement aux

lisieres de forets et au niveau des parcours.
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1.1.9. Le tégument chez les criguets

1.1.9.1. La membrane basale

La lame basale, 0,5 pm d’épaisseur, forme la surface interne du tégument
[72]. Elle servent de barriere et de transport épithélial Quelques cellules peuvent
se spécialiser pour former des organes de sens ou des glandes [72]. C'est
I'épiderme qui fournit les composés et les enzymes nécessaires pour la
dégradation de I'ancienne cuticule et la formation d’'une nouvelle [74].
1.1.9.3. La cuticule
La cuticule recouvre toute la surface externe des insectes et se poursuit a
I'intérieur de lintestin antérieur et postérieur, couvrant aussi le conduit des
glandes dermiques et tout le systeme trachéen. La cuticule est une matiere
composite de chitine et de protéine, assurant sa légereté, sa vigueur et sa
flexibilité. Elle posséde une structure protectrice a plusieurs couches dures et
rigides [72] et [75] (Figure 1.6)

» L’épicuticule
L’épicuticule est externe mince de 1 a 4 um d’épaisseur, non chitinisée, riche en
lipides et protéines. Elle comprend quatre couches séparées :
Une couche externe, le cément, suivit par une couche cireuse imperméable a
I'eau, mais permet une entrée rapide des insecticides liposolubles, une couche de
polyphénols et de protéines au-dessous de laquelle il y a la couche de cuticuline
contenant des lipoprotéines polymeérisées [72].
» La procuticule

La procuticule est interne, plus épaisse (200 um), Elle contient de longs filaments
de chitine incorporés dans une matrice de protéines. La procuticule est arrangée
en une couche exocuticulaire externe et une interne de nature similaire et épaisse,
mais peu dense, appelée: endocuticule [75].

L’exocuticule
L’exocuticule, appelée aussi cuticule pré-exuviale, est chimiquement trés inerte
étant relativement déshydratée et liée par des liaisons croisées.

L’endocuticule
La couche intérieure ou endocuticule, appelée cuticule post-exuviale est beaucoup

plus hydratée et souple.
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Figure 1.6 : Principales couches du tégument chez les insectes
[75, modifié]. (Les proportions ne sont pas respectées).

1.1.10. L’appareil digestif chez les criguets

Le tube digestif est un conduit reliant la bouche a l'anus regroupée de
I'avant vers l'arriere en trois parties intestinales, le stomodeum, le mésentéron et

le proctodeum (Figure 1.7) [76].

Figure 1.7: Anatomie du tube digestif de Schistocerca gregaria [77, modifié].
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1.1.10.1. Stomodeum ou intestin antérieur

Le stomodeum s’étend de la bouche au métathorax, il comprend la cavité buccale,
le pharynx, I'cesophage et deux poches qui sont le jabot, ou sont stockés les
aliments, et le gésier qui assure la trituration des aliments et le transit de la
nourriture vers l'intestin moyen [66].

1.1.10.2. Mésentéron ou intestin moyen

Cette partie comprend six cesecums gastrigues qui augmentent la surface
intestinale et va jusqu'au pylore qui le sépare de [lintestin postérieur. Le
mésentéron est la région de la digestion et de I'absorption [66].

1.1.10.3. Proctodeum ou intestin postérieur

Cette partie terminale assure la réabsorption d’eau et de certains ions. Elle se
différencie a partir du pylore ou s’inserent les tubes de Malpighi qui forment
I'appareil excréteur [66]. D’avant en arriere, il se compose des trois régions, un
iléon musculeux, un colon étroit et un rectum dilaté en poche. Une valvule
rectale marque la limite entre colon et rectum. Le rectum se termine par un

sphincter : I'anus [60].

1.1.11. L’némolymphe chez les criguets

Selon DURANTON et al. [67], ’lhémolymphe n’est pas entierement canalisé
dans les vaisseaux comme chez les vertébrés. Il remplit la cavité générale du
corps (hémocoele) et la lumiere centrale des appendices. Le sang circule sous
faible débit grace aux pressions engendrées par les mouvements du corps et les
effets d’'un vaisseau dorsal pulsatile [78]. Le volume de I’hémolymphe augmente a
la fin de I'intermue et il décroit juste apres la mue. Ce liquide peut étre pale ou
coloré par des pigments verts ou jaunes, le pH varie de 6 a 7,5 [79].
1.1.11.1. Composition
L’hémolymphe comprend le plasma et plusieurs types de cellules nucléés, les
hémocytes auxquels s’ajoutent quelques cellules adipeuses et des deébris
tissulaires en suspension [79] et [67].

» Le plasma
Le plasma est un mélange d'eau, de protéines (amylase, protéase, enzyme
protéolytique et oxydoréductases..) et de glucides (sucres réducteurs et tréhalose)
et de constituants azotés (acide urique, allantoique, urée, ammoniaque et surtout

'aminoacidémie). Le plasma contient également des éléments minéraux
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(potassium, sodium, magnésium, calcium et plus rarement du cuivre). Sa densité
est supérieure a celle de l'eau : 1,02 a 1,03 g/ml. La pression osmotique oscille
entre 4 et 13 atmospheres [79].
» Les hémocytes

La densité des hémocytes varie de 7000 a 20000 cellules/mm? de plasma. Les
hémocytes ne sont pas distribués au hasard, mais assemblés en général en
agrégats en particulier sur le diaphragme dorsal [67]. D’apres la littérature, [80], [81]
et [82], on connait au moins quatre types d’hémocytes principaux distingués selon
la taille et la forme du noyau. GILLESPIE, [73] identifie trois principaux types
d’hémocytes dans I'hémolymphe de S. gregaria, les coagulocytes, les
granulocytes et les plasmatocytes, aussi bien chez les individus témoins et traités

avec M. anisopliae var. acridum (Figure 1.8).

Figure 1.8 : L’hnémolymphe de Schistocerca gregaria témoin et traitée avec M.

anisopliae [73]. A : témoin, B : 1 jour apres l'infection. C : 2 jours aprés l'infection.
D : 3 jours apres l'infection, Co : coagulocytes, gr : granulocytes,

Pl : plasmatocytes, H : hyphes.

1.11.1.2. Réle de I'hnémolymphe

D’aprés DURRANTON et al. [67], les principales fonctions sont d’ordre :

» Trophique : transport des nutriments, directement utilisables par les cellules
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» Hormonal : transport des hormones des organes producteurs aux organes
cibles, destinés a en subir les effets en modifiant leur activité.

» Mécanique : maintien de la turgescence de l'acridien et des organes en place.

» Immunitaire : Certaines cellules ont un rdle dans la coagulation du plasma ou de
lutte contre les infections bactériennes ou parasitaires internes.

» Cicatrisante et réparatrice : régénération des tissus en cas de lésions.

1.2. Stratéqies et modalités de la lutte antiacridienne

1.2.1. Stratégies de lutte

1.2.1.1. Stratégie préventive

L’intervention précoce peut réduire les frais financiers et les conséquences
environnementaux dues a des traitements a grande échelle [85]. Le succes de la
lutte repose sur le contréle de la proportion de la population acridienne avec le but
de la maintenir en récession indéfiniment par exemple via l'inoculation d’'un agent
bioinsecticide dans les concentrations des populations solitaires [86].

1.2.1.2. Stratégie proactive

La proaction est une intervention localisée contre les criquets pour les empécher
d’atteindre le statut de fléau [86].

1.2.1.3. Stratégie réactive

L’intervention a lieu principalement apres le déclenchement de l'invasion. La lutte

doit se faire avant 9h, lorsque les essaims sont au repos sur le sol [86].

1.2.2. Modalités de la lutte antiacridienne

1.2.2.1. La surveillance

Une détection précoce des changements dans la dynamique des
populations acridiennes est indispensable pour une intervention préventive ou
proactive. Pour empécher une quelconque recrudescence des fléaux de criquet
marocain durant les campagnes prochaines, les zones de ponte ont été géo-
référenciés par I'INPV a fin de planifier des interventions rapides et ciblées [71].
L'utilisation des données météorologiques, des données des satellites et de G.I.S
(Systéeme d’information géographique) peuvent améliorer la gestion des données

sur les criquets et leur environnement au niveau national et international [86].
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1.2.2.2. La lutte
La lutte physique

»  Lutte mécanique
La destruction des pontes a été proposée en tout temps par le labour. L'INPV
sensibilise les agriculteurs pour labourer leurs terres situées a proximité des
zones de pontes classiques de criquet marocain [71]. La destruction des larves
et des ailés se fait par le battage avec I'écrasement a I'aube quant les insectes
sont peux actifs [86].
> Lutte thermique
Se fait par l'utilisation de feu, elle s’effectue a trois niveaux [85]:

- Rabattre les larves vers les cordons d’herbes séches enflammeées.

- Utiliser les lances de flamme sur les terrains pierreux.

- Bruler a I'aube les touffes d’herbes avant la reprise de I'activité des criguets..

Lutte écologique

La lutte écologique consiste a modifier 'environnement au désavantage de
I'acridien et si possible au bénéfice de 'homme. Cela suppose une connaissance
approfondie du tempérament écologique des acridiens [65]. Selon ces auteurs les
moyens utilisés sont :

- L’inoculation temporaire de certains sites de reproduction
- Les semis de plantes répulsives.
- La suppression des jacheres.

La lutte chimique

L'arsenal chimique utilisé en lutte antiacridienne est tres diversifie, les

principaux pesticides sont les organophosphoreés, les pyréthrinoides de synthése
les carbamates et les dérégulateurs de croissance [87].
L'intoxication des acridiens par les insecticides de synthése provoque de
profondes perturbations physiologiques. Celles-ci se traduisent par une perte
d’eau intense, un accroissement des échanges respiratoires et une dépression de
divers métabolites glucidiques, lipidiques et des métabolites intermédiaires du
cycle de Krebs [88].

» Les nouvelles molécules insecticides

Les problemes liés a I'apparition croissante des résistances multiples aux
insecticides chimiques chez les insectes ravageurs entrainent la création de

nouvelles molécules insecticides [87]. Ces dernieres ont un mode d’action
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pharmacologique différent des anciens produits. Les nouvelles molécules agissent
au stade larvaire, tels que les analogues de I'hormone juvénile (méthoprene) et les
inhibiteurs de mues (diflubenzuron) [12]. D’autres molécules ont une action sur les
récepteurs nicotiniques de I'acétylcholine dont l'imidaclopride est le premier
représentant. Ces nouvelles molécules insecticides agissent a de faibles doses et
peuvent produire des effets sublétaux plus marqués que ceux de l'ancienne
génération

» Impact de la lutte chimique antiacridienne

L'arrét de toute invasion acridienne nécessite, généralement, la

pulvérisation d'énormes quantités d’'insecticides chimiques sur de grandes
surfaces. Cette pratique souléve des problémes touchant a son colt et a sa
nocivité qui ne peut rester sans conséquence trés néfastes pour I’homme, les
animaux et le milieu [89]. En plus de la destruction de I'entomofaune auxiliére et la
pollution du sol et des eaux souterraines qui est due aux résidus toxiques des
produits chimiques.
Selon OULD EL HADJ et al. [87], la pollution des écosystemes naturels par un
insecticide peu biodégradable se traduit, a plus ou moins long terme, par une série
de phénomeénes écotoxicologiques trées complexes. Le plus souvent nous ne
disposons d’aucune connaissance concernant I'évolution d'un acridicide, son
meétabolisme, ses possibilités de bioaccumulation ou de biomagnification et les
phénomenes de synergie résultant de la présence simultanée d’autres substances
ou des conditions du milieu aride. La prévision de I'écotoxicité d’'un pesticide est
un probleme difficile & résoudre du fait de la complexité des mécanismes en cause
et de la multiplicité des organismes concernés. Les effets résultant de pollution
chronique sont constatés a posteriori lorsqu’ils ne peuvent plus étre évités.

d) La lutte biologique

1. Les ennemis naturels

» Les prédateurs et les parasites des ceufs
Parmi les parasites d’'ceufs d’acridiens, les hyménopteres scélionides qui
sont les seuls connus comme de vrais parasites des embryons des locustes et
des sautereaux [89].
» Les prédateurs des larves et des imagos
DOUMANDJI et al. [91], ont cherché les ennemis naturels du criquet

marocain étudiés dans 3 des 7 aires grégarigenes de cet acridien que compte
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I'Algérie (région de Ain Boucif, Médéa ; région de Ain Chafia, Sidi Bel Abbes et
région de Oued Chaaba, Batna). 23 prédateurs et parasites du Criquet marocain
ont été recenseés. Il s'agit de 16 espéces d’insectes, 2 especes d'arachnides, et 5
especes de vertébrés. Concernant les insectes parasites et prédateurs du criquet
marocain, ils sont soit des Mantidae (6 especes), des Coleoptera, Meloidae (4
especes), des Diptera, Asilidae (lespece), Orthoptera, Tettigoniidae (4 espéces)
et les Hymenoptera (1 espece). Pour les Arachnidae seules deux especes sont
recensées. Les vertébrés sont : le lézard, le hérisson d’Algérie et le chacal et des
oiseaux comme les corbeaux (Corvus corax) qui se trouvaient en nombre trés
important, des courvites isabelles (Cursorius cursor), de cochevis de Thékla
(Galerida theklae)

2. Insecticides d’origine végétale

Les deux agents botaniques les plus prometteurs sont extraits a partir de
graines d'arbres de la famille des Meliaceae, telle que ; le neem Azadirachta
indica Juss. et le melia Melia volkensii Girke [92]. L'extrait de neem peut étre
appligué en lutte intégrée, soit comme répulsif pour repousser les larves des
cultures ou par application locale pour augmenter leur mortalité [93].

3. Les hormones dérégulateurs de croissance des insectes

Les hormones dérégulateurs de croissance des insectes ou « IGR »
bloquent la capacité des larves a muer correctement. lls n‘ont pas d'effets
toxiques directs sur les vertébrés. lls restent efficaces apres plusieurs semaines et
sont souvent utilisés dans les traitements dits en barrieres. Le phénylacétonitrile
(PAN) est une hormone synthétique agit sur l'instinct de grégarisation des males
adultes. Sous l'effet du PAN, les criquets reprennent leur comportement solitaire
[17]. Des essais de terrain démontrent que des doses tres faibles de PAN
pouvaient perturber la grégarisation, diminuer la voracité et le déplacement des
criguets et accroitre la mortalité par prédation [18]. Il a été prouvé que I'association
PAN et M. anisopliae a une plus grande efficacité [17] et [18].

4. Les agents entomopathogénes

La lutte biologique par l'utilisation de micro-organismes entomopathogenes
est une alternative trés prometteuse pour assurer une protection phytosanitaire
performante, permettant de protéger les écosystemes et de préserver la

biodiversité, par [l'ubiquité naturelle de ces agents microbiologiques. lIs



36

appartiennent a plusieurs taxons a savoir les virus, les bactéries, les
microchampignons, les nématodes et les protozoaires [94].

Les virus et les rickettsies
Les virus et les rickettsies entomopathogénes sont représentés surtout par:
Melanoplus et Riketssiella [95].

Les bactéries
Les espéces entomopathogenes appartiennent aux familles des : Bacilliaceae,
Pseudomonaceae et Enterobacteriaceae. En lutte biologique, Bacillus subtilis est
utilisé comme insecticide, bactéricide et biofongiside dans I'agriculture [90].

Les protozoaires
Les protozoaires entomopathogénes sont représeentés par les familles
Amoebidae, Nosematidae, Neogrageridae et Cugregarinidae. Selon KEITH et
KEVAN, [95] Nosema locustae peut infecter L. migratoria et S.gregaria.

Les champignons
Plus de 500 espéces de microchampignons sont entomopathogénes et jouent un
réle important dans la régulation naturelle des populations des insectes [96]. lIs
appartiennent au sous-taxon des Mastigiomycotina, Zygomycotina, Ascomycotina
et Deuteuromycotina. Le plus grand nombre de pathogenes se trouvent dans la
classe des Zygomyceétes, mais les plus utilisées en lutte biologique proviennent
des Deuteromycétes (Fungi imperfecti). Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, Metarhizium flavoviride, B. brogniarti et Verticillium lecanii constituent
les especes des Deutéromycetes qui ont été largement étudiées et produites a

grande échelle sous diverses formulations pour servir la lutte biologique [96].

1. 3. Données bibliographigues sur Metarhizium anisopliae var. acridum

(deuteromycotina : hyphomycetes)

1.3.1. Présentation de la matiére active de Green muscle®

Metarhizium est un genre du groupe des champignons anamorphes,
autrefois appelés fungi imperfecti ou deuteromycotina mitosporiques, qui se
reproduisent asexuellement. L'espeéce 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 [97].
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Dans le but de rechercher des méthodes alternatives a la lutte chimique, le projet
LUBILOSA (Lutte biologique contre les Locustes et les Sauteriaux) a sélectionné
lisolat IMI 330189 de M. anisopliae var. acridum Gams & Rozsypal
(Deuteromycotina : Hyphomycetes) comme étant la matiére active de Green
muscle®[98]. En conditions naturelles, cette souche infecte presque exclusivement
les orthoptéres aux antennes courtes (acridomorpha) (Acridoidea : Acrididae et
Pyrgomorphidae) [99].

1.3.2. Position systématique de Metarhizium anisopliae var. acridum

La classification de ce genre a été basée sur des caractéeres morphologiques des
cellules et des conidies, et comme ces caractéristiqgues sont assez limitées elles
ont compliqué la taxonomie._Metarhizium anisopliae présente selon Bidochka et
Small [90] la classification suivante :

»Regne : Fungi

»Embranchement : Dikarya

»Sous-embranchement : Ascomycota

»Classe : Pezizomycotina

»Ordre : Hypocreales

»Famille : Clavicipitaceae

»Genre : Metarhizium

»Espéce : Metarhizium anisopliae

1.3.3. Identification et morphologie de M. anisopliae var. acridum

La détermination de I'espece se fait en examinant la forme des spores et des
conidiophores, qui sont relativement courts, irrégulierement ramifiés ou non et
arrangés en groupes compacts formant une masse de spores [90]. Metarhizium
anisopliae peut étre aisément identifié par ces conidies vertes particulierement
allongées avec des c6tés paralléles (6 um de longueur et 2 a 3 um de diamétre)
[41] (Figure 1.9)
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Figure 1.9 : Aspect microscopique de Metarhizium anisopliae, a. x1600;
b. x2800; c. x7000, [100] et [41]
1.3.4. Isolement, culture et conservation de M. anisopliae

1.3.4.1. Isolement

L’isolement du champignon est assez simple si le cadavre d’'un criquet est
couvert de spores. Cependant, il faut travailler en conditions aussi stériles que
possible pour éviter la prolifération des bactéries et des champignons
saprophytes. Il faut utiliser des milieux sélectifs aux champignons pathogeénes,
comme le milieu Veen qui sera incuber a une température de 25 & 30°C.
Si le champignon se trouve a l'intérieur du cadavre, le criquet est stérilisé et est
trempé pendant 3 a 4 minutes dans une solution d’hypochlorite de sodium a 5%.
L’insecte est rincé trois fois dans de 'eau distillée stérilisée. La dissection se fait
sous des condition stérile. Un peu du contenu du corps est étalé avec une boucle
métallique sur un milieu sélectif et incuber entre 25 et 30°C [90].
1.3.4.2. Culture

Les cultures des champignons Hyphomycetes entomopathogénes doivent
étre examinées tous les jours. Les colonies sont transférées sur un milieu nutritif
comme le milieu de Molisch. Cette procédure doit étre répétée en cas de
contamination, car les colonies saprophytes, les Penicilliums et les Aspergillus, se
développent vite et peuvent envahir une boite de Pétri en quelques jours [90].
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1.3.4.3. Conservation

Les cultures pures de M. anisopliae peuvent étre maintenues en les
transférant de temps en temps sur des milieux fraichement préparés incubés a
25°C. Cependant, selon les souches, les champignons entomopathogenes
peuvent perdre leur pathogénicité. Il est donc conseillé d’isoler a nouveau la
souche apres deux ou trois transferts si on l'utilise pour des expériences. Si non,
on peut prolonger sa survie a 1 an en cultivant la souche sur un milieu peu nutritif
(agar avec pomme de terre et carotte ou agar avec pomme de terre et dextrose
dilué a un cinquieme du normal) dans des bouteilles fermées hermétiquement.
Une submersion dans I'huile de paraffine prolonge méme la survie a 5 ans. Pour
une conservation de plus longue durée, on a recours a la lyophilisation et a I'azote
liquide [90].

1.3.5. Formulation et conditionnement du biopesticide Green muscle

1.3.5.1. Formulation

L’application avec succeés des produits biologiques comme agents de
contr6le microbien dépendra de [l'utilisation de I'inoculum approprié, formulé de
maniere optimale et appligué au bon moment a un ravageur cible [101].
Généralement, les champignons entomopathogenes sont plus efficaces a I'égard
de leurs hétes dans une suspension huileuse qu'aqueuse. Plusieurs formulations
existent a base d’huile végétale ou minérale [102].
Le Green muscle® est concu pour étre utilisé en Ultra Bas Volume (UBV). Les
spores de M. anisopliae doivent étre suspendues dans une formulation huileuse
pour étre appliquer a l'aide des pulvérisateurs a disque rotatif de divers types: a
main, montée sur un véhicule ou sur un avion [93].

1.3.5.2. Conditionnement

Le produit Green muscle® est conditionné sous forme de poudre de spores
séches en technique concentrée (TC) dans des sachets en aluminium ou alors en
concentré liquide qui contient 500 g/l dans une formulation huileuse (OF) [103].
Trois facteurs influent sur la dégradation des conidies pendant la conservation et
déterminent le choix du matériel de conditionnement : 'humidité, la température et
la lumiére (les ultra-violet) [103].Les spores doivent étre séchées a 5% de teneur
en eau, inférieure a ce taux, elles peuvent se réhydrater en 20 minutes a lair
humide. Il faut prendre soin de protéger les spores contre I'ensoleillement de la mi-

journée et les températures extrémes [98].
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1.3.6. Gamme d'hbtes

Il existe plus de 700 espéces d'insectes dans le monde qui peuvent étre
attaquées par les champignons entomopathogenes. En effet, il y a plusieurs
especes a partir desquelles des isolements de M. anisopliae ont été effectués [13]
et [103]. L’isolat IMI- 330189 (M. anisopliae var. acridum), aprés étre choisi comme
I'isolat idéal, il a été testé sur beaucoup d’espéces de criquets ce qui a dévoile que
ce dernier infecte quasiment toutes les espéces acridiennes des familles
acrididae et pyrgomorphidae, notamment Schistocerca gregaria, locusta
migratoria, locustana pardalina, nomadacris septemfasciata, oedaleus
senegalensis et d’autres especes des criquets sahéliens [99].

1.3.7. Mode d’'action de Metarhizium anisopliae

L'infection par les champignons entomopathogénes se fait par la
pénétration des conidies dans I'hdte par les différentes voies : la cuticule, les
stigmates et la voie digestive [97] et [105]. Le mode d’'action des champignons
entomopathogénes se divise en quatre étapes distinctes qui sont I'adhésion, la
germination, la différentiation et la pénétration [94]. (Figure 1.10).

1.3.8. Le développement de I'infection au Metarhizium a l'intérieur de I'n6te

Les spores de M. anisopliae qui tombent sur la cuticule de l'insecte ou qui
sont ramassées de la végétation germent aprés 24 heures.
- Les hyphes sortant pénetrent dans la cuticule de I'insecte, a l'aide des enzymes
(protéases et chitinases), puis se désintegrent en corpuscules hyphales et se
répandent a travers le corps [99] (Figure 1.11).
- L'héte essaie denkyster les cellules fongiques (surtout quand leur
développement est arrété par une température élevée). Cependant, la plupart des
spores sont capables de se libérer au moment ou la température devient favorable
a nouveau. Les corpuscules hyphales concurrencent alors l'insecte en nutriments,
au fur et a mesure que la biomasse fongique augmente [99].
- D'apres GILLESPIE, [83], le développement des hyphes peut étre observé dans
I'hnémolymphe des criquets a partir du 3¢ jour d’'inoculation. Ce développement
commence a s'intensifier a partir du 4 jour suivant l'infection accompagné d’'une
réduction considérable du nombre d’hémocytes.
-La colonisation de I'néte se fait lorsque le champignon parvient a surmonter les

mécanismes immunitaires de défense de l'insecte et envahit 'hémolymphe [106].
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- L'aptitude de surmonter le systeme immunitaire des criquets peut étre facilitée
d'une part par la rapidité de la germination des conidies et de la formation de
mycélium et d’autre part via la production de toxines qui paralysent et tuent I'hote
[107].

- La mort de linsecte survient en général aprés linfiltration des différents tissus
par les filaments mycéliens causant des dommages par destruction des tissus,
entrainant la mort de I'néte par toxémie [97]. Le criquet meurt également par
septicémie, une fois intoxiqués par des toxines produites par les blastospores qui
se sont multipliées dans I'hémoccele [75].

- Apres la mort de linsecte, si les conditions de I'environnement sont favorables,
du mycélium commence a sortir des articulations. Au bout d'un certain temps, le
champignon fructifie et le cadavre devient vert, un phénomene appelé
“la muscardine verte” [97] et [99] (figure 1.11).

- Les spores se disséminent peu a peu dans le sol pour infecter d’autres criquets

causant ainsi une épidémie.

5

Figure 1.10 : Les évenements du processus de l'infection par Metarhizium

anisopliae [108].



42

(1) MEB de l'adhésion des conidies a la cuticule de I'héte, (2) MEB de la
germination des conidies (3) MEB de la germination du tube de différentiation
en appressorium (4) MEB de la pénétration de la cuticule, (5) Vue au
microscope optique de la différentiation des hyphes dans les blastospores (6)
MEB de la colonisation de I'h6te. (7) MEB d’extrusion a la surface d'un
cadavre et (8) observation des conidies et des conidiospores produites sur le
cadavre. CO: conidies ; d: jours; GT: tube germinatif ; AP : appressorium;

H: hyphes ; h: heures ; MEB: microscope électronique a balayage.

Figure 1.11: Images d’acridiens infectés par Metarhizium anisoliae

a : Adulte de Locusta migratoria [106]. b: Larve L4 de L.migratoria. Taille réelle :

3,2cm [109]. ¢ : Ailé de Dociostaurus maroccanus [4].

1.3.9. Facteurs limitant I'efficacité des champignons entomopathogenes

1.3.9.1. Les facteurs de I'environnement

La température et I'hnumidité relative jouent un réle limitant sur la virulence
de Metarhizium anisopliae comme agent de lutte biologique. Ces deux parametres
influencent sur la conservation du pouvoir germinatif des spores et leur
dissémination [109]. En zone sahélienne, les conditions environnementales
(exposition aux fortes températures et radiations solaires, aridité, les précipitations
et le vent) sont des contraintes abiotiques qui limitent I'efficacité des biopesticides
[24].

La composition minérale et biochimique du sol, la microflore et la
microfaune antagonique sont parmi les facteurs, interagissant dans les
eécosystemes, qui peuvent affecter la persistance des entomopathogénes

fongiques [91].
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La distribution et le type de la végétation, la topographie du terrain et la présence
des prédateurs sont tous des facteurs qui influent sur la vitesse et la direction de
déplacement des bandes larvaires [111].

1.3.9.2. Les facteurs liés au pathogéne

D'apres FERRON et al. [13], Il existe des différences importantes parmi les
souches d’'une espéce de champignon entomopathogéne a la fois de virulence et
de spécificité pour I'espéce héte. Le potentiel épizootique d’'un champignon
dépend essentiellement de son ineffectivité, de l'intensité de la sporulation sur les
cadavres hote et de la capacité ultérieure de la souche a envahir les hotes sains
de la population. Dans les conditions défavorables, de nombreux champignons
entomopathogénes peuvent rester inactifs sous différentes structures de
résistance (chlamydospores, zygospores ou oospores). Cette résistance peut étre
importante pour la survie et la régénération de la population du pathogene [94].

1.3.9.3. Facteurs dépendants de I'héte

Le comportement, I'age et les conditions physiologiques de I'héte infectée
sont parmi les contraintes biotiques de I'efficacité des entomopathogenes en plus
des antagonistes microbiens. L'intensité de l'infection fongique dépond également
de la capacité de I'entomopathogene a dépasser les mécanismes de défense
employés par I'h6te (quinines et mélanines) pour faire face a cette mycose [110].

1.3.10. Historique sur I'application de Green muscle® sur le terrain Africain

La FAO a placé le biopesticide Green muscle dans la liste des produits
recommandés pour le contrble des locustes. Le produit a fait I'objet de trés
nombreux tests sur des locustes et des sautereaux en Amérique du Nord et du
Sud et en Australie [99].

D’aprés VAN DER VALK, [17], jusqu’a I'an 2007, 32 études portant sur I'efficacité
de Green muscle contre les acridiens en formulation huileuse ont été réalisées en
plein champ. Parmi 9 études réalisées avec lisolat IMI 330189 sur le criquet
pelerin entre 1995 et 2005 en Mauritanie, Niger, Soudan et en Algérie, seuls 6
travaux sont suffisamment détaillés pour pouvoir étre examinées :

> En 1995, deux études ont été réalisées en Mauritanie avec 5x 10%?
conidies/ha, citées par VAN DER VALK, [17]. La premiere, réalisée dans la région
d’Oued-El Kharob (Nord- Est) a révélée une mortalité de 95% chez les larves

traitées au bout de 17 jours et de 100% chez les imagos au bout de 11 jours [112].
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La deuxieme a Tin- Ouich (sud-est) a aboutit a un taux de 99% de mortalité chez
les larves au bout de 18 jours [113].

> En 2003, une étude a été realisée également au centre de la Mauritanie
dans la région de Tijirit, citée par VAN DER VALK, [17]. La dose de 1,1 x10%?
conidies /ha appliquée en UBV a induit une mortalité de 100% des larves au bout
de 11 jours [114].

> ASTON, [115], citée par VAN DER VALK, [17], rapporte que I'étude menée a
Agagala au Niger en 2003 a révélé que l'application d'une dose de 3X 10'?
conidies/ha en UBV a conduit a une mortalité de 74% des larves de S. gregaria
au bout de 24 jours.

» L’étude menée en Algérie dans la région d’El Oued (Oum Et Thiour) en
2005 conjointement par I'INPV d’El-Harrach - Alger et la FAO sur plus de 1400
hectares infestés de larves de criquet pélerin. Les résultats ont été trés positifs
surtout que les conditions climatigues étaient optimales. Le test a permis
d’enregistrer un taux qui se situe entre 59% et 94% de mortalité atteint au bout de
10 jours aprés un traitement appliqué en UBV avec la dose de 2,5x10% conidies
/ha. [26].
> OUAMBAMA et al. [116], cites par VAN DER VALK, [17], mentionnent qu’un
taux de 100% de mortalité a été enregistré chez les adultes de criquet pélerin
aprés le 10° jour de traitement suite a un essai de lutte dans la région de
Agheliough au Niger réalisée en 2005.

% Selon DOURO KPINDOU et al. [22], deux expérimentations ont été conduites
contre les larves de Z. variegatus. La premiére au sud-est du Bénin, faite avec
des formulation huileuse de M. anisopliae a des doses de 1x10!1, 4,65x10%!
2,5x10'2 et 1x10%2 conidies/ha, selon ces auteurs, au-dela de la dose de 5.10%
spores/ha, la réponse effet dose n'est plus significative. La seconde
expérimentation conduite dans la région centrale du Ghana. Les traitements
étaient appliqués a 5, 10 et 20m entre les passes, correspondant respectivement
a des doses de 2,5 x 10%?, 1,25 x 10'? et 0,625 x 10*? conidies/ha. Il n’y a eu
aucune différence significative au seuil de 5% entre 5 et 10m. Par contre, le
traitement avec 1,25 x 10'2 conidies/ha a une distance de passe de 10 m, a réduit
le temps d’application de moitié (17 min au lieu de 34 min). Les auteurs déduisent
que les traitements par variation des distances entre les passes ont la méme

efficacité que le traitement en couverture totale ou irréguliere.
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PARAISO et al. [25], indiquent qu’il est possible d’utiliser une formulation aqueuse
de M. anisopliae avec des doses 10 a 20 fois inférieures a la dose normale dans
la lutte contre le criquet du riz. Les applications ont été faites a Malanville au Bénin
contre le criquet du riz. Ainsi, 10 g et 5 g de Green muscle sont mélangés a 2 litres
d’eau dans lesquels ont été ajoutés 5 g de détergent en poudre. Apres 15 jours de
traitement avec 5x10'! spores/ha et 2,5x10'! spores/ha, les taux de mortalité
enregistrés sont 95% et 73% et les taux d'efficacité atteignent 63% et 50%
respectivement.

X NIASSY et al. [22], ont évalué la pathogénicité de green muscle (IMI330189)
et de trois contraintes locales de M. anisopliae var. acridum DPV5, DPV10 et
DPV15 isolée sur des cadavres de sauterelle dans le Sénégal puis identifieés
génétiguement. Les tests sont faits sur L. migratoria migratorioides et Z.
variegatus. La variation de la pathogénicité a été notée sur L. migratoria, DPV5 et
a causé la mortalité la plus élevée apres trois semaines (91.2%). Il y avait une
différence significative entre DPV5 et IMI330189. Cependant, il n’y avait aucune
différence significative entre IMI330189 et les autres contraintes. L étude suggere
gue DPV5 est une souche prometteuse pour la lutte antiacridienne.

X ATHEIMINE et al. [19], ont montré I'efficacité de traitement en barriére avec
Green muscle a raison de 2,5 x 10*3 conidies (500 g de conidies /litre), contre des
larves de criquet pélerin. Les larves ont été exposeées a la végétation traitée dans
des cages placées sur toute la largeur de la barriere. Suite a une exposition des
larves pendant 6 h et 24 h, les taux de mortalité ont atteint, successivement, 53 %

et 70 % aprés deux semaines de suivi.
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1.4. Données bibliographiques sur la rat Wistar

1.4.1. Classification

Regne Animalia
Embranchement Chordata

Sous- Embranchement Vertebrata
Classe Mammalia
Sous-classe Theria
Infra-classe Eutheria

Ordre Rodentia

Sous ordre Myomorpha
Famille Muridae
Superfamille Muroidea
Sous-famille Murinae

Genre Rattus

Espéce Rattus norvegicus
Lignée Rat Wistar, [117].

1.4.2. Caractéristigues et physiologie du rat Wistar

Le rat blanc (Rattus norvegicus ou rat norvégien) est une espece

génétiqguement sélectionné, issue par croissance de la race albinos. C'est un
rongeur nocturne, omnivore et coprophage. Le pelage du jeune rat blanc est
soyeux, mais devient progressivement rugueux et décoloré avec I'age. |l possede
une large téte, de petites oreilles, des yeux rouges globuleux et une queue. Il se
reproduit pendant toute I'année et la gestion dure 21 jours [117].
A la naissance, le raton qui pese 5g environ est aveugle, mais tres actif. Le male
adultes pése 300 a 700 g, alors que la femelle environ 200 a 600 g. Sa durée de
vie est de 2 a 3 ans [118]. L’age moyen a la puberté chez le male estde 27 j+ 1,1
j. chez la femelle est de 34 j £ 2,4 j. Le poids moyen a la puberté chez le male est
de 63,3g * 6,8 g et chez la femelle est de 101g + 12,7 g. L'age et le poids a
I'accouplement chez le male est de 320 - 340 g (10 al1 semaines) et chez la
femelle est de 225 - 250 g (11 & 14 semaines) [117].
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1. 5. Données bibliographiques sur l'imidaclopride

Le grand succes commercial des insecticides néonicotinoides arrive avec la
mise sur le marché de limidaclopride 1[(6-chloro-3-pyridinyl) methyl]-N-nitro-2-
imidazolidinimine [119], le premier membre de la famille des chloronicotinyl
nitroguanidine [120].

1.5.1. Propriétés de I'imidaclopride

1.5.1.1. Persistance

La demi-vie (DTso) est le temps que prend 50% de la substance a se
dégrader et/ou étre éliminé. L'imidaclopride a une DT 50 entre un et deux ans
dans le sol. Cela le caractérise comme étant considérablement persistant [121].
Cet insecticide est plus persistant dans le sol nu que dans le sol couvert de
plantes. Ce qui le rond le produit phytosanitaire le plus utilisé pour le contréle de la
Coccinelle doryphore de la pomme de terre et le pour traitement de graines [122].
1.5.1.2. Systémie

L'imidaclopride est un produit systémique en traversant les racines vers tout
le systeme vasculaire de la plante au moyen de la seve [120]. Cette propriété
assure a la plante une protection de longue durée contre les ravageurs racinaires
et aériens puisqu’il est efficace de la levée jusqu’au stade de floraison de la
plante. L'imidaclopride peut se retrouver facilement dans le nectar et le pollen [32].
1.5.1.3. Neurotoxicité

En raison de la similarité structurale, I'imidaclopride devient neurotoxique
par mimétisme avec la nicotine sur les sites de fixation aux récepteurs nicotiniques
de I'acétylcholine (nAChR) [123]. Cependant, I'activité neurotoxique de I'insecticide
est beaucoup plus spécifique que celle de la nicotine [9], [10] (Figure 1.12).

1.5.2. Mode d’action de I'imidaclopride

Comme les autres néonicotinoides, lI'imidaclopride se lie aux récepteurs
nicotinigues post synaptique de l'acétylcholine des insectes (nAChR). Cet
insecticide cause un blocage irréversible des nAChR, ce qui conduit a
'accumulation de I'acétylcholine dans les fentes synaptiques [125], [126]. Comme
I'acétylcholine-estérase n'a aucun effet sur l'insecticide, le nerf est continuellement
surstimulé et se dépolarise rapidement [7]. Cela cause la perturbation de la

transmission des stimuli nerveux, la paralysie puis a la mort de l'insecte [127].
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L'imidaclopride présente une toxicité plus sélective pour les insectes par rapport
aux mammiféres. Cette sélectivité est due a la différence qui existe entre les
récepteurs nicotiniques des insectes et ceux des vertébrés [130] (Figure 1.13)
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Figure 1.12: Structure chimique et potentielle électrostatique de la nicotine (A) et
de I'midaclopride (B) [124].
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Figure 1.13 : Mode d’action de I'imidaclopride au niveau des synapses
nerveuses des insectes [128; modifié].
1.5.3. Toxicité de I'imidaclopride

1.5.3.1. Toxicité environnementale

L’imidaclopride est classé par I'agence de protection de I'environnement a
la fois dans les classes de toxicité Il et Ill [129] (Annexe 1), en raison de sa
persistance dans I'environnement, son accumulation dans la chaine alimentaire et
dans les produits des animaux tels que le lait, la viande et I'ceuf [121].
1.5.3.2. Toxicité sur la santé animale et humaine

La métabolisation de l'imidaclopride par les isoenzymes du cytochrome P450
hépatique peut libérer des métabolites plus toxiques [32]. Ces derniers provoquent
I'inhibition du cytochrome C oxydase et par conséquent 'augmentation de la
génération des radicaux libres et provoque le stresse cellulaire [131]. Ce stress
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cellulaire est confirmé par l'augmentation du taux du produit final de la
peroxydation des lipides, le malondialdehyde [120] qui favorise la production des
cytokines pro-inflammatoires telles que le facteur de nécrose de tumeur a (TNFa)
et les interleukines IL1B et IL 6 par les leucocytes, ainsi que la production des
especes reéactives d'oxygene (ROS) [132].

Ces perturbations engendrent un stress oxydatif en inhibant la capacité
antioxydante de la cellule et par conséquent la présence des dommages au
niveau des tissus et des organes vitaux tels que le foie, les reins et le cerveau
[133] et [134]. Les dommages a I'échelle cellulaire touchent les macromolécules
comme les acides nucléiques, les lipides et les protéines ce qui entraine des
altérations fonctionnelles de la cellule cible et accélere sa mort [135].
L’imidaclopride entraine des dysfonctionnements des systemes immunitaire et
endocrinien [120], [27], des troubles de la reproduction et du développement
[136]. Ainsi que des dysfonctionnements neurologiques [137],[138].

Les métabolites de I'imidaclopride peuvent aussi se lier aux acides ribonucléiques
et entrainent de se fait des anomalies génétiques [139]. Ainsi, cet insecticide peut
étre faiblement mutagénique. Des études sur limidaclopride ont montré sa
génotoxicité chez les rats [140] et sur les cultures lymphocytaires humaines [141].

1.5.4. Métabolisation

Aprés absorption par la plante, I'imidaclopride est transformé en nombreux
métabolites dont certains sont assez toxiques que la molécule mére pour les
ravageurs [125], [142].

Chez 'hnomme, il a été démontré que CYP3A4 du foie pouvait oxyder et réduire
'imidaclopride. Les différents métabolites de I'imidaclopride sont : le 5-hydroxy-
imidclopride (5.0H), le 4,5-dihydroxy-imidaclopride (4,5-OH), l'oléfine, I'acide G-
chloronicotinique 6-ACN) et les dérivés guanidine et urée [143], [144].
(Figure 1.14).

Deux métabolites majeurs de I'imidaclopride ont été détectés dans le cytosol du
foie chez le lapin : la nitrosoguanidine et 'aminoguanidine [128]. Une différence
importante entre les systémes métaboliques de la plante et de l'animal, les
conjugués sont principalement excrétés chez les animaux dans les excréments et

les urines, tandis qu’ils sont stockés dans les tissus des plantes [145].



50

HO
t}j = Y

{1
Cl"[;j/-\ ‘Tr Cl T L= M \E;G

NMO;
S-hydroxy imidacloprid e nilrosomine

I A B l

i .\ "
NmNr1 N, -NH NmHH
L™y Y — L5
(o Ll . U™ N 0 G~ TN NH

alefing uree guaniding

Figure 1.14 : Métabolisation de I'imidaclopride par le P450s chez 'homme
[144]. (A) Hydroxylation et dé-saturation de I'imidazolidine. (B) Réduction et clivage
du nitrosoimine.

1.5.5. Domaines d’application de I'imidaclopride

L’imidaclopride présente un large spectre d’efficacité en particulier sur les
insectes piqueurs-suceurs, et les insectes ravageurs incluant les sauterelles, les
coléopteres et les insectes de I'herbe et du sol et les aleurodes qui ravagent les
arbres fruitiers, agrumes et cucurbitacées [145], et méme pour les plantes
d’ornementation [146]. L'utilisation de cet insecticide a permis une production
alimentaire suffisante pour une population en grande croissance [147] et la lute
contre les parasites de gazon [148]. L'imidaclopride a contribué a I'amélioration de
la santé publique en luttant contre certains insectes et moustiques vecteurs de
maladies infectieuses [128]. Son emploi en médecine vétérinaire est récent, Il est
introduit dans les médicaments pour les chats et les chiens pour le contrdle des

puces et des coquerelles sur les animaux domestiques [149].
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CHAPITRE 2
PRESENTATION DE LA REGION D’ETUDE

Afin de réduire les doses d'utilisation des insecticides chimiques appliqués
en lutte antiacridienne et de promouvoir la lutte biologique, nous nous sommes
proposes, sous la direction d'une équipe de cadres de I'INPV d’El-Harrach-Alger, de
réaliser des essais en milieu naturel, sur des populations larvaires de 3¢ et 4° stade
de Dociostaurus maroccanus (Thunberg, 1815).

Nous avons choisis de conduire nos expérimentations de terrain au Nord-
Ouest de I'Algérie, la région Marhoum, (Sidi-Bel-Abes). Les essais sont réalisés en
Avril - Mai 2016 et ont porté sur I'étude de l'efficacité de deux produits. Le premier
est 'insecticide chimique imidaclopride (MIDA®), et le biopesticide Green muscle®

2.1. Présentation et situation géographique de la région d’'étude

La station d'étude est située dans l'une des zones potentielles de
reproduction de D. maroccanus citées par, PASQUIER, [69] - [70] et DOUMANDJI-
MITICHE et al. [3], et répertoriées par I'INPV, [71]. C'est I'un des foyers classiques
grégarigenes de D. maroccanus ayant enregistré de fortes activités a partir de
'année 1999 apres plusieurs années de recrudescence. Cette activité résulte des
conditions éco-météorologiques particulierement favorables.

La commune de Marhoum s’étend sur une superficie de 9150 km?, située au
Sud-Est de la Wilaya de Sidi-Bel-Abbes qui se retrouve a 450 km a I'Ouest d’Alger.
Sidi-Bel-Abbes est limité par les wilayas suivantes: Oran au Nord- Est, Ain
Témouchent au Nord-Ouest, Tlemcen a I'Ouest, Naama au Sud- Ouest et El-Bayad
au Sud- Est. A I'Est de la Wilaya, on trouve également les Wilayas de Mascara et
Saida (Figure 2.1). La station expérimentale se localise au niveau du lieu dit El-
Menzeh au Nord de la commune de Marhoum, aux points, latitude 34°26’45.61"
Nord et longitude 00°11°'42.08" Ouest, d'une superficie d’environ 1.5 ha et d’'une
altitude de 1195 m. Deux sites ont été retenus pour la réalisation des essais (I'un
pour le produit biologique et I'autre pour le produit chimique). La distance entre les

deux sites est plus de 1 km.
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Figure 2.1: Localisation du site expérimentale ([5], modifi¢) * Site d'étude
2.2. Géomorphologie
2.2.1. Relief

Le relief de la Wilaya de Sidi-Bel-Abbes peut étre décomposé en trois grands

ensembles naturels distincts [150].
» Les zones de montagnes
Elles couvrent 24,59% de la wilaya. Elles occupent au nord, les monts de Tessala,
de Beni Chougrane et la partie centrale de la wilaya par les montagnes de Dhaya.
» Les zones de plaine
Elles couvrent 35,40% de la wilaya. Elles sont représentées par la plaine de Sidi
Bel Abbes dont I'altitude varie entre 400 a 800 m et les hautes plaines de Telagh,
400 & 1000 m d’altitude.
» Les zones de steppe
Elles constituent le sud de la wilaya, y compris la région Marhoum, et occupent
une superficie totale de I'ordre de 3 660,82 km2 soit 40% de I'espace de wilaya dont
I'altitude varie de 1 000 a 1 400 m.

Le relief de la région Marhoum est dans I'ensemble tres aéré, peu élevé et
assez uniforme. Il est constitué dans la grande partie par des collines. Le reste de
la circonscription est constitué par des surfaces homogeénes ou sont cultivés les
céréales secondaires, orge et avoine.

2.2.2. Pédologie
La région de Marhoum est une zone jachére caractérisée par un sol

b

caillouteux a texture argilo-limoneuse et une végétation peu dense qui est

surpaturée et trés basse (la hauteur ne dépasse pas 10cm) (Figure 2.2). Le sol est
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constitué de la roche mére calcaire, compacte et caillouteuse. La texture du sol
impose une faible teneure en matiére active et une faible capacité de rétention en
eau ne permettant que le développement d’'une végétation xérique adaptée aux
conditions du milieu [151].

2.3. La végétation

2.3.1. La véqgétation naturelle

La composition et la diversité du couvert végétale au niveau de la commune de
Marhoum, varient selon le gradient Nord-Sud. Au Nord se développe les formations
graminéennes dominée par ['Alfa (Stipa tenacissima). D’autres groupements
floristiques, associant des especes spasmophiles, Stipa parviflora, Noaea
mucronata, Peganum harmala (ces deux derniéres espéces étant indicatrice de
dégradation de la steppe et d’ensablement), Au sud se développent quelques
especes halophiles, Atriplex halimus et salsola verniculata, Avec quelques
formations forestiéres basses dégradées et hétérogénes a base de pin d'Alep,
chéne vert, genévrier et quelques especes buissonnantes du Pinetum halpensis et
du Quercetum [151].

Les travaux entrepris dans le site expérimentale ElI-Menzeh- Marhoum par
CHAOUCH, [5]. mettent en évidence des groupements a Stipa tenacissima,
Artemissia herba alba, Lygeum spartum , Thymelea microphila, Peganum harmala,
Helinathemum lipii, Aristida pungens, Stipa lagascae, Helinathemum hirtum, et
Thymelea microphylea.

2.3.2 Agriculture et espaces de parcours

La surface agricole totale de Sidi-Bel-Abbes couvre 52,504 ha et présente
seulement 13,25 % de la superficie totale. Elle occupe le tiers des zones du Nord et
un peu moins du dixieme des zones du Sud. Cette superficie agricole est répartie
entre 1985 exploitations dont 45% relévent du domaine public (Exploitation Agricole
Collective). Elle est dominée par les céréales (1420 ha avec 450 ha de blé dur, 840
ha de blé tendre, 1400 ha d’orge et 111 ha d’avoine) [151].

La céreéaliculture a connu son apogée en 1996, mais une baisse brutale s’est
produite ensuite. Cette chute résulte, d’'une part, de 'augmentation de plus de
200% en moins de cing ans du prix d’achat des intrants [151] et d’autre part, de
rendement souvent tres faibles [152].

L’espace de parcours agricole est temporaire et se limite a une exploitation

bY

des terres a vocation agricole par les troupeaux. Aprés la récolte, c'est la
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céréaliculture qui domine. Ce type de parcours dont les pailles et les chaumes
fournissent environ 100 unités fourragéres mais ne retiennent les troupeaux que 3
mois au maximum (entre Juillet et Septembre). Les jacheres qui occupent prés de
20% de la surface agricole utile constituent des « prairies » mises a la disposition
des troupeaux pendant quelques mois. Elles sont en liaison directe avec la
céréaliculture dans le cadre de la rotation et de I'assolement [153].

C’est le domaine de la steppe a Stipa tenacissima qui est utilisé durant toute
'année [150]. Le parcours est intense durant les mois de Mars a juin pour la strate
herbacée colonisant les micro-dépressions entre les touffes d’Alfa et durant toute
'année sur les plantes dominantes que sont Stipa tencissima ou Artemisia herba
alba. Le parcours forestiers constitue toutes les formations forestiéres
généralement trés dégradées et ne représente qu’une tres faible superficie inférieur
a 2% de la surface totale [150].

2.4. Le climat

Le climat de Sidi Bel Abbes est trés chaud en été. En hiver, la neige tombe
parfois en abondance, mais ne s’accroche pas et part avec le premier redoux. Des
températures au lever du jour peuvent étre basses, atteignant facilement
l'extremum de -7 °C. Au printemps, les gelées blanches sont a redouter. Le climat
de la région « Marhoum » est considéré comme un climat semi-aride, modérément
froid a frais en hiver et chaud en été avec quelques journées de sirocco. Le climat
de la steppe a fait I'objet de plusieurs travaux, il est de type méditerranéen semi
aride inférieur a aride froid avec des précipitations moyennes annuelles de 271mm,
une température moyenne maximale du mois le plus chaud de 34,5°C et une
température moyenne minimale du mois le plus froid de -0,5°c avec un coefficient
pluviométrique entre 24,5 et 27,7. La période de sécheresse est généralement
supérieure a 7 mois, d’Avril & Octobre [153].

2.4.1. Précipitation

La pluviométrie moyenne annuelle de la région de Marhoum de 2000 a 2010
est de 336,1 mm. Depuis ces dernieres années. Une baisse tres sensible des
précipitations est enregistrée dans la wilaya de Sidi-Bel-Abbes engendrant des
déficits importants surtout en cultures vivrieres [153].

2.4.2. Températures

Les températures se caractérisent par une moyenne assez €levé en été (32°C a

37°C) dans les régions du Nord et 35°C a 38°C dans les zones steppiques dans le
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Sud. Les températures moyennes sont de I'ordre de 2°C a 3°C dans le Nord et 0°C
a 1°C dans le Sud

D’aprés le diagramme ombrotermique des années 2014 -2015- 2016 (Figure 2.2)
nous remarquons que la période des mois secs est de cing mois (d’avril a aout)
pour 'année 2014 ; de 6 mois pour I'année 2015 (d’avril a septembre) et s'étale de
cing mois (de juin a octobre) en 2016.

2.4.3. Le vent

Les vents dominant sont ceux du Nord-Ouest, lIs soufflent en toute saison pendant
10 a 15 jours par mois. Les vents du Nord également répartis sur toute I'année,
soufflent de 4 a 5 jours par mois. Tandis que ceux de I'Ouest, soufflent pendant 7 a
10 jours par mois et sont caractéristiques de I'hiver. Ceux du Nord soufflent sur une
période de 7 a 8 jours par mois de I'été. Le Siroco souffle environ 15 jours par an
lors des mois de Juillet et Ao(t [153].

2.5. La cibles des traitements réalisés sur terrain

Les deux sites d’étude choisis dans la région Marhoum pour la réalisation des
traitements, chimiques et biologiques, renferment plusieurs taches ou bandes
larvaires de criquet marocain.

Nous avons choisis de conduire nos essais sur des populations larvaires de
D. maroccanus de 3¢ et de 4¢ stade de leur développement. Ce choix est justifié par
le fait que les larves de stade 1 et 2 sont vulnérables, tandis que les larves de 5¢
stade peuvent effectuer leur mue imaginale (devenir des aillés) avant de succomber
au traitement.

Contrairement aux années précédentes, les premiéres éclosions de criguet
marocain ont été observées durant la derniere décade d’avril 2016. Ce retard est
dd, probablement, aux conditions météorologiques exceptionnelles.

2.6. Faune prédatrice naturelle de la région d’étude

Il'y a lieu de signaler que plusieurs ennemis naturels ont été rencontrés sur les sites
expérimentaux, essentiellement les oiseaux comme les corbeaux (Corvus corax)
qui se trouvaient en nombre trés important, des courvites isabelles (Cursorius
cursor), de cochevis de Thékla (Galerida theklae), des lézards, des coléoptéres,
des fourmies et des araignées qui ont consommé les cadavres et les larves

affaiblies par les traitements.
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Figure 2.2: Diagramme ombrothermique de la région Marhoum —Wilaya de Sidi-
Bel-Abbes au cours des années 2014- 2015- 2016.
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CHAPITRE 3
MATERIELS ET METHODES

3.1. Présentation des principaux matériaux utilisés

3.1.1. Matériels biologigues

3.1.1.1. Metarhizium anisopliae var. acridum

La souche fongique utilisée lors des différents essais réalisés sur terrain et
aux laboratoires est Metarhizium anisopliae var. acridum (l'isolat IMI 330139),
développé en un biopesticide, le GREEN MUSCLE ®. Ce produit est fabriqué par
LUBILOSA (Lutte biologique contre les Locustes et les Sauteriaux) et est
spécifiqgue aux espéces de criquet a antennes courtes (Acridoidea : Acrididae et
Pyrgomorphidae). Le biopesticide est conditionné dans des sachets de 1kg (au
minimum 5 x 101° conidies /g), sous forme de poudre séche de spores en couleur
verte marine (Annexe 1). Le biopesticide est fourni par 'INPV d’El-Harrach. Le
produit est conservé a 4°C. Nous avons utilisé le Green muscle d’'une part pour
évaluer son effet sur les larves de criquet marocain et d’autre part pour évaluer sa
biosécurité vis-a-vis des rats Wistar femelles.

3.1.1.2. Criguet marocain, Dociostaurus maroccanus (Thunberg, 1815)

Nos expériences sont conduites sur des populations larvaires de criquet
marocain originaires de La région Marhoum, Sidi-Bel-Abbes.
Pour servir aux différents tests de mortalité réalisés au laboratoire, des larves de
D. maroccanus sont capturées puis transportées dans des cages depuis la région
Marhoum jusqu’'a 'INPV d’Alger. Les larves sont gardées sous des conditions
expérimentales contr6lées. La salle d'élevage est munie d'un systeme de
chauffage permettant de maintenir une température constante de 28 a 30 °C, avec
une photopériode de 12 h de lumiere par jour.
3.1.1.3. Rats Wistar femelles

Pour I'évaluation de la toxicité subchronique de Green muscle et de la
toxicité subaigiie de lI'imidaclopride vis-a-vis des mammiféres, nous avons utilisé
un modele animale, les rats femelles de souche Rattus norvigicus Wistar. Les
animaux acquierent auprés de linstitut pasteur de Kouba- Alger. Les rats sont
répartis dans des cages de polypropylene de 30cm /40cm /15cm qui sont
tapissées d'une litiere constituée de copeaux de bois. Des leur arrivée a

I'animalerie, au niveau de la station expérimentale de la Faculté des Science de la
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Nature et de la Vie a l'université de Blida 1, les rattes sont soumises a une période
d’acclimatation, pendant 1 semaine, & température ambiante (24 £1°C), et une
photo période de 12h /12h. Tous les animaux recoivent de I'eau par des biberons
et un régime alimentaire standard équilibré sous forme de bouchons provenant de
la société industrielle de concentré a Bouzerea, Alger.

3.1.2. Matériels non biologiques

Les matériels comportant les équipements, les appareillages, utilisés lors de nos
expérimentations, voir 'annexel. Les principaux matériaux sont les suivants :
3.1.2.1. Milieux de culture

Nous avons utilisé les milieux PDA (Potatos Dexton Agar), MALT, V8 et Baath
dont la composition est mentionnée dans I'annexel. Ces milieux sont stérilisés par
autoclavage a 120°C. Les boites remplies de moitiés avec ces milieux, sont
étiquetées clairement et sont fermées hermétiquement par du para-film. Les
cultures sont maintenues dans des étuves thermoréglables. Toutes les
manipulations sont effectuées avec un matériel stérilise, devant un bec benzene et
sous une hotte stérilisée, via les rayons Ultra-Violet (UV), a fin d’éviter toutes
contaminations. Ces manipulations sont réalisées au laboratoire du département
de lutte antiacridienne a I'INPV.

3.1.2.3. Insecticides et équipement de traitement de terrain

L'imidaclopride (MIDA®), un insecticide néonicotinoide, conditionné dans un flacon
contenant 250 ml de solution concentrée a 20% (200 g/ml). Trés peu de données
sont enregistrées sur l'utilisation des insecticides néonicotinoide en particulier
I'imidaclopride en lutte antiacridienne [12]. Nous avons utilisé le produit d’une part
pour déterminer son efficacité a faibles doses vis-a-vis des larves de Dociostaurus
maroccanus dans les conditions de terrain et de laboratoire et d’autre part pour
évaluer la toxicité orale subaigue de I'insecticide vis-a-vis des rats wistar femelles.
> Le Deltaméthrine (DECIS®) est un pyréthrinoides de synthése, conditioné
dans un flacon contenant 1l de solution concentrée a 12,5 g/l. Le produit est
homologué en Algérie et est largement appliqué en lutte antiacridienne. DECIS est
choisi comme insecticide de référence, connu pour son excellent effet acridicide
sur les larves et les adultes des criquets, agit par ingestion et par contact (effet
choc au bout de quelques minutes). Deltaméthrine présente des niveaux de

rémanence variés et ayant un spectre d’action large [156]. Le Decis est appliqué
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sur terrain dans les mémes conditions de traitement que ceux de I'imidaclopride.

Les insecticides ont été fournis par I'INPV d’El-Harrach —Alger.

» Les traitements de terrain avec le Green muscle sont réalisés par un
pulvérisateur en Ultra-Bas-Volume (U.B.V.) L'appareil utilisé est le Micronaire
AU 8115 (Micron Sprayers Ltd.) monté sur un véhicule léger.

» Les traitements de terrain avec les insecticides chimiques sont réalisés par un
pulvérisateur en ultra bas volume motorisé a dos.

» La vitesse et la direction du vent (mesurées a 2 m au-dessus du sol) par un
appareil ventilo métre de type : KESTREL, la température, 'humidité relative,
sont mesurés par un appareil Digital Psychrométre de type EP 8706.

3.1.2.4. Matériels utilisés pour I'étude histologique et hématologique

> Chez les rats Wistar
L’ensemble des rats a fait I'objet de pesées hebdomadaires avec une balance
électrigue. La décapitation et la dissection des animaux ont permis de recueillir le
sang dans des tubes a EDTA et a héparine pour le dosage de quelques
parametres sanguins et de prélever quelques organes. Qui sont pesés avec une
balance de précision puis destinés a I'étude histopathologiques [157], [158].
-La dissection des animaux sont réalisés au niveau du laboratoire de recherche,
Biotechnologies, Environnement et Santé, université de Blidal.
- L’analyse des différents parameétres sanguins est faite dans le laboratoire
d’analyses médical privé a Blida.
- L’étude histo-pathologique et I'observation des coupes histologiques, sous
microscope optique lié a un dispositif de prise des photos, sont conduites au
niveau du laboratoire de cytologie au service d’anatomie pathologique, du Centre
Hospitalo- Universitaire Hussein Dey-Alger.

» Chez les criquets marocain

Aprés I'échantillonnage des larves de criquets marocain avec un filet fauchoir,
nous avons prélevé 'hémolymphe avec une micro seringue. Nous avons réalisé
des frottis sanguins sur des lames en verres, colorées ensuite par May- Grunwald-
Giemsa (MGG) et observées au microscope optique. Sous une loupe binoculaire
et avec les outils de la trousse de dissection, les larves sont disséquées pour
prélever le tube digestif et quelques fragments de tégument pour [I'étude

histopathologique.
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3.2. Méthodes des études de terrain avec MIDA® et Green muscle® sur les

larves de D. maroccanus

Les méthodes d’application des traitements chimiques (MIDA® et DECIS) et
biologique (Green muscle) en milieu naturel de la région « Marhoum », sont
conformes aux normes décrites par [I'Organisation Européenne et
Méditerranéenne pour la Protection des Plante (OEPP) [157]. L’application des

traitements est réalisée par une équipe de cadre de 'INPV d’EL-Harrach- Alger.

3.2.1. Essai de lutte en milieu naturel avec l'insecticide imidaclopride

A travers cet essai, nous avons évalué l'efficacité des doses réduites de
I'lmidaclopride (MIDA®). Le produit est testé sur les larves de la sauterelle
marocaine de 3¢ et 4° stade a la recherche de la dose efficace la plus faible. Nous
avons étudié également 'effet remanent de la dose recommandée. L'imidaclopride
est comparé avec un produit de référence : l'insecticide deltaméthrine (DECIS®).
Les différents travaux se sont déroulés du 01Mai au 5 Mai 2016.

3.2.1.1 Préparation des formulations de traitement

D’apres les manuels d'utilisateur de I'imidaclopride et de deltamétrine, les
deux insecticides sont des produits concentrés émulsifiables (EC) c'est-a-dire que
les formulations a base de la matiere active sont en solution aqueuse. Le volume
d’eau est adapté selon le type de I'appareil de pulvérisation.
>  MIDA® est un insecticide de la famille des chloronicotinyles, la matiére
active, Imidaclopride est concentrée a 200 g/l. MIDA® est recommandé, contre
les aleurodes et les pucerons a la dose de 0,5 I/ha.

Dans notre essai, nous avons appliqué les traitements avec cet insecticide au

niveau de six parcelles avec la dose recommandée et avec cing doses

décroissantes par des dilutions au demi de la dose recommandée. Les doses

testées sont les suivantes.

- La dose recommandée (DR) est 0,51/ ha ou 5 ml /100m?

- DR/2 : 2,5 ml de produit MIDA

- DR/4 : 1,25 ml de produit MIDA

- DR/8 : 0,625 ml de produit MIDA

- DR/16 : 0,312 ml de produit MIDA

- DR/32 : 0,156 ml de produit MIDA
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Les formulations sont préparées le jour méme de traitement, chague volume
prélevé du produit par une micropipette est mélangé dans un bidon en plastique
remplie avec 5| d’eau. Apres agitation de quelques minutes, les formulations
aqueuses ainsi préparées sont pulvérisées chacune dans une parcelle de 100 m?.
> DECIS® est un insecticide de la famille des pyréthrinoides de synthése, la
matieére active, la deltamétrine est concentrée a 12,5 g /l. Nous avons appliqué le
produit de référence a sa dose recommandé 1 | /ha c'est-a-dire 10 ml /100 m?.
Cette dose est diluée dans un bidon contenant 5 | d’eau pour le traitement de
parcelle de 100 m
3.2.1.2. Dispositifs expérimentaux

Nous avons délimité des parcelles de 100 m? avec des balises. Dans
chaque parcelle nous avons installé un a deux enclos de terrain de 9 m?. Les
enclos sont délimités par un film en plastique transparent, entouré sur des piquets
en fer de 0,5 m de hauteur, bien enfoncé dans le sol pour empécher la fuite des
larves. La mise en place des enclos de terrain est réalisée un a deux jours avant
traitement selon la présence des taches larvaires de D. maroccanus de 3¢ et de 4¢
stade (L3 et L4). Les parcelles sont séparées I'une de l'autre d’au moins 300 m.

Au niveau de chaque bloc, nous avons inséré des étiquettes sur lesquelles
nous avons noté la dose et I'heure de traitement, la densité larvaire avant
traitement... La végétation présente au niveau des enclos de terrain témoin et
traitées est basse et montre une faible densité. Les larves emprisonnées dans les
enclos ont consomme la végétation naturellement présente sur le terrain.

3.2.1.3. Modalités et méthode de traitement

La pulvérisation des insecticides est faite en Ultra-Bas-Volume (UBV) par
un pulvérisateur monté a dos (porté par un manipulateur) avec un réservoir de 10
|. Le débit de la pulvérisation est estimé a 0,5 I/min. Aucune pulvérisation n'a été
appliguée dans la parcelle témoin.

La méthode la plus utilisée, pour obtenir un dépét moins irrégulier des
gouttelettes, est de faire chevaucher les andains en adoptant un espacement
entre chague deux passages successifs. L'andain est définit comme la distance
sur laquelle se dépose la plus grande partie du produit depuis le point d’émission.
Un pulvérisateur portable s’utilise avec un espacement entre les passages
inférieur a la moitié de la largeur de I'andain. Le pulvérisateur se déplace entre les

passages face au vent et pulvérise selon la direction du vent a fin d’éviter sa
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contamination et pour que les fines gouttelettes soient entrainées latéralement par
le vent (Figure 3.1 a et b).

Dans notre cas, pour les traitements chimiques avec un pulvérisateur
portable, nous avons effectué des passages délimités par deux metres entre
passes. Nous avons commencé le traitement 2m apres la limite de la parcelle Les
passes sont tracés au préalable dans des parcelles de 10 m de diamétres. Nous
avons commenceé le traitement 2m apres la limite de la parcelle. A noter que lors
du traitement, le pulvérisateur pénéetre dans les blocs pour effectuer les passages
de pulvérisation. Le réservoir et les conduits de I'appareil de pulvérisation sont

bien rincés apres chaque traitement.
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Figure 3.1 a et b: Méthode de traitement en couverture totale d’'une parcelle
de 100 m? ([158]- modifié).

3.2.1.4. Etude de la rémanence de I'imidaclopride sur la végétation traitée

A fin d’étudier la persistance d’action de I'imidaclopride au niveau de la
parcelle traitée avec la dose recommandé (DR= 5 ml/ 100 m?), nous avons utilisés
des larves de D. maroccanus non traitées, collectées d’'une localité distante de 1
km environ des parcelles traitées. Les larves (L3 et L4) sont capturées a l'aide
d’'un filet de capture puis introduites dans une cage en bois grillagées (50x50x50
cm) pour leurs déplacement
L'effet rémanent de [l'imidaclopride est comparé avec celui du produit de
référence, le deltamétrine. Ainsi, 24 heures apres l'application des produits
chimiques avec les doses recommandés des deux insecticides, nous avons libéré
des larves (L4 et L3) dans chacun des deux enclos de terrain a raison de 10
larves /m2. Ces enclos ont été installés a vide avant I'application les traitements

chimiques.
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3.2.1.5. Observations de terrain et suivis des fluctuations des larves

Au cours de I'essai, une attention particuliere est accordée a la collecte des
informations sur le comportement des larves, les symptomatologies de la toxicité
par I'imidaclopride...

Les densités moyennes dans chacun des enclos de terrain sont évalués en
faisant le comptage du nombre des individus /m? Ainsi, I'évaluation de la densité
des criquets vivants est effectuée dans les carrés fixes de dimensions 1m x 1 m,
Le dénombrement des larves, facilité¢ a 'aide de compteur manuel, est fait juste
avant traitement et puis suivis dans le temps (chaque 10 minutes) jusqu’a

I'épuisement de toute la population traitée.

3.2.2. Essai de lutte en milieu naturel avec biopesticide, Green muscle ®

A travers cet essai, nous avons étudié I'efficacité de trois concentrations de
Green muscle. Pour mieux comprendre la physiologie des larves traitées avec
M. anisopliae var. acridum dans les conditions de terrain, des observations plus

approfondies sont étudiées sur le plan hématologique et histopathologique.

3.2.2.1. Evaluation du pouvoir germinatif de Green muscle® avant traitement

Selon le manuel d'utilisation de Green Muscle, [103], la dose recommandée
du produit est de 50 a 100 g de matiére active (conidies de M. anisopliae var.
acridum) par hectare. Avant tous traitements, il est indispensable de calculer le
taux de germination du champignon qui nous renseigne sur la viabilité des
conidies [159]. Nous considérons une spore comme germée quand un tube
germinatif est émie et au moins aussi long que la largeur de cette spore.

- Si le taux de germination est supérieur ou égal a 70%, maintenir la dose
recommandée de Green muscle a 50 g/ha.
- Sile taux est compris entre 40 et 70%, appliquer 100 g/ha.
- Le produit avec un taux inférieur & 40% est considéré périmé.
Le test de germination est réalisé au laboratoire quelques jours avant traitement.
Le test est décrit et utilisé par ATHEIMINE et al. [19] (Voir annexel). Nous avons

trouvé que 78,33% des conidies sont viables.
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3.2.2.2. Le choix des doses et préparation des formulations de traitement

Sur la base du résultat du test de germination, Les traitements en milieu naturel
avec le biopesticide, le Green muscle ont porté sur les essais de trois
concentrations a base de spores de Metarhizium anisopliae,

50 g/ha ce qui équivaut a 2,5 x 10 12 soit 2500 milliards de conidies,

25 g/ha contenant environ 1, 25 x 10*? conidies

12,5 g/ha ou 6,25 x 10*! conidies.
Le Green muscle est congus pour étre appliqué en UBV avec une formulation
huileuse « OF » [159]. L’huile permet une meilleure adhésion des conidies sur la
cuticule des insectes, évite I'évaporation rapide et les fines gouttelettes huileuses
peuvent étre fractionnées jusqu’a 20 pm.

Les inocula sont préparés le jour méme de traitement, avec une balance de
précision, les poids en g de la poudre seche de spores, 50 g, 25 g et 12,5 g sont
pesés puis mélangés chacun dans une éprouvette contenant 200 ml d’huile
végeétale de tournesol, choisie comme solvant organique naturel. Aprés agitation
pendant une demi-heure, pour désagréger les spores, le volume d’huile a été
complété jusqu'a 2 | dans le réservoir de I'appareil de pulvérisation.
3.2.2.3. Dispositifs expérimentaux pour le traitement avec le Green muscle

Nous avons délimité quatre parcelles de 2500 m? avec des balises. Dans
chacune des parcelles, deux enclos de terrain d’environ 9 m? chacun sont installés
selon la présence des larves de D. maroccanus. L'installation des blocs est
réalisée un a deux jours avant traitement, aux heures ou la température est basse
pour bien localiser les taches larvaire.

Pour les produits biologiques a action lente comme le Metarhizium, la
parcelle témoin est incluse dans I'essai. Les enclos de terrain témoins sont placés
dans le sens opposé au vent afin d’éviter le probléme de la dérive des parcelles
traitées. Les trois parcelles traitées au doses mentionnées sont séparées l'une de
l'autre d’au moins 300 m et espaceées de la parcelle témoin de plus de 800 m. La
densité de la végétation est faible et est homogéne entre les parcelles.

Les criquets emprisonnés dans les enclos de terrain ont été nourris d’abord avec
de la végétation naturellement présente sur le terrain et puis avec de la végétation
collectées dans les endroits non traitées. Cette végétation est rajoutée
quotidiennement dans tous les enclos pour éviter le phénomeéne de cannibalisme

et la mortalité des criquets par manque de nourriture.
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3.2.2.4. Modalités et méthode de traitement

Nous avons appliqué les traitements avec le biopesticide par pulvérisation
en U.B.V. La hauteur de I'émission de I'appareil est 2 m.

La technologie de la pulvérisation en UBV permet la genese de tres fines
gouttelettes (diametre médian volumique DMV < 150 um). Cette technique est trés
économique et peu polluante pour I'environnement permettant un rendement plus
élevé, un traitement plus fiable, et une rapide vitesse d’exécution [158]. L’inoculum
est réparti ainsi sur la zone cible (dép6t sur les feuilles et les insectes). Aucune
pulvérisation n'a été effectuée dans la parcelle témoin. Une seule application des
traitements biologiques aux trois doses mentionnées est faite le 30 Avril 2016.
Seulement 0,5 | de chaque inoculum préparé est pulvérisé pour le traitement de
parcelle de 2500 m2. Le réservoir et les conduits de pulvérisation sont bien rincés
avant chaque traitement.

Pour un pulvérisateur monté sur un veéhicule, le débit de pulvérisation varie
0,05 a 1,0 I/min et I'espacement entre les passes de pulvérisation oscille entre 10
m et 50 m [158]. L’appareil de pulvérisation est calibré pour un écoulement de
produit de 0,7 I/min. L’espacement entre les passes de pulvérisation (E) choisi a
30 m. Le volume totale dans le pulvérisateur (V.T) est 2I. La vitesse d’avancement
du véhicule (V) est calculée a 7 km/h avec la formule suivante
Debit 1 iy - cm M) > B (m) VLD

Gou [158],[159].

3.2.2.5. Estimation de la qualité de pulvérisation

La pulvérisation ne doit pas étre faite aux heures les plus chaudes de la
journée. Elle doit étre effectuée suivant la direction du vent. Pour évaluer la qualité
de la pulvérisation et controler le dépbt des gouttelettes, des piquets sont
implantés dans les parcelles traitées, distancés de 5m et disposés
perpendiculairement au passage du véhicule de traitement. Une rangée de
papiers oléosensibles est placée sur les piquets a une hauteur de 50 cm du sol
Les papiers sont retirés une heure apres traitement. Sous une loupe graduée, le
succes de la pulvérisation a été estimé par le dénombrement et la mesure des
diamétres des gouttelettes déposées sur les papiers et comparés aux normes
[158] et [160].
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Aprés récupération des papiers oléo-sensibles, nous avons constaté que le
produit est bien répartis sur les parcelles traitées. Les gouttelettes huileuses
récupérées sont fines et régulieres ayant 150 um de diamétres moyen. Le
traitement en dérive grace au vent latéral permet de récupérer 10 a 20 gouttelettes
au cm2, Ce nombre est suffisant pour toucher la cible d’aprés [160].

» La période de suivie des traitements avec Green muscle

Les invasions acridiennes représentent une menace importante pour I'agriculture.
Tous échec dans la maitrise de celles-ci aux premiers stades larvaires,
typiguement en zone aride et semi-aride, peut entrainer des dégats significatifs
aux cultures. Dans les zones voisinages de nos parcelles traitées, les larves sont
devenues des L5, d'ou le risque du stade aillé apres la mue imaginale. C’est pour
cette raison que le suivi des tests est achevé au 10 jour aprés traitement malgré
qgue la population larvaire traitée ne fit pas totalement épuisée. De ce fait, un
traitement avec un insecticide chimique est réalisé ensuite dans notre région
d’étude.

3.2.2.6. Suivi de la sporulation de Metarhizium anisopliae sur les cadavres

Un test complémentaire est réalisé, a savoir I'évaluation de la sporulation du
champignon sur des larves mortes. Cette méthode nous donne une confirmation
qualitative de la cause de la mortalité des insectes qui sont probablement infectés
par mycose. La méthode est utilisée par plusieurs auteurs, [20], [25], [19], elle
consiste a prélever des échantillons de cadavres de D. maroccanus a partir des
blocs témoins et traités.

Les insectes morts ont été séchés a I'air libre pendant 24h et mis dans des boites
de pétri en verre au fond desquelles est placé du coton imbibé légerement d’eau
au centre pour le maintien d’'une humidité optimale L’incubation est maintenue a
température ambiante et a I'obscurité. Il est important d’'aérer les boites de pétri
une fois par jour. Aprés quelques jours d’'incubation (8 a 10 jours), nous avons
observé une couche poudreuse de couleur verte a grise. L’identification du
champignon fait appel aux caracteres culturaux (Identification macroscopique) et a
la morphologie (identification microscopique).

» ldentification macroscopique

Les caractéeres morphologiques et culturaux ont été déterminés apres
ensemencement sur le milieu PDA. Ainsi, quelques spores sont prélevée a l'aide

d'une anse de platine stérile et déposée au centre de la boite de culture.
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L'évaluation de I'ampleur du développement a été observée aprés 7, 14 et 21
jours d’'incubation a 28 °C. Ce suivi est réalisable a I'ceil nu mais aussi grace a un
binoculaire permettant ainsi de rassembler des indices révélateurs sur l'identité de
notre souche (Aspect et couleur du mycélium et sa variation au cours du temps,
présence ou absence de gouttelettes sur le mycélium etc...)
» ldentification microscopique

L’'observation in situ de la morphologie des chaines de spores et celle du
mycélium s’est faite au microscope optique. Les préparations microscopiques se
font & I'état frais en milieu liquide entre lame et lamelle. La manipulation consistait
a mettre un petit fragment mycélien sur la lame propre placée, devant un bec
Bunsen, recouverte délicatement d’une lamelle. Nous avons recherché par la suite
les caracteres microscopiques de notre souche fongique.

3.2.2.7. Observations de terrain apres traitement avec le Green muscle et suivis

des fluctuations des larves

Au cours des essais, l'équipe d’évaluation a programmé des visites
permanentes au niveau de chaque parcelle pour le suivi des traitements. Des
notations ont été régulierement prises, et ont porté sur :

Les fluctuations de la densité larvaire au niveau de chaque enclos de terrain

Anomalie de comportement et de morphologie (nutrition, couleur...)

Type d’activité de la tache larvaire (marche, perchée, cachée...)

Le développement des stades larvaires (difficulté de mue, malformations...)

La mortalité, la présence des cadavres et de prédateurs naturels.

Les mesures des parameétres météorologiques.

Les densités moyennes des larves (en nombre d'individus /m?) sont évaluées,
dans chacun des enclos de terrain témoin et traités, juste avant traitement et puis
chaque jour. Les comptages sont effectués de bon matin car les larves sont
rassemblées formant des taches larvaires, elles sont moins mobiles avant de se
réchauffer au soleil.

3.2.3. Traitements des données relatives aux essais de terrain

Les résultats des comptages des larves vivantes apres traitement avec
I'imidaclopride et le Green muscle ont consisté d’abord au calcule des taux de

mortalité avec la formule suivante :
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Mortalite approximative (%) = 100 - (Effectifs vivants apres traitement > 100 %)

E ffectifs virants avant traitement

L'efficacité des traitements est calculée selon la formule suivante de Henderson et
TILTON, [162], décrite et utilisée par d’autres auteurs [20], [25], [19] :

T= gl <O
Elfficacitéd %e) [l £ (—1) > (-—1)] = 100
| Tb Ca/ |

Ou Tb et Cb : Effectif ou densité des larves /m? avant traitement dans

respectivement les enclos de terrain traités et témoins.
Ta et Ca : densité larvaire apres traitement dans respectivement les enclos traités
et témoins.

Les résultats sont rapportés sous forme de moyennes + écarts types et sont
comparées par le test de I'analyse de variance (ANOVA), apres vérification de la
normalité de la distribution, via le logiciel statistique SPSS (Statistic Package for
the Social Science) version 23 au seuil de signification 5%. Suivi par le test de
comparaisons multiples de Tukey qui permet de vérifier la significativité de la
variable d'intérét entre toutes les combinaisons des modalités qui sont
considérées significatives a p< 0,05. Et permet de définir les populations
homogenes a a=0,05 pour chaque facteur étudié.

Nous avons appliqué le modéle linéaire global (G.L.M.) sur les taux de
mortalité, au seuil de signification 5 %, pour étudier l'interaction des facteurs

étudiés sur la variable d’intérét.

3.2.4. Effet de M. anisopliae sur I'histologie de la cuticule et du tube digestif

3.2.4.1. Echantillonnage des larves de D. maroccanus

Avec un filet de capture, nous avons collecté des larves (L4) a partir des
enclos de terrain témoins et traités avec le Green muscle a raison de 50 g/ha,
25g/ha et 12,5 g/ha. L’échantillonnage des criquets est fait a différents temps
apres traitement (3¢, 5° et 7¢ jour). Les individus vivants prélevés de chaque bloc
sont mis dans des sachets de polyéthyléne perforées et étiquetées pour leur
déplacement.

La collecte des larves, témoins et traitées avec le champignon
entomopathogene est faite d’'une part pour prélever I’hémolymphe a fin d’étudier

ses aspects macroscopique, microscopique et culturale. Et d’autre part, pour la
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dissection des larves a fin de prélever l'intestin et le tégument. Ces tissus sont
destinés a I'étude histo-pathologique.

3.2.4.2. Préparation des coupes histologiques intestinales et cuticulaires

Les larves retirees a partir des enclos de terrain témoin et traités, sont
sacrifiées par décapitation de la téte et disséquées par ouverture de I'abdomen.
Les tubes digestifs et des fragments de tégument sont prélevés sous une loupe
binoculaire. Ces tissus sont rapidement mis dans des piluliers étiquetés et remplis
d’un liquide fixateur, le formol a 10 %

L'étude de la structure des tissus en microscopie optique repose sur la bonne
préparation de leurs échantillons selon la technique de MARTOJA et MARTOJA-
PIERSON, [163] et GABE, [164] (Voir annexe 1).

Les coupes sont colorées par la coloration de Trichrome de Masson (Voir annexe
1). Les observations microscopiques sont réalisées avec un dispositif de prise de
photos aux grossissements x 40, x 100 et x 400 au photomicroscope « Zeis ».
3.2.5. Effet de M. anisopliae sur I'hémolymphe des larves D. maroccanus

3.2.5.1. Prélevement de I'hnémolymphe

Le prélevement de I'hémolymphe, des larves de 4¢ stade retirées a partir
des enclos de terrain témoins et traités. L’individu est immobilisé entre le pouce et
I'index, puis nous avons introduit une micro seringue sous le pronotum entre la
patte postérieur et le thorax. Des échantillons d’hémolymphes provenant des
larves témoins et traitées, sont collectés dans des micro-tubes Eppendorf. Ces
prélevements sont caractérisés par observation macroscopique (aspect de la
coloration).

Nous avons recherché la présence des hyphes de Metarhizium et son ré-
isolement a partir de culture de I'hémolymphe sur le milieu PDA, aprés
ensemencement, la culture est incubée a 30°c pour la fructification du
champignon. Nous avons procédé a I'étude microscopique de I'hémolymphe pour
chercher la présence des conidies ou des hyphes de Metarhizium et pour identifier
d’éventuels lésions au niveau des cellules hémolymphatiques chez les individus
infectés par le Metarhizium (anomalies de structures).

3.2.5.2. Effet de M. anisopliae sur 'hémogramme des larves de D .maroccanus

Le comptage du nombre totale et différentiel des hémocytes des L4 témoins et
traités ou hémogramme est étudié en fonction des doses appliquées (50 g/ha, 25

g/ha et 12,5 g/ha) et en fonction du temps apres traitement (le 3¢ et le 5¢ jour).
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L'étude de I'hémogramme nécessite la réalisation des frottis sanguins (Figure 3.2)
selon la méthode de GUZO et STOLTZ, [165], come suit:

- L’incision permet de prélever 5 pl d’hémolymphe fraiche que nous avons saigné
rapidement sur une lame de verre propre.

- Nous avons étalé en couche mince par tirage a la deuxiéme diapositive a travers
le premier a 45°.

- Le séchage de la lame est fait a I'air libre.

- Les lames sont colorées au May-Grinwald Giemsa (MGG) (voir I'annexe 1).

Le comptage des hémocytes est facilité a I'aide des compteurs manuels. Tous les
champs de la lame ont été observés et les hémocytes sont comptées en
effectuant des passages successifs. Trois lames sont étudiées pour chaque cas et

le comptage est refait deux fois pour chaque lame.
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Figure 3.2 : Méthode de préparation des frottis d’hémolymphe ([166], modifi€)

3.3. Evaluation de guelques parametres bioécologigues de Metarhizium anisopliae

Pour toutes espéces fongiques, le choix du milieu de culture dépend des
exigences nutritionnelles du champignon. Les facteurs abiotiques comme la
température et I'humidité influencent la vitesse de développement des
champignons entomopathogénes [167]. Notre objectif est d'estimer le

développement de M. anisopliae sous différentes conditions de mise en culture.
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3.3.1. Techniques d’isolement et de multiplication de Metarhizium anisopliae

3.3.1.1. Culture et production de M. anisopliae

La solution mére de Metarhizium anisopliae est extraite du biopesticide, le
Green muscle (IMI 330139). Les conidies de Metarhizium ne sont miscibles qu’en
formulations huileuses. A cet effet, 0,8 g de spores sont mélangées avec 20 ml de
gasoil stérile (Figure 3.3). La suspension est homogénéisée a l'aide d’'un agitateur
(Vortex) pendant 10 min [103]. Nous avons ensemencé trois gouttes de la
suspension de spores sur le milieu de culture PDA en conditions aussi stériles que
possible. L'incubation des cultures préparées est maintenue dans une étuve a
25 °C. Au bout de quelques jours, la prolifération du champignon est observée sur

le milieu de culture.

=,
i

b

Figure 3.3 : Conidies de M. anisopliae var. acridum, l'isolat IMI 330139

a : en suspension huileuse, b : observation microscopique Gr : 100 (Originale).

Figure 3.4: Cultures de M. anisopliae var. acridum sur PDA (Personnel)

3.3.1.2. Multiplication et purification de M. anisopliae

La multiplication consiste a I'obtention de souche pure de notre champignon
entomopathogéne. Le cryptogame est repiqué plusieurs fois sur le milieu PDA

pour la fructification du champignon. Les cultures sont maintenues dans I'étuve a
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25 °C. Les colonies pures obtenues sont récupérées dans des tubes a essai en
verre stériles et conservés a 4 °C. L'identification macroscopique des cultures (la
coloration des colonies...) et microscopique par observation sur lame (I'aspect du
mycélium, la forme des conidies et des hyphes...) nous ont permis d’identifier la

souche Metarhizium anisopliae var. acridum (Figure 3.4).

3.3.2. Impact de quelques facteurs abiotiques sur guelques parameétres

biologiques de M. anisopliae

Nous avons réalisé, dans un premier temps, une étude comparée de
I'influence de quelgues milieux de cultures usuelles et de différentes températures
sur la croissance mycélienne et pondérale de M. anisopliae. Dans un deuxiéme
temps, nous avons estimé linfluence de quelques facteurs abiotiques sur le
développement du champignon (la sporulation). Il s’agit de l'activité de l'eau
(humidité) et de la température.

» Effet du milieu de culture
A fin de dégager linfluence de substrat cultural sur la multiplication de
M. anisopliae, notre choix s’est porté sur trois milieux de culture qui sont Potatos,
Dexton, Agar (PDA), gélose a I'extrait de levure (milieu V8) et Gélose a I'extrait de
Malt (milieu Malt).

» Effet des températures
Quatre températures, selon la bibliographie du champignon, ont été sélectionnées
a savoir 18 °C, 24 °C, 28 °C et 38 °C. Trois répétitions sont faites pour chaque
température et milieu de culture étudié.

» Effet de I'humidité
L’activité de l'eau est un facteur critique déterminant la durée de vie des
microorganismes. La mise en évidence de l'effet de lactivité¢ de l'eau sur
I'entomopathogene est effectuée selon la méthode décrite et utilisés par plusieurs
auteurs, [167], [168], [169]. Difféerentes quantités de glycérol ont été prises a
savoir 60,6 g, 55, 36 g, 44,9 g, 35,21 g, 20,29 g et 6,04 g. Achaque quantité nous
rajoutons 3,9 g de PDA dans 10 ml d’'eau distillée. Les quantités de glycérol
ajoutées donnent des activités d’eau suivantes 0,75, 0,80, 0,85, 0,90, 0,95, 0,99
respectivement. Ainsi nous avons six flacons, dans chacun nous avons préparé

les solutions suivantes :
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- Flacon 1 (0,75) : (3,9 g PDA+100 ml d’'H20) + 60,60 g de glycérol.
- Flacon 2 (0,80) : (3,9 g PDA+100 ml d’'H20) + 55,36 g de glycérol.
- Flacon 3 (0,85) : (3,9 g PDA+100 ml d’H20) + 46,90 g de glycérol.
- Flacon 4 (0,90) : (3,9 g PDA+100 ml d’H20) + 35,21 g de glycérol.
- Flacon 5 (0,95) : (3,9 g PDA+100 ml d’H20) + 20,29 g de glycérol.
- Flacon 6 (0,99): (3,9 g PDA+100 ml d’H20) + 6,04 g de glycérol.

Les six flacons ainsi préparés sont agités et autoclavés pendant 20 minutes
a 120 °C. Apreés refroidissement des flacons, 1 ml de solution du milieu de culture
du champignon agée de 15 jours est ensemencé dans chacune des boites de
Pétri contenant les solutions des six flacons ainsi préparés. La concentration en
spores de chaque boite est évaluée apres 15 jours d’'incubation a 28 °C a l'aide
de la cellule hématimétrique de Malassez.

3.3.2.1. La croissance mycélienne ou radiale du champignon

Des explantats mycéliens de notre souche, calibrés a 8 mm de diamétre, sont
prélevés a l'aide d’'un emporte-piece a partir d’'une culture pure agée de 15 jours.
L’explantat est ensemencé au centre des boites de Pétri contenant les milieux
retenus. Tous les trois jours pendant 15 jours, le diamétre du mycélium développé
est mesuré a l'aide d’'un pied a coulisse jusqu’a ce que le mycélium envahisse la
totalité de la boite de Pétri (80 mm de diametre). La mesure du diametre de la
colonie permet d’estimer la croissance radiale ou linéaire du champignon qui est
donnée par la formule suivante [170]:

L=(D-d) 2.

L : croissance linéaire en mm.

D : diametre de la colonie en mm

d : diametre initial de I'explantat.

3.3.2.2. La croissance pondérale

La croissance pondérale est évaluée par pesage, a l'aide d'une balance de
précision, des boites de Pétri contenant les milieux de culture solidifiés (sans
culture au préalable) avec I'explantat correspondant au M. anisopliae inséré au
centre. Les boites de Pétri sont pesées chaque trois jours pendant 15 jours. Trois
répétitions sont faites pour chaque cas étudié.

3.3.2.3. La sporulation
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La sporulation est évaluée pour chaque milieu (PDA, V8 et Malt) et aux différentes
températures (18 °C, 24°C, 28°C, 38 °C) aprés 15 jours d'incubation. Pour
quantifier le nombre des spores produites, nous avons gratté le contenu des
boites de Pétri avec une spatule stérile d’'une facon a introduire 'ensemble d’une
culture du champignon dans un flacon contenant 50 ml d’eau distillée stérile
(volume de la dilution). Apreés agitation pendant 10 a 15 minutes pour
désagrégerles spores, nous avons procede aux comptages a l'aide d’'une cellule
de Mallassez sous microscope optique (grossissement x40 et x100). Pour le
calcule de la concentration en spores nous avons utilisé la formule suivante

décrite et utilisée par [168] et [169]:

La concentration en spores ml = movennc des spores comptes par 10 rectangles x 100
(2mmx2.5mmx 0.2 mm)=1pl
La concentrition en spores 'ml = nombre des spares comptés/ ul x 1000

On peut utiliser simplement la formule suivante, décrite et utilisée par [4] et [5]

100 spores > 10° spores /m]
Nombre de spores comptés dans 10 rectangles ——————— concentration en spores /ml

3.3.3. Analyse statistique

Nous nous sommes appuyés sur l'analyse de la variance (ANOVA). En
suite nous procédons au test de Tukey qui nous permet de comparer les
moyennes et d’obtenir les groupes homogénes pour chaque facteur étudié. Les
moyennes des concentrations en spores sont d'abord sujettes a une
transformation logarithmique (log10) (faute de distribution normale). Nous avons
appligué également le modele G.L.M pour étudier I'effet simultané des facteurs
sur la variable d’interet avec le logiciel SPSS version 23. Les différences sont

jugées significatives lorsque (P < 0,05).

3.4. Tests de mortalité avec I'imidaclopride et M. anisopliae sur les larves de D.

maroccanus dans les conditions controlées

Nos expérimentations ont été conduites sur une population larvaire de D.
maroccanus, originaire de « Marhoum », capturées en mois de Mai 2016. Apres
une période d’acclimatation, les larves L3, L4 et L5 sont sélectionnées dans de

petites cages pour servir aux différents essais de mortalité.
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3.4.1. Traitement des larves de D. maroccanus avec I'insecticide MIDA

3.4.1.1. Préparation des formulations de traitement

Nous avons choisis trois faibles doses de l'insecticide MIDA®. Nous avons
utilisé quatre flacons stériles contenant chacun 100 ml d’eau distillée. Avec une
micropipette, nous avons prélevé trois faibles volumes du produit a savoir 50 pl,
100 pl et 200 pl. chague volume est dilué dans un flacon contenant 100 ml d’eau
distillée.

La matiere active du produit MIDA est I'imidaclopride concentrée a 200 g/l.
Pour calculer la concentration de la matiere active dans chaque inoculum, nous
avons : 200 g de matiere active, imidaclopride ___1 Jde produit MIDA
Les trois formulations de traitement sont préparées comme suit:
» 50 pl de l'insecticide MIDA®, contenant 10 mg de lI'imidaclopride,
» 100 pl de MIDA®, contenant 20 mg de l'imidaclopride
» 200 pl de MIDA®, contenant 40 mg de l'imidaclopride,
Chaque volume prélevé est dilué dans 100 ml d’eau distillée stérile.

3.4.1.2. Réalisation de I'inoculation avec I'imidaclopride

Les larves de chaque stade (3%, 4°, et 5° stade) sont réparties en quatre lots
de six individus chacun, un lot témoin et trois lot traités. Des traitements par
contact (une seule pulvérisation) sont réalisés avec les formulations aqueuses a
bases des micro-doses de l'imidaclopride. Les larves témoins recoivent de I'eau
distillée stérile (Figure 3.5).

3.4.2. Traitement des larves de D. maroccanus avec M. anisopliae

3.4.2.1. Préparation des formulations de traitement

A partir de cultures agées de 15 a 20 jours ayant bien sporulées, nous
avons prélevé I'ensemble des colonies de ces cultures que nous avons introduite
par la suite dans un Erlen Meyer contenant 50 ml d’huile de tournesol.

Aprés une agitation de 10 min, le nombre de spores dans la solution mére sera
évalué a I'aide de la cellule de Malassez sous microscope optique.

Nous procéderons aux dilutions successives de la solution mére titrée a la
concentration la plus élevée. Pour déduire les autres concentrations a partir de la
solution mére de spores, nous avons appliqué la loi d’équilibre :
ClxV1i=C2xV2

C1 : la concentration de la solution mere en spores/ml

V1 : Le volume initial de la solution mére
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C2 : la concentration a obtenir (voulue)

V2 : le volume d’huile végétale de tournesol correspond a la concentration C2
V2 =(C1l x V1) C2 Levolume d’huile a ajouter sera alors : V=V2 — V1
Les trois doses a base de spores du champignon choisies sont

D1=1,2 x 10° spores/ml

D2= 1,2 x 10° spores/ml

D3=1,2 x 107 spores/ml

3.4.2.2. Réalisation de I'inoculation avec M. anisopliae

Pour les traitements des larves avec le champignon entomopathogene,
nous avons préparé trois formulations huileuses aux doses mentionnées. Chaque
inoculum est bien agité. Les larves de criquet marocain de chaque stade (3¢, 4¢, et
5¢ stade) sont réparties en quatre lots de six individus chacun, un lot témoin et
trois lots traités. Des traitements par contact sont réalisés avec les trois doses de
M. anisopliae. Le lot témoin recoit une seule pulvérisation avec de I'huile végétale
(Figure 3.5).

3.4.3. Evaluation de la mortalité des larves traitées avec le M. anisopliae et MIDA

Nos observations quotidiennes des larves témoins et traitées portent sur la
présence de mortalité et des anomalies de comportement (nutrition, mouvement)

et de morphologiques.

Pour étudier I'effet des deux produits sur la mortalité des individus, L3, L4 et L5,
nous avons procédé a un comptage cumulé du nombre d’individus morts dans
chaque lot jusqu’a I'épuisement de tous les individus traités. Le comptage est
refait chaque 12 h pour l'imidaclopride et chaque 24 h pour le Green muscle.

Le pourcentage de mortalité est calculé selon la formule suivante :

Nombre d’individus morts
Taux de mortalite = x 104

Nombre total des individus

Le pourcentage de la mortalité observée est d’abord corrigé par rapport au témoin

selon la formule d’ABBOT, [171]. Elle est donnée comme suit :

M2 - M1
7 { e o
0w S

Mc : Le pourcentage de mortalité corrigée
M 1 : Le pourcentage de mortalité chez les témoins
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M 2 : Le pourcentage de mortalité chez les individus traités
3.4.4. Calcul des DL50 et des DL90

La DL50 est la dose létale au bout de laquelle de 50 % d’'une population

traitée et la DL9O0 est la dose létale de 90 % de la population. Pour calculer la
DL50 et la DL90, nous avons transformé les doses en logarithmes décimaux et les
valeurs de pourcentages de mortalité corrigés en probits. Ces valeurs ont été
calculées pour chaque produit (Metarhizium anisopliae et Imidaclopride) et pour
les trois stades larvaires étudiés (L3, L4, et L5). La table des probits est utilisée a

cet effet. Ces calcules nous permet d’obtenir des équations de droites de

régressiondetype: Y =a X + b soit
Y : probits de mortalité corrigée
X : logarithme décimal du temps

a : la pente de la droite qui se calcule par la formule suivante :
2, (x=xT) (y = ¥")

T (x-xy

i =

h: Fj— -2
y—ax 72

3.4.5. Calcul de TL 50
Le Temps létal 50 (TL50) est calculé a partir de la droite de régression des probits

correspondants aux pourcentages des mortalités corrigées en fonction des

logarithmes décimaux des temps apres traitement [172].

A partir des équations de droite de régression de type : Y=ax+b,
nous pouvons calculer le TL50 et la DL50 en remplacant y par le probit de
50 (5). Les TL50 et DL50 peuvent étre déterminé graphiquement en recherchant

I'abscisse du point correspondant au probit 5 sur le graphe [172].
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Doses de Mararhizivm
antgoplias
T: ttmoin

* Traitement
gy (EXD
M anisopliae D1=1.2 « 10 sporesml
” ' D2=12 - 105 sporeximl
D3=1 + 107 sporesml
l — ” ﬂ u ﬂ
=
13

i Tr aitement Dioges del'mmdaclopnde
aver L4 dilué dans 100 ml dean
I'midaclopride distillé stérile
T: témein
D1=350ul,
| Ls

uu T
D3 =100 pl,

Figure 3.5 : Diagramme récapitulatif des tests de mortalité avec I'imidaclopride et

M. anisopliae sur les larves de D. maroccanus (personnel).

3.4.6. Analyse statistique des tests de mortalité

Les résultats des tests de mortalité sont traités par une analyse de la
variance (ANOVA) suivis du test de Tukey au seuil de signification 5 %. Dans les
conditions paramétriques du test de TANOVA, une transformation logarithmique a
été nécessaire afin de normaliser la distribution. Dans les cas ou plusieurs
facteurs sont en jeu, il peut arriver que toutes les interactions entre facteurs ne
soient pas pertinentes a tester. Nous avons alors utilisé le modéle linéaire global
(G.L.M.). le traitement des données et le calcule de la DL50, DL90 et TL50 est
effectué a I'aide du logiciel XL. STAT version 10 et le logiciel SPSS version 23.
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3.5. Etudes de l'aspect toxicologigue de MIDA® et Green muscle®

3.5.1. Etude de la toxicité subaiglie de I'imidaclopride chez les rats Wistar

A travers ce volet, notre travail porte sur la recherche de quelques aspects
de la toxicité subaigle de l'imidaclopride a raison de 1/10 DL50 et 1/80 DL50 chez
les rats femelles Wistar pendant 14 jours. Nous avons évalué les effets des
traitements sur le comportement des rats, sur le poids corporel, sur le poids de
quelques organes, sur le profil de certains paramétres hématologiques et
biochimiques et sur histopathologie des parenchymes pulmonaires, hépatiques et
rénaux ainsi que sur la structure des villosités intestinales.

Nous avons utilisé 15 rats femelles en croissance. Le poids corporel moyen des
rats femelles expérimentées est de 168,26 g £ 10,37. Les animaux sont répartis
en trois lots, de cing individus chacun, un lot témoin et deux lots traités.

3.5.1.1. Préparation des formulations de traitement avec lI'imidaclopride

L'imidaclopride, (MIDA®), insecticide commercialisé, conditionné dans un
flacon contenant 250 ml de solution concentrée a 20 % (200 mg/ml).
Pour I'lmidaclopride la DL50 est de 424 mg/kg/jour chez la femelle des rats Wistar
[121]. L'insecticide est utilisé sous forme diluée en solution aqueuse selon les
doses choisies 1/10 DL 50 (42,4 mg/kg/jour) et 1/80 DL50 (5,3 mg/kg/jour) et
d’apres le poids de chaque animal

3.5.1.2. Réalisation de l'inoculation des rats avec l'imidaclopride

Tous les animaux recgoivent de I'eau et de la nourriture ad-libitum
- Les rats du lot témoin recoivent 1 ml d’eau distillée stérile.
- Les rats des deux lots traités recoivent 1 ml de l'inoculum préparé (le
volume calculé de l'insecticide complété a 1 ml avec de I'eau distillé stérile).
L’administration de l'inoculum se fait par voie orale a I'aide d’'une seringue munie
d’'une canule de gavage.
Les rats sont pesées chaque semaine a compter du premier jour de

I'expérimentation a fin de recalculer la dose qui correspond a la DL 50 choisie.

3.5.2. Etude de la toxicité subchronigue de Green muscle chez les rats Wistar

Nous avons recherché quelques aspects de la toxicité subchronique des
conidies de M. anisopliae var. acridum formulées en biopesticide. Notre objectif
est de mettre en lumiere d’éventuels indices d’inflammation a travers I'étude de

guelques aspects hématologiques, biochimiques et histopathologiques chez les
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rats traitées avec le champignon entomopathogéne a raison de 200 mg /kg /jr ; 20
mg /kg /jr et 10 mg /kg /jr de Green muscle pendant 30 jours. Nous avons évalué
es effets sur le comportement des rats, sur le poids corporel et sur le poids de
guelques organes, le foie, les reins et les poumons.

Pour la réalisation de cette expérimentation, nous avons utilisé 20 rats femelles en
croissance de poids corporel moyen 144,71 g + 9.02. Les animaux sont répartis
en quatre lots, de cing individus chacun, un lot témoin et trois lots traités.

3.5.2.1. Préparation des formulations de traitement avec le Green muscle

Pour évaluer la qualité de Green muscle®, avant le traitement des rats, un test
de germination est réalisé (Voir annexe 1).
La viabilité des conidies est obtenue a 90,18 %.

Le biopesticide utilisé présente une formulation huileuse« OF », Pour
inoculer les rats, nous avons préparé les formulations, a base de spores de
Metarhizium, dans de I'huile végétale (de tournesol).

Comme il est difficile de réussir le gavage avec un inoculum huileux concentre,
nous avons pulvérisé la formulation de traitement dans I'appats alimentaire de
chaque 5 rats encagés ensemble (Ayant des poids corporels rapprochés).

Chez les rats Wistar, la dose létale 50 (DL50) est supérieure a 2 g de matiére
active de Green muscle par kg de masse corporelle [98].

1 g de green muscle (GM) contient environ 5 x 10%° conidies.

DL50 chez les rats Wistar > 10**conidies/kg de poids vif.

Les trois doses testées sont :

- Lot 1: 200 mg de GM /Kg /jour contenant environ 101° spores /kg correspond
approximativement a 1/10 DL50 de Green muscle.

- Lot 2 : 20 mg de GM /kg /jour ou 10° spores/kg correspond approximativement a
1/100 DL50 de Green muscle

- Lot 3: 10mg de GM /kg/jour ou 5 x108spores/kg correspond
approximativement a 1/200 DL50 de Green muscle.

3.6.1.2. Réalisation de l'inoculation des rats Wistar avec le Green muscle

— Pour le lot témoin : pulvérisation quotidienne de 5 ml d’huile de tournesol sur
250 g de bouchon alimentaire consommeé chaque jour par les 5 rats encageés.

— Pour les lots traités, chaque inoculum est préparé juste avant traitement. Le
calcule de la DL50 est adapté en fonction du poids vif moyen des cing rats mis

dans une méme cage.
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Selon la dose choisie, le poids a prélever de Green muscle est multiplié par 5,
pesé par une balance de précision, puis dilué dans 5 ml d’huile de tournesol.
Apres agitation pendant 5 minutes, pour désagréger les spores, I'inoculum est
pulvérisé sur 250 g de bouchon alimentaire consommés chaque 24 h.

3.5.3. Sacrifice des rats et prélevement des échantillons

Apres la durée requise pour les traitements réalisés avec les deux produits,
Imidaclopride (MIDA) et Green muscle (GM), les rattes Wistar sont sacrifiées.
Les sacrifices sont réalisés, apreés une légére anesthésie avec le chloroforme, par
décapitation de la téte et cela la matinée, entre 8 h et 11 h afin d’'éviter les
variations hormonales pendant la journée.

3.5.4. Effet des traitements avec MIDA et GM sur I'évolution du poids corporel des

rats et sur le poids des organes étudiés

A fin de suivre I'évolution de la masse corporelle et de recalculer la
concentration a administrer, Les rats femelles traitées avec I'imidaclopride et avec
le Green muscle ont fait 'objet de pesées hebdomadaires, juste avant I'opération
de traitement journalier. Les dernieres pesées sont effectuées le jour du sacrifice.
Les rats témoins sont pesés au début et a la fin de I'expérimentation. La
dissection des animaux ont permis de prélever le foie, les reins, les poumons qui
ont été soigneusement débarrasseés des tissus adipeux adhérés sur un lit de glace
et pesés a I'aide d’'une balance de précision (poids absolu de I'organe).
L’augmentation relative du poids corporel et le poids relatif d’'un organe pour
chaque animal ont été calculé comme suit :

(Poids corporel d 1a fin de Pexpérimentation (mg) X 100) |
Poids corporel au debut de I'expérimentation (mg)

100

Augmentation relative du poids corporel (%) =

Poids absolu del'organe (mg) X 100

I lel' ) = -
FERATERINGCrRgaE: (%) Poids corporel du rat le jour de sacrifice (mg)

3.5.5. Effet des traitements avec MIDA et GM sur quelques parametres sanguins

Le dosage des parametres sanguins est fait sur les animaux expérimentés
apres une période de toxicité subaigué pour I'imidaclopride et subchronique pour
le Green muscle. Aprés sacrifice des rats, Le sang artérioveineux est directement
recueilli dans des tubes a EDTA (I'acide éthylénediamine tétra-acétique) pour la
détermination de la formule de numération sanguine (FNS) : quantifier les globules
rouges (GR), les globules blancs (Gb), les plaquettes (PIt), le taux de

I’'hnémoglobine (HB) et de I'hématocrite (Ht). Nous avons utilisé également des
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tubes a héparine pour le dosage de quelques paramétres biochimiques rénaux
('urémie, la créatinémie) et hépatigues (le dosage des transaminases,
'aspartateamino-transférase (A.S.A.T.) et de [lalanine aminotransférase
(A.L.A.T.), le dosage de la phosphatase alcaline (PA) et du taux total des
protéines plasmatiques (PT).

3.6.6.1. Quantification des parameétres hématologiques (la formule de numération
sanguine)
»  Principe

La détermination quantitative des éléments figurés du sang, GB, GR, PLT, HB et
HT est réalisée par cytométrie en flux utilisé sur un automate d’hématologie de
type sysmex-3000. La fraction du faisceau lumineux qui dévie ses éléments
permettent de les quantifier.

»  Mode opératoire
Mettre I'échantillon sanguin contenu dans un tube a EDTA au-dessous de l'aiguille
d’absorption de facon qu’elle y soit plongée. L’'opération d’absorption peut prendre
guelques secondes.

»  Lecture
Le résultat est obtenu directement par I'automate précisant la quantification de

chaque élément.

3.6.6.2. Dosage de guelques parametres biochimigues rénaux

Le plasma, utilisé lors du dosage de quelques paramétres biochimiques, est
obtenu apres une centrifugation a 3000 tours/min pendant 20 minutes.

Dosage de l'urée sanguine

> Principe
La méthode utilisée est une méthode enzymatique et colorimétrique basée sur
'action spécifigue de l'uréase qui hydrolyse l'urée en ions ammonium et
carbonate. Les ions ammonium réagis avec le salicylate et I'hypochlorite, en
présence du catalyseur nitroprisuate pour former un indophénol vert [173].
L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de l'urée

dans I’échantillon.

L Uréase )
LUree » (NH ), + COy

. = Nirroprusiare
NH.* + Salicylate + CIONa P

# Indophénol
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> Mode opératoire
Nous préparons les réactifs de travail R1 et R2 (Tableau 4 de l'annexe 1). Les
réactifs restent stables pendant 1 mois en I'absence de contamination (2 a 8 °C).
Nous pipetons :
— Le blanc contient 1 ml R1.
— L’étalon contient 1 ml de R1 + 10ul d’étalon.
— Le contrdle négatif est composé de 1 ml de R1 + 10ul de contrdle négatif.
— Le contrdle positif est formé de 1 ml de R1 + 10ul de contrble positif.
— Le dosage contient 1 ml de R1 et 10ul de sérum.
Aprés incubation de 5 minutes dans une température ambiante, nous pipetons
dans les tubes 1 ml de R2. Les tubes sont agités est incubés pendant 5 minutes a
une température ambiante.

> Lecture
La lecture est réalisée aprés avoir réglé le spectrophotométre sur une longueur
d’'onde de 580 nm contre le blanc. La coloration due a la réaction est stable
pendant 30 minutes.

Dosage de la créatinine

> Principe
C’est une réaction colorimétrique cinétique avec l'acide picrique en milieu alcalin
dont la cinétiqgue de développement est mesurée a 490nm (490-510). La
créatinine réagit avec l'acide picrique en milieu alcalin (NaOH) pour donner un
complexe rouge orangé dont la vitesse de formation de la coloration est

proportionnelle a la concentration de la créatinine dans [I'échantillon.

- S pH alcalin . ;
Creatinine + acide picrique » complexe jaune orange
=

> Mode opératoire
La solution de travail est obtenue par un meélange a volume égal des réactifs R1 et
R2 (Tableau, annexel). Le mélange reste stable pendant 10 jours a la
température de laboratoire (15 et 32 °C).
Nous préparons les réactifs de travail R1 et R2 (Tableau 5 de I'annexe 1).
Nous pipetons dans des tubes a essai :
— Le blanc contenant 1ml de réactif de travail RT (500ul R1 + 500ul R2).

— L’étalon est formé d’'un mélange de 100ul de I'étalon et 1ml de RT.
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— Le contrdle négatif contient 1 ml de RT et 100pl de contrble négatif.
— Le contrdle positif contient 1 ml de R1 + 100ul de contréle positif.
— Le dosage est composé de 100ul de sérum et 1 ml de réactif de travail.
> Lecture
La densité optique du complexe formé au cours de la réaction est mesurée par un

automate équipé d’un spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 582nm.

3.6.6.2. Dosage de guelgques parametres biochimigues hépatiqgues

Dosage des transaminases, [I'aspartate aminotransférase et I'alanine

aminotransférase

Le test UV est optimisé selon les recommandations de I'lFCC (international
federation of clinical chemistry).
> Principe de dosage de I'aspartate aminotransférase

L'aspartate aminotransférase (A.S.A.T.) catalyse la transformation de I'aspartate
en oxaloacétate. L'oxaloacétate formé est réduit en malate en présence d'une
qguantité connue de coenzyme NADH’ H+ et du malate déshydrogénase (M.D.H.).
La cinétigue de cette derniére réaction est déterminée par les mesures
successives de l'absorbance du coenzyme NADH' H+ a 340 nm. De cette

cinétique est déduite la concentration de I'A.S.A.T [175].

ASAT

Aspartate + a-cétoglutarate sep (Oxaloacetate + Glutamate

M.D.H.
Oxaloacetate+ NADH+ H' = Aalate - NAD

» Principe de dosage de I'alanine aminotransférase
La transamination de l'alanine en pyruvate est réalisée en présence de l'alanine
aminotransférase (A.L.A.T.). Le pyruvate obtenu est réduit en lactate en présence
du coenzyme NADH’ H+ et du lactate déshydrogénase (L.D.H.).
La cinétique de cette derniére réaction permet de déterminer la concentration de
'A.L.A.T [175].
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éi#LlillTl'
L-Alanine + 2-Oxoglutarate ey Pyruvate + L-Glutamate

Pyruvate+ NADH + H” ﬂi_p Lactate + NAD™

» Mode opératoire
Les contenants des deux flacons R1 et R2 (Tableau 6 et 7 de I'annexe 1) du kit
des transaminases sont mélangés pour obtenir un réactif final stable pendant 21
jours (8 °C). Le réactif est introduit dans un automate avec la solution de contréle
(sérum de controle) et 100ul de chaque échantillon de sérum a doser. La
calibration de 'automate et le dosage des sérums sont en suite programmés via
un microordinateur intégré au systéme.

» Lecture
Les différentes lectures de I'absorbance de NADH’ H+ sont réalisées grace a un
spectrophotometre intégré a 'automate. La lecture est réalisée aprés 1 minute, et
de nouveau aprés 1,2 puis 3 minutes.

Dosage de la phosphatase alcaline

» principe
Le dosage de la phosphatase alcaline (PAL) est effectué avec des substrats dont
la déphosphorylation libere un produit coloré. La PAL catalyse I'hydrolyse du p-
nitrophenyl phosphate a pH10, en libérant le p-nitrophenol et un groupement

phosphate selon la réaction suivante :

PAL

p-mtrophenyl phosphate + HO  —— p-mtrophenol + phosphare

» Mode opératoire
Un volume de 1,2 ml de réactif est ajouté a 20 ul d’échantillon. Les solutions sont
par la suite incubées a 25°C (Tableau 8 de I'annexe 1). La lecture de I'absorbance
des solutions apres 1, 2 et 3 mn d'incubation est effectuée a une longueur d’onde
de 405 nm.

» Lecture

Le taux de phosphatase alcaline exprimé en g/l est donné par I'équation suivante:

A A/ min x 3300=U/L de PAL
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Dosage des Protéines plasmatiques totales

» Principe
Le dosage des protéines totales plasmatiques (protide totaux) (PT) par la méthode
de BRADFORD, [176], permet de déterminer des concentrations tres faibles de
protéines. C’est une méthode colorimétrique, qui utilise le bleu de Coomassie G
250. Ce dernier s’associe au groupement amine des résidus protéiques modifiant
son spectre d’absorption de facon a former une bande intense dont le maximum
est a 595nm.

» Mode opératoire
Le dosage des protides totaux a été réalisé par la méthode colorimétrique (Selon
la fiche technique de Spinreact).
Mixer et incuber les solutions préparées de I'échantillon, le blanc et I'étalon
(Tableau 9 de l'annexel) pendant 5min a 37 °C ou 10 min a la température
ambiante Lire les absorbances des échantillons et de I'étalon contre le blanc
réactif préparés a 54 nm. La coloration finale est stable au moins 30 minutes.

» Lecture
Les concentrations des protéines sont proportionnelles a I'intensité de I'absorption

du réactif et sont calculées par la formule suivante

Proteinestotales (g/dl)= DO échantillon X Concentration de letalon
DO étalon

3.5.6. Etude histopathologique chez les rats traités avec MIDA et GM

Des études histopathologiques sont faites au niveau des poumons, des
reins, des foies et des fragments de lintestin gréle des rats témoins et traitées
avec l'imidaclopride et le Green muscle aux différentes doses. Ces tissus sont
rapidement plongés dans le formol & 10 % pour la fixation. Notre objectif est de
rechercher d’éventuelles altérations structurales observables en microscopie
photonique et de comparer 'importance de ces altérations tissulaires entre les lots

des rats traitées avec chacun des deux produits testés.

La technique histologique passe par plusieurs opérations successives présentées
selon la technique de GABE, [163], MARTOJA et MARTOJA-PIERSON, [164]
(Annexe 1). Les blocs de paraffine sont coupés avec le microtome avec une

épaisseur de 5 um. Les lames sont colorées au Trichrome de Masson (Annexel).
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L'observation au microscopique photonique est réalisée aux différents
grossissements : X 40, X 100, X 400 et X 800.

Le protocole expérimental des traitements des rats Wistar femelles avec le Green

muscle et I'imidaclopride est illustrée sur le Schéma de la figure 3.6

3.5.7. Analyse statistique

Les résultats des analyses sanguins et des données relatives aux poids corporels
et aux poids des organes sont présentés sous forme de Moyenne * écart type.
Dans les conditions paramétriques (ANOVA pour ANalysis Of VAriance et le test t
de Student) la distribution de la variable quantitative doit étre normale.

La normalité de la distribution des échantillons est vérifiée par un test de Shapiro-
Wilk via le logiciel statistique S.P.S.S. Version 23.

Les comparaisons entre le lot témoin et les lots traités a différentes doses sont
effectuées par un test t de Student (Test d’égalité des espérances entre deux
observations) apres l'application d’un test de Ficher (Test d’égalité des variances)

au seuil de signification 5 %. La différence est jugée statistiguement comme :

= Non significative lorsque p > 0,05
= Significative (*) lorsque 0,05 > p > 0,02
= Tres significative (**) lorsque 0,02 > p > 0,01

= Hautement significative (***) lorsque 0,01 > p

Pour définir les lots de rats non significativement différents au seuil de
significativement 5 % (les groupes homogéenes pour chaque paramétre étudié)

nous avons appliqué également le test de Tukey.
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-Le comportement des rats Wistar
-La croissance pondérale
- Le poids relatif de quelques organes

- Le dosage de quelques paramétres

- L'histopathologie de l'intastin qréle

hematologiques et biochimiques

et des parenchymes rénal, hépatique
et pulmonaire

Doses de traitement avec l'imidaclopride: D1= 110 DLE0, D2=1/80 DLS0
[Formulations aqueuses) T lot témoin (traitement par I'zau distillée stérile),

Doses de traitement avec le Green muscle; 01= 110 DL50, D2=1/100 DL50 et D3 1/20C DL30
[Formulations huileuses) T:lottémoin (traitement par ['huile de tournesol)

Figure 3.6 : Diagramme synthétique du protocole des expérimentations sur les

rats Wistar traitées avec I'imidaclopride et le Green muscle.
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CHAPITRE 4

RESULTATS ET DISCUSSIONS

4.1. Evaluation de l'efficacité de l'imidaclopride sur les larves Dociostaurus

maroccanus traitées sur terrain

Les conditions météorologiques enregistrées lors de I'application des
traitements chimiques sont considérées favorables (Tableau 4.1).

Tableau 4.1 : Parametres de traitement sur terrain avec I'imidaclopride

Date de traitement Le 01/ 05 /2016
Période Début FIN
Heure 7h30 10h
Température maximale (°C) 18°C 20°C
Température minimale (°C) 14 8°C 17°C
Température humidifié 7,5°C 11°C
Vitesse de vent m/s 4,6 5
Direction de vent Nord- Ouest
Humidité de I'air & 2m de hauteur (%) 44,4 | 36
Insolation Peu ensoleillé

4.1.1.Effet des traitements par contact avec lI'imidaclopride

4.1.1.1. Effet sur le comportement des larves Dociostaurus maroccanus

La pulvérisation de l'insecticide imidaclopride a sa dose recommandée sur
les criquets provoque des troubles neuromusculaires caractérisés par une série de
symptémes cliniques se succédant de fagon systématique en quatre phases :
le Phase : peu de temps apres la pulvérisation du produit, 'insecte se déplace
activement le long des parois du bloc dans lequel il est enfermé. Peu a peu, ses
déplacements sont orientés vers les coins ou sous la végétation a la recherche de
'ombre. Les mouvements de saut sont interrompus par des périodes d'immobilité
de plus en plus fréquentes et de plus en plus prolongées.
2e phase : caractérisée par une hyperexcitation de linsecte qui effectue des
tentatives incohérentes de saut, accompagnées d'une incoordination des
mouvements de marche avec tremblements intenses de tous les appendices.
3e phase : linsecte tombe sur le dos et est incapable de se relever. Ses
appendices et les segments abdominaux sont animés de mouvements convulsifs.

Cette phase correspond au «Knock-Down» .
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4e phase : se caractérise par une tétanisation et une paralysie progressives avec
déformation des insectes et arrét de la consommation de nourriture et de la
locomotion avant de mourir.

4.1.1.2. Effet sur la mortalité des larves Dociostaurus maroccanus

Les résultats portant sur le suivi dans le temps, aprés traitements chimiques,
des variations de la densité larvaire et des taux de mortalité des larves de criquet

marocain sont mentionés sur la figure 4.1 et le tableau 4.2.

- # TEMOLY
= 100
S DECTS
2 #MIDA
= =MIDA @)
e
‘E M. EMIDA (D42)
E a0 - EMIDA (Did)
E 1t | I WMIDA (D/S)
5 .
a3 MIDA (D/16)
T0 MIDA (D)
rain 0 5 =
a min min 4h 5k 14h 81 !.
= ok h
Temps aprés application des raitements

Figure 4.1 : Variations des taux de mortalité chez les larves D. maroccanus

traitées sur terrain avec MIDA et DECIS. D : Dose recommandée.

Les résultats obtenus soulignent I'effet Knock-Down (100% de mortalité au
bout d’'une heure) de I'midaclopride apres 30 min avec la dose recommandée et
avec la demi-dose (DR/2) et aprés une heure avec DR/4. Nous avons enregistré
les mémes résultats avec le produit chimique de référence, le Decis appliqué a sa
dose recommandeée.

Dans les 24h qui suivent I'application, I'imidaclopride montre une action
létale significative de 100% avec DR/8 soit 0,625 ml/100 m? ou 6,25x 1072 I/ ha.
Par contre avec les doses plus faibles 100% de mortalité est atteint aprés 48h
avec DR/16 et aprés 72h avec DR/32. Dans les enclos de terrain témoins, aucune

mortalité n’a été enregistrée pendant le suivi des traitements.
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Tableau 4.2: Variations des densités larvaires et des taux de mortalité chez

D. maroccanus témoins et traitées avec MIDA® et DECIS®.

Temps apres application des traitements chimiques
Enclosde | 5| 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 |, 1 gn |54 | 4gh | 720
terrain min min | min | Min | min | min
D|10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10
T M| 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00
DECIS | D | 20 | 15 | 10 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 0O | 00 | 00 | 0O
OR) | ™M | 1 25 | 50 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
MIDA | D | 40 | 30 | 20 | 00 | 00 | 00 | 00 | 0O | 0O | 00 | 00 | 0O
(DR) | M| 00 | 25 | 50 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
MIDA | D | 30 | 25 | 15 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00O | 00 | 00 | 0O
(DR/2) | M| 0 |16,67| 50 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
MIDA | D | 10 | 10 | 07 | 05 | 02 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 0O
(DR/4) | m | oo | 00 | 30 | 50 | 80 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
MIDA | D| 10 | 10 | 10 | 10 | 20 | 05 | 03 | 02 | 00 | 00 | 00 | 00
(DR/8) | m | 00 | o0 | 00 | 00 | 0O | 50 | 70 | 80 | 100 | 100 | 100 | 100
MIDA | D | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 08 | 05 | 03 | 02 | 02 | 00 | 00
(DR/16) | M | 00 | 00 | 00 | 00 | 00O | 20 | 50 | 70 | 80 | 80 | 100 | 100
MDA |D| 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 04 | 02 | 02 | 02 | 00
(DR/32) ['Mm [ 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 60 | 80 | 80 | 80 | 100

TO: Le moment de lapplication des traitements chimiques. min : minute,
h: heure. D : densit¢ en nombre d'individus /m? dans un enclos de terrain,
M : taux de mortalité (%). DR : Dose recommandée. DR (Decis) = 1 l/ha =
10ml/100 m?, DR (MIDA)= 0,5 | /ha = 5ml /100m? ; DR/2= 2,5ml ; DR/4= 1,25ml ;
DR/8= 0,625 ml ; DR/ 16=0,31 ml ; DR/32= 015 ml.

4.1.2. Evaluation de I'effet rémanent de I'imidaclopride

Nous avons étudié la persistance d’action de I'imidaclopride apres 24h de
traitement avec la dose recommandée. Des larves L3 et L4 non infestées

consomment de la végétation traitée.

4.1.2.1. Effet sur le comportement des larves de criquets marocains

L’'odeur de linsecticide pulvérisé sur la végétation engendre un effet anti-
appétant tres remarquable. Les larves restent immobiles et se cachent a 'ombre)
mais en cas de toucher elles bougent leur appendices. Ces effets peuvent étre
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transitoires ou permanents, ainsi soit les insectes reprennent leurs mouvements,

ou restent immobiles et s’alimentent rarement jusqu’a leurs mort.

4.1.2.2. Effet sur la mortalité des larves de D. maroccanus

Les résultats du t