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INTRODUCTION GENERALE :

Les moustiques appartenant aux genres Culex, Aedes et Anopheles, sont des vecteurs de

parasites responsables de maladies telles que le paludisme, la fiévre jaune et les filarioses.

Les conditions climatiques (humidité et température) sont des facteurs abiotiques qui
influencent beaucoup la prolifération des moustiques. Les travaux de Robert ef al. (1998) avaient
montré que la prolifération des moustiques a Dakar, précisément Anopheles arabiensis était liée
a des facteurs abiotiques (pH, turbidité, température, substances minérales) mais aussi biotiques
(prédateurs, densité larvaire et présence de végétaux). Salem et al. (1994) avait montré
I’extension démographique par rapport a I’étendue d’eau dans la banlieue de Dakar. Cependant,
depuis quelques années, de fortes pluviométries ont été enregistrées au Sénégal, plus précisément
a Dakar accentuant ainsi I’ampleur des étendues d’eau responsables des inondations. Une des
zones les plus touchées, est la zone des niayes, caractérisée par une nappe phréatique pas assez
profonde. Les étendues d’eaux pérennes ont favorisé le développement des moustiques vecteurs.
Avec les pulvérisations fréquentes et utilisations des moustiquaires imprégnées d’insecticides
chimiques, des cas de résistances de certaines espéces de moustiques sont apparus. Pour trouver
une alternative, la lutte biologique est I’une des méthodes les plus convoitées par les chercheurs.
Ceux-ci s’intéressent aux micro-organismes tels que des bactéries, des virus et surtout des
champignons entomopathogeénes. C’est dans ce cadre que nous avions isolées une souche
d’Aspergillus clavatus contre des larves d’Anopheles gambiae, d’Aedes aegypti et de Culex
quinquefasciatus récoltées a Dakar (Seye et al., 2009). D’autres champignons tels que
Metarhizium anisopliae, Beauveria bassianae et d’autres especes du genre Aspergillus, ont aussi
montré leur efficacité contre les insectes en générale et contre les moustiques en particulier. Pour
augmenter ’efficacité de ces champignons, plusieurs méthodes de production en masse et de
formulation ont été proposées. Les résultats les plus récents ont révélé la possibilité de produire
des métabolites secondaires en milieu de culture liquide contre les moustiques. Cependant, les
procédés industriels ont rencontré un certain nombre de problémes liés a la production de ces
produits en bioréacteur tout en contrdlant les parameétres. Une des difficultés de I'utilisation des

spores de champignon est la formulation huileuse contre les moustiques (larves et adultes).

Dans cette These, nous avons adopté une démarche logique nous permettant d’atteindre les

objectifs suivants :



montrer I’évolution morphologique des gites et les densités larvaires des moustiques dans

la banlieue de Dakar pendant 12 mois,

sélectionner des champignons pathogeénes contre ces moustiques et un milieu de culture

productif en spores,

mettre au point une méthode de production industrielle de produits d’origine fongique

contre les moustiques,
obtenir une formulation efficace des spores contre les moustiques,
montrer la pathogénicité des spores en histologie (histopathologie),

montrer le spectre d’action des champignons sur un autre model d’insecte vecteur tel que

le puceron (Acyrthosiphon pisum).



PARTIE I : ECOLOGIE

CARACTERISATION MORPHOLOGIQUE DE QUELQUES GiTES ET DYNAMIQUE
DES POPULATIONS LARVAIRES DES MOUSTIQUES DANS CERTAINES ZONES
INONDEES DE LA BANLIEUE DE DAKAR



I- INTRODUCTION

Les moustiques sont des insectes vecteurs se développant en grande partie dans les zones de
climat tropical. Certains facteurs biotiques et abiotiques influencent leur développement. Toutes
les espéces n’ont pas les mémes exigences pour assurer leur cycle biologique. Les larves des
especes appartenant au genre Culex se développent généralement dans les gites plus ou moins
pollués, contrairement aux especes d’anopheles qui préférent les gites constitués d’eau claire et
moins profondes (Robert et al., 1998).
Toutefois, des études ont pu montrer qu’au Sénégal et plus particulicrement a Dakar, le
développement de ces moustiques est favorisé également par une forte urbanisation (Salem et al.,
1994).
La présence de maniere endémique de certaines maladies telles que le paludisme dans certaines
zones a Dakar serait due a la présence annuelle des vecteurs. Une lutte ne serait efficace contre
ces insectes sans pour autant faire une étude sur la potentialité des gites larvaires et sur certains
facteurs qui favoriseraient leur développement.
Les objectifs visés dans cette étude sont :

- Caractériser certains gites larvaires pendant 12 mois,

- Déterminer les densités larvaires dans chaque gite,

- Identifier les espéces qui s’y développent.

II- MATERIEL ET METHODES

A- Présentation de la zone d’étude (banlieue de Dakar)

Notre zone d’étude se situe entre 14° 44 N et 17° 20 W. C’est une zone en pleine extension
démographique avec plus de 2,5 millions d’habitants. Les travaux de Salem et al., 1994 ont
montré I’évolution de cette extension démographique par rapport aux étendues d’eaux (fig.1).
Cependant, les fortes pluies enregistrées lors des dernieres années font que ces zones connaissent
beaucoup de difficultés liées a des inondations saisonnicres (hivernage), favorisant ainsi
I’extension d’eaux aux niveaux des dépressions et des cuvettes. Ce qui explique aujourd’hui
I’existence de plusieurs gites larvaires en périodes hivernale et post-hivernale. Malgré cela, la
population continue a occuper les zones a proximité des gites larvaires apres comblement des

dépressions.
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Figure 1 : Collections d’eau et densité de la population dans la banliecue de Dakar en 1986.
(Source : Salem et al., 1994)



Figure 2: Position cartographique des différentes zones de la banlieue de Dakar (images
obtenues a partir de Google earth)

B- Récolte des larves et caractérisation des gites

Les sorties de prospection se sont déroulées pendant la premiere quinzaine de chaque mois du
mois d’avril 2009 au mois de mars 2010. Pour chaque sortie, nous avons effectué les opérations
suivantes:

a- Visite des différentes zones
Au niveau de chaque site, nous avons prospecté les gites (é¢tendues d’eaux) pour choisir ceux
présentant des larves de moustiques. Ces gites sont ainsi ciblés et suivis durant une année. Apres
avoir constaté la présence de larves, nous avons effectué¢ des mesures.

b- Recueil de données

b1-Coordonnées géographiques :

Une fois un gite repéré, nous avons pris les coordonnées géographiques avec le GPS (5
mesures par gite). La moyenne des 5 valeurs obtenues est prise comme repere géographique. Ces
valeurs nous ont permis de cartographier les différentes zones en utilisant un logiciel libre
(Google earth). Nous avons ensuite caractérisé les gites par des mesures du pH de I’eau, de la

température (ambiante et de I’eau) et de I’humidité relative. Chaque gite a été photographié.

b2-Etude des densités larvaires
Pour chaque gite, nous avons utilisé une épuisette de 13 cm de diametre. Le prélevement des
larves s’est fait a plusieurs endroits au niveau du gite. Les larves sont prélevées d’un seul coup
pour le comptage. Elles ont été ensuite remises au méme endroit. Cette opération a été effectuée 3
fois. La moyenne des 3 prélévements constitue la densité (nombre de larves par coup de

prélevement).

C- Identification des moustiques au laboratoire
a- Identification morphologique
Apres avoir étudié la densité larvaire, nous avons récolté et transporté des larves dans des seaux
a couvercle troué pour permettre aux larves de respirer.
Du mois de mai 2009 au mois de mars 2010, nous avons fait une sortie par mois. Pour
chaque sortie, nous avons effectu¢ les mémes opérations (étudier la densité, mesurer les facteurs

externes, photographier les sites et récolter des larves pour identification).



b- Identification par PCR du complexe gambiae
b1- Extraction de PADN :

Pour chaque site, les anoph¢les adultes ont été conservés dans différents tubes contenant du
Carnoy 2. Pour chaque échantillon, I’extraction s’est faite sur les moustiques entiers. Ils ont été
broyés dans 200 pl de tampon CTAB 2% (Cetyl trimethyl ammonium bromide) et placés au
Bain-marie 65° C pendant 5 mn. 200 pl de chloroforme ont été ensuite ajoutés avant de secouer.
Le tout a été centrifugé a 12000 tr/mn. La phase supérieure a été ensuite prélevée et mise dans un
autre tube. Nous avons ensuite ajouté 200ul d’isopropanol sur ce surnageant et mélangé par
inversion avant de centrifuger a 12000 tr/mn pendant 15 mn. L’isopropanol a été retiré avant
d’égouter et d’ajouter 200ul d’éthanol 70%. Nous avons centrifugé ensuite a 12000 tr/mn avant
de vider I’éthanol. Apres séchage pendant 5 mn au speed-vac, nous avons repris dans 20 pl

d’H,0 sans vortexer et laisser en suspension pendant toute la nuit.

b2- La PCR:

Pour la PCR, nous avons utilisé ces amorces du complexe gambiae (Scott ef al., 1993):

Tableau 1 : Amorces des différentes espéces du complexe Anopheles gambiae utilisés

Amorces
UN GTGTGCCGCTTCCTCGATGT
Anopheles gambiae ss CTGGTTTGGTCGGCACGTTT
Anophels merus T GACCAACCCACTCCCTTGA
Anopheles arabiensis :AAGTGTCCTTCTCCATCCTA
An. quadriannulatus : CTGGTTTGGTCGGCACGTTT

Pour un volume de 25 pl par réaction (par échantillon), nous avons utilis¢ le master mix indiqué

dans le tableau 2



Tableau 2 : Conditions de la PCR

Réactifs Concentration finale Pour un échantillon a 25 pl
Tampon de Taq 10x 1 X 2,5 ul
Contenant 15 Mm MgCl, 1,5 mM
5 mM dNTP 0,2 mM 1,0 ul
Primer UN (10 uM) 5 pmoles 0,5 ul
Primer AG 5 pmoles 0,5 pl
Primer AA 5 pmoles 0,5 pul
Primer AM 5 pmoles 0,5 pul
Taq DNA Polym (5 U/ul) 0,25U 0,05 ul
ddH,O 17,95 pl
DNA template (1 & 5 ng/pl) 1,5 ul

Amplification : 3’ [30°°, 30", 10”°] 40. 5° @ 56°C
La taille attendue pour chaque espece est de :
An. gambiae ss: 390bp

An. arabiensis : 315pb

An. melas : 464 pb

Le gel d’agarose a été utilisé avec des puits dans lesquels les échantillons mélangés au bleu
d’ADN ainsi que le lader comme référence ont été introduits. Chaque puits correspond a un
échantillon de récolte pour chaque zone. La migration a ¢été faite grace a une cuve

d’¢lectrophorese.



III- RESULTATS

A- Position géographique des zones ¢tudices

Tableau 3 : Parameétres géographiques des différentes zones

Sites
Paramétres Thiaroye/mer Sam-sam 3 Pikine Pikine niéty Guediawaye
géographiques technopole =~ mbar (Gadaye)
Position 14°44°31°N 14°45°41°N  14°45°32”°N  14°46°04°N  14°46°55°N
géographique  17°23°53”W  17°21°25”W  17°23°53W  17°22°32°W  17°22°00°W
Altitude 19m 19m 14 m 19 m 17m

B- Evolution morphologique et des facteurs entre avril 2009 et mars 2010

1- Thiaroye sur mer (fig 3)

Dans cette zone, le canal d’évacuation d’eau venant du quartier LANSAR vers la mer, constitue
un gite pérenne. Les moustiques s’y développent durant toute 1’année. En période des pluies, le
canal est débordé a cause des eaux de pluies (Figure 3). L’eau s’élargit ainsi tout au tour du
canal (de juillet a septembre) pour constituer d’autres gites temporaires. L’action de ’homme a
joué un role positif par le désherbage du canal mais aussi un role négatif car, ce canal sert un
lieu de dépot d’ordures et d’eaux usées par les habitants environnants. Ce qui favorise davantage

la prolifération des moustiques du genre Culex.
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Figure 3 : Evolution des gites et des densités larvaires a Thiaroye sur mer du mois d’avril 2009
au mois de mars 2010

Figure 4 : Evolution des densités larvaires et de certains facteurs des gites larvaires a Thiaroye
sur mer du mois d’avril 2009 au mois de mars 2010
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Tableau 4 : Evolution du pH dans les gites au cours du temps

Avril | Mai | Juin | Juillet | Aolt | Septembre | Octobre | Novembre | Décembre | Janvier | Février | Mars

827 |7,8319,28| 8,9 | 8,5 8,39 7,9 7,95 7,4 7,49 7,8 | 7,93

Les valeurs enregistrées au niveau de cette zone montrent deux périodes ou I’humidité relative
est plus élevée (juin-aolt et novembre- janvier). Par contre, ¢’est seulement pendant la premiére
période ou les températures (ambiante et de I’eau) sont plus élevées (fig 4), la température de
I’eau étant toujours inférieure a celle ambiante. Pour 1’évolution des densités larvaires (fig 4), le
plus grand pic a été observé au mois de juin avec (pH= 9,28) avant de commencer a diminuer.

Un autre pic a été observé au mois de janvier.

2- SAM-SAM 3 (fig 5)

Ce site comprend plusieurs gites pérennes constitués pour la grande partie d’eaux d’inondation.
L’¢école > KELESAN’’ (Fig. 5) est complétement envahie par les eaux qui débordent en période
hivernale (juillet a octobre). L’activité de ’homme par la présence de pompes motorisées, a joué
un grand roéle dans I’instabilit¢ de ces gites (turbidité des eaux). Par contre, le retrait de I’eau

laisse sur place des cuvettes remplies d’eau claire présentant des larves d’An. gambiae.
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Figure 5 : Evolution morphologique des gites larvaires 8 SAM-SAM 3 du mois d’avril 2009 au
mois de mars 2010
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Figure 6 : Evolution des densités larvaires et de certains facteurs des gites larvaires du mois
d’avril 2009 au mois de mars 2010 & Sam-Sam 3
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Tableau 5: Evolution du pH dans les gites de Sam-sam au cours du temps

Avril

Mai

Juin

Juillet

Aot

Septembre

Octobre

Novembre

Décembre

Janvier

Février

Mars

7,9

8,2

7,6

8,8

81

8.9

9.8

8,5

83

8,4

82

9.4

Les courbes montrent deux périodes ou 1I’humidité relative est plus élevée (juin-septembre et

novembre- mars). Nous avons constaté 3 pics de densités larvaires (avril, juillet et décembre) (fig

6). Le pH varie rarement durant toute la période d’étude.

3- Pikine rue 10 (fig 7)

C’est un site dont la majeure partie de 1’eau vient du technopole (partie Est). Il existe des

soubassements de la périphérie du gite provoquant ainsi 1’arrivée de 1’eau du technopole qui est

pauvre en matieres organiques. Cependant nous avons constaté des perturbations régulieres des

gites avec des densités larvaires qui présentent des fluctuations dues a I’activité de ’homme

(remblayage pour construction et importants dépots d’ordures). L humidité relative a montré un

taux ¢élevé entre juin-sptembre et au mois de mars (fig 7). Nous avons constaté une augmentation

du pH entre juin et novembre coincidant avec I’arrivée d’eaux de pluie et du technopole.
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Figure 7 : Evolution morphologique des gites larvaires a Pikine rue 10 du mois d’avril 2009 au
mois de mars 2010
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Figure 8 : Evolution des densités larvaires et de certains facteurs des gites larvaires du mois
d’avril 2009 au mois de mars 2010 a Pikine rue 10
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Tableau 6 : Evolution du pH dans les gites au cours du temps

Avril {Mai |Juin |Juillet| Aolt | Septembre | Octobre | Novembre | Décembre | Janvier | Février | Mars

7,92 (7,1 9,29 (8,9 851 8,39 9,04 10,35 7,58 7,63 |7,52 |83

Le pH augmente en période hivernale de juin a fin Novembre avant de diminuer vers le mois de

février.

4- Pikine niéty mbare (fig 9)

C’est un site a découvert avec de vielles maisons abandonnées pleines d’eaux. La matiere
organique y est trés concentrée car c’est une zone de dépot d’ordures et d’eaux usées par les
habitants. En période hivernale, nous avons constaté un ¢élargissement des gites constitués d’eaux

de pluie mélangées a de la maticre organique.
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Figure 9 : Evolution morphologique des gites larvaires a Pikine Gnéty mbare du mois d’avril
2009 au mois de mars 2010
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Figure 10 : Evolution des densités larvaires et de certains facteurs des gites larvaires du mois
d’avril 2009 au mois de mars 2010 a Pikine Gnéty mbare
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Tableau 7: Evolution du pH dans les gites au cours du temps

Avril | Mai | Juin |Juillet | Aout | Septembre | Octobre | Novembre | Décembre | Janvier | Février | Mars

7,5 |77 8,6 [8,7 7,7 19,1 8,46 7,6 7,5 7,8 7,9 7.8

Les eaux ont un pH favorable au développement d’An. gambiae (pH>8) de juin a octobre.
L humidité relative a été plus élevée au mois de juillet ou nous avons constaté une baisse de la
température (fig 10). Les 2 pics de densités larvaires sont observés en mai et en février
correspondant a la période post-hivernale. La nature des gites est plus favorable pour le genre
Culex avec les ordures dans les maisons a moiti¢ détruites en dehors des habitations. Alors
qu’en période hivernale, nous avons constaté une forte présence de prédateurs (tétards, Odonates
etc). Les eaux avaient envahi presque la totalit¢ du site rendant difficile I’accés a certains

endroits pour pouvoir couvrir toute la zone.

5- Gadaye (Guédiawaye) (fig 11)

Ce site est une grande étendue d’eau colonisée par des typhas. C’est une zone a forte activité
humaine avec les activités maraicheres nécessitant parfois la création de creusage qui sert de
moyen de captage d’eau de la nappe phréatique en dehors de la période hivernale. Ce qui crée en
méme temps des gites artificiels. Dans ce site, ’arrivée des eaux de pluie au mois d’aolt a
entrainé un remplissage de ces fossés créant un élargissement des gites. L’humidité relative a

varié temporairement, mais les fortes densités larvaires sont enregistrées en juin et en février.
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Figure 11 : Evolution morphologique des gites larvaires a Gadaye du mois d’avril 2009 au mois
de mars 2010
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Figure 12 : Evolution des densités larvaires et de certains facteurs des gites larvaires du mois
d’avril 2009 au mois de mars 2010 & Gadaye
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Tableau 8: Evolution du pH dans les gites au cours du temps

Avril |Mai | Juin

Juillet | Aout

Septembre

Octobre

Novembre

Décembre

Janvier

Février

Mars

85 (89 |81

8,7 7.8

8.1

7,9

7,7

7,5

&1

7,9

8,1

C- Présence des larves dans les gites

Tableau 9: Tableau de présence des larves de moustiques dans les différents sites entre

avril 2009 et mars 2010
Zones prospectées
Sam- Pikine rue Pikine niéty Gadaye

Especes Thiaroye | Sam 10 mbar (Guédiawaye)

Avril
An. gambiae - + - -- T+
Cx
quinquefasciatus + ++ ++ + ++
Cx tigripes - - -- -- -- --

Mai
An. gambiae -- + -- -- ++
Cx
quinquefasciatus + ++ ++ +
Cx tigripes -- -- -- -- -
Juin

An. gambiae -- + + -- +
Cx
quinquefasciatus ++ ++ ++ ++ ++
Cx tigripes -- -- -- -- +

Juillet
An. gambiae - + + - +
Cx
quinquefasciatus ++ ++ ++ ++ ++
Cx tigripes + - - + +
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Aot
An. gambiae + ++ ++ ++ ++
Cx
quinquefasciatus + + + + +
Cx tigripes + - - + +
Septembre
An. gambiae ++ ++ ++ ++ ++
Cx
quinquefasciatus + + + + +
Cx tigripes - - - + +
Octobre
An. gambiae -- ++ ++ ++ +
Cx
quinquefasciatus -- ++ + + --
Cx tigripes -- - - - --
Novembre
An. gambiae -- ++ + - +
Cx
quinquefasciatus + - -- ++ ++
Cx tigripes -- -- -- -- +
Décembre
An. gambiae -- + -- -- -
Cx
quinquefasciatus ++ ++ ++ ++ +
Cx tigripes -- -- -- -- -
Janvier
An. gambiae - + - - -
Cx
quinquefasciatus ++ + ++ + +
Cx tigripes - -- ++ - -
Février
An.gambiae -- + -- -- -
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Cx

quinquefasciatus ++ + + ++ ++
Cx tigripes -- -- + -- --

Mars

An. gambiae + + - -- --
Cx

quinquefasciatus ++ -- -- ++ +
Cx tigripes -- - - -- -- +
++ = abondante, + = moyenne, - = faible, -- = non trouvée

Ce tableau montre que, Anopheles gambiae s.1. est retrouvée dans tous les sites visités avec des
périodes ou elle est plus fréquente (aolt-octobre). Cependant, cette espece est plus présente a
Sam-Sam ou elle est récoltée pendant toute I’année, suivi du site Guédiawaye ou elle est
retrouvée du mois d’avril au mois de novembre. Elle est aussi plus abondante en période
hivernale qu’en période post-hivernale pour chaque site.

Par contre, I’espece Culex quinquefasciatus est retrouvée dans tous les sites durant toute 1’année
(tableau 9). Cependant, elle est moins abondante en période hivernale par rapport a An. gambiae.
Culex tigripes a été récolté au niveau de tous les sites, mais elle est trés rare a Sam-Sam. Elle est

plus fréquente a Gadaye et a Pikine Niéty mbare.

D- Les moustiques échantillonnés:

Les clés d’identification morphologiques nous a permis de répertorier les espéces suivantes :
Anopheles gambiae sl (Fig. 13 A, B et E) , Culex quinquefasciatus (fig. 13 C et F) et Culex
tigripes (Fig. 13 D). Avec les échantillons d’anophéles, la Technique de PCR nous a permis de
préciser que c’était Anopheles arabiensis avec des bandes qui apparaissent a 315 pb (fig 14). La
PCR révele qu’An. arabiensis était présent durant 12 mois a Sam-Sam3 (d’avril 2009 a mars
2010), en aott, septembre et mars a Thiaroye sur mer, de juin a novembre a Pikine rue 10, d’aott

a octobre a Pikine niéty mbar et d’avril a novembre a Gadaye.
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Figure 13 : Les especes de moustiques échantillonnées dans la banlieue de Dakar
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Figure 14: Bandes de migration de I’ADN des anopheles échantillonnés dans la banlieue de
Dakar du mois d’avril 2009 au mois de mars 2010. 1s a 12s= sam-sam3, 1t a 3t= Thiaroye sur

mer, 1p a 6p= Pikine rue 10, 1N a 3N= Pikine Gnéty mbare, 1G a 8 G= Gadaye, L= Lader.
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IV-DISCUSSION :

Les données que nous avons recueillies entre le mois d’avril 2009 et le mois de mars 2010 ont
montré que les larves de Culex quinquefasciatus se développaient dans tous les sites que nous
avons visités. Les larves d’Anopheles gambiae s.l. n’étaient récoltées que dans les gites
constitués d’eau claire en période post-hivernale. Avec le site pikine gnéty mbare, nous avons
constaté une baisse significative de larves lors de nos sorties en période hivernale. Ce qui serait
due a un phénomene de lessivage pendant les fortes pluies constatées. Pour tous les sites, les
larves de Culex quinquefasciatus deviennent moins abondantes contrairement aux larves
d’Anopheles gambiae s.l. pendant la période hivernale. Cette abondance d’An. gambiae sl
constatée en période hivernale confirme d’ailleurs les travaux de Robert ef al., 1998. Ces larves
d’anopheles se développaient dans les eaux plus claires avec un pH basique mais le plus souvent
dans des gites pas assez larges, ce qui rejoint les travaux de Sunahara ef al. (2002). Ceci est du
au fait que, ces deux especes se développent dans des gites préférentiels a pH bien déterminé.
Cependant, nous avons constaté que, Cx quinquefasciatus et An. gambiae sl peuvent se retrouver
dans un méme gite mais a pH > 8. En effet, les larves de Culex quinquefasciatus ont été
récoltées dans les gites ou le pH varie entre 7,1 et 8,27. Ce qui confirme bien les travaux de
Umar et Don-Pedre, 2008. Cependant, An. gambiae sl peut aussi se développer
exceptionnellement dans des gites a un pH<8 en méme temps que les larves de Culex
quinquefasciatus, ce qui a ¢été observé a Thiaroye sur mer au mois de mars (pH= 7,9).

Les modifications observées au niveau des gites pendant la période hivernale, sont typiquement
les mémes sur le plan caractérisation (augmentation progressive du niveau d’eau, de la
température, et du pH). Cependant, les densités larvaires ont vari¢ suivant les gites temporaires
ou pérennes et suivants les sites. Des travaux de Paaijmans et al., 2008 ont montré que les
facteurs environnementaux telles les conditions chimiques et physiques déterminent la densité et
le développement des larves. Malgré les inondations qui ont rendu difficiles 1’acces a certains
gites, d’autres se sont créés avec pratiquement la présence des larves d’An. gambiae s.1. Ces
larves étaient plus abondantes & Sam-Sam 3 que dans les autres sites. Cette zone présente des
gites pérennes notamment a 1’école « KERESAN » ou les larves d’An. gambiae sl sont
observées depuis le mois d’avril 2009 jusqu’au mois de mars 2010. Ce qui pourrait étre une
cause de la pérennisation du paludisme dans cette zone.

L’échantillonnage des larves de Culex tigripes a été effectué seulement dans quelques zones et

sont moins abondantes que les autres. Elles sont trés voraces par rapport aux autres especes de
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moustiques (fig. 13 D). Elle est plus présente en période hivernale qu’en période post-hivernale.
Cette voracité pourrait étre un aspet bénéfique dans la régulation de la densité larvaire.

Avec la difficulté de distinguer les especes du complexe Anopheles gambiae, plusieurs méthodes
ont été¢ proposées (Chauvet, 1969 ; Mahon et al.,, 1976 ; Miles, 1979 ). La technique PCR que
nous avons utilisée nous a montré que les anophéles que nous avons récoltés dans les 5 sites
contiennent uniquement An. arabiensis une des principales espéces vectrices de plasmodium
responsables du paludisme au Sénégal. Ces travaux montrent également que c’est une espece
non seulement urbaine Robert er al. (1998) mais également péri-urbaine. Cependant, nous
n’avions pas étudié d’autres facteurs biotiques et abiotiques pouvant influer sur leur évolution
pérenne dans certaines zones comme a Sam-Sam 3. Nous n’avions pas également fait des
prospections dans les habitations pour pouvoir dénicher des gites temporaires surtout
d’anopheles. Un suivi devrait étre fait étant donnée qu’une possibilité de présence d’autres
especes du genre Anopheles (4An. funestus, An. gambiae ss (forme m ou s) etc) n’est pas a

¢écartée avec les phénomenes d’inondation.

CONCLUSION :

Dans cette partie, nous avons montré suivant les deux saisons, que Anopheles gambiae sl est plus
présent en période hivernale qu’en période post-hivernale.

Les fortes densités larvaires en période hivernale sont dues a la prolifération d’An. gambiae sl
qui est supérieur en nombre tandis qu’en période post-hivernale les larves de Cx
quinquefasciatus sont plus abondantes.

La PCR a révélé que I’espece d’anophéle récoltée dans les 5 zones est An. arabiensis

Dés lors, une méthode de lutte éfficace est indispensable et devrait étre menée dans certaines
zones ou cette espece vectrice de parasites responsables du paludisme est présente durant toute

I’année.
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PARTIE 2 :
LUTTE BIOLOGIQUE CONTRE LES MOUSTIQUES PAR L’UTILISATION DE
BIOPESTICIDES
(CHAMPIGNONS ENTOMOPATHOGENES ET PRODUITS DE NEEM)
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CHAPITRE 1

SELECTION D’UN MILIEU DE CULTURE POUR UNE PRODUCTION EN MASSE DE
CHAMPIGNONS ENTOMOPATHOGENES CONTRE LES MOUSTIQUES
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I- INTRODUCTION

Dans la recherche d’alternative aux insecticides chimiques de synthése, des agents pathogenes
tels que les bactéries et les champignons entomopathogeénes sont de plus en plus utilisés. Plus de
800 especes de champignons ont été reconnues comme pathogeénes d’insectes et/ou d’acariens
(Regnault-Roger, 2005). Les especes utilisées appartiennent pour la plupart aux classes des
Zygomycetes et des Hyphomycetes (Shah et Pell, 2003). Plusieurs isolats fongiques des genres
Lagenidium (Oomycetes), Coelomomyces (Chytridiomycetes), Entomophthora (Zygomycétes
Entomophthorales), Culicinomyces (Hyphomycetes), Beauveria (Hyphomycetes) et Metarhizium
(Hyphomycetes) ont montré leur pathogénicité contre les moustiques (Scholte et al. 2004a). Le
pouvoir pathogéne d’une souche d’Aspergillus clavatus sur des larves d’Aedes aegypti,
Anopheles gambiae et Culex quinquefasciatus a également été¢ démontré (Seye et al., 2009).

De nombreux champignons sont relativement faciles a produire en masse et peuvent étre
formulés en suspensions aqueuses ou huileuses afin d’augmenter leur pouvoir infectieux avant
d’étre pulvérisés (Visalakshy et al, 2006 ; Sahayaraj et al,. 2011). Selon les souches, la
persistance au sein de la population d’insectes ciblés permet de restreindre les applications dans
I’environnement (Shah et Pell, 2003). L’action de ces champignons s’exerce généralement par la
sécrétion d’une large gamme d’enzymes et de toxines (Kanzok et Jacobs-Lorena, 2006).
Plusieurs souches de champignons produisent également des métabolites secondaires dont
certains ont démontré un pouvoir toxique, et qui pourraient €Etre valorisés en tant que
biopesticides a part entiere (Butt and Copping, 2000). Cependant, contre les moustiques, seul un
produit basé sur Lagenidium giganteum fut commercialis¢ (Laginex®, AgraQuest) pour lutter
contre les especes de Culex aux USA (Scholte et al., 2004b).

L’efficacité des spores de ces champignons nécessite une bonne méthode de production, de
formulation et de stratégie d’application sur les différents stades de développement des
moustiques. Dans cette optique, plusieurs méthodes utilisant des céréales telles que le blé et le riz
ont été proposées pour la production en masse (Sahayaraj et Namasivayam, 2008). Cependant,
des sous-produits de céréales dont le son de blé, devraient étre testés vis-a-vis de la productivité
ainsi que la pathogénicité des spores produites sur ces substrats. La présente ¢tude consistait a :

1- Evaluer la production en masse de trois souches de champignons entomopathogénes sur

son de blé par rapport au riz décortiqué en milieu solide, semi-solide et liquide,

2- Tester la pathogénicité des spores obtenues par la méthode la plus productive sur des

larves de Culex quinquefasciatus (Say, 1823) (Dipteéres : Culicidae),
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II- MATERIEL ET METHODES

A- Isolement des souches
Aspergillus clavatus a été 1solé a partir du criquet Oedaleus senegalensis (Seye et al., 2009) de
méme que la souche de Metarhizium anisopliae. Metarhizium sp a été isolé sur des larves de
taupins.
B- Production en masse des champignons

Les trois souches ont été cultivées dans des boites de Pétri contenant un milieu constitué¢ de
Peptone 1%, Extrait de levure, 1,5% Agar et 2% Glucose. Apres sporulation, les spores de
chaque souche ont été prélevées et diluées dans 10 ml d’eau distillée contenant 0,05% de Tween
80. La concentration de chaque solution mere ainsi créée a été évaluée au moyen d’un
hématimétre (cellule de Thoma®) et ajustée a 5 x 10° spores/ml. Des fioles de 250 ml contenant
chacune 5 g de son de blé ou de riz décortiqué ont été utilisées. L’ensemble a été stérilisé a
I’autoclave a 121 °C pendant 20 minutes. Pour chaque souche, des volumes de 20, 40 et 70 ml
d’une solution d’extrait de levure a 1% de peptone de caséine a 1% ont été ajoutés pour
respectivement les milieux solide, semi-solide et liquide. Pour le milieu solide, les substrats ont
été trempés dans la solution peptonée pendant 2 h conformément a Sahayaraj et Namasivayam
(2008), puis le surplus de liquide a été retiré. Pour faciliter la sporulation en milieu liquide, un
packing (assemblage en acier inoxydable provenant d’un garnissage structuré de colonne a
distillée industrielle) a été introduit dans la fiole. Apres inoculation de 1 ml de la solution mere
de spores dans chaque fiole, I’ensemble a été¢ maintenu en incubation a 30 °C en moyenne. Pour
les milieux de culture liquide et semi-solide, les fioles ont été déposées sur 1’agitateur a 140
tr/mn.

Pour chaque méthode et pour chaque souche, quatre répétitions de productions ont été faites a

différentes périodes.

C- Récupération et comptage des spores :

Apres 7 jours d’incubation, le restant de la solution contenue dans les fioles a été retiré¢ avant
d’ajouter 150 ml d’eau distillée contenant 0,05% de Tween 80 pour le lavage. L’ensemble a été
ensuite déposé sur 1’agitateur a 120 tr/mn pendant 2 h afin d’obtenir une solution aqueuse de
spores. Les différentes solutions ont été filtrées séparément par une double couche de gaz
(Cambric Leger) afin de retenir toute particule de céréales provenant des milieux de culture.
Quatre séries de comptage ont été réalisées pour chaque solution de spores avec une lame a

hématimetre (cellule de Thoma®).
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Les solutions de ringage ont été centrifugées a 5100 tr/mn et 4 °C pendant 5 minutes. Le
surnageant a été ¢liminé et les spores récupérées sous forme de culot. Elles ont ensuite été
compilées dans un tube Falcon® unique puis resuspendues dans une solution d’eau distillée
contenant 0,05% de Tween 80. La teneur en spores des solutions meres ainsi obtenues a €té

déterminée et ajustée a 10° spores/ml pour effectuer les tests sur les larves.

D- Les moustiques :

Les adultes de Culex quinquefasciatus (souche S-Lab, sensible, date d'isolement : 1979,
originaire de Riverside (Californie)) ont été €élevés dans des cages en toile (Bugdorm®) de 50 x
50 x 50 (cm). Les conditions d’¢élevage ont été de 25 + 2 °C et une photopériode de 16 h de
lumiere par jour. Ils ont été nourris avec du sucrose a 10%. Le repas de sang des femelles a été
effectué¢ sur des membranes artificielles (Hemotek® membrane feeding systems). L’oviposition
a été réalisée dans des pondoirs noirs remplis d’eau distillée. Les nacelles d’ceufs ont été
récupérées avec un pinceau et placées dans des bacs en plastique (30 x 10 x 5 (cm)) remplis a
moiti¢ d’eau distillée. Apres éclosion, les larves ont été nourries avec un mélange de paillettes
pour poissons tropicaux (Tetramin®) et de pastilles de levures de biére naturelles (Biover®)

(proportions 1:1). Les colonies ont ét¢ maintenues dans des conditions identiques a celles du test.

E- Tests de pathogénicité sur les larves :

Des tests de toxicité classiques en suspensions aqueuses ont €t¢ menés afin d’évaluer le potentiel
larvicide des différentes souches microbiennes et déterminer les doses 1étales (DLsy et DLog)
selon OMS (OMS, 2005). Chaque lot correspond a une concentration. Les conditions de
laboratoire ont été¢ a 25 = 2 °C en moyenne, 75% d’humidité relative (HR) et une photopériode
fixée a 16 h de lumiére par jour.

Apres comparaison des méthodes de production en masse, les spores obtenues avec le milieu le
plus productif, ont été utilisées pour les tests de toxicité. Des dilutions ont été faites a partir des
solutions meres pour obtenir une gamme de concentrations finales : 5 x 1071 x 108; 1,5 x 108;

2 x 10° et 2,5 x 10® spores/ml. Les larves ont été nourries comme précédemment.

F- Relevé et analyse des données :
a- Productivité des souches fongiques.
Quatre répétitions ont été réalisées pour chaque souche et chaque type de milieu. Les résultats

sont exprimés en moyennes et écarts-types. Ces valeurs ont été utilisées pour faire des analyses
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ANOVA 34 un facteur et test non-paramétrique de Kruskal-Wallis avec le logiciel Statistica 9. Le

seuil de signification a été fixé a 5%.

b- Tests de pathogénicité.

Pour les différents tests, quatre répétitions ont été réalisées pour chaque gamme de
concentrations. Les constats de mortalité ont été faits toutes les 24 h et les larves mortes ont été
retirées a chaque temps d’observation. Un test est invalide si (1) plus de 20% de mortalité est
observée dans le contrdle associé aux groupes traités et (2) plus de 10% des larves venaient
d’entrer en nymphose au cours de 1’expérience.

Les DLsg et DLgg ont été calculées avec le méme logiciel que précédemment. Les mortalités ont
été corrigées sur un intervalle [0,1] par la formule d’ Abbott (Abbott 1925) : P = (Mt-Mc)/(T-Mc)
(Mt = nombre de morts dans le groupe trait¢ ; Mc = nombre de morts dans le groupe témoin
correspondant ; T = nombre total d’individus pour chaque groupe). Une transformation logit de
ces proportions de mortalité a été ensuite réalisée de maniére a linéariser les données par la
relation (Dagnelie, 1970) : logit (p) = In (p/1-p). La qualit¢ du modéele obtenu a été mesurée en

utilisant le coefficient de détermination R2.

IV-RESULTATS
A- Productivité des milieux de culture :
L’analyse de variance a montré des différences significatives entre les milieux de culture pour
chaque souche (P < 0,0001). Le milieu solide est le plus productif pour les deux types de céréale
(Tableau 10). Les comparaisons fournies par le test de Scheffé révelent que le son de blé en
milieu solide est plus productif que les autres pour respectivement Aspergillus clavatus (161,20
+ 34,63 x 10° spores/ml), Metarhizium anisopliae (109,10 + 60,12 x 10° spores/ml) et
Metarhizium sp (74,40 £ 27,07 x 10° spores/ml). Par contre, la productivité du riz en milieu
solide est moins importante que son équivalent de son avec 73,61 + 43,74 x 10° spores/ml, 43,80
+ 17,37 x 10° spores/ml et 15,12 + 25,92 x 10° spores/ml respectivement pour ces souches

(Tableau 10).
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Tableau 10 : Productivité de trois souches fongiques (Aspergillus clavatus, Metarhizium
anisopliae et Metarhizium sp) cultivées sur deux milieux basés sur du son de blé ou du riz
décortiqué selon trois états (solide, semi-solide et liquide). Les valeurs d’une méme colonne

suivies par des lettres différentes sont significativement différentes (P < 0,05) selon le test de

Scheffé associé a 1’analyse de variance.

Type de Teneur + Ecart Type (10° spores /ml)
Milieu Céréales Aspergillus Metarhizium Metarhizium
clavatus anisopliae sp
Solide Son de blé 161,20 + 34,63° 109,10 = 60,12 74.40 £ 27,07

Semi-solide

Liquide

Riz décortiqué
Son de blé
Riz décortiqué
Son de blé

Riz décortiqué

73,61 + 43,74°
6,59 +3,81°
2,26 + 1,49

18,33 £7,27"°¢
0,99 £ 0,20°

43,80 + 17,37
24,65 + 33,95°
5,03 +2,74°
6,08 = 6,02°
4,42 + 4,84°

15,12 £25,92°
23,47 + 4,54°
3,86+ 1,67°
3,57 £2,24°
1,37 + 0,46°

B- Tests de pathogénicité :

Les doses létales contre les larves de Culex quinquefasciatus (Tableau 11) sont atteintes en 24 h
pour A. clavatus (DLso=1,70 x 10 et DLoy= 7,10 x 10°, P < 0,0001), en 48 h pour M. anisopliae
(DLso = 1,60 x 10® et DLog = 6,50 x 10%, P = 0,0003), et en 72 h pour Metarhizium sp (DLsy =
1,75 x 10® et DLy = 9,90 x 108; P = 0,0046). L’analyse de ce tableau montre ¢galement que les
doses létales des différentes souches peuvent étre atteintes avec des doses plus faibles mais avec
une durée plus longue. Pour une méme dose testée, le temps nécessaire pour obtenir les DLs et
DLy, sont plus faibles pour 4. clavatus suivi par M. anisopliae et Metarhizium sp.

L’analyse de la variance des données a permis d’affirmer que la régression appliquée a un sens
pour A. clavatus a 24 h (F1,18y=28,01), 48 h (F(1,13) = 32,61) et 72 h (F(1,15) = 39,08). Tandis que
cette régression n’a un sens qu’a partir de 48 h pour M. anisopliae (F1 13y = 19,91 ; Fi,15) =
44,44) et 72 h pour Metarhizium sp (F 17 = 10,36). Les P-valeurs associées aux résultats de la
régression permettent d’affirmer un lien significatif entre les doses testées et la mortalité

observée aux temps pour chaque souche.
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Tableau 11. Doses létales (DLsy et DLgg) des trois souches fongiques (Aspergillus clavatus,
Metarhizium anisopliae et M. sp) produites sur milieu solide de son de blé contre des larves de

Culex quinquefasciatus de 3° et 4° stades.

Souches Temps Doses létales
(spores/ml)
DLsg DLog R* P
24h | 1,70x 10 7,10x10° 0,61  <0,0001
Aspergillus clavatus 48h | 1,45x10° 6,80x10° 064  <0,0001
72h | 1,35x10° 500x10° 0,68 <0,0001
24h 5 5 0,34  0,0520

Metarhizium anisopliae 48h | 1,60x 10 6,50x 10° 0,52 0,0003
72h | 1,30x10° 4,00x10° 0,71  <0,0001
24h - - 0,01 04641
Metarhizium sp 48h - - 0,1 0,1736
72h [ 1,75x 10 9,90x 10° 038  0,0046

V- DISCUSSION

La production des champignons montre une grande différence selon le substrat et les conditions
de culture. Le son de blé qui est un sous-produit, est ici comparé¢ au riz décortiqué dans la
productivité. La supériorité¢ des milieux solides basés sur un substrat de son de blé par rapport
aux équivalents a base de riz décortiqué est visualisée dans nos résultats. En effet, les analyses
statistiques révelent que ce type de milieu permet une productivité significativement plus
abondante que les autres dans la plupart des cas. Ceci confirme les résultats de Sahayaraj et
Namasivayam (2008) qui ont mis en évidence une production plus abondante sur grains de blé
que sur le riz chez Beauveria bassiana, Paecilomyces fumosoroseus et Verticillium lecanii en
milieu solide. Cependant, dans le cas présent, le son de blé présente a poids égal plus de surface
de contact et absorbe plus facilement le liquide que le riz décortiqué. Or, la peptone de caséine et
I’extrait de levures constituant la solution peptonée permettent un apport de carbone, d’azote et
de vitamines favorisant la croissance mycélienne et se révele parfois méme nécessaire pour

certaines souches (Im et al. 1988). De plus, il faut remarquer que, si les productivités en milieux



39

semi-liquide et liquide sur le son de blé paraissent plus importantes que leurs équivalents
respectifs sur le riz, la différence n’est pas significative du point de vue statistique.

D’une part, la forte productivité en spores fait de la fermentation en substrat solide un processus
plébiscité (Assamoi et al., 2009) et largement appliqué en laboratoire a des champignons
entomopathogenes tels que M. anisopliae (Dorta et al., 1996 ; Arzumanov et al., 2005 ; Prakash
et al., 2008 ; van Breukelen ef al., 2011). Cependant avec les substrats solides, les parameétres du
milieu (pH, température, humidité, oxygene dissous ou encore accumulation de CO,) sont mal
controlés a 1’échelle industrielle et rendent cette technique treés difficile a mettre en ceuvre. Les
métabolites produits sont également plus difficilement extraits (Assamoi et al., 2009). D’autre
part, les productivités plus faibles en spores des milieux semi-solides et liquides sont
compensées par la formation de pellets mycéliens, comme il 1’a également été constaté par
Fargues et al. (2002). La fermentation en conditions submergées est bien controlée au niveau des
bioréacteurs industriels, et convient surtout a la production de métabolites associés a la
croissance mycélienne. Cependant elle ne permet pas la production de spores en grande quantité
(Prescott et al., 2003). Ainsi, dans une optique de production a grande échelle, ces milieux
peuvent se révéler complémentaires par la technique dite de culture diphasique (Burges et
Hussey, 1981).

L’intérét de substituer le son de blé au riz ne saurait étre opportun que si les spores produites
ont une pathogénicité sur les moustiques. En effet, Shah ef al. (2005) ont déja montré que le
substrat qui supporte la plus grande productivit¢ de spores ne garantit pas forcément leur
pathogénicité. Avec des doses proches, les différentes souches de champignons que nous avons
utilisées ont montré leur efficacité contre les larves de Cx quinquefasciatus. Cependant, cette
pathogénicité differe selon la souche. Les DLsy et DLgy que nous avons déterminées sont
obtenues en 24 h pour A. clavatus contrairement aux deux souches de Metarhizium (48 h voire
72 h).

Certaines especes du genre Aspergillus ont montré la possibilité d’étre utilisées contre les
moustiques (Hati et Gosh, 1965 ; Nnakumusana, 1985 ; de Moraes et al., 2001 ; Seye et al,.
2009 ; Mohanty et Prakash, 2010). Cependant, les doses létales que nous avons déterminées avec
les deux souches de Metarhizium et d’A. clavatus sont plus €élevées que celles déterminées par la
plupart de ces auteurs. Cette différence serait due soit au substrat utilisé pour la production de
spores, a la méthode de récupération de spores ou a la différence des souches elles-mémes. En
effet, aprés culture en milieu solide, nous avons effectué un lavage suivi de centrifugation des

spores. Alors que pour le cas d’A4. clavatus, Seye et al. (2009) ont récupéré les spores seches
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qu’ils ont appliquées directement dans I’eau sans ajout de Tween 80. En général, les spores
séches appliquées directement dans 1’eau restent a la surface et les larves sont infectées surtout
au niveau du siphon respiratoire lorsqu’elles remontent a la surface de I’eau, méme si une partie
est ingérée (Seye et al,. 2009, Bukhari et al., 2010). 11 serait également possible que dans les
travaux de Seye et al,. 2009, les particules de poudre de bl¢ présentes dans le mélange aient servi
de transporteur organique et appaté les larves comme indiqué par Bukhari et al,. 2011 ; ou
encore favorisé une activation des spores, mais aussi le stress dii a la compétition (Bukhari et al.,
2010). Dans nos travaux, nous avons constaté que quelques heures aprés application des spores,
celles-ci se retrouvent pratiquement au fond des bocaux. Ce qui diminue les possibilités de
contact avec les larves.

D’autres especes du genre Aspergillus ont été testées contre Cx. quinquefasciatus. C’est ainsi
que A. sulphureus a induit 96% de mortalité aprés 24 h d’exposition 4 la dose de 4,13 x 10°
spores/ml, tandis que différentes souches d’A. flavus provoquent plutét un retard du
développement larvaire par rapport au contrdle a des doses similaires (de Moraes et al,. 2001).
Ces résultats sont différents de ceux de Mohanty et Prakash (2010) qui ont révélé apres 72 h des
DLs, de 3,54 x 10° et 1,07 x 10® spores/ml de A. flavus et A. fumigatus respectivement. Ce qui
refléte bien I’hétérogénéité de la virulence des souches d’Aspergillus contre les moustiques.
Plusieurs souches de Metarhizium ont montré leurs effets pathogénes contre les moustiques
(Scholte et al., 2003 ; 2004a ; 2004b; 2006 ; Kovendan et al., 2012). Avec les deux souches que
nous avons utilisées, des doses 1étales n’ont pu €tre déterminées qu’apres 48 h (M. anisopliae) et
72 h (Metarhizium sp). Ce qui montre la grande hétérogénéité de la virulence des souches de M.
anisopliae contre les moustiques. En effet, Alves et al. (2002) ont testé six souches de M.
anisopliae et observé des mortalités différentes de larves de Cx quinquefasciatus pour une méme
dose. Pereira et al. (2009) ont quant a eux test¢ pas moins de huit souches et observé des
mortalités de larves d’Aedes aegypti allant de 8% a 88%. Cependant, ils ont utilisé des doses plus
faibles mais avec des temps plus longs (respectivement, 5 et 8 jours). Nos résultats ont montré
¢galement que si les doses sont plus faibles, le temps d’action des champignons est plus long.
Notons également que les DLsy (1,09 x 10° spores/ml) et DLog (1,9 x 10" spores/ml) de M.
anisopliae déterminées par Bilal et al,. (2012) contre Aedes albopictus sont bien plus élevées que
celles que nous avons déterminées contre Cx quinquefasciatus.

Cependant, les champignons peuvent ré-émerger sur les moustiques traités assurant ainsi leur

rémanence.
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Un impact moins spectaculaire mais tout a fait remarquable, c’est la possibilité d’utiliser
une nouvelle technique du point de vue de la production de métabolites. Dans nos travaux,
’utilisation du packing en milieu liquide dans des fioles de 250 ml a montré qu’il serait possible
de combiner les deux types de fermentation (solide et liquide) pour produire des spores en méme
temps que des métabolites secondaires. Alors que des travaux ont montré les effets de
métabolites secondaires de différents champignons entomopathogénes contre les moustiques
(Mohanty et Prakash, 2008 ; Mohanty et al,. 2008 ; Singh et Prakash, 2011). La méthode
utilisant un packing pourrait donc étre extrapolée en utilisant des bioréacteurs a 1’échelle
industrielle pour produire une quantité importante de ceux-ci. Une approche similaire pourrait

étre tentée avec le son de blé en tant que substrat submergé en fermenteur.

CONCLUSION :

A T’issu de nos travaux, le son apparait bénéfique pour la production de champignons
entomopathogenes (Aspergillus clavatus, Metarhizium anisopliae et Metarhizium sp). Les spores
produites sont pathogenes contre les larves de Culex quinquefasciatus.

Il serait donc intéressant de proposer un systeéme de production industrielle des produits d’origine

fongique contre les moustiques vecteurs.
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CHAPITRE 2 :
PRODUCTION DE SPORES ET METABOLITES DE CHAMPIGNONS EN
BIOINDUSTRIE ET TESTS DE PATHOGENICITE CONTRE LES MOUSTIQUES
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I- INTRODUCTION

Plusiseurs espéces de moustiques vecteurs sont résistantes a certains insecticides
chimiques. Des agents biologiques pathogénes contre ces vecteurs sont des lors de plus en plus
utilisés dans le controle de ces vecteurs. Les moustiques du genre Culex se développent aussi
bien en période hivernale qu’en période post-hivernale. Ils sont responsables de certaines
maladies telles que les filarioses mais aussi causent des nuisances. Avec ’utilisation progressive
des agents pathogénes, les champignons sont de plus en plus ciblés et présentent des résultats
trés prometteux. Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana et certaines especes d’Aspergillus
sont les plus utilisés dans le but de trouver une alternative aux insecticides chimiques contre les
moustiques (Nnakumusana, 1985; De Moraes et al., 2001; Scolt et al., 2005; Kikankie et al.,
2010). Des ¢études ont montré 1’efficacité de métabolites d’Aspergillus flavus et d’Aspergillus
parasiticus contre Cx quinquefasciatus (Govindarajan et al., 2005). Aspergillus clavatus a
montré une forte pathogénicité contre les moustiques (Seye et Ndiaye, 2008; Seye et al., 2009).
Soni et Prakash (2011) ont montré la possibilit¢ d’utiliser des métabolites provenant de
Aspergillus niger contre les larves de Cx quinquefasciatus, Anopheles stephensi et Aedes aegypti.

Pour la production en masse des spores de champignons, certains produits d’origine agro-
industrielle ont montré leur forte productivité (Sahayaraj et Namasivayam, 2008). La
fermentation solide est la méthode la plus utilisée pour cette production (Dorta et al., 1996;
Arzumanov et al., 2005; Santa et al., 2005; Prakash et al., 2008; van Breukelen et al., 2011).
Une fermentation complémentaire entre phase solide et liquide a été démontrée par des cultures
séquentielles (Burges et Hussey, 1981). Cependant, chacun de ces types de fermentation (solide
et liquide) a ses limites. En effet, la production simultanée de spores et métabolites est limitée
par une difficulté de contrdler les parametres tels que le pH, la Température, 1’oxygeéne dissout

ou le CO;, Avec le développement de la technologie en bio-industrie, il est possible de produire

des métabolites dans des bioréacteurs. La plupart de ces réacteurs sont utilisés pour la production
de mycéliums. Cependant, Su et He, (1997) ont développé un systéme de production de
métabolites a partir des cultures de pellets par infusion continue dans un bioréateur. Xu et al.
(2006) ont aussi établi et optimisé des parametres physiques d’un procédé de bioréacteur en
culture submergé. Parallélement, des études ont montré la toxicité des métabolites produits en
milieu liquide contre les moustiques (Mohanty et al., 2008; Singh et Prakash, 2011). II serait
donc possible de produire simultanément dans un bioréacteur des spores et des métabolites qui
seraient toxiques contre les moustiques tout en pouvant contrdler les parameétres. Pour cela, nous

nous sommes fixés comme objectifs:
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- d’établir une nouvelle méthode de production simultanée en milieu submergé des spores

et de métabolites d’origine fongique dans un bioréacteur,

- de montrer la pathogénicité de ces produits contre les moustiques.

II- MATERIEL ET METHODES

A- Le champignon
La souche d’Aspergillus clavatus (Desmazieres) utilisée dans cette partie a été isolée au
Laboratoire de Biologie de la Reproduction, Département de Biologie Animale, Université
Cheikh Anta Diop (Dakar, Sénégal). Son éfficacité a ét¢ démontrée contre les larves d’Anopheles
gambiae, Aedes aegypti et Culex quinquefasciatus (Seye et al., 2009). Elle a été cultivée dans

des boites de Pétri contenant le milieu PDA (potato dextrose agar) et conservée a 4°C.

B- Inocula
La préculture d’Aspergillus clavatus a été faite dans un Erlenmeyer (500 mL) contenant un
milieu de culture constitué¢ de 300 mL d’eau distillée, 1% peptone, 1% extrait de levure et 2%
glucose le tout a été stérilisé¢ a 120°C pendant 20mn. L’incubaton a été faite pendant 48h sur un

agitateur (140 trs/mn) a 30° C pour la production de pellets.

C- Confection du packing
Pour faciliter la fixation des pellets et la sporulation dans le bioréacteur, un ‘‘packing’” a été
fabriqué. Le packing est contitué¢ de lammelle de grillages rectangulaires de dimensions allant de
15 x 30 cm a 2 x 30 cm comme décrit par Zone et al., 2013. 11 est constitué de 28 grillages avec
des mailles de 2 mm. Ils sont disposés de maniére symétrique constituant ainsi un cylindre de 15
cm de diametre environ. Le tout a été entouré par un autre grillage pour former un bloque (fig
15). Une des bases a été fermée par une lammelle circulaire pouvant retenir le milieu solide (son)

a introduire dans le packing.

D- Bioréacteur
La fermentation a ¢été faite dans un bioréacteur Biolafitte de 20 L. Le son de blé (200 g) a été
introduit comme source de carbone dans le packing entre les lammelles de grillage. Le tout a été
suspendu dans le fermenteur (Fig.15). Soixante (60) g de Peptone et d’extrait de levure ont été

préalablement introduits dans la partie inférieure du fermenteur contenant 6 L d’eau distillée et
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5% de chloramphénicol comme agent bactéricide. Le tout a été stérilisé a 120°C. La préculture
contenant les pellets obtenus dans I’Erlenmeyer a été ensuite injectée dans le bioréacteur grace a
une séringue stérile. Avec une pompe péristaltique (120 rpm), la culture contenant les pellets
produits dans la phase liquide est injectée de facon continue dans le packing contenant le son de
blé. Le milieu liquide est agité par un systéme de flux d’air 3 L/min. La température a été fixée a
30°C par un systeme de circulation d’eau controlé. La variation du pH est enregistrée
automatiquement de fagon continue grace a un systéme relié a 1’ordiateur. La culture a été

maintenanue pendant 7 jours.

E- Récupération des spores

Une semaine apres le fonctionnement du bioréacteur, la phase liquide a été aspirée par la pompe
et injectée dan une bonbonne en plastique et conservée a -80°C. Le packing a été retiré et lavé
avec de I’au distillée contenant 0,05% de Tween 80. L’eau contenant les spores a été filtrée a
travers un tissu de gaz pour retenir les particules provenant du son. Cette solution a été
centrifugée a 5100 rpm (4°C). Le surnageant a été récupéré et le culot contenant les spores a été

transféré dans un flacon.
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Figure 15 : Méthodes de culture du champignon Aspergillus clavatus (spores et métabolites) en

milieu semi-liquide dans un bio-réacteur
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F- Filtration des métabolites

La phase liquide (6 L) a été ensuite centrifugée (8000 rpm, 30 min) pour €liminer les impuretés.
Elle a été ensuite filtrée avec un appreil filtre Prep/Scale — TFF-1 Cartridge (Millipore) de 5,8 cm
de diameétre et 15,2 cm de long avec une membrane de filtration polyethersulfone (colone 1 ft2
cartridge). L appareil sépare ainsi deux solutions dont 1’une est plus concentrée ((fig. 16) 800
mL) avec des molécules de poids moléculaires supérieurs a 10 kD (M>10kD). Cette solution a
¢été maintenue a -80°C pour effectuer des tests de toxicité. La deuxiéme solution ayant montré un

résultat négatif sur les moustiques n’a pas été conservée.

G- Elevage des moustiques

Des adultes de Culex quinquefasciatus (S-Lab) ont été élevés dans des cages de 50 x 50 x 50 cm
et nourris avec une solution de 10% de sucrose. Les femelles ont été gorgées sur des oiseaux
(cailles). Apres éclosion, les larves ont ét¢ maintenues dans des bocaux (25 x 15 x 5 cm)
contenant de ’eau distillée avec les conditions de laboratoire (25 + 2°C, 70 + 5% d’Humidité
Relative, et photopériode 16/8). Elles ont été alimentées avec de la nourriture de poisson

(Tetramin®).

H- Tests de toxicité

1- Sur Les larves.

D’une part, des lots de 20 larves ont été exposés a des doses de 2,5 x 107, 5x 107, 7,5 x
107, 10 x 107 et 12,5 x 107 spores/ml dans des bocaux séparés contenant de I’eau distillée. Pour
chaque test, le témoin est constitué d’un lot maintenu dans de ’eau distillée. Les larves mortes
ont été comptées, récupérées et ringées avec de I’eau distillée pour éliminer les spores non
adhérées afin de les examiner au microscope.

D’autre part, des lots de larves ont été exposés a des doses correspondant a des dilutions
de la solution concentrée en métabolites (10, 20, 40, 60, 80 et 100 % (v/v)). Dans le témoin, les
larves ont été maintenues dans de 1’eau distilléee.

Toutes les larves sont nourries avec le méme produit. Les mortalités ont ét¢ comptées

toutes les 24h.
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3- Sur les adultes
Une partie des spores produites dans le bioréacteur a été¢ formulée avec de ’huile de tournesol
et de ’eau distillée a 5% (V. huile/V. eau). Les mémes doses utilisées contre les larves ont été
appliquées sur des lots de 20 adultes d’age compris entre 3 et 5 jours. Le lot du témoin a été
pulvérivé avec de ’eau distillée. Ils ont ét¢ maintenus dans des cages de 25 x 25 x 25 cm et
nourris avec la solution de sucrose. Les adultes morts ont été retirés et observés au microscope
optique.
En parallele, deux volumes (5 et 10 ml) de la solution concentrée en métabolites ont été
pulvérisés directement sur deux lots de 20 adultes introduits dans deux cages séparées. Le lot
du témoin a été pulvérisé avec de 1’eau distillée.
Tous les tests ont été faits dans les conditions de laboratoire: 25 + 2°C, photopériode de 16/8h.
Pour chaque test, 4 répétitions ont été faites. Les mortalités ont été corrigées avec la formule

&’ Abbott (Abbott, 1925).

III- RESULTATS ET DISCUSSION

A- Les produits du systéme de culture

Dans cette étude, nous avons réussi une nouvelle technique de production simultanée de spores
(fig. 16 C) et de métabolites (fig. 16B) dans un bioréacteur. Lorsque les spores ont été
ensemensées dans I’Erlenmeyer, des pellets sous forme de boules ont ¢té produits en 48h. Cette
production de pellets était continue dans la phase liquide au niveau du bioréacteur. Au niveau de
cette phase liquide, la variation des paramétres tels que le pH (fig. 16 D) et la température était
enregistrée progressivement. Les parameétres sont donc bien controlables. Au niveau du parcking
en suspension dans le bioréacteur, les pellets étaient fixés sur le son ou sur le métal et
continuaient ainsi leur prolifération avant de sporuler. Sous 1’action de la pompe péristaltique, la
production simultanée de spores et de métabolites était continue. Ce nouveau procédé permet
d’éclairer la possibilté d’optimiser ses parametres pouvant augmenter la production de spores et
de métabolites. L’intéret que porte ce systéme est par ailleurs, la méthode de récuperation des
métabolites contenus dans la phase liquide pendant son fonctionnement.

L’enregistrement des parametres a révelé que le pH décroit de 7,78 (jour 1) a 5,55 (jour 3) avant
de remonter et de se stabiliser a 8,87 (jour 7) (fig. 16 D). Cette variation du pH pourrait étre due
a I’assimilation des ¢léments nutritifs pour la production de pellets (jour 1 a jour 3) suivie par la

phase de sécrétion progressive de métabolites (jour 4 a jour 7).
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Figure 16: Produits de culture d’Aspergillus clavatus : spores ( A et C) et métabolites (B) et

évolution du pH dans le bioréacteur (D)
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Pour une perspective visant a mieux vulgariser les champignons entomopathogenes,
Metarhizium anisopliae et Beauveria bassiana qui sont les espéces les plus utilisées et admises

devraient étre utilisées dans ce systeme pour une production industrielle.

B- Pathogénicité des spores sur Culex quinquefasciatus

Les tests ont montré que les spores et métabolites d’Aspergillus clavatus sont pathogénes contre
les larves et adultes de Culex quinquefasciatus. Le tableau 12 montre que les pourcentages de
mortalité larvaires augmentent de 37,2 + 15 a 86,32 £ 5 % suivant les doses dans les 72h apres
traitement. Cependant une légere baisse d’efficacité est observée comparée au travaux de Seye et
al., 2009. Ce qui pourrait étre due au substrat de son utilisé tel que discuté par Shah et al.
(2005). Néanmoins, la pathogénicité des spores contre les adultes est pratiquement plus élevée
comparée a celle observée par Seye ef al. (2008) qui ont obtenu 86 + 1,7 % de mortalité¢ en 5
jours avec 7,910 spore/ml, alors que les mortalités enregistrées ici vont de 35,75 + 2,1 4 85,25 +
1,5 % en 3 jours (tableau 13). L’huile de tournesol utilisée dans la formulation des spores, a
certes facilité¢ 1’adhésion des spores sur les adultes comme 1’huile de neem utilisée dans la
formulation du méme champignon par Seye et al. (2008) contre Cx. quinquefasciatus. Les
observations a la loupe, ont révélé I’émergence du champignon et la sporulation. Ce qui montre
que les spores ont pu pénétrer la cuticule des adultes, se développer avant de sporuler a la
surface.

Les observations avec le microscope optique ont montré également par transparence la présence
de spores dans le tube digestif des larves (fig. 17 A). Les spores ont pu germer et produire des
filaments mycéliens (figs 17 A et B). Ce qui confirme les travaux de Seye et al., 2009 qui ont
montré ce développement mycélien du tube digestif vers I’extérieur. La pathogénicité serait donc
due en partie par les toxines secrétées par les spores pendant leur développement dans le tube

digestif.
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Tableau 12: Pourcentages de Mortalit¢ (moyenne et écart type) des larves de Culex
quinquefasciatus traitées avec des spores d’Aspergillus clavatus produites dans un bioreacteur en

phase semi-liquide.

Heures Doses (10’ spores/ml)
d’exposition 2,5 5 7,5 10 12,5
24h 1578+1 17,1 +17 30,26+20 38,15+ 15 60,52+ 15
Mortalités 48h 25+6 35,52+22 42,1+£30 47,369 77,63+13
(%)= ET 72h 372+ 15 5526+5 65,78+9 73,686 86,32+5

Tableau 13: Pourcentages de Mortalit¢é (moyenne et écart type) des adultes de Culex
quinquefasciatus traités avec des spores d’Aspergillus clavatus produites dans un bioreacteur en

phase semi-liquide.

Doses (10’ spores/ml)
Heures
d’exposition 2,5 5 7,5 10 12,5
24h 20+ 3 20+£0,4  24,75+2 28,25+8 37,5+ 1.1
Mortalités 48h 25,75+£5 55,775+2 50+£0,15 60+£3,1 75,75+ 0,8
(%) +ET 72h 35,75+2 56,5+0,9 655+0,7 75+14 85,25+ 1,5
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Figure 17 : Développement du champignon Aspergillus clavatus sur les larves en 24h (A), 48h

(B), 72h (C) et sur les adultes (D) de Culex quinquefasciatus apres traitement aux spores.
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C- Pathogenicité des métabolites contre Culex quinquefasciatus

Comme pour les spores, les métabolites secondaires produits par A. clavatus dans le bioréacteur
ont montré leur pathogenicité contre les larves et adultes de Cx. quinquefasciatus. En effet, le
tableau 14 montre que les mortalités larvaires augmentent avec les concentrations de la solution.
Elles vont de 23,68 £ 1,5 a 100 += 0,00 % en 72h. Pour les deux doses appliquées contre les
adultes, les mortalités sont respectivement 45,5 + 2.4 et 75,6 £1,6 % en 72h (Tableau 15). Ces
résultats portant sur la possibilité d’utiliser des métabolites contre les moustiques confirment
d’autres résultats similaires (Vyas et al., 2007; Singh et Prakash, 2011; Singh et Prakash, 2012).
Singh et Prakash (2012) ont montré la pathogénicité des métabolites de A. niger contre Cx.
quinquefasciatus. Méme si les méthodes de purification des métabolites ne sont pas les mémes,
les efficacités sont pratiquement identiques. En effet, dans notre étude nous avons obtenu la
solution de traitement par filtration. Alors que dans d’autres travaux, les métabolites
extracellulaires ont été filtrés sur papier Whatman (Mohanty et Prakash, 2009; Singh et Prakash,
2011). Dans tous les cas, les propositions de la filtration visent & minimiser le taux d’impureté
dans le milieu afin d’acroitre I’efficacité du produit.

Dans notre présente étude, la solution de métabolite d’A. clavatus a été efficace contre les
larves et les adultes en 72h. Pour la voie d’action, les métabolites agisseraient par contact sur les
adultes et/ou ingestion sur les larves. D’autres études ont révélé que, des métabolites d’origine
fongique tel que Tolypocladium inflatum (Deuteromycetes) peuvent attaquer les larves en
causant des dégats histologiques (Weiser ef al., 1992). Par ailleurs, la germination d’4. clavatus
est accompagnée par une secrétion de toxines (Bergel ef al., 1944; Lopez and Flannigan, 1997;
Sabater-Vilar et al., 2004). Ce qui suggeére que les métabolites secondaires produits par ce
champignon agissent sur les tissus des moustiques tels que ceux du tube digestif des larves (Vey
et Quiot, 1989; Weiser ef al., 1992, Seye et al., 2009).

Cependant, les métabolites testés dans cette présente étude méritent détre purrifiée, isolés et
identifiés. Leur mécanisme d’action devrait étre étudié ainsi que leur toxicité sur les organismes

non cibles avant toute application sur le terrain.
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Tableau 14: Mortalités des larves de Culex quinquefasciatus traitées avec différentes doses de

solution de métabolites d’Aspergillus clavatus.

Heures Doses (% ml)
d’expositio
n 10 20 40 60 80 100
24h 2,63+3 2236+16 27,63+10 67,1£8 76,31+6 93,42+5

Mortalités 48h 11,84 £13 26,31 +15 38,15+15 73,684 78,94+4 97,36+3
(%) £ ET 72h 23,68 £15 39,47+27 5526+5 76,31+6 82,89+2 100=+0,0

Tableau 15: Mortalités des adultes de Culex quinquefasciatus traités avec deux doses de la

solution de métabolite d’Aspergillus clavatus.

Heures | Solution de métabolites

(ml)
5 10
24h | 7,7£0,1 185+0.2
Mortalité + ET 48h 40,1 +2 653 +3.,6

72h 45,5+ 1,4 75,6 £2,6
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IV-  CONCLUSION

Dans cette étude, nous avons montré la possibilité de produire simultanément des spores et des
métabolites secondaires d’Aspergillus clavatus en milieu submergé. Ces produits ont montré leur
pathogenicité contre les larves et adultes de Culex quinquefasciatus. Cette nouvelle technique
basée sur le fonctionnement de bioréacteur pourrait étre optimisée pour une production
industrielle de produits d’origine fongique contre les moustiques vecteurs. Cependant, une
meilleure connaissance des voies d’action, des molécules impliquées dans la pathogénicité
permettrait d’apporter plus de précisions dans le mode d’action. Il est nécessaire de faire d’autres

¢tudes sur I’action de ces produits sur les autres organismes aquatiques et dans I’environnement.
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CHAPITRE 3

FORMULATION DES CHAMPIGNONS AVEC LE SUNEEM CONTRE LES
MOUSTIQUES VECTEURS
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FORMULATION DU CHAMPIGNON ASPERGILLUS CLAVATUS CONTRE LES
MOUSTIQUES ADULTES CULEX QUINQUEFASCIATUS

I- INTRODUCTION

En Afrique, certaines espéces de moustique appartenant aux genres Anopheles, Aedes et
Culex sont responsables de la transmission de parasites responsables de maladies (malaria, fievre
jaune, filarioses etc.). Dans la lutte contre les moustiques vecteurs, des études ont montré I’efficacité
de produits de neem (Ndione et al., 2005 ; Seye et al, 2006 a, b; Okumu et al., 2007) et de
champignons (Su et al., 2001 ; Scolte et al., 2003, 2004 a, b ; Govindarajan ef al., 2005 ; Scolte et al.,
2007). Certaines especes de champignons appartenant au genre Aspergillus sont connues pour leur
effet pathogene contre les larves de moustiques (4. parasiticus (Hati et Ghosh, 1965), A. flavus et A.
parasiticus, (Govindarajan et al., 2005)). Cependant, 1’application des spores de champignon contre
les moustiques adultes nécessite une formulation pour permettre 1’adhésion et la pénétration par la
cuticule. Selon Bradley et Britton (1995), les spores de champignons tels que Beauveria bassiana et
d'autres especes entomopathogenes sont fortement hydrophobes et difficiles a suspendre dans I'eau.
Beaucoup d'applications des mycetes utilisant l'eau, les suspensions détersives, ou les poudres
mouillables, emploient les argiles comme aides de suspension ou poudre séche. Cependant, dans des
suspensions en eau, les spores peuvent germer et perdre leur infectiosité apres seulement vingt-quatre
heures (Bradley et Britton (1995)). Actuellement, seules certaines especes de champignons telles que
Metarhizum anisopliae (Bateman et al., 1993 ; Hernadez et al., 2000 ; Kaaya et Hassan, 2000) et
Beauveriae bassiana (Hirose et al., 2001) sont utilisées dans des formulations huileuses. La
compatibilit¢ entre I’huile de neem et certains champignons entomopathogenes (M. anisolpliae et
Beauveriae bassiana) a été montrée (Hirose et al., 2001). Par contre, la compatibilité entre 1’huile de
neem et certaines especes appartenant au genre Aspergillus telle qu’Aspergillus clavatus n’a pas été
montree.

Cette présente étude consiste a montrer la compatibilité entre A. clavatus et une huile de
neem émulsionnable (Suneem1%) contre des adultes males et femelles de moustique vecteur de

filariose Culex quinquefasciatus.
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II- MATERIEL ET METHODES

A- Huile de neem (Suneem 1%)

Le Suneem 1% est formulée par une industrie chimique Sénégalaise (SENCHIM=
Sénégal=Chimie). C’est une formulation émulsionnable obtenue a partir de I’huile de neem pure

enrichie en matiére active (m.a.) (Azadirachtine).

B- Le champignon

La souche d’A. clavatus a été isolée a 1I’Université Cheikh Anta Diop de Dakar et
identifié¢ au laboratoire. Aprés culture sur farine de blé stérilisée a 120°C pendant10 mn, les
spores ont €té récupérées et conservées au froid. La teneur en spores (nombre de spores par

gramme) a été effectuée sur lame hématimétrique.

C- Les moustiques

Des larves de Culex quinquefasciatus ont ét¢ récoltées au niveau des bacs du
Département de Biologie Animale (Université Cheikh Anta Diop de Dakar, Sénégal). Elles ont
été ¢levées dans des bocaux de dimension 10 x 10 x 7 cm a une humidité relative de 70 a 85% et
une température moyenne de 26°C. Elles ont été nourries avec de la chapelure de pain. Aprés
émergence des adultes dans des cages de dimension 50 x 50 cm, nous avons séparé les femelles
des males dans deux cages. Tous les adultes ont été nourris avec une solution de sucrose 10 %

pendant 48 h avant les tests.

D- Préparation du produit

Dans un Erlenmeyer de 250 ml contenant 100 ml de Suneem 1%, nous avons versé une
quantité de 1 g de spores séches (79 10° spores). Le tout est placé sur un agitateur pendant 2h
pour avoir un produit mixte S+A (79 10’ spores/ml et 10 mg m.a./ml).

Pour la solution de pulvérisation nous avons dilué¢ 10 ml de cette solution S+A avec 90

ml d’eau distillée dans un tube de 250 ml. La teneur de cette solution est donc 7,9 10 spores/ml.

E- Test de toxicité sur les moustiques:
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Trois séries de traitements ont été faites pour la méme dose. Pour chaque série, nous
avons utilisé 3 cages cubiques (50 x 50 cm). Dans chaque cage, nous avons mis 50 males et 50
femelles de Culex quinquefasciatus. Nous avons pulvérisé séparément la formulation du
champignon et ’huile de neem a une dose de 40 ml/m” respectivement dans les deux premiéres
cages, la troisieme ayant servi de témoin (pas de pulvérisation). Nous avons choisi cette dose en
spores en nous référant sur la gamme de doses choisies par Scholte ef al. (2003). Les tests avec
I’huile de neem formulée (Suneem) sont réalisés pour voir son effet sur les adultes.

La pulvérisation a été faite a travers les mailles de la toile moustiquaire. Les
moustiques seront donc infectés directement au moment de la pulvérisation ou au moment du
repos sur la toile moustiquaire. Les constats de mortalit¢ et du nombre de survie (male et
femelle) ont été effectués toutes les 24h (pendant 5 jours). Ces deux constats sont faits pour
vérifier I’effectif total (50 males et 50 femelles). Pour vérifier I’infection des adultes par le
champignon, les moustiques morts ont été placés dans des boites de Pétri avec papier filtre

imbibé d’eau distillée. Les observations ont été effectuées a la loupe 7 jours apres incubation.

F- Analyse des données

Les pourcentages de survie male et femelle sont utilisés pour I’analyse de survie avec le
logiciel Statview. Les mortalités sont corrigées avec la formule d’Abbott (Abbott, 1925). Les
mortalités cumulées des adultes traités avec la formulation S+A et S sont utilisées pour effectuer

le test t de Student.

III- RESULTATS

Tout juste apres pulvérisation des deux produits S+A et S sur les moustiques adultes,
nous avons constaté une chute rapide d’environ 90% des adultes. Quelques minutes aprées (30
mn), presque 95% avaient repris leur vol et se trouvaient sur les parois de la cage. Vingt quatre
heures aprés pulvérisation, nous avons commencé a constater les mortalités. Les résultats ont
montré que les courbes de régression de survie des adultes traités aux deux produits sont plus
basses chez les males que chez les femelles (Fig. 18). Cependant, les mortalités cumulées (Fig.
19) ont été plus importantes avec la formulation (S+A) qu’avec le Suneem seul (S) (p= 0,06) ou

le témoin (P= 0,008). L’incubation des adultes morts pendant 7 jours sur papier filtre humide
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montre une forte germination (>95%) du champignon 4. clavatus (Fig. 20). Par contre, aucune

germination n’a €té observée sur les adultes non traités au champignon.

Tableau 16 - Pourcentage de mortalités cumulées des adultes males et femelles de Culex

quinquefasciatus traités au S+A ou S (A= Aspergillus clavatus, S= Suneem, T= Témoin).
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Figure 20- Culex quinquefasciatus male non infecté (A) et infecté (B) par Aspergillus clavatus 7
jours apres incubation. Ab. = Abdomen, Ai= Aile, An. = Antenne, T. = Téte, Th. = Thorax.

IV-  DISCUSSION



Selon Kirschbaum (1985), les champignons pathogénes aux insectes et leurs dérivés
peuvent étre une approche prometteuse pour la lutte biologique contre les moustiques. Plusieurs
especes de champignons appartenant au genre Aspergillus telles que Aspergillus parasiticus, A.
flavus ont montré leur effet pathogene contre les larves de moustique. Cependant, I’effet pathogéne
d’une espece de champignon appartenant au genre Aspergillus n’a pas ét€ montré sur les
moustiques adultes.

Dans nos travaux, I'utilisation d’Aspergillus clavatus formulé avec une huile émulsionnable
(Suneem) a montré un effet adulticide contre Culex quinquefasciatus. Cependant, les mortalités
différent selon le sexe du moustique adulte. Comparés aux travaux de Scholte et al. 2003, A.
clavatus a les mémes effets que Metarhizium anisopliae contre les adultes de Cx
quinquefasciatus. En effet, nos résultats ont montré que 5 jours aprés application de la
formulation de A. clavatus, les mortalités observées chez les adultes males sont plus importantes
(54 £1,3 %) que celles observées chez les femelles (32 +1,1 %). Cependant, Scholte et al. 2003
ont obtenu avec M. anisopliae un TLsy de 5 jours chez les adultes avec 1,6 10" spores/m2 alors
que nous avons obtenu avec A. clavatus une mortalité de 86,5 +0,71 % pour une dose de 3,16
10° spores/m®. Cette différence de mortalité pourrait étre expliquée par la sensibilité de Cx
quinquefasciatus par rapport aux deux espeéces de champignon ou par I'huile de formulation du
champignon. En effet, Scholte et al. 2003 ont utilisé I’huile de tournesol, alors que dans nos
travaux nous avons utilisé le Suneem contre la méme espece de moustique. Par ailleurs, des travaux ont
montré que le Suneem a un effet larvicide sur Anopheles gambiae (Ndione et al., 2007). Des travaux
ont montré également que les produits de neem ont un effet de blocage sur 1’oogenése du moustique
Anopheles stephensi (Lucantoni ef al., 2006) et un effet répulsif (Ravindran et al., 2002 ; Sharma et al.,
1995). L’utilisation du Suneem expliquerait donc les fortes mortalités que nous avons obtenues en 5
jours (86, £ 0,71 %) avec une dose de 3,16 10° spores/mz. Néanmoins, cette mortalité obtenue sur Cx
quinquefasciatus est proche de celle trouvée par Scholte ef al., 2007 sur Aedes aegypti (87,1 2,67 % )
et sur Aedes albopictus (89,3 = 2,2 %) avec I'utilisation du M. anisopliae mais a une dose plus forte que
la notre (1,6 10'° spores/m?). Dans leurs travaux, ils ont aussi montré cette différence de sensibilité
entre les males et les femelles vis-a-vis du champignon.

Les fortes mortalités observées avec le champignon formulé¢ pourraient aussi étre
expliquées par un effet de synergie entre 4. clavatus et ’azadirachtine contenue dans I’huile de
neem. La germination du champignon sur les adultes montre la compatibilité entre le Suneem et A.

clavatus. Des études ont montré également des cas de synergisme entre différents biopesticides



contre les moustiques (George et Vincent, 2005). Cela montre donc la possibilit¢ de combiner
différents biopesticides compatibles pouvant agir en synergie. Cette nouvelle approche pourrait
étre une alternative a I’utilisation de certains insecticides chimiques pour une lutte efficace
contre les moustiques vecteurs.

Nos travaux ont montré la compatibilité de 1’huile de neem (Suneem) avec A4. clavatus, leur
action adulticide sur Cx. quinquefasciatus et une possibilit¢ de synergisme. Cependant, I’azadirahtine
contenue dans 1’huile de neem est sensible aux rayonnements ultraviolets et a une durée de vie
déterminée (Scott et Kaushik, 2000). Selon Bradley et Britton (1995), les spores sont mieux
protégées par les formulations huileuses contre les rayons ultraviolets mais avec une durée de vie de
40 jours. Nos travaux n’ont pas montré la durée de la compatibilité entre A. clavatus et le Suneem. Il
est donc nécessaire d’étudier d’une part I’effet synergique et la durée de la compatibilité entre 1’huile
de neem formulée et Aspergillus clavatus ; et d’autre part utiliser cette huile dans la formulation

du M. anisopliae contre d’autres especes comme Anopheles gambiae.

CONCLUSION :

Dans cette étude, nous avons montré la possibilité de formuler les spores d’Aspergillus clavatus
avec le Suneem contre les adultes de Culex quinquefasciatus. Le suneem a un éffet synergique
avec les spores en facilitant leur adhésion sur la cuticule des moustiques. Cependant, les adultes
males sont plus sensibles que les femelles.

L’utilisation du Suneem dans la formulation d’autres champignons contre d’autres moustiques

vecteurs tels que les espéces appartenant au genre Anopheles devrait étre évaluée.
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FORMULATION DU METARHIZIUM ANISOPLIAE AVEC LE SUNEEM CONTRE
LES ADULTES D’ANOPHELES GAMBIAE SL

I- INTRODUCTION:

Certaines especes de moustiques telles que Anopheles gambiae et Culex quinquefasciatus
sont vectrices de plusieurs parasites responsables de maladies telles que le paludisme et les
filiarioses. Dans les pays sub-sahariens tel que le sénégal, le taux élevé du paludisme est
pratiquement 1ié a une urbanisation rapide (Trape et al., 1992 ; Fontenille ef al., 1997 ; Robert
et al., 2006 ; Pages et al., 2008 ; Machault et al., 2009). Les méthodes de lutte chimiques et
mécaniques sont les plus utilisées contre ces vecteurs. Une des stratégies majeures pour
¢liminer le paludisme est la protection individuelle utilisant des moustiquaires imprégnées
d’insecticides (Talani et al., 2005 ; Kweka et al., 2008).

Dans la lutte contre les moustiques, beaucoup d’efforts ont été fournis dans 1’utilisation
des insecticides de synthése. Cependant, certains de ces produits ont causé des cas de
résistance de certaines especes de moustiques (Akogbeto et Yakoubou, 1999 ; Darriet ef al.,
2000 ; Weill et al., 2003). Pour une alternative, 1’utilisation de biopesticides est de plus en
plus convoitée. Parmi ces agents biocides, des extraits de plantes, (Pushpalatha et
Muthukrishnan, 1999 ; Seye et al., 2006 ; Nazar et al., 2009 ; EI-Sheikh, 2009), des bactéries
(Geetha et al., 2011) et des champignons entomopathogenes (Scolte et al., 2003 ; 2006 ;
Kannan et al., 2008 ; Seye et al., 2009 ; Mynone et al., 2009 a, b ; Paula et al., 2011 ; Garcia-
Munguia ef al., 2011,) demeurent les plus prometteux. Cependant au Sénégal, la luttte
biologique contre les moustiques est moins connue.

Plusieurs études ont montré 1’efficacité des champignons contre les moustiques (Scholte et
al., 2003 ; 2006, Kannan et al., 2008 ; Paula et al., 2011 ; Mynone et al., 2009 a, b). Ces
champignons infectent généralement les insectes par contact directe avec la cuticule.
Cependant un probléme lié a une bonne formulation des spores facilitant la pulvérisation doit
étre résolu. Des études ont montré la possibilité d’utiliser les spores avec des extraits de
plantes (Seye et Ndiaye, 2008), des insecticides chimiques (Zurek et al., 2002 ; Hornbostel et
al., 2005, Farenhorst et al., 2010), mais aussi sous forme d’agrégats (Daoust et al., 1982)
contre les insectes. Mahmoud, 2009 et Mnyone ef al., 2009 a, ont méme montré la possibilté
de combiner des souches différentes de champignons entomopathogénes contre les insectes.

Récemment, des formulations huileuses de champignon ont montré des résultats satisfaisants
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dans le contrdle des insectes (James, 2003) et particulierement des moustiques (Mnyone ef al.,
2009a, Visalakshy et al., 2006). Certains ont trouvé cependant une faible efficacité de la
combinaison de certaines huiles de neem avec des champignons (Bajan et al., 1998, Hirose et
al., 2001, Depieri et al., 2005), ce qui n’est pas le cas pour d’autres (Visalakshy et al., 2006,
Rodrigues-Lagunes ef al., 1997). Parmi ces huiles, le Suneem n’a pas été utilisée pour la
formulation du Metarhizium anisopliae et évaluée contre les moustiques.

L’objectif de cette étude était de démontrer la possibilit¢ de formuler les spores de
Metarhizium anisopliae avec I’huile de neem (Suneem) contre les adultes d’Anopheles

gambiae sl et de Culex quinquefasciatus.

II- MATERIEL ET METHODES

A- Echantillonnage des moustiques

Les larves d’Anopheles gambiae s.1. et de Culex quinquefasciatus ont été collectées dans
différentes zones de la banlicue de Dakar: Thiaroye sur mer (14°44'31'"N et17°23'53"W),
Sam-Sam IIT (14°45'41" N et17°21'25"W) Pikine rue 10 (14°45'32"N et 17°23'53"W) Pikine
Niéty Mbar (14°46'04"N et 17°22'32"W) et Guédiawaye (14°46'55"N et 17°22'00"W). Les
gites de récoltes étaient composés de: cannaux d’irrigation, eaux temporaires et des cannaux
de drainage. Les larves ont été ensuite transportées dans des bocaux contenant des eaux de
gites. Au laboratoire, les larves ont été séparées et identifiées selon Hopkins, (1852) et Glick,
(1992). Apres émergence, les adultes ont été nourris avec une solution de sucrose a 10%. A ce

stade, une autre identification a été faite pour confirmer 1’identification au stade larvaire.

B- Formulation du champignon:
Le Metarhizium anisopliae utilisé est une souche locale isolée sur le criquet Oedaleus
senegalensis Krauss, 1877 (Orthoptera: acrididae), au Laboratoire de Biologie de la
Reproduction en 2006. Le champignon a été cultivé sur des grains de riz stérilisés dans des
boites de Pétri de dimensions 9 cm de diametre et 3 cm de profondeur. Les spores ont été
récoltées 15 jours apres et stockées dans une bouteille en verre Pyrex stérilisée a 110°C. Une
formulation a été faite avec le suneem et une autre avec de 1’eau distillée. Le Suneem 1%
est une huile émulsible dans 1’eau formulée avec un solvant Tetrahydrofurfuryl Alcohol
(THFA) qui est un produit biodégradable. Pour la formulation huileuse, 10 ml de Suneem

1% ont été mélangés avec 2 g de spores seches. Le tout a été homogénisé pendant 15 min.
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apres la détermination de la teneur en spores avec un hémacytomeétre (modele Thoma), nous
avons dilu¢ la solution avec 500 ml d’eau distillée pour obtenir une concentration finale de 6
x 107 spores / ml.

La formulation aqueuse a été préparée avec le méme volume d’eau distillée.

Pour la formulation huileuse, nous avons fait des tests préliminaires pour vérifier qu’il n’y

avait pas un effet négatif sur I’inhibition de la sporulation du champignon.

C- Pulvérisation sur les adultes
Pour chaque produit, 4 cages de dimensions 30 x 30 x 30 cm contenant 50 males et 50
femelles agés entre 5 et 7 jours ont été traités. Avec un pulvérisateur 2 main, nous avons
appliqué chaque formulation a travers les mailles du tissu moustiquaire pour atteindre les
moustiques adultes. Un volume de 20 ml de la formulation huileuse correspondant a une dose
de 6 x10” spores / ml (1,3 x 10" spores/m?) a été appliqué. Pour le témoin, nous avons
appliqué le méme volume de la solution de Suneem.
Pour la formulation aqueuse de champignon, la méme dose a été appliquée. Pour le témoin, le
méme traitement a été fait avec de I’eau distillée. Les conditions ont été de 25+ 1°Cet 75 £
2% d’humidité relative (HR). IIs ont été nourris avec une solution de sucrose 10% durant tout
le traitement.
Le nombre de moustiques vivants a ét¢ compté toutes les 24h pour calculer le taux de survie
pendant 4 jours. Les adultes morts ont été déposés sur un papier Whatman stérile et humide
pour I’incubation (25 © C et 75% HR) dans des boites de Pétri afin de suivre I’émergence du
champignon. Apres émergence, la sporulation a été visualisée avec un microscope optique
Motic (x 40) connecté a un ordinateur.
Les expériences ont été répétées quatre fois a différentes périodes pour chaque test. Les
résultats représentent des moyennes.

Les données ont été traitées avec le logiciel Statview.

III- RESULTATS
Apres ’application des produits sur les adultes, le taux de survie des moustiques adultes
d’Anopheles gambiae et de Culex quinquefasciatus diminue dans le temps et avec les doses
(Figs. 21 et 22). Cependant, la survie des adultes a été plus faible avec le traitement de la
formulation huileuse du Metarhizium anisopliae qu’avec la formulation aqueuse de méme

qu’avec le Suneem seul. Pour la formulation huileuse du champignon, les pourcentages de
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survie vont de 67 + 3,4 a5 £ 0,5% pour An. gambiae, et de 51 + 4,1 a 12 £ 1,1% pour Cx
quinquefasciatus en 1’espace de 4 jours. Pour le Suneem, le pourcentage de survie au
quatrieme jour était plus élevé (82 + 2,5% pour An. gambiae et 89 + 1,3% pour Cx
quinquefasciatus.
Pour la formulation aqueuse du champignon, les pourcentages de survie ont été de 97 +
3,2 a 58 + 2,1% pour An. gambiaee et de 95 + 2,5 a 70 + 2,1% pour Cx quinquefasciatus en
I’espace de 4 jours. Pour ces deux formulations, le T-test a montré une difference trés
significative de ’effet des produits sur la survie des adultes par rapport au témoin (p
<0,0001) (Tableaux 17 et 18). Par ailleurs, le test univarié a montré que la formulation
huileuse du champignon a été plus efficace contre les adultes d’Anopheles gambiae (P= 0,
001) et de Culex quinquefasciatus (P=0,002) que la formulation aqueuse.
Dans tous les cas, I'infection du champignon a été vérifiée par son émergence sur les
adultes morts 7 jours apres incubation (Figs. 23 A et B). Cette émergence a été observée au
niveau de la téte, du thorax et de I’abdomen des adultes. Cependant, aucune émergence du

champignon n’a été observée sur les adultes non traités avec le champignon (Figs. 23 C et D).
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Figure 21 : Pourcentage de survie des adultes d’Anopheles gambiae et de Culex
quinquefasciatus traités avec la formulation huileuse (Suneem) du Métarhizium anisopliae au
cours du temps.

Figure 22: Pourcentage de survie des adultes d’Anopheles gambiae et de Culex
quinquefasciatus traités avec la formulation aqueuse du Métarhizium anisopliae au cours du
temps
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Tableau 17: Pourcentage de survie des adultes d’Anopheles gambiae sl traités avec la

formulation huileuse et aqueuse de Metarhizium anisopliae 3 1,3 x 10" spores/m®.

Jours aprés | Formulation Témoin Formulation témoin
traitement huileuse Suneem P aqueuse (Eau) P
Average percentage of survey + SE Average percentage of survey + SE
J1 67+ 3,4 100+ 0,0 <0,0001 97 £3,2 100 £+ 0,1 =0,0678
J2 61 +2,1 93+ 1,4 <0,0001 94+24 99+ 1,8 =0,0008
J3 14+1,5 86 +2,1 <0,0001 82+1,5 99 +4,2 <0,0001
J4 5+0,5 82+25 <0,0001 58+2,1 98 +2,1 <0,0001
Tableau 18: Pourcentage de survie des adultes de Culex quinquefasciatus traités avec la
formulation huileuse et aqueuse de Metarhizium anisopliae 3 1,3 x 10'° spores/m”.
Jours Formulation Suneem Formulation Témoin
apres huleuse (témoin) P aqueuse (eau) P
traitement
Pourcentage de survie £ ET Pourcentage de survie £ ET
J1 65 +4,1 100+ 0,0 <0,0001 95+2,5 100+ 0,0 = 0,0008
J2 58+2,2 96+ 1,2 <0,0001 84+ 1,8 98 +0,2 <0,0001
J3 48 +£2,0 95+2,1 <0,0001 75+£42 98 £0,1 <0,0001
J4 12+1,1 89+ 1,3 <0,0001 70 £2,1 97 +0,0 <0,0001
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Figure 23: Adultes d’Anopheles gambiae (A) et Culex quinquefasciatus (B) infectés apres
traitement avec le champignon Metarhizium anisopliae et non infectés (témoin) (C et D).

(X40)
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IV-DISCUSSION:

Dans cette étude, la pathogénicité du Metarhizium anisopliae formulé avec 1’huile de
neem (Suneem 1%) a été démontrée sur les adultes d’Anopheles gambiae et de Culex
quinquefasciatus. La diminution de la survie des adultes observée, confirme d’autres résultats
portant sur I’effet de ce champignon sur les moustiques adultes (Scolte et al., 2003 ; 2004 a,
b; 2006 ). Dans ce travail, nous n’avons observé aucun effet d’inhibition du Suneem sur la
pathogénicité du champignon contre les moustiques adultes. En effet, les résultats ont révélé
que la formulation huileuse du champignon a été plus éfficace que la formulation aqueuse ou
le Suneem seul contre les adultes. Ce qui confirme nos résultats précédents portant sur la
compatibilit¢ du Suneem avec les champignons tel qu’Aspergillus clavatus (Seye et Ndiaye
2008). D’autres études ont également montré la possibilit¢ de combiner I’huile de neem avec
les spores de champignon contre les insectes (Mohanty et al. 2008 ; Islam et al., 2010).
Cependant, certaines huiles ne sont pas trés compatibles avec ces champignons (Hirose et al.,
2001 ; Depieri et al., 2005 ; Rodrigues-Lagunes et al., 1997). L’huile facilite non seulement la
pulvérisation (Bukhari et al., 2011), mais aussi joue un rdle synergique sur la toxicité (Depieri
et al., 2005 ; Seye et Ndiaye 2008) et facilite I’adhésion des spores sur la cuticule des insectes
(Visalakshy et al., 2005 ; 2006). L’effet bénéfique du suneem est aussi sa toxicitté contre les
insectes comme les larves de moustiques (Seye ef al., 2006 b). La faible pathogénicité du
Suneem seul sur les adultes comparée a d’autres utilisées dans d’autres travaux (Farenhorst et
Knols, (2010), Farenhorst et al., 2011), serait due a la dilution de la solution concentrée de
I’huile (1 /50).

D’une manicre générale, le choix porté sur I’huile est primordial pour accroitre la
pathogénicité des champignons entomopathogeénes. Certaines huiles peuvent inhiber la
germination du champignon, donc affectent le pouvoir pathogéne (Hornbostel et al., 2005).
De ce fait, la composition de I’huile joue un role trés importante sur 1’efficacité des spores

(Sidhu et al., 2004).

Dans nos travaux, nous avons pu observer une agitation des adultes juste aprés
pulvérisation des produits huileux comme 1’ont déja montré d’autres études (Xue et al., 2003),
mais aussi un ‘“’knockdown’’ ephémere. Ce qui serait due dans le cas de notre étude, au

solvant volatile (THFA) présent dans le Suneem.
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Dans cette étude, la dose utilisée contre An. gambiae et Cx quinquefasciatus a été de 6
x10” spores / ml. Ce qui est inférieure a celle utilisée par Kannan es al. (2008) contre
Anopheles stephensi (1 x 10® spores / ml d’huile en suspension), ou celle de M. anisopliae
formulé avec ’huile de tournesol contre des moustiques adultes a 1,6 x 10" spores/ml
(Scholte et al., 2003). Cependant les méthodes d’application ne sont pas les mémes. Nous
avons appliqués les produits directement sur les adultes a travers les mailles du tissu qui peut
retenir les spores. Les moustiques seraint donc continuellement en contact avec les spores
durant les 4 jours de suivi. Ce qui montre également que la méthode d’application peut jouer
sur les résultats, méme si pour Farenhorst et Knols, (2010), I’utilisation d’une méthode
standard (sur un substrat), permet d’optimiser I’efficacit¢ des doses en spores et le temps
d’exposition. Certains tests de laboratoires ont aussi utilisé un substrat comme le papier filtre
(Geetha et al., 2011 ; Scholte et al., 2006) ou d’autres types de substrats (Farenhorst et Knols,
(2010) ; Mnyone et al., 2011 ; Howard et al., 2010).

Cette effiacité pourrait étre due aussi par leur age (de 5 a 7 jours), ce qui rejoignent
Mnyone et al., 2011 qui ont montré que les moustiques agés et n’ayant pas pris un repas
sanguin sont plus sensibles que les plus jeunes.

Par ailleurs, la différence d’efficacité par rapport a ces travaux pourrait s’expliquer sur
la nature des surfaces de contact de I’insecte avec les spores (tarses, téte, thorax, abdomen et
les antennes). Puisque la germination du champignon dépend de I’humidité et d’autres
facteurs (Holder et Keyhani, 2005), la richesse en eau de ces éléments (téte, thorax et
abdomen) montrent plus de germination que les autres parties de 1’insecte. Ce qui pourrait
expliquer le taux d’infection a ces endroits contrairement aux tarses et antennes. De ce fait, si
I’application du champignon se fait sur un substrat uniquement (Howard et al., 2010), les
adultes seraient en contacte par les tarses, les ailes ou les antennes et rarement par le reste du
corps de ’insecte.

Nous avons utilisé 50 males et 50 femelles dans une méme cage pendant 4 jours. Ce qui
pourrait augmenter les contacts entre les moustiques adultes et donc I’efficacité du
champignon. Ce qui voudrait dire que le nombre de males et de femelles joue sur 1’efficacité
grace a leur activité d’accouplement confirmant les travaux de Scholte et al., 2004.

Etant donné que I’infection due au champignon pourrait atteindre le développement du
parasite Plasmodium au sein des moustiques vecteurs (Blanford et al., 2005), des
investigations devraient étre menées dans le sens d’optimiser la méthode de lutte utilisant les

produits d’origine fongique.
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CONCLUSION:

La souche de Metarhizium anisopliae utilisée dans cette étude est compatible avec le Suneem
1% et peut affecter les moustiques adultes apreés pulvérisation. La surface de contact et la
durée d’exposition augmente 1’efficacité du produit. Il serait donc intéressant de mener des
¢tudes plus approfondies sur cette formulation afin de vulgariser son utilisation dans la lutte
biologique contre les moustiques vecteurs au Sénégal. Ainsi, une technique de pulvérisation
devrait étre développée pour des applications au niveau des gites larvaires afin de controler

leur développement.
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FORMULATION DU METARHIZIUM ANISOPLIAE AVEC LE SUNEEM CONTRE
LES LARVES D’ANOPHELES GAMBIAE SL EN MILIEU SEMI-NATUREL

I- INTRODUCTION

Au sénégal, la transmission du paludisme est fortement liée a [’urbanisation
(Fontenille et al., 1997 ; Robert et al., 2006 ; Pages et al., 2008). Avec les fortes pluies
enregistrées depuis 2005, certaines zones de Dakar sont fréquememnt inondées. Ce qui serait
a Dlorigine du développement des moustiques de genres Anopheles, Aedes et Culex en
périodes hivernale et post-hivernale.
Plusieurs efforts sont fournis dans le cadre de la lutte contre le paludisme utilisant les
insecticides chimiques et surtout des moustiquaires inprégnées (Talani ef al., 2005 ; Kweka et
al., 2008 ; Adeogun et al., 2012). Avec I’apparition des cas de résistance de moustiques
(Akogbeto et Yakoubou, 1999 ; Weill ef al., 2003) une méthode alternative s’impose. Les
agents biologiques tels ques les bactéries et les champignons entomopathogenes sont
d’actualité.

Plusieurs études ont montré que les champignons occupent une place importante dans
cette nouvelle méthode de lutte contre les moustiques (Scholte et al., 2003; 2004a, b; 2006;
Kannan et al., 2008; Seye et al., 2008 ; Bilal et al., 2011; Seye et al., 2012). Pour faciliter leur
pulvérisation et augmenter leur efficacité, plusieurs huiles ont été utilisées (Visalakshy ef al.,
2006 ; Seye et Ndiaye 2008; Sahayaraj et al., 2011). M. anisopliae a été formulé avec des
huiles contre des moustiques adultes (Mnyone et al., 2011 ; Seye et al., 2012), mais rarement
contre les larves (Bukhari ef al., 2011). Ces derniers auteurs ont montré que la formulation du
M. anisopliae avec un solvant dérivé du pétrole réduit le pourcentage de formation de
nymphes d’ Anopheles gambiae sl dans les conditions de laboratoire et sur le terrain.

Paral¢llement, des huiles de neem ont été aussi utilisées méme si certaines ont un effet
d’inhibition sur les spores (Bajan et al., 1998; Hirose et al., 2001; Depieri et al., 2005).
Suneem a été utilisé dans la formulation du M. anisopliae contre les adultes d’An. gambiae
(Seye et al., 2012). Pour montrer son spéctre d’action, I’efficacité contre les larves devrait étre
une investigation.

Cette présente étude a comme objectif d’évaluer cette formulation contre les larves

d’An. gambiae afin de montrer sa potentialité sur le terrain.
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Pour cela, nous nous sommes fixés comme objectifs spécifiques:

1) de déterminer au laboratoire les doses létales DLsy et DLoy de Metarhizium
anisopliae formulé avec le Suneem sur des larves d’An. gambiae

2) d’¢évaluer I’efficacité de la DLgy en milieu semi-naturel contre 1’émergence des

adultes.

II- MATERIEL ET METHODES

A- Les larves de moustique

Les larves d’An. gambiae ont été récoltées dans ces zones : Thiaroye sur mer (14°44'31"N
et17°23'53"W), Sam-Sam 3 (14°45'41" N et 17°21'25"W), Pikine rue 10 (14°45'32"N et
17°23'53"W), Pikine Niéty Mbare (14°46'04"N et 17°22'32"W) et Guédiawaye (14°46'55"N et
17°22'00"W). En saison séche, les moustiques ont été échantillonnés seulement & Sam-Sam 3
car étant la seule zoune ou nous avions pu trouver des larves d’Anopheles. Les larves ont été
transportées dans des seaux contenant de I’eau des gites. Au laboratoire, elles ont été trices et
séparées des autres especes en se basant sur leur morphologie. Elles ont ¢été utilisées pour

respectivement les tests de laboratoire et en milieu semi-naturel.

B- Formulation du champignon
La formulation a été décrite dans nos travaux antérieurs (Seye et al., 2012). Aprés avoir
détermé la teneur en spores, 10 ml de la formulation concentrée a été¢ diluée avec 500 ml

d’eau distillée pour obtenir une solution finale de 6 x 10" spores / ml. Le pourcentage en huile

¢tait de 0,02% (V/v).

C-Tests de laboratoire
Cent (100) larves en stades 3 et 4 ont été placées dans des bocaux en plastiques stériles de
dimensions 7 x 7 x 10 cm et contenant 500 ml d’eau distillée. 5 bocaux ont été utiliés pour la
détermination des DLsy et DLgy en applicant des doses correspondant a 4, 6, 8, 10 et 12 %
(v/v). Pour le témoin, les larves n’ont pas été traitées avec le champignon. Elles ont été
nourries avec du “Tetra WaferMix”. Les larves mortes ont ét¢ comptées et les nymphes
éventuellement formées ont été retirées toutes les 24 h. Les larves ont été ensuite ringées avec
de I’eau distillée et observées individuellement au microscope optique (x 400) pour examiner

I’infection du champignon (adhésion et germination).
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D- Traitement en milieu semi-naturel

Des gites artificiels se trouvant au Département de Biologie Animale ont été utilisés pour
examiner I’émergence des moustiques adultes traités avec le champignon. Deux périodes de
traitement (hivernale et post-hivernale) ont été effectuées. Cing bacs de dimensions 50 x 50 x
30 cm ont été choisis pour chaque traitement. 400 larves d’An. gambiae ont été introduites
dans chaque bac contenant I’eau de pluie (en période des pluies) ou de 1’eau de robinet (en
saison seche). En saison seéche, nous avions laiss¢ les débrits végétaux provenant de
I’environnement du milieu pour simuler un peu les conditions des eaux de gites naturels.
Chaque bac a été recouvert d’une cage enveloppée d’un tissu moustiquaire servant de piege
des adultes émergés. La profondeur de 1’eau des bacs a été fixée a environ 20 cm. Les larves
ont s¢journé 24h dans ces conditions pour leur permettre de s’adapter avant les traitements.

Avec un pulvérisateur a main, nous avons appliqué la dose 1étale choisie (DLgo) dans 4
bacs. Quatre autres bacs contenant le méme nombre de larves ont été traités avec le Suneem
seul a 0,02% (v/v), deux autres ont servi de témoins blancs (pas de produit).

Les pourcentages cummulées d’adultes émergés ont été relevés toutes les 24h. Les
constats ont été arrétés apres avoir constaté I’absence de larve ou de nymphe vivante dans les
bacs. Les traitements pendant les deux périodes ont été faits suivant la disponibilité des larves
d’An. gambiae dans les gites naturels.

Les quatre tests effectués pour chaque produit constituent les repliquats et les résultats

représentent des moyennes.

E- Traitement de données

Les mortalitées observées dans les tests de laboratoire ont été corrigées avec la formule
d’Abbott (Abbott, 1925). La détermination des doses létales a été effectuée grace a 1’équation
probite en utilisant le logiciel Statistica 9 et la relation: In (p/1-p) = Pot PBi x In (dose))
(Finney, 1971). By et B; étant les coefficients fournis par le logiciel.

Pour les traitements en milieu semi-naturel, I’émergence moyenne (E) au niveau de chaque
bac a été calculée en se basant sur le nombre de larves au départ en utilisant cette formule:

(% E =T x 100/C) en se reférant a OMS (WHO, 2005).

Avec T = émergence dans les bacs traités et C = émergence dans le témoin
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Le T-test a été utilisé pour voir s’il y avait une différence significative entre les larves traitées
et non traitées et entre les deux périodes de traitement. Les résultats sont considérés non

significatifs si p > 0, 05.

IV-RESULTATS

A- Tests de laboratoire

En 24h, seule la DLsj a été obtenue avec la dose de 4,4 x 10° spores/ml (tableau 19). En 48h,
la DLsg est inférieure a celle obtenue en 24h (3,1 x 106) et la DLy était a 5,3 x 10°. Durant les
tests, peu de nymphes ont pu se former avec les faibles doses et n’ont pas pu se transformer en

adultes et meurent dans les 24h qui suivent

Tableau 19: Doses létales (DLsy et DLog) de Metarhizium anisopliae formulate avec le
Suneem 1% contre les larves d’Anopheles gambiae dans les conditions de laboratoire (26 +

2°C, humidité relative 75 + 4%).

Temps | Doses létales (spores/ml)

DLs DLy R? Equation P
24h  [4,4x10° - 0,833 Y= 1,44 x+ 0,10 <0,0001
48h  |3,1x10° 53X 10° 0,975  Y=1,69x+1,79 <0,0001

B- Observations Microscopiques

Apres le traitement, des spores ont été retrouvées sur la cuticule des larves mortes (cuticle,
abdomen et antennes) en 24h (figs. 24 A et B). Le développement des mycéliums a été plus
important dans les 48h (fig. 24 C) et les 72 h (fig. 24 D) avec apparition de tube germinatif et
un début de sporulation. L’aggression des spores a été observée autour des nymphes au niveau
de la téte et des palettes (figs. 25 A et 25 B). Le champignon se dévellope sur les nymphes et

empéche le processus de I’émergence en adulte.
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Figure 24: Larves d’Anopheles gambiae infectées par Metarhizium anisopliae formulaté avec
I’huile de neem (Suneem) en 24h (A et B) et 48h (C et B) (x 400). ¢= cuticle, At= antenne,
Csp= conidiospore, Cs= comb.

Figure 25: Nymphes d’Anopheles gambiae infectées par Metarhizium anisopliae formulé
avec I’huile de neem (Suneem) en 48h (A et B) (x400). AB= abdomen, C= cuticUle, Pe=
palettes, T= thorax
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C- En milieu semi-naturel

L’application de la DLgy de la formulation huileuse du M. anisopliae (FH) en milieu
semi-naturel a inhibé 1I’émergence des moustiques adultes (figs 26 et 27). Les proportions
d’adultes émergés et collectés au niveau des pieges sont treés faibles au cours du temps
comparés au témoin pour les deux périodes de traitement. Cette inhibition a été plus
importante avec la formulation huileuse qu’avec I’huile seule (S) ou le témoin. En période des
pluies, I’émergence au huitieme jour a été de 1,25 + 0,15%, 30,25 + 1,23% et 98 = 0,76 %
pour respectivement la formulation huileuse, le suneem et le témoin. La température ambiante
était de 28,11 °C et celle de ’eau a 25,32°C durant cette période.

En saison séche, I’application de la DLoy (5,3 X 10° spores/ml) a provoqué une
inhibition de I’émergence de 97,25 +1,56 % ; 28 + 1,07% et 2,25 £+ 0,03% pour
respectivement la formulation huileuse, le suneem et le témoin. La température moyenne
ambiante était a 27,73°C et celle de I’eau a 24,92°C.

Le T-test a montré que I’émergence des moustiques adultes n’avait pas de différence
significative entre la période des pluies et la saison seche (p= 0,3). Toutefois, le Suneem a
montré son effet négatif contre I’émergence des adultes.

Apres ces traitements, certains adultes, certaines larves ainsi que certaines nympes ont été

retrouvés a la surface de I’eau présentant des mycéliums en phase de sporulation
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Figure 26 : Pourcentage cumulés de I’émergence des adultes d’Anopheles gambiae sl avec le
traitement de la formulation huileuse du Metarhizium anisopliae et le Suneem au niveau des
bacs artificiels en milieu semi-naturel en saison des pluies.

Figure 27: Pourcentages cumulés de I’émergence des adultes de Anopheles gambiae sl traités
avec la formlution huileuse du Metarhizium anisopliae et avec le Suneem en milieu semi-
naturel pendant la saison des pluies.
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III- DISCUSSION

Les champignons entomopathogenes tels que Metarhizium anisopliae sont couramment
utilisés comme agents de lutte biologique. L’intérét fondamental de son utilisation sous forme
de formulation huileuse est sa pathogénicité contre les larves et les adultes de différentes
especes de moustiques. Nous avons récemment montré que M. anisopliae formulé avec le
Suneem était efficace contre les adultes au laboratoire (Seye ef al., 2012). Dans cette présente
¢tude, son efficacité sur I’inhibition de I’émergence d’adultes vient d’étre démontrée en
milieu semi-naturel. Nous supposons que I’huile utilisée dans cette formulation protége les
spores contre 1’effet des conditions environnementales, et facilite également leur adhésion sur
la cuticule des insectes. Dautant plus que I’efficacité de cette huile a été démontrée sur les
larves (Vatandoost et Vaziri, 2004) et les nymphes (Seye et al., 2006) méme si le
pourcentage d’huile dans la formulation est faible (0,02%) comparée a celle (0,5%) utilisée
par Depieri et al. (2005). Certains auteurs trouvent une faible efficacité de la combinaison
d’huile avec les champignons (Bajan et al., 1998 ; Hirose et al., 20013 Depieri et al., 2005),
ce qui n’est pas général (Visalakshy et al., 2006; Rodrigues-Lagunes et al., 1997; Seye et
Ndiaye 2008). Par contre, 'utilisation d’extrait de graines de neem a une concentration
supérieure a 2,5%, peut provoquer un effet fongicide (Rodrigues-Lagunes et al., 1997). 1l est
donc possible de formuler les champignons entomopathogenes tel que M. anisopliae en
tenant compte des composants de 1’huile pour lutter contre les insectes. Dans ce contexte,
Sahayaraj et al. (2011) ont montré I’importance sur la compatibilité entre les champignons et
des insecticides a base d’extraits de plantes.

Dans cette étude, nous avons montré que le champignon a infecté les larves et nymphes
en émergeant a travers la cuticule. Ce qui a été observé dans nos travaux antérieurs avec
Aspergillus clavatus (Desmaziéres) (Seye et al., 2009). De maniére générale, les spores
peuvent pénétrer la cuticule avant de se développer dans I’hémolymphe et sporuler a la
surface. Mais également, les spores ingérées par les larves peuvent secréter des toxines dans
le tube digestif et/ou par voie mécanique détruisent les tissus larvaires provoquant la mort
(Gillespie et Clayton 1989; Clarkson et Charnley, 1996). Les observations microscopiques ont
aussi révelé que le développement des nymphes a pu étre bloqué, provoquant une baisse de la
formation d’adultes. Ce qui confirme les travaux de Bukhari ez a/., (2011).

Par ailleurs, en dehors du temps d’exposition au champignon, la présence des éléments
nutritifs et la densité larvaire dans les gites peuvent avoir un impact sur la survie des larves

(Koenraadt et al., 2004; Bukhari et al., 2010). Pelizza et al. (2007) ont montré qu’une forte
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densité défavorise la mortalité car réduisant le pourcentage de contact entre les spores et les
larves. Dans notre étude la densité était de 0,16 larves /em?. Par contre la formulation a
facilité les chances de contact et I’ingestion des spores par les larves. Ce qui ne serait pas le
cas si nous avions appliqué les spores seches a la surface de 1’eau. En effet, avec les spores
séches, le champignon ne serait pas bien dispercé dans I’eau et cela réduerait le pourcentage
de contact.

Puisque certains facteurs de I’environnement pourraient avoir un effet négatif dans 1’efficacité
des spores (Zimmermann, 2007), I’action de ces facteurs sur la formulation devrait étre
étudiée. La résistance des spores devrait favoriser la rémanance du produit pouvant affecter

les adultes venant pondre a la surface des eaux traitées.

CONCLUSION

Dans cette étude, nous avons déterminé des doses létales DLsy et DLgy de la formulation
huileuse du M. anisopliae contre les larves d’An. gambiae.

En milieu semi-naturel, 1’application de la DLgy a montré son efficacité contre I’émergence

des adultes en période hivernale et post-hivernale.

Pour promouvoir son utilisation dans la lutte contre les moustiques vecteurs, des études
devraient étre menées sur sa rémanance dans I’environnement et sur 1’action des organismes

non cibles.
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PARTIE 3
HISTOPATHOLOGIE DES LARVES DE CULEX QUINQUEFASCIATUS TRAITEES
AU CHAMPIGNON ASPERGILLUS CLAVATUS
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I- INTRODUCTION

Plusieurs variétés de microorganismes tels que les virus (Wei et al., 2006), bactéries
(Silva et al., 2008), et champignons (Scholte et al., 2003; 2004a; 2004b; Govindarajian et al.,
2005; Scholte et al., 2006; Seye et Ndiaye , 2008; Seye et al., 2009; 2012) ont ét¢ montré
comme agents pathogénes contre les insectes. Cependant, ces agents non pas le méme
mécanisme ou voie d’infection. L’infection de certains agents tels que les champignons passe
par plusieurs étapes incluant I’adhésion, la pénétration de la cuticule des insectes suivies de la
prolifération dans les tissus et hémolymphe causant des dommages (Mahmoud et al., 2000;
Shoulkamy et al., 2001; St Leger et al., 1996; Tiago et al., 2002). Cette infection est
généralement liée a des activités enzymatiques et protéolitiques (Murad et al., 2006).

Des especes d’Aspergillus ont montré leur pathogénicité contre les moustiques (Hati &
Gosh, 1965 ; Nnakumusana, 1985 ; de Moraes et al., 2001; Kumar et al., 2004; Seye et al.,
2009). Dans nos travaux précédents, nous avons montré la pathogénicité des spores d’A.
clavatus contre les larves d’Anopheles gambiae, d’ Aedes aegypti et de Culex quinquefasciatus
(Seye et al., 2009). Nous avons montré que les spores agissent par pénétration de la cuticule
des adultes (Seye et al., 2008) et des larves (Seye et al., 2009). Des études ont également
montré que la germination de ce champignon est accompagnée par la sécrétion de toxines tels
que clavatol (Bergel et al., 1944), ascladiol (Suzuki et al., 1971), tryptoquivalone et
tryptoquivalin (Clardy et al., 1975), glyantrypin (Penn et al., 1992), cytochalasin E (Lopez et
Flannigan, 1997), acide kojic et xanthocilin (Pitt, 2000), et la patuline (Sabater-Vilar et al.,
2004). 11 est donc nécessaire de voir I’évolution de ces spores aprés ingestion par les larves et
’action des toxines sécretés sur les tissus.

L’objectif principal de cette présente étude est de montrer de fagon chronologique,

I’action des spores ingérées par les larves sur les tissus au cours du temps.

II- MATERIEL ET METHODES
A- Les larves de moustique
Les larves de Culex quinquefasciatus (Say, 1823) proviennent d’une souche de laboratoire
de Riverside (California). Elles ont été élevées dans les conditions de laboratoire a 1’Unité
d’Entomologie Fonctionnelle et Evolutive, Agro Bio-Tech, Université de Liege. Les adultes
émergés ont été ¢levés dans des cages de dimensions 50 x 50 x 50 cm et nourris avec une

solution de sucrose a 10%.
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B- La suspension de spores

Aspergillus clavatus a été cultivé dans un Erlenmeyer de 250 ml contenant un milieu
solide constitué de 5 g de son de blé et 20 ml d’une solution nutritive (1% peptone, 1%
d’extrait de levure). L’ensemble a été stérilis¢ a 121 °C pendant 20 min. 7 jours apres, le
milieu contenant les spores a été ringé avec 150 ml d’eau distillée contenant 0,05% de Tween
80 a 150 rpm pendant 2h. La solution a été filtrée et centrifugée (8000 rpm, 15 min) pour

séparer et récupérer les spores qui seront appliquées sur les larves.

C- Application des spores sur les larves
Des larves de troisiéme et quatrieme stades ont été utilisées pour appliquer la dose 1étale
(DLsp) déterminée par Seye et al. (2009) en 24h. Dans le témoin, les larves ont été traitées
avec de I’eau distillée contenant 0,05 % de Tween 80. Des prélévements ont été éffectués
pour les temps d’expositions suivantes 8h, 12h, et 24h. Les larves ont été utilisées pour les
¢tudes microscopiques. Les conditions de laboratoire ont été¢ a 25 £ 2 °C, 75% RH et une

photopériode de 16 /8 h.

D- Etudes histologiques

Chaque larve prélevée a été segmentée entre la téte et le siphon pour faciliter
I’imprégnation des produits du fixateur (2,5% glutaraldéhyde dans du cacodylate de sodium
0,1 M a pH =7.,3) pendant 12h. Les fragments ont été ensuite rin¢és avec 0,2 M de cacodylate
buffer.

Aprés une post-fixation avec 1% de tetroxide d’osmium (1h), les larves ont été ringées
avec une solution de cacodylate buffer (2 x 10 min). Pour la déshydration, 3 rincages avec de
I’eau ont été effectués suivis de bains croissants d’éthanol (30%, 50%, 70%, 90%, (1 x 10
min) et 100% (3 x 20 min).

Les échantillons ont été ensuite traités avec de I’epoxy-1, 2 propane (2 x 30 min) avant de la
traiter avec un mélange de résine (SPI-PON 812, SPI-CHEM) et d’epoxypropane (1:1, 2h30).
Finalement, ils ont été laissés dans la résine pure pendant une nuit. Les blocs ont été faits avec
la silicone et placés dans une étuve a 60 °C pendant 72 heures pour la polymérisation. Les
coupes semi-fines de 1 a 2 um et ultrafine de 60 a 80 nm ont été faites entre le deuxiéme et le

quatrieme segment de I’abdomen avec un ultra-microtome (Reichert-Jung Ultracut E).
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Les coupes semi-fines ont été colorées avec 1% de bleue de Toluidine (pH 9) et montées
entre lame et lamelle pour les observations en microscopie photonique (Olympus Provis
Ax70) équipé d’une caméra (Olympus DP50-CU).

Les coupes ultrafines ont été contrastées avec de 1’acétate d’uranyl et du citrate de plomb.
Les observations ont été faites avec un microscope ¢électronique a transmission JEOL JEM

100 SX.

M- RESULTATS

Les photos en microscopie photonique ont montré une occupation progressive du tube
digestif des larves par les spores au cours du temps. Les photos en microscopie €lectronique
ont montré I’activité de ces dernieres pour les temps 8h, 12h et 24h d’exposition. La

pathogénicité a été révélée par des dommages histologiques.

A- Microscopie optique

Avec les coupes semi-fines, les figures 28 A, 28 C et 28 D montrent une accumulation
progressive des spores dans le tube digestif comparé au témoin (fig. 28 A). Cette
accumulation est accompagnée d’une destruction progressive de 1’épithélium gastrique et
d’une détérioration des muscles. Cependant, nous n’avons pas révélé une destruction de la

membrane péritrophique.
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Figure 28: Coupes transversales de larve de Culex quinquefasciatus non traitée (A) avec des
muscles, un épithélium intestinal en bon état entourant la colonne alimentaire, et celles
traitées avec les spores d’ Aspergillus clavatus présentant un épithélium en destruction
(fleches) entourant la lumicre intestinale remplie progressivement de spores apres 8h (B),
12h (C) et 24h (D). m= muscle, ep= ¢épithélium, n= noyau, ps= plateau stri¢, mp=

membrane péritrophique, sp= spores.
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B- Microscopie Electronique a Transmission (MET)
L’activité des spores dans le tube digestif en 24 h et les dommages histologiques sont

décrits dans les sections suivantes.

1- Activité des spores
La microscopie électronique a révélé qu’apres ingestion, les spores ont une activité
physiologique dans le tube digestif des larves. Cette activité est caractérisée par une
augmentation de la taille des spores de 1’apparition de vacuoles lipidiques mais également un

début de formation de tube germinatif (Figs. 29 A, B, C et D).

2- Au niveau du tube digestif

Parallelement aux modifications obsevrées sur les spores, les observations au MET
réveélent des dommages histologiques de [’épithélium gastrique des larves de Cx.
quinquefasciatus. En comparaison avec les larves non traitées (Fig. 30 A), nous avons noté
un détachement des microvillosités 8h apres traitement (Fig. 30 B). En 12h, une altération de
la membrane suivie de la séparation des cellules sont observées (Fig. 30 C). La disparition
progressive de certains organites cellulaires tels que les mitochondries sont accompagnées de
I’apparition de vacuoles dans le cytoplasme comparé aux larves non traitées. En 24h, certaines

cellules sont completement détruites, présentant des zones de faiblesse (Fig. 30D).
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Figure 29: Ultrastructures de spores d’Aspergillus clavatus dans le tube digestif des larves de
Culex quinquefasciatus apres 8h (A), 12h (B) et 24h (C) d’exposition. Gl= globule
lipidique, tg= tube germinatif, m pl= membrane plasmique, mp= membrane péritrophique,
p= paroi.

Figure 30: Ultrastructure de 1’épithélium intestinal d’une larve de Culex quinquefasciatus non
traitée (A), et delarves traitées avec des spores d’Aspergillus clavatus 8h (B), 12h (C) et 24h
(D) apres. Lu= lumiere, N= noyau, v= vacuole, mv= microvillosités
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3- Au niveau des muscles
En comparaison avec le tissu musculaire des larves non traitées (Fig. 31 A), la MET a révélé
une dégradation progressive des muscles des larves traitées (Fig. 31 B, C et D). Le réticulum
sarcoplasmique de ce tissu commence a étre désorganis€ 8 h apres traitement. Cette
désorganisation est accompagnée par une dispersion et disparition des filaments d’actine et

de myosine entre 12h et 24h. En 24h, le tissu est complétement rempli de vacuoles.

4- Au niveau de I’épithélium cuticulaire
Compar¢ aux larves non traitées (Fig. 32 A), la MET révele quelques vacuoles occupant
le cytoplasme des cellules de 1’épithélium cuticulaire (Fig. 32 B, C et D). Certains organites
tels que les mitochondries et 1’appareil de Golgi ont commencé a disparaitre 8h apres
traitement. En 12h, 1’épithélium commence a se détacher de la cuticule. En 24h, ces organites
ont complétement disparu laissant sur place des vacuoles dans le cytoplasme. Les débris

cellulaires sont rejetés vers 1’extérieur du cytoplasme.
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Figure 31: Ultrastructure du tissu musculaire d’une larve de Culex quinquefasciatus non
traitée (A) et de larves traitées avec les spores d’Aspergillus clavatus 8h (B), 12h (C) et 24h
(D) apres. (a + m) = filaments d’actine et de myosine, sr= reticulum sarcoplasmique, v=

vacuole
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Figure 32: Ultrastructure de 1’épithélium cuticulaire d’une larve de Culex quinquefasciatus
non traitée (A) et de larves traitées avec les spores d’Aspergillus clavatus aprés 8h (B), 12h
(C) et 24h (D) d’exposition, Cep= cellule épithéliale, C= Cuticule, N= noyau, m=

mitochondrie, er= réticulum endoplasmique, v= vacuoles.
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IV-DISCUSSION

Dans ce travail, nous avons fait une étude histopathologique montrant les effets
pathogénes du champignon Aspergillus clavatus contre les larves de Culex quinquefasciatus
confirmant ainsi nos travaux antérieurs (Seye et al., 2009). Certaines especes du genre
Aspergillus sont certes pathogeénes contre les organismes non cible dont I’Homme, mais
certaines d’entre elles ont montré cependant leur utilité dans la lutte contre les moustiques
vecteurs (Aspergillus parasiticus (Hati et Ghosh, 1965), Aspergillus spp, (de Moraes et al.,
2001), Aspergillus flavus et A. parasiticus (Govindarajian et al., 2005)).

En faisant allusion aux toxines que sécrétent les spores en germination, nous avons
montré des activités destructives au niveau tissulaire sur les larves. Dans le processus de la
pathogénicitée révélée dans cette €tude, les principaux dégats au niveau du tube digestif sont
la destruction des microvillosités, des mitochondries faisant apparaitre des vacuoles dans le
cytoplasme. Ces dommages sont similaires a ceux dus a Bacillus thuringiensis var. israelensis
(Bti) contre les larves de Simulium pertinax (Cavados et al., 2004) et Aedes albopictus (Silva
et al., 2008). Etant donné que la membrane péritrophique semble non atteinte en 24h, cela
suggere que ces dommages observés sont dus a une activité chimique et non mécanique des
spores. Il convient donc d’admettre que les spores d’A. clavatus ont secrété des substances
enzymatiques ou protéolytiques détruisant ainsi les tissus. Par Similarité, des travaux ont
montré que des métabolites de champignons tel que Tolypocladium inflatum
(Deuteromycetes) pouvaient causer des dommages histologiques des larves de moustiques
(Weiser et al., 1992). Ces auteurs ont montré qu’avec des larves de Culex pipiens traitées avec
des métabolites de 7. inflatum (tolypin), les mitochondries ont ¢été détruites et
consécutivement remplacées par des vacuoles avec des cristaux dans les structures internes.
Ce qui laisse supposer que les vacuoles observées dans les cellules épithéliales sont dues a
une destruction des mitochondries par des mycotoxines ou autres susbtances secrétées par les
spores. En effet, plusieurs études ont montré que la germination d’A. clavatus est
accompagnée de sécrétion de toxines tels que clavatol (Bergel et al., 1944), ascladiol (Suzuki
et al., 1971), tryptoquivalone et tryptoquivalin (Clardy et al., 1975), glyantrypin (Penn et al.,
1992), cytochalasin E (Lopez et Flannigan, 1997), acide kojic et xanthocilin (Pitt, 2000), et la
patuline (Sabater-Vilar et al., 2004). Cependant certaines substances comme la Patuline ont
¢été révélées toxiques contre certains mammiferes.

Nous avons également montré les dégats au niveau des muscles comparés a ceux des larves

non traitées et ceux décris par Bernick et al. (2007) sur les larves d’Aedes aegypti. Ces
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destructions portant sur les filaments d’actine, de myosine et le reticulum sarcoplamsique,
pourraient expliquer la diminution progressive des mouvements des larves dans I’eau au cours
du temps. Ne pouvant plus remonter a la surface, elles vont s’asphyxier avant de mourir dans
les 24h. En plus, cytochalasin E produit par A. clavatus a un effet inhibiteur du transport du
glucose, et de la polymérisation des filaments d’actine (Brenner et Korn, 1980). Diez-
Sampedro et al, (2000) ont montré que cytochalasin-E a aussi un effet d’inhibition du
fonctionnement du cotransport Na'/sucre au niveau de I’intestin.

Au niveau de 1’épithélium cuticulaire, nous avons observé une désorganisation des cellules.
Nous avons noté également quelques vacuoles entre la cuticule et 1’épithélium ainsi que dans
le cytoplasme. Ce qui est similaire de 1’action de I’hormone juvénile mimic pyriproxyfen sur
les larves de Culex pipiens (El-Shazly et Refaie, 2002).

Suivant les niveaux d’infection des tissus, nous pouvons donc dire qu’apres ingestion, les
spores entrent dans une phase physiologique en sécrétant des substances (molécules) qui
pénetrent 1’épithélium intestinal, le tissu musculaire et 1’épithélium cuticulaire tout en les
désorganisant. L’extraction, la purification et 1’identification des ses molécules sont donc

nécessaires pour mieux les utiliser contre les moustiques.

CONCLUSIONS

Dans ce travail, la pathogenicité des spores d’Aspergillus clavatus a été révélée sur des larves
de Culex quinquefasciatus. Les toxines ont causé des dégats histologiques apres ingestion des
spores a travers le tube digestif. Il est donc nécessaire de purrifier les molécules les plus
bénéfiques afin de les utiliser comme biopesticides contre les moustiques vecteurs.

Il serait également intéressant de montrer son champ d’action sur d’autres types d’insectes

vecteurs en comparaison avec d’autres champignons plus connus.
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PARTIE 4

PATHOGENICITE DES CHAMPIGNONS SUR LES PUCERONS :
ACYRTHOSIPHON PISUM (HARRIS, 1776) (APHIDIDAE)
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I- INTRODUCTION:

Acyrthosiphon pisum (Harris, 1776) est un insecte piqueur-suceur de 2,5 a 4,4 mm de long
appartenant a l'ordre des homopteres et de la famille des aphididés. Il se reproduit par
parthénogenése (reproduction asexuée) mais aussi par la voie sexuée selon la période. Il est
appelé aussi puceron du pois. C’est un ravageur de beaucoup de cultures ou de plantes
sauvages. Il a été révélé comme vecteur de virus pathogenes contre certaines plantes (Emden
et Harrington, 2007; Brault et al., 2010). Pour lutter contre ces insectes, plusieurs stratégies
ont été¢ développées. Les méthodes les plus utilisées sont mécaniques, chimiques et plus
récemment biologiques. Cette derniére comporte 1’utilisation de plusieurs microorganismes
tels que les parasitoides et d’autres agents pathogenes. Les champignons entomopathogenes
sont trés connus comme étant efficaces contre les insectes. Cependant, la pathogénicité
dépend de I’espéce du champignon, de I’insecte et de la virulence des spores. Pour cette
virulence, le substrat et les méthodes de culture ont un réle primordial (Shah et al., 2005).
Parmi ces champignons, des souches de Metarhizium et d’Aspergillus ont montré leur
pathogenicité contre les insectes. Plusieurs especes de champignons telles que Lecanicillium
sp. (Jung et al., 2000), Beauveria bassiana (Sivasundaram et al.,2007) et Metarhizium
anisopliae (Dong et al., 2007) ont montré leur efficacité dans le contrdle des pucerons, des
larves de Iépidopteres et autres insectes. Vu et al. (2007) ont démontré la pathogenicité de M.
anisopliae contre les pucerons. Les applications sont généralement directes sur les insectes ou
sur les feuilles infectées par les pucerons (Hall, 1979; 1980; Khan et al., 1990). Cependant,
avec la croissance et la reproduction des pucerons rapide, une bonne stratégie de lutte est

nécessaire dans le cas de I'utilisation des champignons.

L’objectif de cette présente étude est de montrer la possibilité de contrdler la reproduction du
puceron A. pisum par ’application de champignons entomopathogeénes (Metarhizium
anisopliae, Metarhizium sp et Aspergillus clavatus) sur les plantes infestées. Il consistait a :
(1) évaluer chaque souche de champignon sur les adultes,

(2) évaluer chaque souche sur la reproduction dans les conditions de laboratoire.
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II- MATERIEL ET METHODES

A- Les champignons
Chaque souche de champignon a été cultivée sur 5 g de son enrichis avec 20 ml d’une
solution nutritive (1% peptone, 1% extrait de levure) dans un Erlenmeyer de 250 ml. Le tout
a été stérilis¢ a 121 °C pendant 20 min. 7 jours apres, les spores ont été récupérées par un
ringage avec 150 ml d’eau distillée contenant 0,05% de Tween 80. La solution a été filtrée et
centrifugée a 8000 tr/mn pendant 15 min pour récupérer les spores. Ces dernieres ont été
formulées avec de I’eau distillée contenant 0,05% de Tween 80. Pour chaque souche, 6
concentrations ont été ajustées apres plusieurs dilutions et déterminées avec une lame

hématimeétrique pour avoir des solutions finales de 103, 10 4, 105, 10 et 107 spores/ml.

B- Elevage des pucerons

Des plantules de pois (Vicia faba) ont été cultivées dans des pots contenant des
vermiculites. Elles ont ¢été ensuites infestées par des pucerons fournis par 1’Unité
d’Entomologie Fonctionnelle et Evolutive, Agro-Bio-Tech, de 1I’Université de Li¢ge. Tous les
pots ont été exposés dans une chambre avec les conditions controlées: photopériode 8h
nuit/16h de jour a 25°C. Les plantes ont été réguliérement changées pour maintenir 1’élevage

des nouvelles générations au cours des expériences.

C- Tests de pathogénicité
Pour chaque concentration, 20 adultes déposés sur les plantes jeunes ont été directement
traités. Les trois souches de champignons ont été appliquées avec trois pulvérisateurs
régulierement stérilisés. Pour chaque dose, un volume de 1,6 ml a été pulvérisé a une distance
de 20 cm au dessus de chaque plante. Les pucerons du témoin ont été traités avec le méme
volume d’eau distillée contenant 0,05% de Tween 80. Chaque pot a été recouvert d’un tissu
de gaz pour empécher la fuite ou I’infestation d’autres pucerons. Ils ont été conservés dans
une cage de dimensions 20 x 50 x 50 cm (Fig. 33 A) et exposés dans une chambre de
photopériode de 8 h nuit/16 jour a 25°C. Chaque test a été répété quatre fois a différentes
périodes pour chaque souche.
Apres traitement, les pucerons ont été examinés tous les jours pour compter les mortalités
(Fig. 33 C) afin de déterminer les doses Iétales (DLsy et DLgy). Le nombre de nymphes
produites par jour a été compté pour déterminer le taux de croissance de la population de

pucerons.
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Figure 33 : Dispositif d’¢levage (A) et de traitement (B et C) des pucerons
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Les pucerons morts sont retirés et déposés sur des boites de Pétri afin de suivre I’émergence

des champignons. Les nymphes produites ont été retirées et détruites.

D- Traitement des données
Les mortalités ont été corrigées avec la formule d’Abbott (Abbott, 1925). Les données ont été
traitées par des tests ANOVA-1 et Kruskal-wallis pour calculer le taux intrinséque de la

croissance des pucerons.
IMI- RESULTATS ET DISCUSSION

A- Pathogénicité contre les pucerons adultes

Les mortalités des pucerons adultes ont été enregistrées pendant 5 jours. Les mortalités
corrigées présentées dans le tableau 20 indiquent qu’elles augmentent avec les doses (de 10° a
107 spores/ml) entre le premier et le septiéme jour. Les mortalités ont été de 51,47 a 84,06%,
de 49,90 a 90,90 % et de 30,37 a 78,05 % pour respectivement Aspergillus clavatus,
Metarhizium sp et Metarhizium anisopliae. Les fortes mortalités ont été¢ enregistrées avec la
plus forte dose (107 spores/ml) et sont plus élevées pour Metarhizium sp suivie par A. clavatus
et M. anisopliae.

En comparaison avec d’autres études, les souches utilisées agissent plus rapidement
contre les pucerons 4. pisum que celles utilisées par Saranya et al., 2010 (Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Verticillium lecanii, Hirsutella thompsonii et Cladosporium
oxysporum) contre les adultes d’Aphis craccivora pour la méme durée. Ce qui n’est pas le cas
pour les travaux de Yokomi et Gottwald (1988) qui ont reporté¢ 100% de mortalités pour trois
especes de pucerons Myzus persicae, Aphis gossypii et Aphis citricola avec des doses
comprises entre 10° et 107 pour Verticillium lecanii et Hirsutella thompsonii au 4™ jour.
C’est le méme cas pour les travaux de Loureiro et Moino (2006) qui ont enregistré 100 % de
mortalité de Myzus persicae traitée avec Beauveria bassiana et M. anisopliae aux doses de
10°et 107 spores /ml respectivement.

Dans tous les cas, il est clair qu’en se référant a nos résultats, il y a eu une diminution
rapide des populations adultes de pucerons en 5 jours. Cependant, en regardant les doses
Iétales (tableau 21), les trois souches n’ont pas eu la méme pathogénicité. En effet, les doses
1étales sont obtenues dabord avec Metarhizium sp au jour 2 (DLso =2,99 10°, p= 0,002), avec

A. clavatus au jour 3 (DLsy = 5,65 10°, p=0,002) et avec Metarhizium anisopliae au jour 4
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(DLso =1,11 10° p=0,003). Pour cette derniére, la DLs, contre A. pisum est proche de celle
obtenue par Saranya ef al., 2010 contre Aphis craccivora (8,9 x10° spores/ml) 7 jour aprés
traitement. Cependant, elle est différente de celle obtenue par Chandler (1997) (2,45 x 10 °
spores/ml) contre Pemphigus bursarius. Parmi les souches, Metarhizium sp a été plus
virulente que les autres.

De manicre générale, les différences de mortalit¢ dépendent de la virulence du
champignon, de D’espéce traitée et des meéthodes de pulvérisation. En effet, nos tests
préliminaires avaient montré que les pucerons étaient plus sensibles lorsque les spores ont été
appliquées individuellement sur les pucerons ou dans une boite de Pétri. La surface de contact
avec les spores est primordiale pour faciliter I’infection. Ce qui nous laisse penser qu’apres
avoir pulvérisé les produits dans les pots, les pucerons déposé€s au fond ont été en contact avec
les spores avant de se fixer sur les plantes. A partir de ce moment, les spores pouraient
pénétrer la cuticule, se développer dans ’hémolymphe conduisant a la mort progressive des
pucerons qui tomberont ensuite et arréteront tout mouvement.

La figure 34 montre 1’émergence des champignons a la surface des insectes 48 h apres
incubation. Parmi les souches, Aspergillus clavatus semble se développer plus vite que
Metarhizium anisopliae et Metarhizium sp. Ce qui confirme le pouvoir pathogéne de ce
champignon comme d’autres especes du genre Aspergillus. En effet, le mécanisme d’infection
et de germination d’Aspergillus flavus sur la cuticule d’un insecte (Bombix mori) a ¢été
montrée par Kumar et al, 2004 en microscopie €lectronique a balayage. A. clavatus a été
utilisé pour la premicre fois comme agent pathogene contre les moustiques par Seye et al.
(2009). Sa pathogénicité vient d’étre montrée pour la premiere fois contre A. pisum,
contrairement a M. anisopliae qui est plus connu en tant que agent pathogene dans la lutte
biologique contre les insectes (Zimmermann, 1993). Cependant, & forte dose (10° spore/ml),
des études ont montré que M. anmisopliae pourrait étre pathogene contre des insectes
bénéfiques comme les ennemis naturels des pucerons (Thungrabeab et Tongma, 2007). Ce qui

pourrait étre le méme cas pour d’autres champignons y comprises les especes d’Aspergillus.
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Tableau 20: mortalités des pucerons adultes d’Acyrthosiphon pisum traités avec différentes
doses de trois souches de champignons Aspergillus clavatus, Metarhizium anisopliae et

Metarhizium sp

Doses Mortalités corrigées (%)
Souches (spore/ml) Jours
J1 J2 J3 J4 J5
10° 6,25 7,91 19,15 35,62 51,47
10* 6,38 17,18 26,10 35,84 64,21
Aspergillus clavatus 10° 22,96 26,34 41,47 55,07 73,03
10° 23,69 21,07 48,76 61,36 82,92
10 24,40 36,40 65,63 78,07 84,06
10° 15,67 23,61 34,23 40,80 49,90
10* 11,59 22,22 34,06 48,34 58,91
Metarhizium sp 10’ 22,97 44,44 52,85 63,60 74,17
10° 19,49 44,44 67,07 74,17 83,27
10 31,22 54,16 83,11 79,96 90,90
10° 5,13 7,63 15,88 20,48 30,37
Metarhizium 10 11,25 22,77 37,33 56,87 66,52
anisopliae 10° 13,75 16,45 32,20 46,96 73,64
10° 14,09 19,29 32,07 61,12 77,97
10 18,53 35,68 44,83 64,45 78,05
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Tableau 21: Doses léthales de trois souches de champignons (Aspergillus clavatus,

Metarhizium anisopliae et Metarhizium sp) contre les adultes d’Acyrthosiphon pisum

Doses Létales

Jours apres (spores/ml)
Souches traitement e DLo . 0

valeurs
DI - - - =0,3381

D2 - - - =0,1593
Aspergillus clavatus D3 56510° 6,59 10° 0,44 | =0,0020
D4 6,66 10 9,18 10’ 0,42 | =0,0025

D5 49510 5,65 10 0,55 | =0,0003

DI - - 0,06 | 0,3795

Metarhizium D2 - - 0,13 0,1461
anisopliae D3 - - 0,19 | 0,0564
D4 1,1110°  7,0710° 0,41 | 0,0026
D5 3,6710° 9,71 10’ 0,60 | <0,0001

DI - - 0,32 | 0,0094

Metarhizium sp D2 2,9910°  1,7410” | 053 | 0,0003
D3 6,63 10* 3,84 10 0,66 | <0,0001
D4 7,5410° 883 10° 0,64 | <0,0001
D5 1,2310° 1,34 10’ 0,78 | <0,0001
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Figure 34: Adultes de puceron (Acyrthosiphon pisum) non trait¢ (A) et traités avec
Aspergillus clavatus (B), Metarhizium anisopliae (C) et Metarhizium sp (D) 48h apres
incubation. (T= téte, Th= thorax, ab= abdomen). Des filaments apparaissent sur la cuticule
des insectes (fleches) comparés au témoin (A). Les adultes traités ont été infectés par les

champignons A. clavatus (B) qui s’est plus développé que M. anisopliae (C) et Metarhizium
sp (D).
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B- Effets des champignons sur la reproduction

Les résultats ont révélé qu’avec les adultes non traités, le nombre de nymphes produites

par jour est tres €élevé. Par contre avec les adultes traités aux différentes souches, le nombre de
nymphes diminue suivant les doses utilisées et dans le temps. En comparaison avec le témoin
et les autres souches, Metarhizium sp semble étre plus efficace avec un taux de croissance de
la population de pucerons négatif suivi par A. clavatus et M. anisopliae (Fig. 35).
Le test de Kruskal-Wallis montre un taux intrinseque de la croissance qui varie entre les
doses utilisées pour les jours 4 et 5 (4. clavatus), pour les jours 1 et 4 (M. anisopliae),
contrairement a Metarhizium sp dont le taux ne varie pratiquement pas en dehors du 5™ jour
(Tableau 22).

Des ¢études ont montré que les champignons entomopathogeénes pouvaient affecter la
fécondité des insectes (Castillo et al., 2000; Mulock et Chandler, 2001; Quesada-Moraga et
al., 2004; Scholte et al., 2006). Cependant, le taux de nymphes mortes était trés négligeable
par rapport a la mortalité¢ des adultes. La baisse du taux de reproduction ne serait pas due a
une diminution de production individuelle de nymphes mais a la mortalit¢ des adultes par
jours. Ce qui fait que le rapport diminue au cours du temps. Ceci confirme les travaux de
Wang et Knudsen (1993) qui ont montré des résultats similaires avec Beauveria bassiana
contre les pucerons du blé en Russie. Baverstock ef al., 2006 ont révélé aussi que I’infection
de Pandora neoaphidis et de Beauveria bassiana n’ont pas d’effet direct sur la progénuture
des insectes. Néanmoins, dans notre étude, les adultes morts ont présenté une émergence des
champignons pouvant assurer leur rémanence dans le milieu. Avec la possibilit¢ d’une
autodissémination entre adultes et nymphes produites, ces dernicres pourraient étre infectées.
Avec ce processus d’infection, les mortalités augmenteraient et pouraient faire diminuer la
densité de pucerons au cours du temps.

Au terme de cette reflexion, il apparait évident qu’une bonne stratégie consitant a pulvériser
des doses létales avec une répétition d’intervalle de temps optimal devrait faciliter et rendre

efficace la vulgarisation des champignons dans la lutte biologique contre les pucerons.
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Tableau 22: Taux intrinseque de la variation des doses de spores d’Aspergillus clavatus,

Metarhizium anisopliae et Metarhizium sp sur la production de nymphes d’Acyrthosiphon

pisum
Jours apreés traitement
Souches Test J1 J2 J3 J4 JS
ANOVA-1 0,068 0,183 0,018 0,003 0,000
Aspergillus Kruskal- 0,041 0,158 0,035 0,008 0,008
clavatus Wallis
ANOVA-1 0,011 0,091 0,142 0,005 0,095
Metarhizium Kruskal- 0,019 0,102 0,075 0,006 0,131
anisopliae Wallis
ANOVA-1 0,099 0,382 0,632 0,121 0,015
Metarhizium Kruskal- 0,091 0,246 0,656 0,205 0,063
sp Wallis
0,25
0,2
0,15 B témoin
E NE3
= 01 B E4
0,05 e
W E6
0 BE7
Metarh Metarhiziumanisopliae Aspergillus clavatus
-0,05

-0,1
souches de champignons @

Figure 35: Effets des champignons Aspergillus clavatus, Metarhizium anisopliae et
Metarhizium sp sur le taux intrinseéque de la formation de nouvelles générations du puceron
Acyrthosiphon pisum
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CONCLUSION:

Le puceron Acyrthosiphon pisum est sensible aux champignons entomopathogenes
Aspergillus clavatus, Metarhizium anisopliae et Metarhizium sp. Les mortalités et le taux de
reproduction diminuent avec I’augmentation des doses et dans le temps. La diminution du
nombre de nymphes produites est fortement li¢e a la mortalité des adultes.

Pour une bonne utilisation de leur pouvoir pathogeéne, 1’extraction et 1’identification des
toxines impliquées devraient étre faites avant leur application a grande échelle contre les

pucerons.
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CONCLUSION GENERALE

Dans cette ¢étude, nous avons montré que les especes Culex quinquefasciatus, Culex
tigripes et Anopheles gambiae sl (An. arbaiensis apres identification génétique) ont été
présentes suivant les périodes dans la banlieue de dakar du mois d’avril 2009 au mois d’avril
2010. Leur présence était liée a un certains nombre de facteurs dont les plus déterminants sont
la pluviométrie, la température et le pH. Cependant, An. arabiensis est présent durant toute
I’année (avril 2009 a mars 2010) au quartier Sam-Sam 3.

Apres avoir isolé trois souches de champignons (Aspergillus clavatus, Metarhizium
anisopliae et Metarhizium sp), nous avons sélectionné le son comme un milieu de production
en masse. Celui-ci a été plus productif que le riz décortiqué avec les différentes méthodes en
milieux solide, liquide et semi-liquide dans les mini-fermenteurs (Erlenmeyers de 250 ml).
Avec le systeme d’introduction de packing dans le milieu liquide, nous avont posé
I’hypotheése d’une possibilité d’extrapoler un nouveau systeme de fermentation en milieu
semi-liquide en bio-industrie avec des réacteurs de plus grand volume.

En bioindustrie, nous avons produit des spores et métabolites secondaires du
cahmpignon Aspergillus clavatus en adoptant un substrat solide constitué¢ de packing en métal
et de son au bioréacteur généralement utilis¢ pour une fermentation liquide. Les produits
testés (spores et métabolites) ont montré leur efficacité contre les larves et adultes de Cx
quinquefasciatus.

Nous avons montré la possibilité de formuler les spores d’Aspergillus clavatus avec une
huile de neem (Suneem) et son utilisation contre les adultes de Cx quinquefasciatus. Cette
formulation a fait diminuer le taux de survie des adultes de maniére significative en 5 jours.

Contre les larves, les spores d’A4. clavatus ont montré une forte pathogénicité en agissant
par :

- une déstruction des microvillosités suivie d’une dégradation de I’épithélium intestinal,

- une dégradation du tissu musculaire par désorganisation du réticulum sarcoplasmique,

des filaments d’actine et de myosine,

- une dégradation de I’épithélium cuticulaire
Tous ces dégats ont été observés en 24h conduisant a la mort des larves.

Avec les spores de M. anisopliae, nous avons fait une autre formulation avec le Suneem.
Cette formulation a été évaluée sur les adultes d’An. gambiae sl (An. arabiensis). Les
pourcentages de survie ont fortement diminué en 4 jours contrairement a la formulation

aqueuse.
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En milieu semi-naturel, 'utilisation de la DLgy de cette formulation a entrainé une forte
inhibition de I’émergence des moustiques adultes d’An. arabiensis en périodes hivernale et
post-hivernale.

Pour montrer le spectre d’action de ces champignons, nous avons évalué la pathogénicité
des trois souches de champignons sur la reproduction du puceron Acyrthosiphon pisum.

A. Clavatus a été montré pour la premicre fois comme étant un champignon pathogéne
contre les pucerons. Les trois especes ont montré une efficacité contre les adultes par une
mortalité progressive dans le temps et suivant les doses. Cependant, ces mortalités ont une

forte influence sur la production de nymphes qui diminue dans le temps.
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Résume

Des produits de neem (Azadirachta indica) (hvile de neem formulée 1 % et poudre de
neem 0,3 %) fabriqués par une industrie sénégalaise (SENCHIM), ont été appliqués sur
des larves et nymphes du moustique (Cuvlex quinguefasciatus). Les doses ont été de 0,02
d 0,038 % (v/v)etde 0,2 a2 % (p/v) respectivement pour I'huile de neem formulée et la
poudre de neem.

Les résultats dans les conditions du laboratoire ont montré que la poudre de neem était
plus toxique au stade larvaire (mortalités entre 86,1 et 100 %) qu'au stade nymphal
(entre 14,5 et 95,9 % d’udultes envolés). Cependant, I'hvile de neem formulée a été
efficace aussi bien au stade larvaire (mortalité entre 52,1 et 80 %) qu’au stade nymphal
(entre 0 et 14 % d’adultes envolés). L'étude histopathologique a montré que les produits
agissent au niveau du systeme digestif des larves aprés ingestion alors qu’au niveau des
nymphes seul I'effet contact est observé. L’huile de neem formulée 1 % apparait plus
efficace que la poudre de neem 0,3 % pour le contrdle des moustiques en milieu
aquatique.

Mots-clés : neem, Azadirachta indica, stade préimaginal, Culex quinquefasciatus.

Abstract
Comparative study of two neem products (oil and powder) on
preimaginal stages of Culex quinquefasciatus mosquito (Diptera: Culicidae)

Neem (Azadirachta indica) products (neem oil formulated 1 % and neem powder 0.3 %),
manufactured by a Senegalese industry (SENCHIM), were applied to mosquito ((u/ex
quinquefasciatus) larvae and nymphs. The doses products were from 0.02 to 0.038 %
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(neem oil) and 0.2 to 2 % (powder). In laboratory conditions, results showed that neem
powder was more toxic at larval stage (mortalities between 86.1 and 100 %) than
nymphal stage (between 14.5 and 95.9 % adults flow away). Neem oil formulated was
effective as well as larval stage (mortality between 52.1 and 80 %) than nymphal stage
(between 0 and 14 % adults flown away). The histopathological study reveals that neem
products act upon larval digestive system after ingestion, whereas for nymphs only
contact effects are showed. Neem oil formulated 1 % appears more effective than neem
powder 0.3 % for mosquitoes control in aquatic environment.

Keywords : Neem, Azadirachta indica, preimaginal stage, Culex quinquefasciatus.

1. Introduction

Malgré leur efficacité dans la lutte contre les insectes et plus particulierement contre les
moustiques, l'utilisation des insecticides chimiques de synthése présente des
inconvénients par I'apparition des effets indésirables [1-3]. L'utilisation des produits
naturels devient alors une perspective de recherche et fait I'objet de plusieurs
investigations. Dans le cadre de la recherche d'insecticides naturels, le neem figure
parmi les plantes les plus utilisées. Le neem (Azadirachta indica) est un arbre d’origine
Asiatique que I'on trouve souvent dans les régions arides et semi-arides. Au niveau de
cette plante, la quantité d’huile et des principaux triterpencides varient périodiquement
au cours de 'année [4]. Les amandes de neem sont riches en triterpénes et en huile.

Différents produits sont formulés a partir de I'hvile de neem (Neemix, Margosan-0, etc.)
et utilisés contre les insectes. Son caractére insecticide a été étudié sur les larves de
certains moustiques tels que Cwlex sp. [5], Anopheles sp [6], Aedes aegypti [7]. La
principale matiére active est I'azadirachtine. La teneur en matiére active est plus élevée
dans les graines que dans le reste de la plante [6]. Aprés pressage des amandes de
neem, la totalité de la matiere active reste dans les tourteaux alors que I'huile n’en
posséde qu’une faible teneur. La poudre est généralement utilisée par les jardiniers pour
la protection des cultures. Le neem a des caractéres antiappétant, répulsif et inhibiteur
de la croissance des insectes. Des extraits aqueux de neem ont montré des effets
néfastes sur la fertilité, la fécondité et le développement post-embryonnaire de certains
diptéres [8]. Les travaux de [9] ont montré que I'huile des amandes de neem est plus
efficace contre l'oviposition et contre I'émergence des adultes de [linsecte
Callosobruchus macvlatus que la poudre de neem.

En milieu urbain et périurbain, la prolifération des moustiques en particulier celle du
(ulex quinquefasciatus est observée en période hivernale et post-hivernale. L'utilisation
des produits de neem (huile et poudre) contre les larves de moustiques pourrait réduire
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cette prolifération. Cependant, pour les stades préimaginaux des moustiques, la phase
nymphale est plus courte que la phase larvaire. De ce fait, I'efficacité et 'action de ces
deux produits peuvent différer selon le stade préimaginal. Il est donc nécessaire de faire
une étude comparative de ces deux produits sur les stades préimaginaux des
moustiques.

La présente étude consiste a :
- préciser le stade le plus sensible pour chaque produit,
- montrer a quel niveau agissent les deux produits pour chaque stade,
- proposer le produit le plus efficace pour lutter contre la prolifération des moustiques.

2. Matériel et méthodes

2-1. Matériel

2-1-a. Matériel animal

Des eeufs du moustique Culex quinquefasciastus sont récoltés quotidiennement au niveau
des bacs artificiels du département de Biologie Animale. Les ceufs sont mis a éclosion
dans des bacs contenant de I'eau du robinet. Aprés éclosion, les larves de premiére
génération sont nourries avec de la poudre de pain en prenant le soin de changer
régulierement I'eau d’élevage. Ainsi, nous avons obtenu successivement des larves de
stades L1, L2, L3, L4 et des nymphes.

2-1-b. Matériel végétal

Le matériel végétal nous a été fourni par la SENCHIM, une industrie chimique
Sénégalaise.

2-2. Méthodes

2-2-a. Traitement avec I’huile de neem formulée

Pour chaque traitement, nous avons utilisé 11 bocaux de 10 cm de coté et 7 cm de
hauteur contenant chacun 500 mL d’eau. Pour les larves, nous avons mis dans chaque
bocal 100 larves dont 25 individus pour chaque stade larvaire et de la poudre de pain
comme nourriture. Pour les nymphes, le méme nombre d’individus est utilisé.

Le volume en huile de neem formulée varie de 0,02 % a 0,038 % avec des pas de
0,002 %.

Nous avons fait des constats de mortalité toutes les 24 h en faisant chaque jour le cumul
des mortalités.
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2-2-b. Traitement avec la poudre de neem

La quantité de poudre varie de 0,2 % a 2 % avec des pas de 0,2 %. Ces doses sont
choisies svite @ des tests antérieurs que nous avons effectués au laboratoire.

Le méme nombre d’individus est utilisé aussi bien pour les larves que pour les nymphes.
Nous avons fait des constats de mortalité toutes les 24 h en faisant chaque jour le cumul
des mortalités.

Pour les traitements, la température moyenne pour les traitements était de 26°C £ 0,55
et le taux d’humidité moyenne était de 88 % % 0,14.

2-2-c. Analyse statistique

Nous avons effectué deux séries de traitements et les valeurs données représentent la
moyenne des deux séries. Les mortalités corrigées sont calculées en appliquant la
formule d’Abbott :

% m = (NL M- NLMT) X 100 / (NTL — NLMT) (1)

%m = pourcentage de mortalité

NLM = nombre de larves mortes

NLMT = nombre de larves mortes dans le témoin
NTL = nombre total de larves

Pour les nymphes, nous avons considéré en méme temps la mortalité des nymphes et
des adultes issus des nymphes traitées. Pour connditre le pourcentage d’adultes envolés,
nous avons fait la différence entre le nombre de nymphes traitées et le nombre
d’individus morts.

Le pourcentage d’adultes envolés est obtenu en faisant cette différence :
WAE=1T1-%(NM + AM) (2)

% A.E. = Pourcentage d’adultes envolés
N.M. = Nymphes Mortes
A.M. = Adultes Morts

Le logiciel Excel est utilisé pour le calcul des moyennes de mortalité pour chaque stade.
Pour chaque produit, nous avons utilisé le test Khi-deux ( X*) pour voir si l'efficacité des
produits entre les larves et les nymphes est significativement différente ou non.

2-2-d. Etude histologique

Aprés traitement, les larves et nymphes moribondes sont fixées au carnoy2 pendant 72 h.
Les larves sont ensuite soumises successivement d une déshydratation, imprégnation et
inclusion. Aprés confection et la taille des blocs, les coupes de 7 um d’épaisseur faites au
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microtome sont colorées par la méthode du trichome de Masson. Les observations sont
faites au microscope photonique Motic relié a un micro-ordinateur ol les photos sont
enregistrées sous format JPEG.

3. Résultats

3-1. Effets insecticides des produits de neem sur les larves de C
quinquefasciatus

3-1-a. Cas de I'huile de neem formulée

Tableau 1 : Pourcentages de mortalités des larves de Culex quinquefasciatus traitées
avec l'hvile de neem formulée 1 %

Jours Pourcentages en huile de neem formulée (1 %) Témoin
0,02 ( 0,022 {0,024 | 0,026 | 0,028 | 0,03 | 0,032 | 0,034 | 0036 | 0,038

J 2451 275 | 45 | 12 25 16 72 245 25 | 415

J2 32 43 41 47 | 40 | 52 435 43 555 | 585

J4 43 | 51,5 | 54 | 66,5 | 565 | 615 | 575 58 12 69

2
3
J3 [375| 51 | 525 | 60 | 51 | 585 56 54 67 62 8
8
9

J5 [485| 54 | 585|745 60 | 675 595 60 745 | 70,5

J6 51 50 | 625 | 775 | 645 | 68,5 62 61,5 17 74 10

J7 |525| 625 | 675|825 | 685 | 715 635 63,5 80 | 775 11

Le Tableau T montre une mortalité croissante des larves de Cvlex quinquefasciatus au
cours du temps. Ce tableau montre des mortalités allant de 52,5 a 80 % sept jours apres
traitement par rapport au témoin (11 % de mortalité). Cependant, nous n’avons pas
obtenu 100 % de mortalité. Une semaine aprés test, la moyenne des mortalités est de
68,95 %.
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3-1-b. Cas de la poudre de neem

Tableau 2 : pourcentages de mortalités des larves de Culex quinquefasciatus traitées
avec la poudre de neem 0,3 %

jour Pourcentages en poudre de neem (0,3 %) Témoin
SToafoafos o8] 1 [12] 14 [16] 18] 2

15| 45 | 45 | 45 8 13,5 13 11 10,5 16 0
2155 8 16 | 225 | 215 | 415 | 53 655 | 745 | 74 0
JB 12| 30 | 395 51 50 69 69,5 17 86 79 0

J4 1376 42,7 | 748 | 647 | 657 | 762 | 783 | 984 | 984 | 964 05
J5 1629|685 837|827 | 948 | 954 | 933 | 100 | 100 | 100 1,5

J6 | 688 | 80 | 838|857 | 958 | 964 | 96,9 | 100 | 100 | 100 2

J7 | 86,1 | 871958902 | 9,8 | 968 | 989 | 100 | 100 | 100 25

Le Tableau 2 montre une mortalité croissante des larves de Culex quinquefasciatus au
cours du temps mais aussi avec les doses (0,2 a 2 %). Les doses Iétales 50 (1,4 %) et 100
(2,6 %) sont obtenues respectivement en 2 et 5 jours. Une semaine aprés, la moyenne
des mortalités est de 95,17 %.

3-2. Effets insecticides des produits de neem sur les nymphes de C.
quinquefasciatus

3-2-a. Cas de I'huile de neem formulée

Tableau 3 : pourcentages d’adultes envolés en fonction de la quantité d’huile de aprés
traitement des nymphes de Culex quinquefasciatys

Jours Pourcentages en huile de neem formulée (1 %) Témoin
0,02 | 0,022 | 0,024 | 0,026 | 0,028 | 0,03 | 0,032 | 0,034 | 0,036 | 0,038

J2 | 06 | 22 1.9 14 12,9 | 81 0 0 0 0 84,5

Le Tableau 3 montre une nette diminution des pourcentages de moustiques adultes
envolés (entre 0 et 14 %) en fonction des doses en huile de neem par rapport au témoin
(84,5 %). Lo moyenne des mortalités (m;) est de 95,43 % par rapport au témoin
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(13,5 %). A partir de la dose 0,032 %, aucun adulte ne s’est envolé. La majeure partie
des individus traités est morte 2 jours aprés.

3-2-h. Cas de la poudre de neem

Tableav 4 : pourcentages d'adultes envolés en fonction de la quantité poudre de neem
aprés traitement des nymphes de Culex quinquefasciatus

Jours Pourcentages en poudre de neem (0,3 %) Témoin

02 | 04 | 06 | 08 1 12 | 14 |16 | 18 2

J2 | 959 | 87,7 | 86,6 | 805|815 537|403 | 20,7 | 258 | 145 97

Le Tableau 4 montre une diminution des pourcentages de moustiques adultes envolés
(entre 14,5 et 95,5 %) en fonction de la teneur en poudre par rapport au témoin (97 %).
Cependant cette diminution est plus faible par rapport a I'hvile de neem formulée. La
moyenne des mortalités (my) est de 41,28 % et donc la majeure partie des individus est
passée en adulte et s’est envolée.

3-3. Comparaison de 'efficacité de chaque produit sur les deux stades
préimaginaux

3-3-a. Avec I'huile de neem formulée

L’application du test Khi-deux montre que I'efficacité de I'huile de neem formulée sur les
larves et les nymphes n’est pas significativement différente (ddl = 9; o = 5 %;

X’ tabulé =3,325 ; X’ calculé = 1,133).
3-3-b. Avec la poudre de neem

L’application du test Khi-deux montre que I'efficacité de la poudre de neem sur les larves
et les nymphes est significativement différente (ddl = 9; 0 =5%; X" tabulé = 3,325 ;
X’ calculé = 8,59).
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3-4. Etude histologique des larves et nymphes traitées aux produits de nem
3-4-a. Sur les larves

* Larves non traitées

Figures 1a & 1b : Coupes histologiques des larves de Culex quinquefasciatus
non traitées (témoin) (6= 400)

La coupe longitudinale passant au niveau du thorax des larves de Culex quinquefasciatus
non traitées montre la présence de tissus intacts (tissu adipeux (t ad), tissu musculaire (t
m). La colonne alimentaire (c al) est présente et est entourée par les cellules épithéliales
gastriques (c ep g).

* Larves traitées avec I’huile de neem formulée

Figure 1c¢: Coupe histologique d’vne larve de (ulex quinquefasciatus
traitée d l'huile de neem formulée (6= x 400)
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La coupe longitudinale au niveau antérieure des larves de Culex quinquefasciatus

traitées a I'huile de neem formulée (1c) montre, des cellules épithéliales gastriques
détruites (c ep g d) envahissant la lumiére du coecum, wune colonne alimentaire
désorganisé (c al d) et un tissu adipeux absent par rapport au témoin (Figures I1a et

1b).

* Larves traitées avec la poudre de neem

Figure 1d : Coupe histologique d’une larve de Culex quinguefasciatus
traitée d la poudre de neem (6 = x 400)

La coupe longitudinale au niveau antérieure des larves de Culex quinquefasciatus
traitées a la poudre de neem montre une destruction des cellules épithéliales gastriques
(c ep g) et une désorganisation de la colonne alimentaire (¢ al d). Cependant, la
désorganisation des cellules gastriques est moins importante par rapport a celle des
larves traitées a I'huile.

3-4-b. Sur les nymphes

* Nymphes non traitées (témoin)

Sur les Figures 2a et 2b, nous pouvons noter la présence des cellules glandulaires
(c gl), de la chane nerveuse (ch n), du tissu musculaire (t m) et des réserves alimentaires
(r al) en bon état.
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Figures 2a et 2b : Coupes histologiques des nymphes de Culex quinquefasciatus
non traitées (témoin) (G = x 400)

* Nymphes traitées avec I’huile de neem formulée

Figure 2¢ : Coupe histologique d’une nymphe de Culex quinquefasciatus
traitée d l'huile de neem formulée (6 = x 400).

Sur cette Figure 2¢, nous pouvons noter que les organes observés a savoir les cellules
glandulaires (c gl), la chaine nerveuse (ch n), le tissu musculaire (t m), le tissu adipeux (t
ad) et les réserves alimentaires (r al), Cependant, nous pouvons noter un début de
dégradation des structures par rapport au témoin (Figures 2a et 2h)._
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* Nymphes traitées avec la poudre de neem

Figure 2d : Coupe histologique d'une nymphe de Culex quinquefasciatus
traitée d la poudre de neem (6= 400)

Sur la Figure 2d, nous pouvons noter la présence du tissu adipeux (t ad), des cellules
glandulaires (c gl) avec leur noyau (n) et du tissu musculaire (t m). Cependant, nous
pouvons noter un début de dégradation des structures par rapport au témoin (Figures
2a et 2b)

4. Discussion

De nombreux travaux ont montré 'efficacité de I'huile de neem sur les insectes [5-7,10].
Cependant, il faut noter qu’en plus de I'action de la matiére active, 'huile de neem pure
tue les larves de moustique par asphyxie en les emp&chant de respirer a la surface de
I'equ.

La formulation de I'huile de neem pure en y ajoutant des sulfactants lui permet d’étre
miscible avec I'eau. Les travaux de [11] ont montré une mortalité de 51,6 % des larves
de C(ulex quinquefasciatus en un jour avec 5 % d’huile de neem émulsionnable. Avec
I'huile de neem formulée 1 %, nous avons obtenu pour une dose de 0.03 % (soit 3 mg/L
en azadirachtine) 50 % de mortalité en 2 jours (Tableav 1).

Selon [12], la moitié de la durée de vie de I'azadirachtine est de 282 h & 25°C et celle-ci
décroft si la température augmente. Nous avons effectué nos travaux dans des
conditions de température comprises entre 24 et 28,5°c durant 7 jours.

Les résultats montrent I'effet toxique des produits de neem sur le développement des
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larves et nymphes de moustique. Cependant, I'huile et la poudre ne se comportent pas
de la méme maniére. L’huile de neem formulée est aussi efficace contre les larves que
contre les nymphes. Ce qui n’est pas le cas pour la poudre de neem. En effet, la matiére
active (azadirachtine) qui se trouve dans la poudre (solide) est libérée lentement dans
I'eau alors que la formulation de I'huile facilite la libération et la diffusion de la matiére
active. Les fortes mortalités des larves observées (100 %) avec I'application de la
poudre de neem (Tableau 2) sont dues au fait que les doses choisies sont plus fortes
que celles de I'hvile de neem formulées. Au bout de 2 jours, la majeure partie de la
matiére active est passée du solide (poudre) vers le liquide (eau). La durée des quatre
stades larvaires (L1,12, L3 et L4) étant plus longue, la matiére active peut donc agir
avant que les larves ne puissent passer en nymphes.

Les travaux de [13] ont montré que I'application de la poudre de neem a 500 kg/ha ou 50
g/m? a entrainé une mortalité des larves de C(ulex quinquefasciatus a 90 % dans des
champs de riz. Considérant nos bocaux ayant une surface de 0,01 m2 (10 X 10 ¢m), nous
pouvons faire une correspondance de cette dose qui serait a 0,5 g pour 0,01 m2. Dans nos
travaux, cette dose correspond a celle ayant donné une mortalité située entre 87 et 95
% en 7 jours. Cette similitude montre bien I'efficacité de la poudre de neem sur les
larves de moustiques aussi bien au laboratoire qu’en milieu ambiant.

Le stade nymphal des moustiques dure entre 2 et 3 jours, ce qui fait que les nymphes
traitées avec la poudre de neem auront le temps de passer en adulte et de s’envoler
avant que le produit n’agisse. Avec I'huile, la mortalité des individus (nymphes et adultes
émergés) est plus importante (m= 95,43 %) qu’avec la poudre de neem (m,= 42,28 %).
En effet, lors de nos travaux, nous avons constaté que certaines nymphes traitées d
I'hvile de neem formulée sont mortes avant la nymphose, d’autres au moment de la
nymphose (effet contact). Nous avons pu constater que certains adultes issus des
nymphes traitées a I'huile de neem n’ont pas pu s’envoler. Ce qui serait du d la nature
huileuse qui empéche les moustiques de s’envoler aprés émergence.

Avec la poudre de neem, la mortalité des nymphes est observée pratiquement au
moment de la nymphose (effet contact du produit). Sur le plan physiologique, les
nymphes ne se nourrissent pas mais utilisent des réserves nutritives du stade larvaire.
Chez les larves, les produits appliqués agissent aprés ingestion (destruction des cellules
gastriques) et par effet contact, alors que chez les nymphes, seul I'effet contact se
manifeste. En effet, puisque les nymphes ne se nourrissent pas, les produits ne peuvent
donc pas &tre ingérés. Contrairement aux larves qui en s’alimentant ingérent en méme
temps le produit appliqué. Le mode d’action de ces produits sur les cellules gastriques
est identique a celui décrit par [14]. L'application de la poudre de neem ne peut
empécher aux nymphes d’évoluer en adulte que si la dose est forte. L'utilisation de

I'hvile de neem formulée en miliev aquatique est donc plus sire pour empécher la
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prolifération des moustiques. Néanmoins, la poudre reste toujours efficace contre les
larves du moustique (vlex quinquefasciatus. L'huile de neem formulée et la poudre de
neem agissent de la méme maniére au niveau des larves (destruction des cellules
gastriques) mais différemment au niveau des nymphes (effets contacts au moment et
apres la nymphose).

5. Conclusion

Les résultats de notre étude nous ont permis de dire que I'huile de neem formulée est
aussi efficace sur les larves que sur les nymphes. La poudre par contre n’est efficace
que sur les larves.

L’huile de neem formulée et la poudre de neem agissent par voie intestinale et par
contact sur les larves, alors qu'elles n’agissent que par contact sur les nymphes.

A Tissue de cette étude, nous pouvons dire que I'huile de neem formulée est plus efficace
que la poudre de neem sur les stades préimaginaux des moustiques.
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STUDII DE PARAZITOLOGIE / ENTOMOLOGIE

Compatibilité entre Aspergillus clavatus (Hyphomycetes) et I’huile de
neem (Azadirachta indica) contre le moustique vecteur de filarioses
Culex quinquefasciatus (Say, 1823) (Diptera : Culicidae)

F. Seye, M. Ndiaye
Laboratoire de Biologie de la Reproduction, Département de Biologie Animale,
Faculté des Sciences et Techniques, Université Cheikh Anta Diop de Dakar, Sénégal.

Résumé

Certaines espéces de champignon appartenant au genre Aspergillus ont montré leur effet
larvicide sur les moustiques. Cependant, leur action sur les adultes n’a pas été montrée. Dans nos
travaux, nous avons formulé des spores de Aspergillus clavatus (Hyphomycetes) par une huile de neem
emulsionnable (Suneem 1%). Dans les conditions du laboratoire, I’application de la formulation Suneem
+ champignon (S+A) et du Suneem (S) a été effectuée avec une dose de 40 ml/m’ sur des adultes de Culex
quinquefasciatus. Les résultats ont montré que les mortalités cumulées ont été plus fortes avec la
formulation qu’avec le Suneem (p= 0,06) ou le témoin (P=0,008). Les mortalités moyennes en 5 jours
ont éte de 86 £ 1,7 % et 29 + 1,14 % pour respectivement S+A et S comparées au téemoin (3 £ 1,1 %). Par
ailleurs, les résultats ont montré que les mortalités sont plus fortes chez les males (54 1,3 % et 19 1,1
%) que chez les femelles (32 £1,1 % et 10 + 0,3%) pour respectivement S+A4 et S. L’ infection des adultes
traités avec la formulation S+A a été montrée par une forte germination du champignon. Nos travaux
montrent donc que le Suneem facilite non seulement [’adhésion des spores sur les adultes de Cx
quinquefascitus, mais agit comme adulticide. 1l apparait ainsi une possibilité de synergie entre le Suneem
et le champignon A. clavatus contre les moustiques. L’effet synergique de ces deux produits sur des
larves et des adultes de différentes espéces de moustiques mérite donc d’étre étudier.

Mots clefs : Aspergillus clavatus, Azadirachta indica, Culex quinquefasciatus, lutte biologique

d'applications des mycetes utilisant l'eau, les

Introduction . s .
suspensions détersives, ou les poudres mouillables,

En Afrique, certaines espéces de moustique
appartenant aux genres Anopheles, Aedes et Culex
sont responsables de la transmission de parasites
responsables de maladies (malaria, fievre jaune,
filarioses etc.). Dans la lutte contre les moustiques
vecteurs, des études ont montré 1’efficacité de
produits de neem (13, 15, 22, 23) et de champignons
9, 18, 19, 20, 24). Certaines especes de
champignons appartenant au genre Aspergillus sont
connues pour leur effet pathogeéne contre les larves
de moustiques (4spergillus parasiticus (5), A. flavus
et A. parasiticus, (9)). Cependant, I’application des
spores de champignon contre les moustiques adultes
nécessite une formulation pour permettre 1’adhésion
et la pénétration par la cuticule. Selon Bradley et
Britton (1995), les spores de champignons tels que
Beauveria  bassiana et  dautres  especes
entomopathogenes sont fortement hydrophobes et
difficiles a suspendre dans l'eau. Beaucoup

emploient les argiles comme aides de suspension ou
poudre séche. Cependant, dans des suspensions en
eau, les spores peuvent germer et perdre leur
infectiosité apres seulement vingt-quatre heures (4).
Actuellement, seules certaines especes de
champignons telles que Metarhizum anisopliae (3,
6, 10) et Beauveriae bassiana (7) sont utilisées dans
des formulations huileuses. La compatibilité entre
I’huile de neem et certains champignons
entomopathogenes (M. anisolpliae et Beauveriae
bassiana) a ét¢ montrée (7). Par contre, la
compatibilte entre 1’huile de neem et certaines
especes appartenant au genre Aspergillus telle que
Aspergillus clavatus n’a pas ét¢ montré.

Notre ¢étude consiste a montrer la
compatibilité entre A. clavatus et une huile de
neem émulsionnable (Suneeml1%) contre des
adultes males et femelles de moustique vecteur de
filariose Culex quinquefasciatus.
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Matériel et méthodes

Huile de neem (Suneem 1%)

Le Suneeml1% est formulée par une
industrie chimique Sénégalaise (SENCHIM).
C’est une formulation émulsionnable obtenue a
partir de I’huile de neem pure enrichie en maticre
active (m.a.) (Azadirachtine).

Le champignon

Des échantillons du champignon A.
clavatus isolé a I’Université Cheikh Anta Diop de
Dakar et identifié au laboratoire ont été conservés
au réfrigérateur. Apreés culture sur farine de blé
stérilisée a 120°C pendantl0 mn, les spores sont
récupérées et conservées au froid. La teneur en
spores (nombre de spores par gramme) a été
effectuée sur lame hématimétrique.

Les moustiques

Des larves de Culex quinquefasciatus ont
¢été récoltées au niveau des bacs du Département
de Biologie Animale (Universit¢ Cheikh Anta
Diop de Dakar, Sénégal). Elles sont élevées dans
des bocaux de dimension 10 x 10 x 7 cm a une
humidité relative de 70 a 85% et une température
moyenne de 26°C. Elles ont été nourries avec de
la chapelure de pain. Apres émergence des adultes
dans des cages de dimension 50 x 50 c¢m, nous
avons séparé les femelles des males dans deux
cages. Tous les adultes ont été nourris avec une
solution de sucrose 6% pendant 48 h avant les
tests.

Préparation du produit

Dans un Erlenmeyer de 250 ml contenant
100 ml de Suneem 1%, nous avons versé¢ une
quantité de 1 g de spores séches (79 10° spores).
Le tout est placé sur un agitateur pendant 2h pour
avoir un produit mixte S+A (79 107 spores/ml et
10 mg m.a./ml).

Pour la solution de pulvérisation nous
avons dilué 10 ml de cette solution S+A par 90 ml
d’eau distillée dans un tube de 250 ml. La teneur
de cette solution est donc 7,9 10’ spores/ml + Img
de m.a./ml.

Test sur les moustiques:

Trois séries de traitements ont été faites
pour la méme dose. Pour chaque série, nous avons
utilisé 3 cages cubiques (50 x 50 cm). Dans
chaque cage, nous avons mis 50 males et 50
femelles de Culex quinquefasciatus. Nous avons

pulvérisé la formulation du champignon et I’huile
de neem & une dose de 40 ml/m” respectivement
dans les deux premiéres cages, la troisiéme ayant
servi de témoin (pas de pulvérisation). Nous avons
choisi cette dose en spores en nous référant sur la
gamme de doses choisies par Scholte et al., 2003
(18). Les tests avec I’huile de neem formulée
(Suneem) sont réalisés pour voir son effet sur les
adultes.

La pulvérisation a été faite a travers les
mailles de la toile moustiquaire. Les moustiques
seront donc infectés directement au moment de
la pulvérisation ou au moment du repos sur la
toile moustiquaire. Les constats de mortalité et
du nombre de survie (male et femelle) sont
effectués toutes les 24h (pendant 5 jours). Ces
deux constats sont faits pour vérifier 1’effectif
total (50 males et 50 femelles). Pour vérifier
I’infection des adultes par le champignon, les
moustiques morts sont placés dans des boites de
Pétri avec papier filtre imbibé d’eau distillée. Les
observations ont été effectuées a la loupe 7 jours
apres incubation.

Analyse des données

Les pourcentages de survie male et
femelle sont utilisées pour l’analyse de survie
avec le logiciel Statview. Les mortalités sont
corrigées avec la formule d’Abbott (1). Les
mortalités cumulées des adultes traités avec la
formulation S+A et S sont utilisées pour effectuer
le test t de Student.

Résultats

Tout juste aprés pulvérisation des deux
produits S+A et S sur les moustiques adultes, nous
avons constaté une chute rapide d’environ 90%
des adultes. Quelques minutes aprés (30 mn),
presque 95% avaient repris leur vol et se
trouvaient sur les parois de la cage. Vingt quatre
heures aprés pulvérisation, nous avons commencé
a constater les mortalités. Les résultats ont montré
que les courbes de régression de survie des adultes
traités aux deux produits sont plus basses chez les
males que chez les femelles (Figure 1).
Cependant, les mortalités cumulées (Figure 2) ont
été plus importantes avec la formulation (S+A)
qu’avec le Suneem seul (S) (p= 0,06) ou le témoin
(P= 0,008). L’incubation des adultes morts
pendant 7 jours sur papier filtre humide montre
une forte germination (>95%) du champignon A.
clavatus (Figure 3). Par contre, aucune
germination n’a été observée sur les adultes non
traités au champignon.
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Tableau 1 - Pourcentage de mortalités cumulées des adultes males et femelles de Culex
quinquefasciatus traités au S+A ou S (A= Aspergillus clavatus, S= Suneem, T= Témoin).

Iulale Fetnelle Total Iale Total

1507 504 20+£011 11£0,1 o+ 16 000

=13 18001 43513 12«05 +00 1,504
£0,3 1704
13 1704

40 1l

Figure 2 - Pourcentage de mortalités cumulées des adultes de Culex quinquefasciatus traités aux
produits S+A ou S.

Jours
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Figure 3 - Culex quinquefasciatus mdle non infecté et infecté par Aspergillus clavatus 7 jours aprés
incubation. Ab. = Abdomen, Ai= Aile, An. = Antenne, T. = Téte, Th. = Thorax.

Discussion

Selon Kirschbaum (1985) (11), les
champignons pathogenes aux insectes et leurs
dérivés peuvent étre une approche prometteuse
pour la lutte biologique contre les moustiques.
Plusieurs especes de champignons appartenant au
genre  Aspergillus  telles que  Aspergillus
parasiticus, A. flavus ont montré leur effet
pathogeéne contre les larves de moustique.
Cependant, I’effet pathogéne d’une espece de
champignon appartenant au genre Aspergillus n’a
pas été montré sur les moustiques adultes.

Dans nos travaux, [’utilisation de
Aspergillus  clavatus formulé avec une huile
émulsionnable (Suneem) a montré un effet
adulticide =~ contre  Culex  quinquefasciatus.
Cependant, les mortalités différent selon le sexe du
moustique adulte. Comparés aux travaux de
Scholte et al. 2003 (18), A. clavatus a les mémes
effets que Metarhizium anisopliae contre les
adultes de Cx quinquefasciatus. En effet, nos
résultats ont montré que 5 jours apres application
de la formulation de A. clavatus, les mortalités
observées chez les adultes males sont plus
importantes (54 +1,3 %) que celles observées chez
les femelles (32 1,1 %). Cependant, Scholte et
al. 2003 (18) ont obtenu avec M. anisopliae un
TLso de 5 jours chez les adultes avec 1,6 x 10"
spores/m” alors que nous avons obtenu avec A.
clavatus une mortalité de 86,5 +0,71 % pour une
dose de 3,16 10’ spores/rnz. Cette différence de
mortalité pourrait étre expliquée par la sensibilité
de Cx quinquefasciatus par rapport aux deux
especes de champignon ou par [’huile de
formulation du champignon. En effet, Scholte et
al. 2003 (18) ont utilisé 1’huile de tournesol, alors

que dans nos travaux nous avons utilisé¢ le Suneem
contre la méme espéce de moustique. Par ailleurs, des
travaux ont montré que le Suneem a un effet larvicide
sur Anopheles gambiae (14). Des travaux ont montre
que les produits de neem ont un effet de blocage sur
I’0ogenése du moustique Anopheles stephensi (12) et
un effet répulsif (16, 21). L’utilisation du Suneem
expliquerait donc les fortes mortalités que nous avons
obtenues en 5 jours (86, £ 0,71 %) avec une dose de
3,16 10° spores/mz. Néanmoins, cette mortalité
obtenue sur Cx quinquefasciatus est proche de celle
trouvée par Scholte et al., 2007 (20) sur Aedes aegypti
(87,1 £2,67 % ) et sur Aedes albopictus (89,3 + 2,2
%) avec 'utilisation du M. anisopliae mais a une dose
plus forte que la notre (1,6 10" spores/m?). Dans leurs
travaux, ils ont aussi montré une différence de
sensibilité entre les males et les femelles vis-a-vis du
champignon.

Les fortes mortalités observées avec le
champignon formulé pourraient donc étre
expliquées par un effet de synergie entre A.
clavatus et 1’azadirachtine contenue dans I’huile de
neem. La germination du champignon sur les
adultes montre la compatibilité entre le Suneem et
A. clavatus. Des ¢études ont montré des cas de
synergisme entre différents biopesticides contre les
moustiques (8). Cela montre donc la possibilité de
combiner différents biopesticides compatibles
pouvant agir en synergie. Cette nouvelle approche
pourrait étre une alternative a 1’utilisation de
certains insecticides chimiques pour une lutte
efficace contre les moustiques vecteurs.

Nos travaux ont montré la compatibilité de
I’huile de neem (Suneem) avec A. clavatus, leur
action adulticide sur Cx. quinquefasciatus et une
possibilité¢ de synergisme. Cependant, 1’azadirahtine
contenue dans I’huile de neem est sensible aux
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rayonnements ultraviolets et a une durée de vie
déterminée (17). Selon Bradley et Britton (1995) (4),
les spores sont mieux protégées par les formulations
huileuses contre les rayons ultraviolets mais avec
une durée de vie de 40 jours. Nos travaux n’ont pas
montré la durée de la compatibilité entre 4. clavatus

Références bibliographiques
1. Abbott, WS. A method of computing the
effectiveness of an insecticide. J. Econ. Entomol.
1925, 18: 265-267.
2. Batta YA. Production and testing of novel
formulations of the entomopathogenic fungus
Metarhizium anisopliae (Metschinkoff) Sorokin
(Deuteromycotina: Hyphomycetes). Crop
Protection, 2003, 22: 415-422.
3. Bateman RP., Carey M. et al. The enhanced
infectivity of Metarhizium flavoviride in oil
formulations to desert locusts at low humidities.
Annals of Applied Biology 1993, 122: 145-152.
4. Bradley CA., Britton JH. Formulations of
entomopathogenic fungi for use as biological
insecticides.  World  International = Property
Organisation, 1995. No wo//010597
5. Hati AK, Ghosh SM. Aspergillus parasiticus
infection in adult mosquitoes. Bulletin of the
Calcutta School of Tropical Medicine, 1965, 13:
18-19.
6. Hernadez-Velazquez V. M., Berlanga-
Padilla A. M. and Barrientos-Lozano L. (2000).
Vegetable and mineral oil formulation of
Metarhizium anisopliae var. acridum to control
the central locust (Schistocerca piceifrons
Walker) (Orthoptera: Acrididae). Journal of
Orthoptera Research. 9: 223-227.
7. Hirose E., Neves P. M. O. J., Zequi J. A. C.,
Martins L. H., Peralta C. H. and Moino Jr. A.
(2001). Effect of Biofertilizers and Neem Oil on
the Entomopathogenic Fungi Beauveria bassiana
(Bals.) Vuill. and Metarhizium anisopliae
(Metsch.) Sorok. Brazilian Archives of Biology
and Technology. 44: 419-423.
8. George S., Vincent S. Comparative efficacy of
Annona squamosa Linn. and Pongamia glabra
Vent. to Azadirachta indica A. Juss against
mosquitoes. J. Vect. Borne Dis., 2005, 42: 159-163.
9. Govindarajan M., Jebanesan A., Reetha D.
Larvicidal effect of extracellular secondary
metabolites of different fungi against the
mosquito, Culex quinquefasciatus Say. Tropical
Biomedicine., 2005, 22: 1-3.
10. Kaaya GP., Hassan S. Entomogenous fungi
as promising biopesticides for tick control.

et le Suneem. Il est donc nécessaire d’étudier d’une
part I’effet synergique et la durée de la compatibilité
entre 1’huile de neem formulée et Aspergillus
clavatus ; et d’autre part Deffet de cette
formulation sur les larves et adultes d’autres
especes de moustique vecteurs de parasites.

Experimental and Applied Acarology, 2000, 24:
913-926.

11. Kirschbaum, JB. Potential implication of
genetic engineering and other biotechnologies to
insect control. Annual Review of Entomology,
1985, 30: 51-70.

12. Lucantoni L., Giusti F. et al. Effects of a
neem extract on blood feeding, oviposition and
oocyte ultrastructure in Anopheles stephensi
Liston (Diptera: Culicidae). Tissue and cell 2006,
38:361-71.

13. Ndione RD., Seye F., Ndiaye M. Effets
histopathologiques des produits de neem
(Azadirachta indica, A. JUSS) sur les larves de
Culex quinquefasciatus (Say, 1823) (Diptera :
Culicidae), Dakar Médical, 2005, 51: 107-112.

14. Ndione R. D., Faye O et al. Toxic effects of
neem products (Azadirachta indica A. Juss) on
Aedes aegypti Linnaeus 1762 larvae, African
Journal of Biotechnology, 2007, 6: 2846-2854.

15. Okumu FO., Knols BGJ., Fillinger U.
Larvicidal effects of a neem (4zadirachta indica)
oil formulation on the malaria vector Anopheles
gambiae. Malaria Journal 2007, 6: 63.

16. Ravindran J., Eapen A., Kar 1. Evaluation
of repellent action of neem oil against the filarial
vector, Culex  quinquefasciatus  (Diptera:
Culicidae). Indian J. Malariol, 2002, 39: 13-17.
17. Scott M. et Kaushik NK. The toxicity of a
neem insecticide to populations of culicidae and
other aquatic invertebrates as assessed in situ
microcosms. Archives of  environment
Contamination and Toxicol., 2000, 39: 329-336.
18. Scholte E-J, Njiru BN., et al Infection of
malaria (Anopheles gambiae s.s. and filariasis
(Culex quinquefasciatus) vectors with the
entomopathogenic fungus Metarhizium
anisopliae. Malaria Journal, 2003, 2: 29.

19. Scholte E-J, Knols BGJ, Takken W.
Autodissemination of the entomopathogenic
fungus Metarhizium anisopliae amongst adults of
the malaria vector Anopheles gambiae s.s.
Malaria Journal, 2004, 3: 45.

20. Scholte E-J., Takken W., Knols BGJ.
Infection of adult Aedes aegypti and Ae.
albopictus mosquitoes with the entomopathogenic

Vol.53, nr.1, 2008



48 Compatibilité entre Aspergillus clavatus et I’huile de neem contre le moustique vecteur de filarioses

fungus Metarhizium anisopliae. Acta Tropica,
2007, 102: 151-158.

21. Sharma SK., Dua VK., Sharma VP. Field
studies on the mosquito repellent action of neem
oil. Southeast Asian J Trop Med Public Health.,
1995, 26: 180-2.

22. Seye F., Ndione RD., Ndiaye M. Etude
comparative de deux produits de neem (Huile et
poudre) sur les stades préimaginaux du moustique
Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae).
Afrique SCIENCE, 2006, 02 p : 212-225.

23. Seye F., Ndione RD., Ndiaye M. Effets
larvicides des produits de neem (huile de neem
pure et Neemix) comparés a deux insecticides
chimiques de synthese (la Deltaméthrine et le
Fénitrothion) sur les larves du moustique
Culex quinquefasciatus (Diptera : Culicidae) ;
Journal des Sciences et Technologies, 2006, 1
(4): 27-36.

24. Su X., Zou F. Et al. A report on a mosquito-
killing fungus, Pythium carolinianum. Fungal
Diversity, 2001, 7: 129-133.

Rezumat

Unele specii de ciuperci din genul Aspergillus si-au ardtat efectul larvicid asupra tantarilor.
Totusi, actiunea lor asupra adultilor nu a fost demonstrati. In studiul nostru am folosit spori de
Aspergillus clavatus (Hyphomycetes) in ulei de neem emulsionabil (Suneem 1%). In laborator, aplicarea
formularii Suneem + ciupercd (S+A) si Suneem (S) s-a fiacut in dozd de 40 ml/m’ pe adulti de Culex
quinquefasciatus. Rezultatele au aratat ca mortalitatile cumulate au fost mai mari cu formularea
combinata decat cu Suneem (p= 0,006) sau martor (P=0,008). Mortalitatile medii dupa 5 zile au fost de 86
+ 1,7 % si respectiv 29 + 1,14 % pentru S+A si respectiv S, comparate cu martorul (3 + 1,1 %). In plus,
rezultatele au aratat ca mortalitatile sunt mai ridicate in randul masculilor (54 £1,3 % si 19 1,1 %)
decat al femelelor (32 1,1 % si 10 £ 0,3%) pentru S+A si respectiv S. Infectia adultilor tratati cu
formula S+A a fost demonstrata printr-o intensa germinare a ciupercii. Studiul nostru arata deci ca
Suneem nu faciliteaza doar adeziunea sporilor la adultii de Cx quinquefascitus, ci actioneaza si ca
adulticid. Exista posibilitatea unei sinergii intre Suneem si ciuperca A. clavatus in actiunea impotriva
tantarilor. Efectul sinergic al acestor doua produse asupra larvelor si a adultilor din diferite specii de
tantari merita deci sd fie studiat.

Cuvinte cheie: Aspergillus clavatus, Azadirachta indica, Culex quinquefasciatus, lupta biologica.

Bacteriologia, Virusologia, Parazitologia, Epidemiologia
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quinquefasciatus

Fawrou Seyel’a, Oumar Faye2’b, Mady Ndiayel’c, Ebrima Njie3’CI and José Marie Afoutou?®

'UERBLY, Laboratory of Reproduction Biology, Animal Biology Department, Faculty of Sciences and Technics,
Cheikh Anta Diop University of Dakar, Senegal. P.O. Box: 5005, Dakar Fann, Senegal

2 Laboratoire d’Histologie, Embryologie et Cytogénétique, Faculté de Médecine, Pharmacie et d’Odontostomatologie,
Université Cheikh Anta Diop de Dakar

3 Department of Agriculture and Biological Sciences P.O. Box: 3530 Gambia, University of the Gambia

Abstract

The use of insect pathogenic fungi is a promising alternative to chemical control against mosquitoes. Among the
Hyphomycetes isolated from insects for mosquito control, the genus Aspergillus remains the least studied. In September
2005, four fungi were isolated from the Senegalese locust, Oedaleus senegalensis Kraus (Orthoptera: Acrididae), collected in
Dakar, Senegal. One of these fungi, identified as Aspergillus clavatus, Desmaziéres (Eurotiales: Trichocomaceae) was
highly pathogenic against larvae of the mosquitoes Aedes aegypti L., Anopheles gambiae s.1. Giles and Culex quinquefasciatus Say
(Diptera: Culicidae). An application of 1.2 mg/ml dry conidia yielded 100% mortality after 24 hours against both Ae.
aegypti and Cx. quinquefasciatus while with An. gambiae it was 95%. With unidentified species in the genus Aspergillus,
mortality after 24 h was <5% against all the larval species. Application of A. clavatus produced in a wheat powder
medium using doses ranging between 4.3 to 2 1x107 spores/ml, caused 11 to 68% mortality against Cx. quinquefasciatus at
24h, and 37 to 100% against Ae. aegypti. Microscopic observations showed fungal germination on both Ae. aegypti and Cx.
quinquefasciatus larvae. Histological studies revealed that A. clavatus penetrated the cuticle, invaded the gut and
disintegrated its cells. Some Cx. quinquefasciatus larvae, treated with A. clavatus reached the pupal stage and produced
infected adults. However, the infection was mainly located on the extremity of their abdomen. These results suggest that

A. clavatus could be an effective tool to manage mosquito proliferation.

Keywords: biological control, entomopathogenic fungi

Correspondence: *fawrou@yahoo.fr, bofa)'e@ucad.sn, “mydya200 | @yahoo.fr, debrimanjie@hot’.mail.com, €jmafoutou@hotmail.com
Received: 25 December 2007 | Accepted: 3 March 2008 | Published: 2009

Associate Editor: Fernando Vega was editor of this paper

Copyright: This is an open access paper. We use the Creative Commons Attribution 3.0 license that permits unrestricted use, provided that
the paper is properly attributed.

ISSN: 1536-2442 | Volume 9, Number 42

Cite this paper as:

Seye F, Faye O, Ndiaye M, Njie E, Afoutou JM. 2009. Pathogenicity of the fungus, Aspergillus clavatus, isolated from the locust, Oedaleus
senegalensis, against larvae of the mosquitoes Aedes aegypti, Anopheles gambiae and Culex quinquefasciatus. 7pp. Journal of Insect Science 9:42,
available online: insectscience.org/9.42

Journal of Insect Science | www.insectscience.org |



Journal of Insect Science: Vol. 9 | Article 42

Introduction

Mosquito-borne diseases currently represent a great
health threat in tropical and subtropical climates. As an
alternative to chemical insecticides, natural products
(Koua, 1998; Batra et al., 1998; Ravindra et al., 2002),
predatory fish (Legner 1995; Karch and Coz 1983;
Fillinger et al. 2003) and entomopathogenic fungi
(Nnakumusana 1985; Su et al. 2001; Scholte et al. 2003)
are frequently used in mosquito control. Fungi such as
Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin (Moniliales)
and  Beawveria  bassiana  (Balsamo)  Vuillemin
(Clavicipitaceae), commonly found on terrestrial insects
can also kill mosquito larvae (Alves et al. 2002; Silva et al.
2004a). Studies have shown that mosquito larvae are sus-
ceptible to infections by fungi such as Leptolegna chapmanit
(Lord and Fukuda, 1988), M. anisopliae (Riba et al. 1986;
Lacey et al. 1988; Alves et al. 2002; Silva et al. 2004a;
Wright et al. 2005), B. bassiana (Alves et al. 2002), Aspergil-
lus parasiticus (Hati and Ghosh 1965), Aspergillus spp. (de
Moraes et al. 2001), Aspergillus flavus, A. parasiticus, Penicilli-
um falicum, Fusarium vasinfectum and  Trichoderma  viride
(Govindarajan et al. 2005). Among the various Aspergillus
species known to infect mosquitoes, A. clavatus Des-
mazicres (Eurotiales: Trichocomaceae) has not been ex-
amined as a possible biological control agent. This study
assessed the pathogenicity of an A. clavatus strain against
larval stages of various species of mosquitoes.

Materials and Methods

Isolation

In September 2005, locusts of the species Oedaleus senega-
lensis Kraus (Orthoptera: Acrididae) were collected from
plants growing near the department of Animal Biology
(University CHEIKH A. DIOP, Dakar- Senegal). They
were killed and placed for 24 hours on soil collected from
the botanical garden to allow saprophytic fungi attack.
Afterward, they were placed in Petri dishes containing 20
mg of wheat flour (locally purchased and sterilized in the
autoclave for about 15 min at 120°C) mixed with 15 ml
of sterile distilled water. One Petri dish containing the
same medium only was used as a control. They were
maintained at 26°C average temperature and in the
range of 80— 85% ambient RH. Four days later, 4 fungal
isolates appeared in the plates containing the insects, but
not on the control. These fungi were separately cultivated
in Petri dishes on the same medium. Dry conidia were
harvested from the surface of the medium directly by
scraping and conserved in Pyrex bottles sterilized at

120°C.

Fungi were identified according to Rapper and Fennel
(1965), Samson (1979) and Guarro et al. (1999). The
fungus A. clavatus was easily identified by his long photo-
trophic conidiophores (Yaguchi et al., 1993) on micro-
scopic examination during germination.
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Preliminary fungal tests on the mosquito lar-
vae (Bioassay I)

In September 2005, larvae of Aedes aegypti L., Anopheles
gambiae s.1. Giles and Culex quinquefasciatus Say (Diptera:
Culicidae) were collected from various vats containing
rainwater. For each fungal isolate, 1.2 mg/ml dry conidia
were applied to 25 larvae (Srd and 4% instar) in 9 X 1.5
cm Petri dishes sterilized at 120°C and containing sterile
25 ml of tap water. There were four replicates for each
treatment. Four non-treated Petri dishes served as con-
trol. The more virulent A. clavatus fungus was selected for
production and application.

Microscopic observations

Larvae of de. aegypti and An. gambiae treated with A. clav-
atus were fixed after dying, sectioned, mounted, and then
observed under light microscopy. The larvae of Cx.
quinquefasciatus treated with A. clavatus at 1.2 mg/ml were
used for cuticle observations under light microscopy. Lar-
vae treated with three drops of the aqueous spore solu-
tion (1.2 mg/ml), were incubated on wheat powder me-
dium (for Ae. aggypty) and on wet filter paper (for Cx.
quinquefasciatus) at 85% R.H. and 26°C followed by obser-
vation of fungal germination.

Fungal production

A. clavatus was grown in Petri dishes containing 20 g of
wheat powder (sterilized for 15 min at 120°C) and 15 ml
of sterile distilled water. After four days incubation at
26°C, the substrate and dry conidia content were mixed
to obtain a powder (conidia - wheat powder mixture).
The number of conidia was determined using a
haemocytometer.

Application of fungus (Bioassay 2)

Ae. aegypti and Cx. quinquefasciatus mosquito larvae were
collected from vats containing rainwater in late Novem-
ber 2005. An. gambiae larvae were scarce at this time and
were not used for the bioassay. Six plastic bottles (10 x 10
x 7 cm), each containing 500 ml of sterile tap water and
50 larvae (L3 and L4), were used for each mosquito spe-
cies. Larvae were then treated with A. clavatus conidial
mixture at 4, 8, 12, 16 and 20 g/1. The corresponding
concentrations were 4.3; 8.5; 13; 17 and 21 x 10" spores/
ml respectively. Culture medium (wheat powder only) at
0.02 mg/ml served as control for each treatment. Total
mortality was recorded for all replicates of each treat-
ment at 24 hours post-inoculation. The surviving larvae
were reared in plastic boxes (10 x 10 x 7 ¢cm) containing
500 ml of tap water for 7 days. The emerging adults were
incubated for 24 h at 26°C and fungal germination was
observed after microscopic examination.

Data analysis

Data on mortality were corrected with Abbott’s formula
(Abbott, 1925). Student’s t-test was used to compare mor-
tality for Ae. aegypti and Ch. quinquefasciatus.
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sp = germinating spore, myc = mycelium, sp = spore.

Figure 1. Larvae of Culex quinquefasciatus infected by Aspergillus clavatus via cuticle (1a and Ib). x 400. c = cuticle, ger

Results

Four Aspergillus species were isolated from the dead lo-
custs. Preliminary tests (Bioassayl) with conidia suspen-
sions of cach isolate revealed that A. clavatus was highly
pathogenic against larvae of Ae. aegypti, Cx. quinquefasciatus
and An. gambiae. Mortality rates were 100% against both
Ae. aegypti and Cx. quinquefasciatus, while against An. gambiae
it was 95%. All rates were in comparison to the control
mortality (< 5%) after 24 hours (Table 1). With the other

Journal of Insect Science | www.insectscience.org

1solates (S1, S2 and S4), also identified as species in the
genus Aspergillus, infection against the larvae was less than
5%.

A. clavatus induced significant mortality against mosquito
larvae (Table 2) when applied (Bioassay 2 in relative hu-
midity ranging from 65 to 80%, and temperature ran-
ging from 24 to 26°C,. The mortalityt varied from 10.6
to 68% for Cx. quinquefasciatus and 36.7 to 100% for Ae.
aegypli. Larval mortality was significantly higher against

Seye et al.
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Ae. aegypti than Cx. quinguefasciatus (P = 0.0001) (Table 2).
A. clavatus infection was observed under the microscope.
On dead larvae, spores were found attached to the
cuticle of Cx. quinguefasciatus (Figure la). Germinating
spores (Figure la) and mycelia (Figure 1b) were found
growing on C. quinquefasciatus larva.

r N

Table I. Larval mortality 24 h after fungal test on the mosquito
larvae Aedes aegypti, Anopheles gambiae and Culex quinquefasci-
atus (average of four replicates).

Fungal stocks
Species S1 | S2 | S3 | S4 | Control
Aedes aegypti 0 0 [l00f O 0
Anopheles gambiae 0 0 95 0 0
Culex quinquefasciatus 0 4 [100] O 0

Histological studies revealed that the gastric caeca of
some An. gambiae was invaded by A. clavatus spores (Figure
2a). Gut invasion by conidia and initial stages of germin-
ating conidia were observed on Ade. aegypti larvae (Figure
2d). The fungus penetrated the cuticle of Ae. aggypti lar-
vae. Conidial germination was also observed on Cx.
quinquefasciatus larvae incubated on wet filter paper and
larvae of Ae. aegypti incubated on sterile wheat flour. Fun-
gal growth was observed on all treated and incubated
larvae.

Occasionally, a low percentage of Cx. quinquefasciatus lar-
vae treated with 4. clavatus conidia were able to pupate
and produce adults. Germinating conidia was observed
on the tip of adult abdomen 24h after incubation.

Discussion

A. clavatus was more virulent to the mosquito larvae than
the other three fungal isolates. Laboratory results showed
that, A. clavatus was highly pathogenic against larvae of
Ae. aegypti, An. gambiae and Cx. quinquefasciatus. However,

these mosquito larvae do not have the same susceptibility
to the fungus. With the same dry conidial dose, (1.2 mg/
ml), death rate was 100% against both Ae. aggypti and Cx.
quinquefasciatus larvae and 95% against A. gambiae larvae.
Referring to larval species susceptibility, the effect of this
fungus 1is similar to that of M. anisopliae (Moniliales) and
Tolypocladium cylindrosporum (Hypocreales) against An. steph-
enst, Cx. pipiens and Ae. aegypti larvae (Riba et al., 1986).

When treated with 4. clavatus spores, mortality was 68 %
against Cx. quinquefasciatus and 100% against Ae. aegypti for
21 x10’ spores/ml. Bisht et al. (1996) found that the
fungus Leptolenia caudata (Oomycetes) yielded a LD,y 0f
7.10° spores/ml against An. culicifacies after 7 days. Riba
et al. (1986) obtained a LD, in the order of 10 spores/
ml with a stock of M. anisopliae against Ae. aegypti larvae
within 26 hours. From our results the LD, against 4e. ae-
opti was closer to that of M. anisopliae against Ae. acgypti.
Observations of larvae treated with A. clavatus revealed
that just after adhesion of conidia on the cuticle, some
germinated. The conidial proliferation on the cuticle be-
came more obvious after 48 hours that is similar to previ-
ous studies on insects (Brett et al 2004). Silva et al.
(2004a) showed that larvae of mosquito treated with M.
anisopliae had high amounts of conidia adhering to the
colloid chitin with at least 90 % germination after 24 hrs
mcubation.

High levels of germination occurred on A. clavatus on
dead Ae. aegypti larvae incubated on medium for 48 to 72
hours. Fungal germination was also observed on Cx.
quinquefasciatus larvae in contact with aqueous solution of
A. clavatus spores and incubated on wet filter paper, which
1s in agreement with Silva et al. (2004b).

However, the cuticle does not represent the only way for
fungal infection. Other possible routes of invasion for M.
anmisopliae have been identified in mosquitoes via the res-
piratory siphon or the alimentary canal (Al-Aidroos and
Roberts, 1978; Lacey et al., 1988; Silva et al., 2004b).
Our histological results revealed a high gastric caeca

Table 2. Percent mortality rates for Culex quinquefasciatus and Aedes aegypti larvae
treated with mixture of Aspergillus clavatus (average of four replicates).

When grown in wheat flour, after conidial production by A. clavatus the concentration of
the homogenous mixture was 10.7 x 10” spores/g.

Dose (H)7 spores/ml)
Species 4.3 8.5 13 17 21 control
Culex quinquefasciatus [ 10.6 + 0.5(46.3+ 0.8|42.4+ 04| 65+0.2 | 68 £ 0.6 | 0.5+0.0
Aedes aegypti 36.7 £0.9 | 75.5£ 0.4(95.9 £ 0.1 [ 100 £ 0.0 00 £0.1 | 1£0.1

Each value represent mean of four replicates and + SE.

larvae was highly significant ( p = 0.001).

\

Statistical analysis with t test shows that the difference in mortality between Ae. aegypti and Cx. quinquefasciatus
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tissue of muscle.

Figure 2. Anopheles gambiae gastric cacae (2a) and Aedes aegypti gut (2b) after infection by Aspergillus clav-
atus. x 400. ¢ cg = cell of gastric caecum, d cell = disintegrating cells, g cel d= gut cell in disintegration, t m=

invasion by A. clavatus spores in An. gambiae larvae. In the
digestive tract for Ae. aegypti larvae, it was observed ger-
minating conidia, rupture and disintegrating cells of gut.
This has also been reported in previous histological stud-
ies (Lacey et al. 1988; Lord and Fukuda 1988; Silva et al.
2004b). According to Crisan (1971) and Lacey et al.
(1988), a partial digestion of fungal conidia in the gut
may induce a release of toxic substances. Silva et al.

Journal of Insect Science | www.insectscience.org

(2004b) revealed that rupture and disintegration of cells
in the gut on dead larva might be due to the chitinolytic
enzymes or others substances produced by the spores.
According to Hajek and St. Leger (1994), aggressiveness
of entomopathogenic fungus is related to proteolytic,
lipolytic and chitinolytic mechanisms that can act after
conidial adhesion on the larval cuticle or after invasion of
the gut (Crisan 1971; Lacey et al. 1988; Domnas and

Seye et al.
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Warner 1991; Silva et al. 2004b). A. clavatus produces a
number of secondary metabolites as tryptoquivaline and
tryptoquivalone (Clardy et al. 1975; Buchi et al. 1977);
cytochalasin (Demain et al. 1976; Steyn et al. 1982;
Lopez-Diaz and Flannigan 1997) and patulin (Varga et
al. 2003). The pathological effects noted on the larvae
treated with A. clavatus in our experiments might be due
to these substances.

Light microscopy observations showed that A. clavatus
conidia produce germ tubes on Cx. quinquefasciatus larval
cuticle and germinate. Sweeney (1978) showed that with
temperatures higher than 30°C, spores of Culicinomyces sp.
could adhere to the cuticle and invade the gut of An.
amictus or that of Cx. fatigans larvae. This would explain
the speed of 4. clavatus germination on larvae incubated
at temperatures ranging between 24 and 26°C.

Cx. quinguefasciatus larvae treated with A. clavatus could pu-
pate and produce adults. The resulting adults were col-
lected seven days later and incubated and displayed
fungal germination on their abdominal extremities There
was no fungal germination on adults that resulted from
untreated larvae (control). This suggests that adult mos-
quitoes that result from treated larvae are likely contam-
inated at a pre-imaginal stage. Such an observation was
also reported in previous studies on adult mosquitoes.
Indeed Ae. albopictus larvae (Laird et al. 1992) and Ae. ae-
opti larvae in contact with fungus such as Coelomomyces
could pupate and produce infected adults (Lucarotti and
Shoulkamy 2000). According to Laird et al. (1992), infec-
tion of adult Ae. albopictus by the fungus Coelomomyces stego-
mytae var stegomyiae could be mortal.

However, in our study, no mortality was recorded for
adults reared during 7 days. Lucarotti (1992) found that,
on adult mosquitoes, infection by C. stegompiae targets
mainly the ovaries, which may explain the germination
of A. clavatus on the tip of the abdomen.

The laboratory results show that A. clavatus isolated from
O. senegalensis, 1s virulent against Ae. aegypti, An. gambiae
and Cx. quinquefasciatus larvae and could be developed as
a biological control agent against mosquitoes. However,
further studies are needed for A. clavatus strain optimiza-
tion, and development of better substrates for mass pro-
duction and practical use. Characterization and applica-
tion of toxins on mosquito larvae are needed to better
understand their rapid killing effects.
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Abstract Biological control using pathogenic fungi is a
promising alternative to chemical control. In this study,
the pathogenicity of Metarhizium anisopliae formulated
with neem oil (Suneem 1%) was evaluated against
Anopheles gambiae s.1. and Culex quinquefasciatus adults.
Under laboratory conditions, conidia were sprayed into
30 x 30 x 30cm netting cages at 6 x 107 spores/ml. With
neem oil formulation, the percentages of surviving adults
after 4 days were from 67 43.4 to 5£0.5% for An. gambiae,
and from 51 +4.1 to 12+ 1.1% for Cx quinquefasciatus.
With the aqueous formulation, the survival rates were from
97 +£3.2 to 58 +2.1% and 95+2.5 to 70+ 2.1% for An.
gambiae and Cx quinquefasciatus. Very low mortality was
observed in the water control. M. anisopliae in Suneem
formulation could be developed for a spray technique,
before being introduced in vector control.

Keywords M. anisopliae; neem oil; entomopathogenic
fungi; An. gambiae, Cx quinquefasciatus; biological control

1 Introduction

Mosquitoes such as Anopheles gambiae and Culex quin-
quefasciatus are responsible for the transmission of several
parasites that cause diseases such as malaria and filariasis.
In Senegal, the high infection rates of malaria are mainly
due to rapid urbanization [12,25,32,35,45]. Chemical and
mechanical methods are the most common for mosquito
control. One of the major strategies in malaria elimination is
protection using insecticide-treated nets [24,44], and more
recently, long lasting insecticidal nets (LLINS).

In mosquito vector control, many efforts have been
made in developing countries using insecticides. However,
the continued use of this method has resulted in the
development of mosquito resistance [1,6,48]. For an
alternative to chemical control, there is a resurgence of
interest in the use of biopesticides. Therefore, biological

control is an important component of the integrated vector
control strategy. Among various biocontrol agents, plant
extracts [8,31,34,42], bacteria [14] and entomopathogenic
fungi [13,23,29,33,38,39,40] belong to the most promising
groups used for mosquito control. These agents are being
used in many countries for insect control. Although, in
Senegal, mosquito biological control is less used.

Many studies have showed the effectiveness of ento-
mopathogenic fungi for mosquito control [23,29,33,38,39].
These fungi infect mosquitoes through direct contact with
the cuticle. But, for these agents, there is a problem related to
a correct formulation of fungal spores to facilitate spraying
against mosquito adults. Studies have shown the possibility
of combining fungal spores with plant extracts [40], with
chemical insecticides [11,19,50], and also in the form of
aggregates [5] against insects. Mahmoud [26] and Mnyone
et al. [27] showed the possibility of combining species of
entomopathogenic fungi against insects. Recently, oil for-
mulations of entomopathogenic fungi produced satisfactory
results in insect control [22] and control of mosquitoes [27,
47]. Some authors, have found low efficacy from the combi-
nation of neem oil with fungi [2,7, 16], although not all [36,
47]. Among the neem oils, Suneem has not been evaluated
for M. anisopliae formulation against mosquito adults.

The objective of this study is to demonstrate the
possibility of formulating Metarhizium anisopliae with
neem oil (Suneem) manufactured in Senegal against the
adults of Anopheles gambiae s.1. and Culex quinquefasciatus
mosquitoes.

2 Materials and methods

2.1 Sampling of mosquitoes

Larvae of Anopheles gambiae s.. and Culex quinque-
fasciatus were collected from different areas in the
suburbs of Dakar: Thiaroye sur mer (14°44'31”N and
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17°23/53"W), Sam-Sam 11T (14°45'41”N and 17°21'25"W)
Pikine rue 10 (14°45'32"N and 17°23'53"”W) Pikine Niety
Mbar (14°46'04"N and 17°22'32"W) and Guediawaye
(14°46/55”"N and 17°22/00”W). Sampling sites included
various water bodies: streams, irrigation canals, drainage
canals, and temporary water. Larvae were collected and
transported in jars containing water from the breeding sites.
At the Laboratory of Reproductive Biology (U.C.A.D.),
larvae were separated and identified according to [15,18].
After emergence, adults were fed with sucrose solution
at 10%. Identification is also made on the adult stage to
confirm the identification at the larval stage of the various
species.

2.2 Formulation of the fungus

The Metarhizium anisopliae is a local strain isolated
on QOedaleus senegalensis Krauss, 1877 (Orthoptera:
acrididae), at the Laboratory of Reproductive Biology,
Department of Animal Biology, University Cheikh Anta
Diop of Dakar in 2006. The fungus was replicated on rice
grains medium in sterilized Petri dishes of dimensions
9cm in diameter and 3 cm deep. Conidia were aseptically
harvested 15 days later and kept in a Pyrex glass bottle
sterilized at 110°C. The sporulation rate was 90%.
We used the Suneem 1% for the oil formulation, and
distilled water for the aqueous formulation. The Suneem
is emulsifiable neem oil formulated with a biodegradable
solvent tetrahydrofurfuryl alcohol (THFA). It is obtained
from a Senegalese chemical industry (SENCHIM). For
oil formulation, 10 mL of Suneem 1% was mixed with
2 g of dry conidia in graduated tube and homogenized for
15 min. After determination of spore content, we diluted
with 500 mL of sterile distilled water to obtain a final dose
of 6 x 107 spores/mL. The spore content of this solution was
determined with a hemacytometer counter (Thoma model)
and a magnifying microscope (400 x).

The aqueous formulation was prepared according to
the same methodology with the same volume of sterile
distilled water. The final content after dilution was 6 x 107
spores/mL.

For the oil formulation, preliminary tests showed that
Suneem did not inhibit sporulation of the fungus.

2.3 Spraying adults

In each of four 30 x 30 x 30cm bed net netting cages,
were placed 50 males and 50 females (none blood fed).
Mosquitoes were 5—7 days old. With a hand sprayer, we
applied the product through the mesh of mosquito bed net
into the cage to reach the mosquito adults. In each cage
one of four treatments was applied: (1) 20mL of the oil
formulation with a dose of 6 x 107 spores/mL (1.3 x 10'°
spores/m?); (2) for the Suneem oil control group, we applied
20mL of a solution of 20 mL Suneem diluted with distilled
water to 500 mL; (3) 20 mL of aqueous formulation at 6 X

107 spores/mL (1.3 x 1010 spores/mz); (4) aqueous control
treated with 20 mL of distilled water only. The conditions
were 25+ 1 °C and 75 =+ 2% relative humidity (RH).

The dead adults were removed from the cages and
placed for incubation on Whatman paper imbibed with
distilled water in glass Petri dish previously sterilized. The
incubation is done in laboratory conditions (25 °C and 75%
RH) for fungal growth. After fungal germination on the
cadavers, we visualized sporulation with a magnifiying
microscope (x40) with Motic advanced software and
connected to a computer.

Adults were fed with 10% sucrose solution during treat-
ment. The mosquitoes were left in the same cages after treat-
ment. The experiment was replicated three times on differ-
ent days for each test. The results represent the arithmetic
means.

2.4 Data recording and analysis

After spraying, we counted the survival of adults daily to
calculate the percentage mortality rate. The results represent
the average of the three replicates and were used for statisti-
cal processing with the Statview software. A paired T-test is
also used to verify the sensitivity of both species for the two
formulations.

3 Results

After application of Metarhizium anisopliae in Suneem oil
formulation, or application of Suneem oil control, we found
adult mosquito agitation followed by a rapid knockdown.
This was not the case for the aqueous formulation or
aqueous control application. After a short time (15 min),
the mosquitoes recovered, flew and rested on the wall of
mosquito nets. 24 hours later, the percentage adult survival
among those treated with both formulations decreased
(Figures 1 and 2). However, with the Suneem formulation,
the survival days of the Anopheles gambiae and Culex
quinquefasciatus adults were lower than Suneem oil
control, the water formulation or the water control. For
Suneem oil formulation, the percentages of survival adults
during the 4 days were from 67 + 3.4 to 5+ 0.5% for
An. gambiae, and from 51 +4.1 to 12+ 1.1% for Cx
quinquefasciatus. With Suneem oil control the survival
of adults at the day 4 were 82 £ 2.5 for An. gambiae
and 89 + 1.3 for Cx quinquefasciatus. With the aqueous
formulation, the survival rates were from 97 + 3.2 to
58 £2.1% for An. gambiae and 95+ 2.5 to 70 £2.1% for
Cx quinquefasciatus. There was low mortality in the water
control (< 3%). For both formulations, the paired T-test
shows high significant difference in survival rates between
treated adults and control for both the oil and the water
formulations (p < 0.0001) (Tables 1 and 2). Furthermore,
univariate T-test shows that the oil formulation is more
effective against Anopheles gambiae (p = 0,001) and Culex
quinquefasciatus adults (p = 0,002) than water formulation.
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Table 1: Percentage survival of adults (mean =+ SE) of Anopheles gambiae s.1. sprayed with Metarhizium anisopliae in neem

oil (Suneem) and water formulation at 1.3 x 10'% spores/m?.

Days post application ~ Suneem oil formulation Suneem oil control  p value = Water formulation = Water control  p value
Average percentage survival + SE Average percentage survival + SE

D1 67+3.4 1004+0.0 < 0.0001 97+3.2 100+0.1 =0.0678

D2 61+2.1 93+14 < 0.0001 94+2.4 9+1.8 =0.0008

D3 14+1.5 86£2.1 < 0.0001 82+£1.5 99+4.2 < 0.0001

D4 5+0.5 82+25 < 0.0001 58+2.1 98+2.1 < 0.0001

Table 2: Percentage survival of adults (mean & SE) of Culex quinquefasciatus sprayed with Metarhizium anisopliae in neem

oil (Suneem) and water formulation at 1.3 x 10'% spores/m?.

Days post application  Suneem oil formulation Suneem oil control p value Water formulation = Water control  p value
Average percentage survival == SE Average percentage survival == SE

D1 65+4.1 100£0.0 < 0.0001 95+2.5 100£0.0 = 0.0008

D2 58+2.2 96+1.2 < 0.0001 84+1.8 98+0.2 < 0.0001

D3 48+2.0 95+2.1 < 0.0001 75+4.2 98 +0.1 < 0.0001

D4 12+1.1 89+1.3 < 0.0001 70+£2.1 97+0.0 < 0.0001

Figure 1: Effect of Metarhizium anisopliae in Suneem
(neem oil) formulation on Anopheles gambiae and Culex
quinquefasciatus survival. For the control, the mosquitoes
are treated with Suneem.

After 7 days incubation on Whatman paper in glass Petri
dish previously sterilized, we observed the germination of
the fungus on all adult mosquitoes treated with conidia and
incubated (Figures 3(a) and 3(b)). For both formulations,
germination showed no difference in sporulation of the fun-
gus on An. gambiae and Cx quinquefasciatus. This germi-
nation was observed on the head, thorax, and abdomen of
adult mosquitoes. However, no germination was observed
on either of the control groups (Figures 3(c) and 3(d)).

4 Discussion

In this study, the pathogenicity of Metarhizium anisopliae
formulated with neem oil (Suneem) has been demonstrated
against adult mosquitoes of Anopheles gambiae and Culex
quinquefasciatus. When formulation was sprayed on
mosquitoes, their survival was significantly reduced. This
supports previous laboratory trials that have demonstrated

Figure 2: Effect of Metarhizium anisopliae in water
formulation on Anopheles gambiae s.1. and Culex quinque-
fasciatus survival. For the control, the mosquitoes are not
treated with fungus.

the potential of Metarhizium anisopliae for adult mosquito
control [37,38,39]. In our bioassays, the Suneem 1%
showed no inhibitory effect on spore germination or
reduction in spore pathogenicity to the treated mosquitoes.
Instead, the results showed that the oil formulation is more
effective against mosquitoes than the aqueous formulation
or Suneem alone. That confirms our previous results in
synergism effect between Suneem and entomopathogenic
fungi (Aspergillus clavatus) at 79 x 107 spores/mL against
adult of Culex quinquefasciatus [41]. Indeed, many
studies have shown the possibility of combining neem
oil with entomopathogenic fungi for insect control [21,30].
However, some oils are not very compatible for conidial
formulation [7,16,36]. Therefore, the oil facilitates not
only the spraying fungal spores [4], but it plays a role
of synergism [7,41] and facilitates their adhesion to the
insect cuticle [46,47]. This is a great advantage to the
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Figure 3: Anopheles gambiae (a) and Culex quinquefasciatus (b) mosquito adults infected by Metarhizium anisopliae and

none infected (control) (c,d).

mix. The contribution of Suneem is also the beneficial
effect as biopesticide, which was demonstrated on mosquito
larvae [42]. But the Suneem, used in this study, was more
diluted. That is why it has not been so pathogenic to the
mosquito adults compared to other studies [9, 10].

On the other hand, the choice of the oil is therefore
essential to increase the effectiveness of the fungus. Some
oils can effectively inhibit the germination of spores, thus
affecting their effectiveness [19]. So, the composition or
origin of neem oil [43], used in the formulation is most
important for conidial effectiveness.

In our bioassays, mosquito behavior observed immedi-
ately after spraying the oil formulation and Suneem alone,
shows agitation and excito-repellency effects, as is previ-
ously reported [49], also in addition to a knockdown effect.
However, in our study, this effect is ephemeral and could be
due to the volatile solvent present in the Suneem (THFA) or
the oil dilution with water.

After spraying, the conidia need to contact the mosquito
adult, after which they attach, germinate, and penetrate the
cuticle. The Suneem, which is an emulsifiable oil plays a
facilitating role for the adhesion of spores on the cuticle of
insects.

In this study, the dose used against An. gambiae and
Cx quinquefasciatus was 6 x 107 spores/mL, which is
lower than the dose used by Kannan et al. [23] against
Anopheles stephensi (1 x 10% spores/mL of water or oil
suspension), or M. anisopliae formulated with sunflower oil
against the same mosquito species at 1.6 x 10'° spores/mL
[39]. However, the mode of application is not the same.

Our formulation was sprayed directly on the mosquitoes
but conidia were also attached in the bed net upon which
mosquitoes rested. Mosquitoes were then continuously in
contact during 4 days with bed net. This also shows that
the application method influences the effectiveness of the
product. Even if, for Farenhorst and Knols [10], the use of
a standardized application method (on substrates), allows
optimizations of spore dose and exposure time. In our study,
we sprayed directly through bed net on mosquitoes, while
the modes of application for regular laboratory tests often
use paper filters [14,38] or other substrates [10,20,28]. But
we can explain also the higher mortality in our study, by the
difference of the strain used against the same mosquitoes.
The content of the entomopathogenic fungi formulation
(strain, conidial dose, nature of neem oil) is important, but
also the nature of the treated surface and contact areas of
mosquitoes with spores (tarsus, head, thorax, abdomen,
antennae) as is body size. Mnyone et al. [28] shows that
older and non-blood fed mosquitoes are more susceptible
than younger or blood fed. The mosquito adults used in our
study were between 5 and 7 days old and not blood fed

Since the germination of fungal spores depends on the
humidity and some factors [17], and the most vital parts of
the body (head, thorax, and abdomen) showed more germi-
nation of conidia, contact with the tarsi or antennae would
be less infectious. So that, if the application of a fungus
is through substrate only [20], adult mosquitoes will be in
contact by their legs or antennae, and rarely by the rest of
the body. Then, the infection rate is not high during the first
day and the lethal time will increase.
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In the other hand, there are possibilities of fungal
dissemination amongst the mosquito adults [37]. We
used 50 males and 50 females in the same cage during 4
days. The infection may spread among the mosquitoes by
bodily contact. Then, the number of mosquito adults male
and female treated is also important due to activities as
mating within mosquito population. If more conidia are
adhered to the mosquito adult cuticle, the possibility to
infect another by contact must be enhanced. Furthermore,
fungal infections suppress the successful development of
Plasmodium parasites in the vectors [3], which should be
investigated in this location.

5 Conclusion

Metarhizium anisopliae strain used in our study is com-
patible with Suneem 1% and reduces survival of mosquito
adults after spraying. The mosquito age and time of contact
between adults and conidia must enhance the mosquito
infection. The possibility exists to use entomopathogenic
fungi formulated with Suneem against mosquito adults
as malaria mosquito vector control in Senegal. Therefore,
a technical spray similar to that described here should
be developed for use in the field environment to target
host-seeking or house entering mosquitoes.
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ABSTRACT

Metarhizium anisopliae was evaluated previously in Suneem formulation against
malaria vector adults. However, their ability to control aquatic stages is not yet
evaluated. In laboratory conditions: the lethal dose (LDgo) of the formulation was
determined on Anopheles gambiae larvae collected from breeding sites and
evaluated into artificial vats at dry and rainy seasons. In laboratory conditions, the
LDgo was 5.3 x 10¢spores/ml in 48 h. In semi-field environment, the formulation
had a great emergence inhibition of mosquito adult (P < 0.0001). The emergences
rate at day 8 were 2.25 £ 0.03, 28.00 + 1.07 and 97.25 + 1.56 % in dry season for
the oil formulation (OF), Suneem (S), and water control respectively. In rainy
season, the emergences were 1.25 * 0.15, 30.25 + 1.23 and 98 * 0.76 %
respectively. No significant difference was observed between dry and rainy
seasons (P=0.3). Therefore, M. anisopliae formulated with Suneem may provide a
more sustainable management strategy for malaria vectors control at larval stages.

Key words: Metarhizium anisopliae, Anopheles gambiae s.l., neem oil, biological
control.

INTRODUCTION

In Senegal, the high infection rates of malaria are mainly
due to rapid urbanization (Fontenille et al., 1997; Robert et
al, 2006; Pageés et al, 2008). With significant rainfall
recorded since 2005, some suburbs areas of Dakar are
frequently flooded due to the shallow groundwater in the
Niayes zone, this result in the development of anopheline
mosquitoes during rainy and dry season (unpublished
data).

Currently, many efforts have been made in malaria
control by managing the mosquitoes using chemical
insecticides. One of the major strategies in malaria
elimination in Senegal is the personal protection using Long
Lasting Insecticidal Nets (LLINs) (Talani et al., 2005; Kweka
et al,, 2008; Adeogun et al,, 2012). However, the continuous
use of chemical insecticides against mosquitoes has caused
enormous problems like development of resistance

(Akogbeto and Yakoubou, 1999; Weill et al, 2003).
Development of alternative methods as biological control
using pathogenic agents such as bacteria and
entomopathogenic fungi is in necessity.

Many studies have shown the potential of
entomopathogenic fungi as next generation agents for the
control of mosquitoes (Scholte et al., 2003; 2004; 2006;
Kannan et al., 2008; Seye et al., 2009; Bilal et al.,, 2012; Seye
etal.,, 2012). Among these fungi, Metarhizium anisopliae and
Beauveria bassiana strains are the most used. However, the
fungal spores are hydrophobic. When they are applied in
aquatic environment, they clump together, reducing the
area of contact with mosquito larvae. A formulation is then
needed to facilitate the spraying and effectiveness. Many
oils from plants have showed compatibility with
entomopathogenic fungi (Visalakshy et al,, 2006; Seye and
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Ndiaye, 2008; Sahayaraj et al., 2011). The combination
increases entomopathogens infectivity against the target
pest by enhancing conidial adhesion and persistence.
However, M. anisopliae are more commonly used in oil
formulation against mosquito adults (Mnyone et al., 2011;
Seye et al, 2012), than mosquito larvae (Bukhari et al,
2001). These authors showed that, the percentage of
pupation for Anopheles gambiae s.). was significantly
reduced when M. anisopliae was used in Shell oil
formulation in laboratory and field condition.

Neem oils were also used for entomopathogenic fungi
formulation. However, some oils are less compatible with
fungi and can inhibit their effect (Bajan et al., 1998; Hirose
et al,, 2001; Depieri et al., 2005). Suneem, an emulsionable
neem oil manufactured in Senegal, was formulated with M.
anisopliae against A. gambiae adults (Seye et al, 2012).
However, the effectiveness of this formulation against
larvae in aquatic medium was not investigated. It is
therefore, worthwhile to evaluate M. anisopliae in emulsible
Suneem formulation against A. gambiae larvae as potential
application method for mosquito control in the field.

The aims of this study is to determine the LDy of M.
anisopliae formulated with Suneem on A. gambiae larvae in
laboratory conditions and to evaluate the efficiency of the
LDoo in semi-field area against mosquito adults emergence.

MATERIALS AND METHODS
Mosquito larvae

Larvae were sampled in different areas in the suburbs of
Dakar: Thiaroye sur mer (14°44'31"N and 17°23'53"W),
Sam-Sam III (14°45'41" N and 17°21'25"W), Pikine rue 10
(14045'32"N and 17023'53"W), Pikine Niety Mbar
(14°46'04"N and 17022'32"W) and Guediawaye
(14°46'55"N and 17°22'00"W). For each sample, some
larvae were separated and identified at the laboratory to
confirm the species according to the methods of Hopkins
(1852) and Glick (1992). In dry season, mosquitoes were
sampled only at Sam-Sam III which presented more
breeding sites of anopheline mosquitoes. Sampling sites
included various water bodies: streams, irrigation canals,
and temporary water. Larvae were collected and
transported in jars containing water breeding site. At the
laboratory, 3rd and 4th instars were identified and
separated to the other. A temperature of 26 + 2°C and
relative humidity of 75 * 4% was maintained. Larvae
collected were used in laboratory and semi-field conditions
to evaluate the inhibition of adult emergency.

Fungal formulation

Strain of M. anisopliae was isolated from Oedaleus
senegalensis Krauss (Orthoptera: acrididae), at the Laboratory

of Reproductive Biology. The Neem oil formulation of the
fungus used for this analysis has been presented by Seye et
al. (2012). The “Suneem” is emulsifiable neem oil
formulated with a biodegradable solvent,
Tetrahydrofurfuryl Alcohol (THFA). After determination of
spore content with a Haemocytometer counter (Thoma
model) dilution with 500 ml of sterile distilled water to
obtain a final dose of 6 x 107 spores / ml was done. The
percent (v/v) of neem oil in formulation was 0.02%

Laboratory tests

100 larvae (50 for both 3rd and 4t instars) were placed in
plastic bottle (7x7x10 cm) previously sterilized at 110°C
and containing 500 ml distilled water. 5 bottles were used
to determine the LDso and LDgy with the formulation at 4, 6,
8, 10 and 12% (v/v). During bioassays, the larvae were fed
with bread powder mixed with fish food “Tetra WaferMix”.
The dead larvae and possible pupae were removed every
24 h from the bottles. After rinsing three times with
distilled water to eliminate non-attached conidia, they were
observed individually under magnifying microscope (x
400) to examine the fungal infection (adhesion of conidia or
mycelial germination).

Semi-field treatment

The artificial breeding sites were located outside close to
the laboratory of the Department of Animal Biology.
Treatments were carried for two periods (rainy and dry
seasons). Five trial pools with larger containers (50 x 50 x
30 cm) were selected for each treatment. 400 A. gambiae
larvae were placed in each vat containing rain water (in
rainy season) or tap water (in dry season). In dry season,
leaf litters from the environmental tests are left in the vats
to simulate the water conditions of breeding site which are
removed just before placing larvae. Vats were covered with
netting cage (50 x 50 x 20 cm) to avoid laying eggs from
other mosquito species. Depth of water were conserved at
20 cm at the general breeding sites of A. gambiae The pools
were monitored for 24 h before field treatment to allow
adaptation of larvae to the new environmental conditions.
With a hand sprayer, into the four vats containing 400
larvae (3rd and 4t instars) the selected dose (LD9o) and four
others with 0.02% (v/v) of Suneem were applied. Two vats
were not treated and served as water controls. Each vat
was covered with mosquito netting to trap the adults who
will eventually emerge. The cumulative emerged mosquito
adults were recorded for 8 days after the treatment when
no larvae and pupae are still alive in the vats. The four trials
used for each product represent the replicate and the
results are an average. The two treatments carried out on
either rainy or dry season were done depending on the
availability of A. gambiae larvae in breeding sites.
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Table 1. LDso and LDy of Metarhizium anisopliae formulated with Suneem against Anopheles gambiae larvae in 24

and 48 h at laboratory conditions.

Times (h) Lethal doses (spores/ml)

LDso LDoo R2 Equation line P-value
24 4.4 x 100 - 0.8337 Y=1.44x+0.10 <0.0001
48 3.1 x 106 5.3 x 106 0.9757 Y=1.69x+1.79 <0.0001

Data management and statistical analysis

The larval mortality (%) observed in laboratory condition
was corrected with Abbott’s formula (Abbott, 1925). The
relationship between probit and log concentration was
established using probit equations to determine the LDsg
and LDgp including Statistica 9 software and the relation
formular:

In (p/1-p) = Bo+ B1xIn (dose) (Dagnelie, 1970).
30 and f3; are the coefficients provided by the software.

For field trials, mean emergence (E) was calculated on the
basis of the number of third and forth stage larvae treated.
Percent emergence (E %) was calculated using the
formula :

(%E =Tx100/C) regarding WHO (WHO, 2005).

where T = emergence in treated trial and C = emergence in
the control.

T-test was used to assess the efficiency between treated
and none treated larvae and between two periods (rainy
and dry seasons). Results were considered not statistically
different at p > 0.05.

RESULTS
Laboratory tests

At 24 h post treatment with the formulation, LDso was only
obtained at 4.4 x 10¢ spores/ml. LDsg at 48 h was lower (3.1
x 106) while LDgy was 5.3 x 106 (Table 1). During the
laboratory bioassays, few pupae emerged in lower doses
but were not able to transform into adults and so die within
24 h.

Microscopic observations

Spores were found on the dead larvae (cuticle, abdomen
and the antenna) 24 h after fungal treatment (arrows on
Figures 1A and B). The hyphal development was more
effective at 48 h (arrows on Figure 1C) and 72 h (Figure 1D)
with apparition of germ tube and early hyphal sporulation.
Conidial attack was observed on the pupae around the
thorax and paddles (Figures 2A and B). This led to the dead
of pupae by stopping the processes of adult emergency.

Field treatment

M. anisopliae oil formulation (OF) in semi-field area
(Figures 3 and 4) inhibited the emergence of adults
mosquitoes. The mosquito collected by emergence traps
increased at the control vat for the two treatment periods.
This inhibition was more effective with the M. anisopliae oil
formulation (OF) than with suneem alone (S) or control.
After  spraying with LDgo (5.3 x 10° spores/ml), the
emergence rate at day 8 in the rainy period were 1.25 *
0.15, 30.25 + 1.23 and 98 + 0.76 % for the oil formulation
(OF), Suneem (S), and control, respectively. The mean
environmental temperatures for water was between 25 and
28¢C.

In dry season, the cumulative emergence percent at day 8
were 2.25 + 0.03, 28 + 1.07 and 97.25 + 1.56% for the oil
formulation (OF), Suneem (S), and control respectively.
Environmental and water temperatures were 27 and 24°C
respectively. The percent of adult emergence were not
statistically different between rainy and dry seasons (p=
0.3). Nevertheless, suneem oil was also effective against
adult emergence (Figures 3 and 4).

After treatment, it was found that some dead adults
resting on the water surface had fungus germinating
around them as well as on some dead larvae and pupae.

DISCUSSION

Currently, entomopathogenic fungus such as M. anisopliae
against mosquitoes is one of the most promising method in
mosquito vector control. The fundamental idea of using M.
anisopliae in oil formulation against mosquitoes species, is
the pathogenicity regarding infection of larvae or adults.
We have recently shown that M. anisopliae formulated with
suneem (emulsifian oil neem) was effective against A.
gambiae adults (Seye et al,, 2012). In this present study, it
was showed that, this formulation is also effective against A.
gambiae mosquito larvae in laboratory and semi-field
conditions. This effectiveness, favored by suneem
formulation has been manifested by the inhibition of
mosquito emergence at dry and rainy seasons. Also, it was
supposed that Suneem used for formulation, protects
conidia from adverse environmental conditions and
facilitates spray and adhesion to the insect cuticle. Also
neem products have already revealed their effectiveness in
larvicidal effect (Vatandoost et al. 2004) and pupal death
(Seye etal., 2006) even if the percent of Suneem used in
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Figure 1. Anopheles gambiae larvae infected by Metarhizium anisopliae formulated with neem oil (Suneem) 24 h (A
and B), 48 h (C) and 72 h (D) after treatment (x 400). C= cuticle, At. = antenna, Csp= conidial spore, Cs= comb. Conidia
were adhered (arrows) on the head (A) and abdomen (B) in 24 h. Mycelia germination was observed on the larval
cuticle in 48 h and 72 h (arrows).

this present study was lower (0.02%) than emulsible oil
above 0.5% used by Depieri et al. (2005). Some authors
have found low efficacy from the combination of neem oils
with fungi (Bajan et al.,, 1998; Hirose et al,, 2001; Depieri et
al, 2005), although not all (Visalakshy et al, 2006;
Rodrigues-Lagunes et al., 1997; Seye et al., 2008). But with
neem seed extract in concentrations above 2.5%, the
fungitoxic effects could be observed (Rodrigues-Lagunes et
al, 1997). Therefore, it is possible to formulate
entomopathogenic fungi as M. anisopliae regarding the
neem oil content for insect control. In this context,
Sahayaraj et al. (2011) showed useful information on the
compatibility between the fungal biological control agents
with plant-based insecticides and plant extracts which are
commonly used in pest management. Therefore, a
combination of entomopathogenic fungi with plant based
insecticides may provide also a more sustainable
management strategy.

The fungal germination around immature mosquito is
very effective against adult emergence. Our results revealed
that, the percent of adult emergent was higher in untreated
larvae than treated mosquitoes with M. anisopliae. Indeed,

the magnifying microscope reveals that, at 24 and 48 h after
treatment, larvae were infected by M. anisopliae conidia via
cuticle attack and mycelium development around the
mosquito larvae. This infection was also observed on dead
pupae. The 4th stage larvae were not transformed to pupae
and were Kkilled during their transformation into pupae or
during adult emergence. In our previous study, it was
showed that mosquito was infected by the fungi Aspergillus
clavatus (Desmaziéres) through direct contacting with the
cuticle or by ingestion (Seye et al.,, 2008). In general, the
fungal conidia penetrate the insect cuticle and grow into the
haemocoele where they produce a blend of organic
compounds, causing internal mechanical damages, nutrient
depletion (Gillespie and Clayton, 1989), resulting in
mycosis and death (Clarkson and Chrarnley, 1996). But
also, microscope observation revealed that pupal
development was arrested resulting in decreased pupal
transformation and death. This is consistent with other
results (Bukhari et al., 2011).

Even if reduced exposure time can influence the control
potential of fungus, the amount of nutrients in the breeding
sites and larval density are known to have impact on larval
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Figure 2. Anopheles gambiae pupae infected by Metarhizium anisopliae formulated with neem oil (Suneem) 48h after
treatment (A and B) (x400). AB= abdomen, C= cuticle, Pe= paddles, T= thorax. Mycelia germination was observed on
the pupae (arrows) at the thorax and abdomen.

Figure 3. Percent of cumulative emergence of Anopheles gambiae s.. adults treated with
Metarhizium anisopliae oil formulation in rainy season. The environmental temperature mean
was 28 °C and 25 °C for the water vats. Percent of emergence inhibition are more significant
with oil formulation than suneem (P= 0.02) or control (P<0.0001). CE= cumulative emergence,
OF= oil formulation, S= Suneem.
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Figure 4. Percent of cumulative emergence of Anopheles gambiae s.l. adults treated with Metarhizium
anisopliae oil formulation in dry season. The environmental temperature mean was 27°C and 24°C for
the water vats. T-test reveal that Percent of emergence inhibition are more significant with oil
formulation than Suneem (P=0.04) or control (P<0.0001), CE= cumulative emergence, OF= oil

formulation, S=Suneem.

survival (Koenraadt et al., 2004; Bukhari et al, 2011).
Pelizza et al. (2007) showed that larvae at higher density
showed low mortality due to reduced spore-share per
larvae. In our study, the larval density was 0.16 larvae /cm?2.
The formulation with emulsible oil allowed the conidia to
be in contact with larvae and to be ingested, it is not in this
case that they are applied with the dry formulation, because
they clump together in an aquatic environment, reducing
the contact area with mosquito larvae at the water surface.

Without protection, fungal spores are sensitive to
temperature, humidity and ultraviolet radiation. High
relative humidity triggers germination of spores and is
therefore likely play a negative role when spores are
applied over the water surface (Zimmermann, 2007). But
under field conditions, the environmental factors recorded
in our study (temperature and relative humidity) were not
apparently critical to the fungal pathogenicity. However,
the influence of environmental factors needs to be
evaluated for conidial tolerance in the formulation. Conidial
resistance could be of benefit in field environment for the
persistence of the conidia, favoring virulent spores but also
along with mosquito adult exposition when female are in
oviposition.

In our study, M. anisopliae formulated with suneem was
effective against A. gambiae larvae for both periods (dry

and rainy seasons). The M. anisopliae strain used has
practically the same effectiveness against A. gambiae
emergence for both periods.

Thereby, this formulation could be used against mosquito
adult and aquatic stages. This will be of benefit for more
sustainable management strategy and reduced cost for
mosquito vector control and malaria elimination.
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RESUME :

Dans la banlieue de Dakar, les fortes pluviométries ont occasionné une augmentation des
gites larvaires de moustiques. Dans la lutte antivectorielle, plusieurs méthodes sont
appliquées. Cependant, celle utilisant des biopesticides est moins connue au Sénégal.

Dans ce travail, nous avons suivi 1’évolution de certains facteurs écologiques favorisant le
développement des moustiques dans la banlieue de Dakar. Trois souches de champignons ont
¢été isolées pour lutter contre ces insectes. En utilisant le son de blé, nous avons mis au point
en bioindustrie un nouveau systéme de production de spores et de métabolites pathogenes
contre les moustiques. Des spores de champignons ont été formulées avec 1’huile de neem
contre Anopheles gambiae et Culex quinquefasciatus. Les champignons ont été testés
¢galement sur le puceron vert (Acyrthosiphon pisum) pour voir leur spectre d’action.

Nos études ont montré que, du mois d’avril 2009 au mois de mars 2010, Culex
quinquefasciatus était plus abondant en période post-hivernale contrairement a Anopheles
gambiae qui en dehors du quartier Sam-Sam 3 n’était présent qu’en période hivernale. Les
larves d’An. gambiae (An. arabiensis) préferent les eaux a pH>8 alors que celles de Cx
quinquefasciatus préférent les gites ou le pH varie entre 7,1 et 8,27.

Les champignons Metarhizium anisopliae, Aspergillus clavatus et Metarhizium sp ont été
isolés et multipliés sur le son de blé. Les doses létales déterminées contre les larves de Cx
quinquefasciatus sont : DLsy = 1,7 x 10® spores/ml et DLoy = 7,2 x 10® spores/ml pour A.
clavatus ; DLsy = 1,6 x 10® spores/ml et DLgy = 6,5 x 10® spores/ml pour M. anisopliae et
DLso = 1,75 x 10® spores/ml et DLoy = 9,9 x 10® spores/ml pour M. sp. Nous avons produit en
bioindustrie des spores et métabolites de taille < 10 kD. Ces deux produits ont montré une
forte pathogenicité contre Cx quinquefasciatus. La formulation des spores d’A4. clavatus a
causé des mortalités d’adultes de Cx quinquefasciatus allant de 20 a 86 % en 5 jours. Avec
celle de M. anisopliae, les pourcentages de survie des adultes ont ét¢ de 67 a 5 % contre An.
gambiae, et de 51 a 12 % contre Cx quinquefasciatus. Cette formulation a montré son
efficacité contre 1’émergence des adultes d’An. gambiae en milieu semi-naturel (2,25 % en
période hivernale et 1,25 % en période post-hivernale). L’étude en microscopie ¢électronique a
montré que les spores d’A. clavatus agissent sur les larves de moustiques par une dégradation
de I’épithélium intestinal, du tissu musculaire et de 1’épithélium cuticulaire en 24 h.

Avec les pucerons, les mortalités ont été¢ de 90,9 % pour Metarhizium sp., 84,06 % pour A.
clavatus et 78,05 % pour M. anisopliae en 5 jours.

Des études devraient étre faites sur la purification des métabolites, afin d’isoler les
molécules pour pouvoir les utiliser dans la lutte biologique contre les insectes.
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