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INTRODUCTION GENERALE



INTRODUCTION

Au Sénégal, les insectes en général et les moustiques en particulier ont toujours causé
des nuisances (bourdonnement et piqlres) et des maladies telles que la fiévre-jaune, la
dengue, le paludisme entre autres aux populations. Ces maladies sont dues a des agents
pathogénes portés par les moustiques qui les transmettent a I’homme (Maire et Aubin, 1980 ;
Belloncik et al, 1982 ; Belloncik et al., 1983; Wood, 1985). Les genres Culex, Aedes et
Anopheles contiennent des especes connues dans la transmission des maladies a ’homme.

Pour lutter contre ces moustiques, les chercheurs se sont trés tot orientés vers les
insecticides ~ chimiques, avec la  découverte des  propriétés du  DDT
(dichlorodiphényltrichloroéthane) de la famille des organochlorés par Paul Hermann Miiller
en 1939. Cet insecticide de premiere génération a joué un rdle important dans la lutte contre
les moustiques en générale et contre le paludisme en particulier dans certains pays. Des succes
importants étaient observés dans la lutte antipaludique : 300 millions de cas en 1946 ont été
réduits a 120 millions de cas en 1976 (Brown et al., 1976). Par la suite, des avancées de
I’industrie chimique et ’essor de 1’agriculture intensive ont permis le développement d’une
deuxieme génération d’insecticides représentée par trois grandes familles : les
organophosphorés (téméphos, malathion), les carbamates (carbaryl, propoxur) et les
pyréthrinoides de synthése (perméthrine, deltaméthrine). Ces insecticides chimiques agissent
pour la plupart au niveau du systéme nerveux des insectes, soit en bloquant
I’acétylcholinestérase (organophosphorés et carbamates), soit en perturbant le fonctionnement
des canaux sodium voltage dépendant (organochlorés et pyréthrinoides). Cependant, certains
insecticides chimiques de synthése commencent a étre moins efficaces avec l'apparition de
genes de résistance notamment dans de nombreuses populations Culicidiennes vectrices du
paludisme, de la filariose de Bancroft et de certaines arboviroses (Chauvet, 1978).
Selon le comité d'experts des insecticides de ’OMS (1970), chez les Culicidae, 19 espéces
sont devenues résistantes dont 16 au DDT, 12 a la dieldrine et 9 aux composés
organophosphorés (y compris Culex pipiens et Aedes aegypti). Parmi les 38 especes
d'anopheles devenues résistantes a un ou plusieurs insecticides, 36 le sont a la di¢ldrine et 15
au DDT.
Cependant, du fait de la résistance aux insecticides chimiques (Hamon et al., 1972) et au
manque de spécificité de ces dernieres, il est nécessaire d’utiliser des insecticides biologiques

pour lutter contre les insectes nuisibles.



Les recherches les plus intéressantes en matiere de lutte contre les insectes piqueurs portent
sur la production et 1'emploi de parasites (protozoaires, nématodes) et d'agents pathogenes
(virus, bactéries, champignons tels que Metarhizium anisopliae (Robert, 1984). La bactérie
Bacillus thuringiensis israelensis entraine une désintégration de 1'épithélium intestinal par
gonflement, distorsion puis éclatement des cellules d’Aedes aegypti (Barjac, 1978).

Le choix de ces organismes est intéressant parce qu'ils attaquent exclusivement les diptéres
piqueurs (spécificité) et qu'ils ne se trouvent pas dans la chaine alimentaire car leur cycle de
vie est court (Wood, 1985). L'organisme provoque la mort de 1’insecte par contact ou par des
métabolites fabriqués et introduits dans le milieu fréquenté par l'espece cible. Contrairement
aux insecticides chimiques, ces organismes pathogénes possedent généralement une haute
spécificité et ne persistent que peu de temps dans 1’environnement.

De tous ces biopesticides, le neem (Suneeml1%), le champignon entomopathogene
(Metarhizium anisopliae) et leur mélange suscitent beaucoup d’intérét dans le cadre de la lutte
biologique (Lacey et Undeen, 1986). Ils contribuent considérablement a la régulation des
populations d'insectes (Roberts, 1973 ; Ferron, 1975). L'un des plus intéressants appartient a
la classe des Ascomycetes : il s’agit de Metarhizium anisopliae connu comme agent
pathogene sur plus de 8 ordres d'insectes (Veen, 1968 ; Samuels et al., 1989). En effet, lors de
I'invasion de l'insecte par les hyphes du champignon, des métabolites toxiques sont émis par
le pathogene. Ces métabolites accélerent la mort de I’hdte (Vey et al., 1986 ; Ignoffo, 1988;
Ravallec et al., 1989). La pathogénicité de Metarhizium anisopliae sur les larves de
moustiques a ét¢ mise en évidence par plusieurs auteurs dans le monde (Ramoska, 1981 ;
Daoust et Roberts, 1982 ; Scholte et al., 2004 ; Seye et al., 2012).

Toutefois, de nombreux travaux portaient sur I’étude des différents moyens de lutte contre les
moustiques, citons ceux entrepris par Soltani et al., (1999) sur I'utilisation de deux
insecticides chimiques, a savoir I’Alsystine et le Triflumuron. Quant aux études visant
I’activité larvicide des microorganismes, rappelons celle de Mansouri ef al., (2013) consacrée
a l'utilisation de Bacillus thuringiensis sur les larves de Culex pipiens, celle de Seye et
al.,2012. Cependant, d’apres la bibliographie aucun travail de terrain portant sur 1’effet
synergique larvicide des deux biopesticides (Suneem 1% et Metarhizium anisopliae) contre
les larves de moustique (Diptera, Culicidae) (Say, 1823) n’a été publié a ce jour.

Aujourd’hui, notre recherche porte sur les effets synergiques du champignon (Metarhizuim

anisopliae) et du neem (Suneem 1%) sur les larves de moustique. Les moustiques présentent



un intérét au Sénégal, en raison de leur large répartition géographique, leur abondance et leur
nuisance réelle, surtout dans les zones ciblées.
Pour résoudre cette problématique nous nous sommes fixé comme objectif général d’étudier
I’effet synergique et larvicide entre le neem (Azadirachta indica) et le champignon
entomopathogene (Metarhizium anisopliae) contre les larves de moustique des genres Culex,
Aedes, Anopheles. Et pour atteindre cet objectif plusieurs objectifs spécifiques sont deéclinés :
v" Montrer les effets larvicides du neem (Suneem 1%) sur les larves des genres
Culex, aedes, anopheles.
v’ Caractériser les effets larvicides du M. anisopliae sur les larves des genres Culex,
Aedes, Anopheles.
v" Montrer la compatibilité entre le neem (Suneem 1%) et le champignon
Metarhizium anisopliae.
v Déterminer les effets synergiques entre le neem (Suneem 1%) et Metarhizium
anisopliae sur les larves des genres Culex, Aedes, Anopheles.
Notre travail est consacré d’abord a la syntheése des données bibliographiques relatives au
neem (suneem1%), a I’entomopathogene Metarhizium anisopliae et aux moustiques.
Et ensuite au travail expérimental qui est structuré en trois chapitres composés chacun d’une
partie illustrant les différentes techniques utilisées et d’une autre partie exposant, comparant et
discutant les résultats obtenus.

- Le chapitre 1 concerne les conditions physicochimiques des sites de traitement des
larves de Culex, Aedes, Anopheles.

- Dans le chapitre 2, nous nous intéressons a la mise en évidence de I’activité larvicide
des différents produits a savoir le neem (Suneem1%), le Metarhizium anisopliae et
leur mélange sur les larves de Culex, Aedes, Anopheles.

- Le dernier chapitre traite de 1’étude de 1’effet histopatologique des biopesticides sur
les larves de Culex, Aedes, Anopheles.

Enfin, ce travail est cloturé par une discussion, une conclusion générale et la mise en évidence

des perspectives de recherche.



CHAPITRE :
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE



I. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
La synthése bibliographique porte sur le neem (Azadirachta indica, A. Juss,1830), sur

Metarhizium anisopliae et sur les moustiques des genres Culex, Aedes et Anopheles.

1.1 LE NEEM ET SES PRINCIPALES CARACTERISTIQUES
Aujourd’hui connu sous le nom botanique d’Azadirachta indica A. Juss,1830, le neem est un
arbre qui appartient a la famille des méliacées. Il a fait I’objet d’intenses activités de
recherches depuis 1’isolement en passant par la caractérisation de 1’azadirachtine comme
insecticide naturel a partir des graines (Butterworth et Morgan, 1968). Cet arbre est originaire
du sous-continent indien ou ses propriétés médicinales sont connues depuis des millénaires.
Au début du XXeme siecle, I’arbre est introduit dans plusieurs pays en voie de développement
particulierement en Afrique tropicale. Il a fait I’objet d’intenses campagnes de plantations au
cours des derniéres années, particulierement au Sénégal ou on le trouve aussi bien en

campagne qu’en ville.

I.1.1 Classification et Nomenclature
I.1.1.1 Classification botanique
Le neem peut étre classé comme suit (Schmutterer, 1995 ; PURI, 1999):
Embranchement : Angiospermes (plantes a fleurs)
Sous-embranchement : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Rosidae
Super ordre : Rosanae
Ordre : sapindales
Sous ordre : Rutineae
Famille : Meliaceae
Sous famille : Melioideae
Genre : Azadirachta
Espéce : indica

Nom binomial : A. indica A. Juss, 1830



1.1.1.2 Nomenclature
Azadirachta indica, appelé « neem » en wolof (langue nationale sénégalaise), posséde
plusieurs noms vernaculaires selon les régions géographiques.
Autres noms vernaculaires :
Frangais : Acacia d’Egypte, margousier, arbre a chapelets, Lilas des Indes (& ne pas confondre

avec le Lagestroemia). Anglais: neem tree, Indian lilac, Margosa tree, Persian lilac, China

berry.

1.1.2 Origine du neem

Plusieurs sources bibliographiques évoquent 1’origine géographique du neem, mais la majorité
des auteurs s’accorde a dire que 1’arbre est originaire de I’Inde. Ainsi selon plusieurs auteurs
(Oo, 1989 ; Gamble, 1902 ; Troup, 1921 ; Vartak et Ghate, 1990), le neem est originaire soit
de la forét de Karnaba au sud de I’Inde, soit de I’intérieur de la forét de Buma Myanmar. Mais
pour d’autres, cet arbre proviendrait de la forét de Chivalik (Puri, 1999).

Cependant, d’autres situent son origine dans les foréts sud et sud-est de 1’Asie, y compris le
Pakistan, le Sri Lanka, la Thailande, la Malaisie et I’Indonésie (National Research Council,

1992).

1.1.3 Propriétés insecticides du neem
Ce sont les propriétés insecticides des extraits de neem qui ont été les plus étudiées. Et bien
que cette activité soit mentionnée dans les récits médicaux sanskrits il y a de cela des milliers
d’années, les énormes potentialités du neem pour le contrdle et la lutte contre les insectes
ravageurs ne sont devenues claires que récemment, en particulier en réponse au probléme
posé par la bioaccumulation et la toxicité des pesticides de synthese utilisés pour I’agriculture
depuis plus de 60 ans. La capacité du neem a repousser les insectes a été signalée pour la
premicre fois dans la littérature scientifique en 1928 et 1929 par deux chercheurs indiens
(Chopra, R.N. et Husain, M.A.), qui ont utilisé¢ 0,001% d’une suspension aqueuse de graines
de neem pour repousser du sol des criquets pelerins (Schmutterer, 1995). En 1962, a New
Delhi, Pradhan constate que les criquets refusent de manger les cultures traitées par
pulvérisation d’un extrait aqueux de graines de neem, et ce jusqu’a trois semaines apres le
traitement (Schmutterer, 1995). Dix ans plus tard, des essais réalisés a la station de recherche

sur le café en Haute Kiambu (Kenya) ont montré que les extraits méthanoliques de feuilles de
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neem controlaient la croissance du bogue du café¢ (Antestiopus orbitalis bechuana)
(Schmutterer, 1995). La plupart des groupes d’insectes traités avec cet extrait perdait la vie au
cours des mues et les rares survivants présentaient des malformations au niveau des ailes et du
thorax a I’age adulte. De méme les extraits méthanoliques d’amande de neem se sont avérés
efficaces pour la réduction de la fécondité de coléopteres du haricot mexicain (Epilachna
varivestis) et de la patate du Colorado (Leptinotarsa decemlineata). Certaines femelles
avaient presque cess¢ de pondre et d’autres étaient devenues stériles (Schmutterer, 1995).

Ces activités insecticides des extraits de neem sont attribuées a la présence dans différentes
parties de la plante de plusieurs composés de la famille des terpénoides. Parmi les nombreux
dérivés de la sous famille des limonoides qui ont été identifiés et dont 1’activité biologique a

été étudiée, c’est I’azadirachtine et ses dérivés qui ont fait I’objet du plus grand nombre.

1.1.4 L’azadirachtine : principe actif du neem
1.1.4.1 Structure et caractérisation de ’azadirachtine
Butterworth et Morgan (1968) ont isolé pour la premiére fois 1’azadirachtine sous sa forme
cristalline a partir d’extraits méthanoliques de graines de neem. Bien que sa présence ait aussi
été signalée dans un autre arbre Melia Azedarach. L. (Morgan et Thornton, 1973) qui pousse
dans les mémes régions, cette molécule apparait spécifique au neem. En réalité, depuis la
premiére proposition de structure (Butterworth et al., 1972), modifiée par Kraus et al., (1985
a,b ; 1986 ; 1987 c) et Pohnl (1985) plusieurs molécules de structure analogue ont aussi été
isolées a partir du neem et peuvent €tre classées en trois groupes : les azadirachtoles, les
azadirachtines et les méliacarpines (Schmutterer, 1995). Par mesure de simplification, ces
dérivés qui présentent le méme squelette carboné mais different par la position ou la nature
des substituants, ont été désignés sous le nom générique d’azadirachtine, affecté d’une lettre
A, B, C etc. (Figure 1-3, Remboldt et al., 1987 a,b ; Remboldt, 1989 a ; Yamasaki et Klock,

1987). C’est 1’azadirachtine A qui est considérée comme le motif structural de référence.
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Figure 1: Formules de I’azadirachtine A et ses dérivés

1.1.4.2 Dosage de I’azadirachtine dans le neem
Les méthodes de dosage de l’azadirachtine dans les extraits de neem ont fait I’objet de
nombreux travaux (Tableau I).

Tableau I : Méthodes de dosage de I’azadirachtine dans les formulations et les extraits

de neem

Longueur d’onde du
M¢éthode Phase mobile détecteur UV (nm) Références
Chromatographie Liquide Ethanol-eau WARTEN et al., 1984
Haute Performance (CLHP)
Chromatographie Flash puis Acétonitrile-eau (30- 254 YAMASAKI et al., 1986
HPLC 70)
Chromatographie Liquide Haute Acétonitrile-eau (60-214 KAUSHIK, 2002
Performance. 40)
Chromatographie Liquide Haute  Méthanol-eau (65-214 RENGASAMY et al.,
Performance. 35) ,1993
Chromatographie Liquide Haute  Méthanol-eau (60-215 GOVINDACHARI et
Performance. 40) al., 1990
Chromatographie Liquide Haute  Méthanol-eau (70-214 KUMAR et PAMAR,
Performance. 30) 1996
Chromatographie Liquide Haute Acétonitrile-eau 217 JOHNSON et
Performance. (Gradient) MORGAN et al., 1997
Chromatographie Liquide Haute Acétonitrile-eau 210 THEJAVATHI et al,
Performance. (Gradient) 1995
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Outre la caractérisation des différentes structures des dérivés de ’azadirachtine, ces méthodes
ont permis d’étudier les variations de sa teneur dans les graines de neem (Ermel ef al., 1984 ;
Ermel et al., 1987 ; Ketkar and Ketkar, 1993 ; Rengasamy et al., 1993). En particulier,
I’é¢tude menée par Ermel et al., (1984, 1987) révele que la teneur moyenne en azadirachtine
des amandes de graines de neem (Tableau 1) peut varier de 2,05 4 6,10 gkg™' d’amande. Les
valeurs extrémes rencontrées sont de 2,05 g.kg™! pour la plus faible au Mali, et de 6,10 g.kg!
pour la plus forte, mais la valeur moyenne pour les 256 échantillons provenant de 22 pays est
de 3,60 gkg!. Au Sénégal, elle est de 3,30 g.kg!. La forme A de I’azadirachtine est toujours
nettement majoritaire par rapport a la forme B (prés de 10 a 30 fois plus, a quelques
exceptions pres : Tableau 2). Par comparaison avec le dosage des triterpenoides, nimbine et
salannine rapporté par ces mémes auteurs (Sidhu ef al., 2004) dans le cas de graines de neem
provenant de six états d’Asie, I’azadirachtine est le limonoide majoritaire, bien que la teneur
en salannine puisse atteindre des valeurs équivalentes dans certains cas (1 000 a 1 800 mg.kg-

1 d’amande).

Tableau II : Teneur en azadirachtine A et B selon plusieurs zones géographique d’Inde

Provenance Aire de I’amande |Azadirachtine A |Azadirachtine B | Azadirachtine Ratio
(mg.kg') (mg.kg™) (A+B) (mgkg')  [(A/B)
Oraia 83,5 556,9 22577 782,6 2,47
Chaprab 98,1 678,6 111,5 790,2 6,13
Auraiyaa 83,7 804,2 68,1 872,3 33,07
Kanyakumaric 88,9 829,9 379.4 1209,3 2,95
Bijnora 73,4 834,8 1771 1011,9 4,71
Kannauja 102,1 880,2 3123 1192,5 3,32
Rampura 72,3 929,7 88,9 1018,7 10,48
Gazipura 98,8 942,6 66,2 1008.,9 14,31
Ajmerd 86,3 955,5 316,2 1271,7 3,02
Bhagalpurb 100,3 980,6 101,9 1082,5 9,62
Baraunib 90,9 982,7 1474 1130,1 7,25
Darbhangab 89,9 1002,5 119,7 1122,1 8,42
Jodhpurd 68,8 1003,1 103,2 1106,3 9,71
Moradabada 101,3 1013,3 214,7 1228,1 6,41
Farrukhabada 112,3 1022,5 94 1116,5 10,7
Mathuraa 90,5 1071,8 58,7 1130,5 31,41
Kheria 91,6 1082,6 173,2 12557 5,88
Jaisalmerd 75,2 1092,2 426,2 1518,4 2,56
Hathrasa 82,4 1126,9 134,4 1261,2 8,4
Ranchig 92,5 1159,8 190,1 1349.9 6,09
Muzzafarpurb 90,1 11694 141,5 1310,9 8,26
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Bulandshahara 97 1205,1 139,4 13445 9,79
Haridware 83,3 1231 182,8 1413.8 7,17
Hazipurb 101,1 1254,4 96,6 1351 13,04
Patnab 86,2 1272,6 2283 1500,9 5,58
Lucknowa 105,2 1334,2 139,4 1473,6 9,66
Badauna 97,8 1388,1 143,9 1532 9,64
Dehradune 89,3 1459,7 326,6 1786,3 4,72
JP Nagara 74,9 1505,2 590,6 2095,9 6,03
Varanasia 104,8 1531,7 69,7 1601,5 24,54
Muzzafarnagara 88,8 1534,5 149,7 1684,2 10,27
Meeruta 101,2 1573.8 105,2 1679 22,63
Agraa 76,2 1576,2 261,9 1838 8,16
Siwanb 81,1 1629 96 1725 17
Kanpura 80,5 16714 68,9 17404 23,14
Pratapgarha 78,9 1705.,9 100,8 1806,7 17,12
Jaipurd 92,6 1706,4 251,5 1957,9 6,78
Samastipurb 84,5 1916,5 95 2011,5 20,19
Fatehpura 97 1941,2 43,1 19843 98,15
Rohtakf 86,6 2032,9 2439 2276,8 8,33
Maua 92,6 2058,2 100,3 2158,5 20,53
Sri Ganganagard 89 2400 172,3 25723 13,92

Shahjahanpura 110,9 3030,8 134,1 3165 24,32

L’évolution de la teneur en azadirachtine a également ¢été étudiée aux différents stades de
floraison et de fructification de I’arbre (Rangaswamy et Parmar, 1994). Non détectable
jusqu’a 40 jours apres ’anthése, 1’azadirachtine apparait a 1’age de neuf semaines du fruit vert
(Yakkundi ef al., 1995), et s’accumule pour atteindre son maximum apres 19 semaines,
lorsque le fruit commence a changer de couleur en virant du vert au jaune. JOHNSON et al.,
(1996) ont étudi¢ le développement des terpénoides majeurs du neem (azadirachtine, nimbine,
salaninne, déacétylnimbine, déacétylsalanine) de six arbres du village de Dambulla au Centre

Nord du Sri Lanka.
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Figure 2: Développement de la teneur en azadirachtine au moment de la fructification

de la graine en fonction du temps des arbres A a F. (Faye, 2010)

1.2.3.3 Activité insecticide de I’azadirachtine
Depuis la mise en évidence des propriétés de régulation de la croissance d’insectes (Insect
growth Regulating) en 1972 (Schmutterer, 1995), I’azadirachtine, considéré comme principal
compos¢ actif du neem, a fait I’objet de nombreux travaux et publications (Lavie et al., 1971 ;
Connolly, 1983 ; Kraus, 1983 ; Kraus et al., 1985, 1987 ; Mogan et Mandava, 1987 ; Siddiqui
et al., 1988 ; Balandrin et al., 1988), y compris dans le cadre de congrés internationaux
organisés sur le neem (Schmutterer et al., 1981 ; Schmutterer et Ascher, 1984). D’autres
propriétés insecticides de 1’azadirachtine et d’extraits de neem ont ainsi €t€ mises en évidence

: effet anti-nutritif ou répulsif, et de réduction de la fécondité (Tableau 3).
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Tableau III

Quelques espéces (bactéries, champignons, insectes, protozoaires et

nématodes) sensibles a ’action de I’azadirachtine et a ses composés

Composés organismes sensibles Activités biologiques Références
BUTTERWORTH et al.,
1968
KRAUS et al.,
1985b, 1987¢
BUTTERWORTH et al.,
1968
KRAUS et al.,
1985b, 1987¢
Acricotopus lucidus G 100% a 1pg.mL! STAIBER, 1992
A EC50=13ppm SCHWINGER, 1985
SCHWINGER, et al., 1984
KRAUS et al., 1991, 1993a
Epilachna varivestis
G LC50=1,66ppm REMBOLD, 1989a,b
G 69% a 1,00ppm SCHWINGER, 1985
G 60% 2 0,01pg.g! BAUMANN, 1985
KRAUS et al., 1991, 1993a
Helicoverpa zea G EC50=0,7ppm KUBO and KLOCKE,
1982
G EC50=0,7ppm KUBO and KLOCKE,
Azadirachtine A Heliothis virescens 1982
G EC50=0,07ppm YAMASAKI et al., 1987
L LC50=0,8ppm YAMASAKI et al., 1987
Melanoplus sanguinipes G ED50=10,8ppm CHAMPAGNE et al.,
1989, 1992
Oncopeltus fasciatus G ED50=3,5ppm ISMAN et al., 1990
G ED50=5ppm CHAMPAGNE et al.,
1989, 1992
Pectinophora gossypiella | G EC50=0,4ppm KUBO and KLOCKE,
1982
KUBO et al., 1986
Peridroma saucia A EC50=8,0g/cm2 ISMAN et al., 1990
G EC50=0,26ppm ISMAN et al., 1990
G EC50=0,4mol.g"! CHAMPAGNE et al.,
1989, 1992
G 100% a2pg.g! KOUL et al., 1990
Popillia japonica| A EC50=2ppm SCHWINGER, 1985
Schistocerca A 100% a 0,07ppm BUTTERWORTH et
gregaria al., 1968
Spodoptera G EC50=0,4ppm KUBO et al., 1986
frugiperda KUBO and KLOCKE,
1982
G EC50=0,08ppm LEE et al., 1991
L LC50=1ppm LEE et al., 1991
Spodoptera littoralis A EC50=0,07ppm  KLINGELE, 1985
A 98,8% a 1ppm LEY etal., 1993
G 20-30% a 10ppm BAUMANN, 1985
G 100% a 10pg.g!  BAUMANN, 1985
Tenebrio molitor G 100% a lug.g! PASCUAL et al., 1990




Trypanosoma cruzi G ED50=0,25ug.g"' GONZALES et al., 1992
Déacétylazadirachtine REMBOLD, 1989a,b A=
THIELE, 1991 ac
KRAUS et al., 1991, 1993a sy
tivite
Epilachna G EC50=0,38ppm REMBOLD, 1989a,b anti-
varivestis
Heliothis G EC50=0,09ppm YAMASAKI et al., 1987 appét
virescens
L LC50=0,37ppm YAMASAKI et al., 1987 ant,
Tigloylazadirachtol KLENK, 1985 G=in
KLENK et al., 1986
REMBOLD, 1987a,b hibite
BILTON et al., 1988 ur de
Epilachna varivestis 70% a 0,01pg.g”! SCHWINGER, 1985
0/ A la
(Azadirachtine B) 85% a 2ppm SCHWINGER, 1985
KRAUS et al., 1991, 1993a Croiss
ED50=1,3ppm REMBOLD, 1987b, 1989a,b
Heliothis virescens ED50=0,17ppm KUBO et al., 1986 ance,
LC50=0,8ppm KUBO et al., 1986 L=act
65% a 5ppm KLINGELE, 1985 o
LEY ctal., 1993 1vite
EC50=0,15ppm GARCIA et al., 1984 anti-
1-Detigloylazadirachtin REMBOLD, 1989a,b 1 .
Epilachna varivestis EC50=0,57ppm REMBOLD, 1989a,b arval
re,

EC50=Concentration Effective 50 : dose qui induit 50% d’effet, ED50=Dose Effective 50,
LC50, Concentration Létale 50

Ainsi, 1’azadirachtine provoquerait plus de 90% des effets de la plupart des insecticides
conventionnels. Ce principe actif naturel ne tue pas les insectes, du moins pas immédiatement,
mais agit comme répulsif, et perturbe leur croissance ainsi que leur reproduction. Les
recherches effectuées au cours des derniéres années ont montré qu’il est I’un des plus
puissants régulateurs de croissance et de dissuasion de 1’alimentation jamais découvert vis-a-
vis de plusieurs espéces d’insectes ravageurs, ainsi que de certains nématodes. C’est une
substance si puissante que la présence d’une faible trace peut empécher certains insectes de
toucher aux plantes. D’aprés Schmutterer et al/ (1995), la structure de 1’azadirachtine est
similaire a celle de ’hormone des insectes appelée « ecdysone », qui contrdle le processus de
méthamophose des insectes qui passent du stade de larve a pupe, et a ’age adulte. Elle affecte
le corpus cardiacum, qui contrdle la sécrétion des hormones. Le changement métamorphique
requiert une synchronisation aigu€ de nombreuses hormones et d’autres changements
physiologiques pour aboutir. L’azadirachtine semblerait bloquer I’ecdysone, la sécrétion de

ces hormones vitales et la croissance des insectes. Les insectes ne peuvent pas muer, et c’est
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ce qui freine leur cycle de vie. Ces remarquables propriétés insecticides de 1’azadirachtine,
active contre une trés large gamme d’insectes a des doses inférieures a 0,1 ppm, la placent
comme ['une des plus prometteuses parmi les substances naturelles actives extraites des
familles de plantes actuellement étudiées. Susceptibles de controler efficacement les
populations d’insectes nuisibles, ces insecticides naturels, contre lesquels les insectes auront
de la difficulté a mobiliser leur systtme de détoxification, garantie de la durabilité de leur
effet, auront I’avantage de ne pas provoquer d’effet d’accumulation de produits neurotoxiques
pour I’homme. Ainsi, les formulations artisanales a base d’extraits de neem sont utilisées
depuis fort longtemps (Eppler, 1993a ; Eppler, 1993b ; Feuerhake et schmutterer, 1982 ;
Ahmed, 1988 ; Kaushik er al., 2002). Actuellement, plusieurs formulations a base
d’azadirachtine (extraite du neem) sont commercialisées dans plusieurs pays sous des noms
variés (Econeem plus, neemix, etc. ; Tableau IV).

Cependant, comme dans le cas de nombreuses substances naturelles, le développement de

I’utilisation de cet insecticide naturel est dépendant de la disponibilité de sa production

Tableau IV: Quelques formulations a base d’azadirachtine (Faye, 2010)

En effet, les analyses de la teneur en huile de la graine et de ’amande de neem relevées dans
la littérature (Tableau V) montrent que les lipides constituent la fraction majoritaire (30 a 50%

de la masse de maticre seche des amandes).
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Tableau V: Teneur en huile de la graine, de ’amande et du fruit selon différentes

origines (Faye, 2010)
Teneur en huile (%) | Matiéres Lieu de croissance Références

20a32,62 Graine Inde KAURA et al., 1998

32,9a51,6 Amande Inde SIDHU et al., 2003

30a50 Amande Inde KAUSHIK et al., 2002

30a50 Amande Inde KAUSHIK et VIR, 2000

32,9a45,5 Amande Inde SIDHU et al., 2004

18,7 a 24,5 Fruit Mexique MUNOZ-VALENZUELA et al., 2007
30 Graine Cote d'Ivoire GOSSE et al., 2005

43 Amande Brésil MOMCHILOVA et al., 2007

L’huile obtenue par extraction des graines, de couleur jaune pale a noiratre, posséde une
odeur alliacée et une saveur tres amere (Ndiaye, 2002). Ses caractéristiques sont les suivantes
(Djenontin, 2006 ; Ndiaye, 2002).

Poids spécifique a 25°C : 0,914 - 0,923 Indice de saponification : 185 a 197

Indice d’iode : 69 a 73 (méthode de Wijs)

Indice de réfraction : 1,466

Point de fusion : 25°C

Point de solidification : 9°C

Sa composition en acides gras, caractérisée par les quatre majoritaires : oléique, palmitique,
stéarique et linoléique, la distingue des principales huiles exotiques (Jatropha, Chanvre, etc.)

et alimentaires (Tournesol, Arachide, etc.) produites industriellement (Tableau VI).
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Tableau VI : Répartition des acides gras majoritaires de I’huile de neem et de quelques

autres huiles végétales (%)

Graines Palmitique Stéarique Oléique Linoléique Références

Neem 17,87 —-22,67 (9,09-18,79 [39,92-49,12 17,28 -24,34 |KAUSHIK et al., 2002

Neem 17,3-343 6,6 - 24 25,4 -54,2 6,2-16,7 KAUSHIK et VIR, 2000

Neem 45,50 MUNOZ-VALENZUELA
et al., 2007

Neem 19,4 16,4 43,1 17,6 GOSSE et al., 2005

Neem 17,8 17,4 43,5 18,7 DJENONTIN, 2006

Jatropha 13 -15 6,5-17,8 32 -45 15-32 KPOVIESSI et al., 2004

Chanvre 7,9 2,7 20,3 51,3 STAMBOULI et al., 2006

Canarium (3,8 3,2 89,4 0,7 KPOVIESSI et al., 2004

Soja 8,0-12,0 2-4)5 20 - 25 51-58 PERRIN, 1999

Tournesol (6,1 3.5 29,4 56,9 EVON, 2008

Arachide 0-13 3,0-4 48-66 14-28 PERRIN, 1999

Olive 8,5-14 3,0-5 61-80 3,0 -15 PERRIN, 1999

Palme 41-46 4,0 -7 36-42 8,0-12 PERRIN, 1999

La proportion de matic¢res insaponifiables (colorants, stérols, tocophérols, cires, vitamines

liposolubles, hydrocarbures, etc.) contenue dans un corps gras dépend bien évidemment de

son origine biologique, des traitements qu’il a pu subir (raffinage), ainsi que de la nature du

solvant d’extraction. Les phytostérols et les tocophérols constituent la partie la plus

importante de cette fraction. Leur composition dépend du type d’huile mais le B-sitostérol, le

campesterol et le stigmastérol sont, dans 1’ordre, les plus importants en termes de quantité. La

composition en phytostérols de 1’huile de neem, qui peuvent représenter jusqu’a 2%

(Momchilova et al., 2007), n’est pas bien rapportée dans la littérature.

Cependant nous

pouvons souligner les travaux effectués par Gosse et al., (2005) en Cote d’Ivoire, Djenontin,

(2006) au Benin et Momchilova et al., (2007) au Brésil (Tableau VII).
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Tableau VII : Composition des phytostérols de I’huile de neem

Teneur (%) GOSSE et al., 2005 DJENONTIN, 2006 MOMCHILOVA et al.,
2007

A3-Campestérol 0,3 5,5 3.3

A’-Stigmastérol 19,2 11,1 16,8

B-Sitostérol 62,9 77,7 70,1

A’-Avenastérol 15,6 4,0

Cholestérol 0,8 0,9

Fucostérol 4.1

4-méthylcholestérol 1,2

Non identifié 0,9 0,7

Impropre a la consommation humaine, du fait des nombreux produits actifs qu’elle contient et
de son amertume, I’huile de neem est traditionnellement utilisée pour produire du savon. Elle
est aussi utilisée pour des applications cosmétiques (shampoings anti-pelliculaires ou contre
les poux, pates a dentifrices, huiles corporelles et de protection solaire, savons
dermatologiques, lotions antiseptiques et pour lutter contre 1’acné, 1’eczéma, le psoriasis, ...)
Enfin elle entre dans la formulation des pesticides a base d’azadirachtine extrait du neem
(Neemix, Econeem Plus, etc.). L’extraction de 1’huile des graines de neem laisse un tourteau
qui est caractérisé par une forte teneur en azote et donc en protéines, une proportion moyenne
de matiere minérale et une faible proportion en cellulose. Ceci expliquerait son utilisation
traditionnelle comme aliment de bétail. Riche en azote, phosphore et potassium, elle est
également utilisée comme maticre fertilisante dans les champs mais aussi comme insecticide
du fait de sa teneur en maticres bioactives (azadirachtine, nimbine, salannine, etc.). Les
procédés d’extraction et caractérisation analytique sont rapportés dans la Figure 3, et la Figure

4 (les procédés de production).
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Figure 3: Schéma du procédé d’extraction de I’azadirachtine de neem pour sa

caractérisation analytique
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Figure 4: Schéma du procédé de production de I’azadirachtine et de I’huile de graines de

neem
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Origine

Le neem est d’origine indo-malaisienne.

Répartition géographique

Le neem est indigéne de 1'Inde, de la Birmanie, de Java et des Petites iles de la Sonde. Il
pousse dans les régions tropicales et subtropicales et a ét¢ introduit en Australie, en Afrique,
aux Antilles, en Amérique tropicale. Dans le sud des USA et de 1'Europe, on a pu acclimater
des variétés provenant du Nord de 1'Inde et résistant mieux aux gelées.

Morphologie

C'est un arbre qui peut atteindre 30 m et vivre 2 siécles, mais qui est en général plus petit (5 a
10 m), son feuillage persistant est imparipenné (5 a 8 paires de folioles falciformes a base trés
inégale), les fleurs en panicules sont blanches ou jaunatres, le fruit est une drupe de 1 a 2 cm,
jaune a maturité. Conditions de culture : Arbre de zone USDA 10 (supporte 4°c minimum). Il
se plait sur des terres pauvres avec 300 a 500 mm de pluie annuelle (sol sec).

Teneurs en éléments chimiques

Les feuilles contiennent entre autres les composés suivants : nimbine, nimbinéne, nimbandial,
nimbolide, quercétine. L’écorce de 'arbre et des racines, ainsi que le jeune bois contient des
tanins médicinaux (astringents) mais aussi des triterpénoides. Dés le mois de mai, le neem fait
apparaitre des fleurs violettes en forme d’étoile, odorantes et disposées en grappes
descendantes. Les fruits se transforment ensuite en petits fruits jaunes comestibles (qui
ressemblent a de petits abricots) que 1’on récolte au moment de la mousson. L'amande du fruit
contient 40 a 48% d'huile dont la composition en acide gras est la suivante : acide myristique :
2 a 3% acide palmitique : 13 a 15% acide stéarique : 15 a 19% acide oléique : 50 a 62% acide
linoleique : 8 & 16% L'huile renferme aussi des terpénoides potentiellement actifs et en grande
quantité : l'azadirachtine, la nimbine, la nimbidine, 'azadirone, mais aussi des méliacines.
L'azadirachtine : le composé le plus actif contre les insectes (400 especes d’arthropodes
nuisibles). 1l agit a la fois sur la croissance et le développement de l'insecte (croissance
larvaire, mue), et comme facteur antinutritif. D'autres composés présents dans le neem (les
feuilles, le bois ou I'huile) ont aussi un pouvoir insecticide principalement de type "hormonal”
ou antinutritif. Une ¢tude en signale 24, ce qui pour ses auteurs réduits le risque de
développement d'une résistance ou d'une accoutumance de la part des insectes. Les composés

les plus actifs sont I'azadirachtine déja citée, la salannine, le meliantriol, et la nimbine.
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1.2. Le champignon entomopathogéne Metarhizium anisopliae
1.2.1 Généralités sur les champignons

Les champignons (fungi ou mycétes) constituent un groupe d’organismes hétérotrophes
ubiquistes, riche de quelques 120000 espéces, présentant des structures et des caractéristiques
biologiques extrémement diversifiées, adaptées au mode de vie saprophyte, parasitaire ou
symbiotique (Senal et al., 1993 ; Anonyme a, 2000 ; Anonyme b, 2000 ; Kirk et al., 2001).
Les champignons sont des microorganismes eucaryotes filamenteux, aérobies strictes et
rarement anaérobies (Mathew, 1995 ; Tortora et al, 2003), ayant un métabolisme
hétérotrophe car ils tirent leur énergie de la respiration et de la fermentation des maticres
organiques solubles disponibles dans leur environnement (Leveau et Bouix, 1993 ; Nicklin et
al., 1999). Sur le plan morphologique, le champignon est constitu¢ d’un thalle qui forme son
appareil végétatif (Hawksworth et al., 1994). L’appareil végétatif se compose d’élément de
base appelé hyphe qui forme un réseau de filaments ramifiés ; le mycélium (Mathew, 1995).
Chez la plupart des champignons les hyphes sont divisés par des cloisons, ou septa (septum au
singulier) formant des unités qui ressemblent a des cellules distinctes avec un seul noyau, on
les appelle alors hyphes segmentés ou septés. Dans quelques classes de mycetes, les hyphes
ne contiennent pas des cloisons et ont 1’aspect de longues cellules continues a noyau multiples
ils sont appelés cénocytes (Tortora ef al., 2003). Les hyphes, segmentés ou non, sont en fait de
petits tubules transparents s’entourent d’une paroi cellulaire rigide formée de polymere de
chitine et des polymeres de la cellulose, éléments chimiques qui lui conferent une grande
rigidité, une longévité et une grande capacité¢ de résistance a la chaleur et a des pressions
osmotiques ¢€levées. De ces faits, les champignons sont donc capables de vivre dans un
environnement rude (Tortora et a/.,2003). En effet, les

Champignons se développent a pH légerement acide (3 et 7) et a une température optimale
comprise entre 20°C et 30°C, cependant certaines especes sont psychrophiles, se développant
a des températures trés basses <15°C ou méme parfois a <0°C (Botton et al., 1990 ; Guiraud,

1998 ; Tortora et al., 2003).

1.2.2. Les champignons entomopathogénes
Les agents pathogenes sont des organismes vivants pouvant engendrer une maladie a leur
hote. Les pathogenes des insectes appelés entomopathogenes comprennent : les bactéries (ex :
Bacillus thuringiensis, B. sphaericus), les protozoaires (ex : Amoebidea), les virus (ex :

Entomopox virus) et les champignons qui font I’objet de notre étude. Parmi les micro-
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organismes utilisés en lutte biologique, plus de 700 espéces de micro-champignons sont
entomopathogenes (Starnes et al., 1993) et jouent un role important dans la régulation
naturelle des populations d’insectes (Ferron, 1978 ; Wraight et Roberts, 1987). Ils
appartiennent au sous-taxon des Mastigiomycotina, Zygomycotina, Ascomycotina et
Deuteuromycotina. Le plus grand nombre de pathogenes se trouvent dans la classe des
Zygomycetes, mais les plus utilisées en lutte biologique proviennent des Deuteromycetes
(Fungi imperfecti). Ces derniers appartiennent aux champignons a hyphes septés, se
multipliant de facon non sexuée. Les especes des genres Beauveria, Metharizium, sont les
plus utilisées en lutte biologique (Wraight et Roberts, 1987 ; Goettel, 1992) et ont un intérét
agronomique considérable dans la lutte biologique contre les ravageurs de cultures et sont

donc I’objet d’études de plus en plus poussées.

1.2.2. 1. Metarhizium anisopliae
Metarhizium anisopliae était le premier pathogeéne utilisé délibérément pour le controle des
insectes ravageurs par le Russe Eli Metchinnicoff (le pére de la lutte microbiologique) dans
les années 80. Il a été isolé et identifi¢ sur la paille de céréale prés d’Odessa en Ukraine sous
le nom Anisopliae austria ou il I’a nommé Entomophtora anisopliae. En 1883 Sorokin assigna
ce champignon a la muscardine verte au genre Metarhizium. Depuis il est connu sous le nom

de Metarhizium anisopliae.

1.2.2. 1.1. Taxonomie et Classification

La classification de Metarhizium anisopliae a été sujette a plusieurs révisions au cours des
derniéres années. Par le passé, l'espéce a été classée principalement sous la division des
Deutéromyceétes, dans la classe des Hyphomycetes. Les membres de cette sous-division ayant
comme spécificité le fait de ne jamais produire, ou trés rarement, des spores sexuées.

Cette classe est en fait caractérisée par la présence de formes mycéliennes portant des spores
asexuées, appelées conidies, engendrées sur des cellules conidiogénes spécialisées. Par contre,
a l'heure actuelle, la plupart des mycologistes n'acceptent plus les Deuteromycota et ses sous-
classes comme formant un assemblage taxonomique. Plusieurs especes de champignons ont
été associées avec des membres de la division des Ascomycota sur une base d'homologie
d'ADN, dont l'espeéce M. anisopliae (Inglis et al., 2001). Cette espece fait des lors partie du
régne des Mycota, de la division des Ascomycota et de l'ordre des Hypocreales. La

classification de ce genre a été basée sur des caractéres morphologiques des cellules et des
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conidies, et comme ces caractéristiques sont assez limitées elles ont compliqué la taxonomie.
(Bidochka et Small, 2005).

Reégne : Fungi

Embranchement : Dikarya

Sous-embranchement : Ascomycota

Classe : Pezizomycotina

Ordre : Hypocreales

Famille : Clavicipitaceae

Genre : Metarhizium

Espéce : Metarhizium anisopliae

La premiere révision de ce genre a ¢été faite par Tulloch (1976), ou il a utilisé¢ les
caractéristiques morphologiques des conidies pour distinguer entre deux formes de
Metarhizium ; a savoir Metarhizium flavoviridae et Metarhizium anisopliae (Figure 5). Ce
dernier a été subdivis¢ en deux variétés ; Metarhizium anisopliae var anisopliae et

Metarhizium anisopliae var majus
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Figure 5: Photo (A) Electronographies des conidiophores et des hyphes de Metarhizium
anisopliae ; photo (B) Culture de M. anisopliae sur Sauboraud dextrose agar (SDA)a 25
°C ; photo (C) Aspect microscopique des Conidies de M. flavoviride (X100) ; photo (D)
Culture de M. flavoviride sur Sauboraud dextrose agar (SDA) a 25°C.

Source : BENSERRADJ Ouafa (2014)

I1.3. Morphologie
Les caractéristiques taxonomiques dominantes sont les traits morphologiques des structures
de sporulation. Le genre Metarhizium est défini par I’agencement des chaines porteuses de
phialides, des colonies de conidies cylindriques ou légeérement ovotides, séches et
généralement de couleur verte. Les colonies sont formées d’une agrégation de ces chaines
conidiennes (Zimmerman, 2007). Metarhizium anisopliae apparait blanc lorsqu’il est jeune et

il devient vert foncé aprés la maturation des spores (Figure 6).
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Figure 6: Aspect morphologique de Metarhizium anisopliae A et B (Ihara et al.2001)
Cette espece est caractérisée par des conidiophores de longueur variable, sont relativement
courts, irrégulierement ramifiés ou non et arrangés en groupes compacts formant une masse
de spores (Figure7), les spores étant allongées avec des cotés paralléles (Bischoff et al,
2009).

Figure 7: Aspect microscopique de Metarhizium anisopliae, a. x1600; b. x2800; c. x7000
(Bischoff et al., 2009)

Il existe deux formes de Metarhizium anisopliae dont la différence se base sur la taille des

conidies : (1) la forme Metarhizium anisopliae var. anisopliae a spores courtes, dont les
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conidies mesurent de 5 a 8 um de longueur et (2) la forme Metarhizium anisopliae var. majus

a spores longues, dont les conidies mesurent de 10 a 14 um de longueur (Figure 8).

Figure 8: (A) Conidies de Metarhizium anisopliae var anisopliae, (B) Conidies de
Metarhizium anisopliae var majus (Tulloch, 1976)

I1.4. Mode d’infection
Généralement, les champignons entomopathogenes tuent ou réduisent la vigueur des hdtes
qu'ils infectent. Ces ennemis naturels sont plus efficaces lorsque Il'insecte ciblé est
préalablement affaibli par un autre facteur comme un stress nutritif, compte tenu de leur mode
de transmission et de leurs besoins abiotiques. Aussi, ils sont généralement tres efficaces
lorsque la densité des populations d'insectes ciblés est tres €levée. Quoi qu'il en soit, le
systéeme immunitaire des insectes peut fortement influencer la pathogénicité de ces ennemis
naturels. La cuticule de l'insecte est une barriere structurellement et chimiquement complexe
pour la pénétration du champignon. L'épicuticule contient une protéine stable au phénol et est
couverte d'une couche cireuse contenant des acides gras, des lipides et des stérols (Andersen,
1979). La procuticule contient de nombreuses fibrilles de chitine enfouies dans une matrice
protéinique. Celle-ci peut représenter jusqu'a 70 % du poids sec de la cuticule. Contrairement
aux autres microorganismes (virus, bactéries, nématodes, protozoaires) ou l'infection de 1'hote
découle de leur ingestion obligatoire, les champignons peuvent infecter les insectes par
pénétration directe a travers la cuticule (Clarkson et Charnley 1996). Au contact de la cuticule
de l'insecte, la spore, 1'unité infectieuse du champignon, germe et pénétre au travers du

tégument en combinant des pressions mécaniques et enzymatiques (St Leger, 1993). Le
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champignon croit rapidement dans 1'hémocoele. Les insectes susceptibles au champignon
meurent généralement dans un délai de 3 a 10 jours. Quand l'insecte meurt, le champignon
entre dans un stade hyphal, colonise les organes internes puis sporule a la surface de 1'
insecte. Le cycle infectieux est généralement le méme pour tous les champignons
entomopathogeénes Le processus de pénétration est 1'étape la plus importante de la
pathogenése (Ferron et al., 1993). Le mode d'infection des champignons entomopathogénes se
divise en quatre étapes distinctes: 'adhésion, la germination, la pénétration et la dissémination

(Figure 9).

Figure 9: Schéma du cycle biologique des champignons entomopathogénes (Ferron et

al., 1993)
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Phase d'adhésion

L’adhésion est la premiére étape du processus d'infection. Les spores entrent en contact
passivement avec les insectes a l'aide des agents naturels tels que le vent et 1'eau. L'adhésion
est déclenchée par un mécanisme de reconnaissance et de compatibilité des spores avec le
tégument de l'insecte.

L'infection est initiée a travers le tégument de l'insecte-hdte (Khachatourians, 1991;Tanada et
Kaya, 1993), mais les spores peuvent aussi entrer par le systéme respiratoire (Clark et al.,
1968), le tube alimentaire (Miranpuri et Khachatourians, 1991) et la cavit¢ buccale
(Siebeneicher et al., 1992). L'attachement des spores a la cuticule est donc assujetti aux forces
Hydrophobiques non spécifiques et aux charges électrostatiques (Boucias et al., 1988 ; Butt,
1990). Cependant, des systémes de reconnaissance spécifiques, dont des polysaccharides
fongiques extracellulaires, des lectines et des enzymes extracellulaires, ont été identifies sur la
surface de la spore et peuvent étre impliqués dans I'attachement de celle-ci (Boucias et al.,
1991;Napolitano et Juarez, 1997). Par exemple, Grula et al.,(1984) ont démontré que les
hémagglutinines de la surface des spores sont inhibées par différents sucres hapténes (ex.
glucose, glucosamine et N-acétylglucosamine). Ainsi, I'incubation des spores avec ces sucres
réduit leur affinité a l'insecte. Une fois en contact avec la cuticule, la spore produit activement
un mucilage hygroscopique qui permet la modification de 1'épicuticule de I'insecte facilitant la
germination des spores et peut aussi créer un environnement favorable aux enzymes exo-
cellulaires libérées par ces derniéres (Boucias ef al., 1991).

Phase de germination

La seconde phase d'infection est la germination. Celle-ci dépend de I'état physiologique de
'hote et aussi des conditions environnementales, notamment la température et I'humidité (Butt
et Becket, 1994 ; Butt ef al, 1994). La germination aboutit a la production d'appressoria,
structures terminales servant a l'ancrage de la cuticule et favorisant la pénétration. La valeur
nutritive de la cuticule joue un role important pour la production d'appressoria. Cependant,
des études ont démontré qu'une cuticule nutritive favorise la croissance mycélienne plutot que
la pénétration (Magelhaes ef al., 1981 ; Ferron et al.,1993).

La germination in vitro se produit en réponse aux sources de carbone (ex. glucose,
glucosamine, chitine et amidon) et/ou d'azote (St Leger ef al.,1986a, 1986b). Cependant, les
acides gras et les lipides situés au niveau de l'épicuticule peuvent aussi influencer la
germination de spores (Lecuona et al.,1997). La germination dépend de la tolérance aux

composants potentiellement toxiques au niveau de I'épicuticule (ex. acides gras a chaine
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courte, phénols) (St Leger et al.,1990) et de I'antagonisme de la fore saprophyte sur la cuticule
de l'insecte (Charnley, 1989).

Phase de pénétration

La pénétration de Metarhizium anisopliae dans 1'hdte s'effectue généralement a travers les
orifices naturels, la cuticule ou bien par l'ingestion. En présence d'un niveau élevé d'azote et
de carbone, le tube germinatif continue de s'allonger et forme un hyphe (St Leger ef al.,1992).
Comme plusieurs autres champignons filamenteux, la dureté de la surface, I'hydrophobicité, la
topographie et les nutriments disponibles influencent la différenciation d'une structure
infectieuse ou appressorium. Le développement de l'appressorium implique I'activation de
I'"AMPc et la libération de Ca2 comme signaux moléculaires intracellulaires (St Leger ef al.,
1990). La pénétration est réalisée par pression mécanique et hydrolyse enzymatique (Goettel
et al., 1989) (Figure 10).

Précisément, I’hyphe fongique sécréte des enzymes extracellulaires telles que les protéases,
les lipases et les chitinases, qui attaquent et dissolvent la cuticule, permettant aux spores de
pénétrer a travers la cuticule et de se développer dans le corps de l'insecte (Hajek et St Leger,
1994). Ces enzymes correspondent aux différents polymeres de la cuticule, des protéines, des
chitines et des lipides de l'insecte (Charnley et St Leger, 1991). Les protéases sont les plus
importantes enzymes extracellulaires et jouent un réle primordial dans la pénétration (Campos

et al.,2005).

Figure 10:Mode de pénétration des champignons entomopathogénes dans la cuticule des

insectes
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(Clarkson and Charnley, 1996) ; Légende : conidium : conidie ; appressorium : appressorium ;
penetration plate : plaque de pénétration : secondary hyphal bodies : corps des hyphes
secondaires ; épicuticle : épicuticule procuticle : procuticule ; €pidermis : épiderme ;
hemocoel : hémocoele ; blastospores : blastospores

Phase de dissémination

Une fois que le champignon a franchi avec succes la cuticule et a percé I'épiderme adjacent de
la cuticule, il entre dans le systéme circulatoire ouvert de 1'insecte, 1'hémocoele. Le
champignon se multiplie par la suite a l'intérieur de tous les organes de l'insectehote et il
s'accroit sous forme de blastospores. Ceci peut faciliter la dispersion et la colonisation de
I'hémocoele et optimise I'assimilation rapide des nutriments. Il semble qu'une utilisation
efficace des sucres sanguins est nécessaire pour une croissance optimale du pathogeéne. Bien
que le glucose joue un role central dans le métabolisme de l'insecte, il est généralement

présent avec de tres faibles concentrations.

I1.5 Production des toxines
Une fois que le champignon atteint ’hémocoele, il entame la production d’hyphes qui
circuleront a travers 1I’hémolymphe pour ce faire le champignon doit surmonter les
mécanismes immunitaires de 1’hote. L’espece Metarhizium anisopliae produit des composeés
toxiques non enzymatiques tels que les Destruxines (DTX) et les cytochalasmes qui lui
permettent de surmonter les mécanismes de défense de 1’hote et de proliférer (Inglis et al.,
2001). Les toxines ont des effets divers sur différents tissus d’insectes. Les DTX dépolarisent
la membrane du muscle de I’insecte en activant les canaux calcium. En outre la fonction des
hémocytes d’insectes peut étre empéchée par les DTX (Bradfisch ,1990). Sous les conditions
optimales la mort de I’insecte survient normalement entre 3 a 5 jours a partir du moment de
I’infection. Une fois I’insecte mort, 1’espece produit un antibiotique : 1’oosporine qui lui
permet de surmonter la compétition des bactéries saprophages dans le tube intestinal de
I’insecte (Inglis etal., 2001). Le champignon entame alors une phase saprophytique. Les
spores sont produites par les conidiophores qui émergent du cadavre, préférentiellement au
niveau inter segmentaire si lesconditions environnementales sont adéquates. Le cadavre est
alors couvert par un feutrage mycélien vert nommé Muscardine constitu¢ d’hyphes et de
conidiophores portant des conidies (Figures 11 et 12). La phase saprophytique ne dépend pas

de I’humidité relative par contre elle est influencée par la température (Ferron, 1977).
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Figure 11: Larve infectée par Metarhizium anisopliae (Badiane, 2017)

Figure 12: Insectes infectés par Metarhizium anisopliae A et B (Muscardine verte)
(Boucias et Pendland, 1998)

I1.3. Réponse immunitaire a I’infection microbienne chez I’insecte
Les insectes fournissent un exemple particulier d'une immunité naturelle, dite non spécifique,
qui n'implique pas les lymphocytes et les anticorps comme chez les mammiferes (Fugita,
2002 ; Hoffmann et Reichhart, 2002). Afin d'empécher l'invasion par les agents pathogenes,
les insectes ont développé, au cours de leur évolution, différents mécanismes de défense.
D'ailleurs, la colonisation de I'hémocoele est strictement dépendante de 1'aptitude de I'agent
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infectieux a surmonter les mécanismes immunitaires de défense de l'insecte (Ferron et al.,
1993). L'arsenal défensif des insectes est constitué de barrieres structurelles passives comme
la cuticule. Le tégument chitineux de l'insecte constitue donc une barriére primaire efficace
contre 1'invasion par la majorité des micro-organismes. En absence de blessure, La principale
voie d'infection des insectes par les bactéries, les virus et les parasites, est le tube alimentaire.
Cependant, comme marqué précédemment, les champignons entomopathogénes ont I'habilité
de pénétrer a travers la cuticule pour établir I'infection.

En plus des barrieres passives, il existe une cascade de réponses actives lorsque les
pathogeénes ont atteint I'hémocoele de l'insecte (Hoffmann et Reichhart, 2002). Ces réponses
actives incluent la mélanisation, les réactions cellulaires (ex. phagocytose, encapsulation), les
réactions humorales (ex. phénoloxidase, lectines) et la production des inhibiteurs de protéases
(Gillespie et al., 2000). Les antigenes microbiens sont reconnus par le systtme immunitaire
naturel de l'insecte grace a des unités répétitives constituées de polysaccharides trouvés dans

les glycoprotéines de la surface microbienne.

I1.4. Facteurs affectant 'efficacité des champignons entomopathogénes
Le potentiel infectieux des champignons entomopathogénes comme agent de lutte biologique
dépend de leurs propriétés physiologiques de la population de 1'hote et des conditions du

milieu (Ferron et al., 1991).

I1.4.1 Facteurs liés aux pathogénes
La virulence et la spécificité de I'hdte sont deux €léments essentiels dans le choix d'un bon
candidat a la lutte biologique. Il a été démontré que les insectes d'une méme population
révélent une sensibilité qui différe selon les isolats de M. anisopliae (Todorova el al.,1994). A
une échelle industrielle, les épreuves biologiques standardisées de laboratoire sont essentielles
afin de vérifier le potentiel insecticide des préparations produites et de suivre leur stabilité de

Conservation (Ferron ef al., 1991).

I1.4.2 Facteurs dépendant de 1'hote
Il est maintenant reconnu que tous les stades de développement de l'insecte, de 1'ceuf jusqu'a
l'adulte, peuvent étre sensibles a l'infection fongique. Par exemple P. fumosoroseus est trouvé
a I’état naturel sur une large gamme d’hdétes (plus de 40 espéces d’insectes appartenant a 8

ordres) dont les Homopteres et parmi eux les aleurodes.
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L'épizootie fongique survient généralement a de fortes densités de la population hote
favorisant ainsi la probabilité de contact entre le pathogene et I'hote, de méme qu'entre les

insectes infectés et non infectés (Ferron et al., 1991).

I1.5 Facteurs liés a I'environnement
L'efficacité des champignons entomopathogenes contre les insectes est souvent influencée par

des conditions environnementales.

I1.5.1. Rayonnement solaire
L’effet des radiations solaires est 1’un des paramétres environnementaux les plus importants
pour la persistance des spores fongiques entomopathogénes. L’exposition a la lumiére du
soleil méme pour quelques heures en particulier la partie d’UVB du spectre (285-315nm) peut
complétement inactiver les conidies de Metarhizium anisopliae (Braga et al.,2001). 1l y a des
différences significatives dans la sensibilité¢ aux radiations, les micro habitats jouent un role
important en augmentant la persistance des conidies fongiques en fournissant 1’ombre des
arbres (Inglis ef al.,2001). Malgré son effet nocif sur la persistance des conidies, la lumiére
peut stimuler certaines étapes du cycle évolutif des champignons entomopathogénes cultivés
in vitro ou in vivo (Silvy et Riba, 1989). De plus, afin d'assurer une protection contre ces
rayons, les coelomycetes, tels que le genre Aschersonia, produisent des cellules conidiogeénes

dans des pycnides fortement pigmentés (McCoy et al., 1990).

I1.5.2. Température

La température est un autre facteur important qui peut affecter le taux de germination, la
croissance, la sporulation et la survie des champignons entomopathogénes. Hastuti et ses
collaborateurs (1999) ont démontré que 100 % des larves de Paropsis charybdis (Coleoptera:
Chrysomelidae) sont tuées par B. bassiana aprés une incubation de 21 jours a 35°C, alors que
93 % des larves sont mortes a une température d'incubation de 15°C. La température optimale
qui assure la survie d'un champignon différe selon les taxa. Ainsi, les spores des
entomophthorales semblent é&tre plus sensibles que les spores de la plupart des
entomopathogenes. Généralement, les températures au-dessus de 35°C empéchent la
croissance et le développement des champignons entomopathogénes.

Les variations de températures (€levées et basses) affectent la vitesse de 1’infection des

insectes par 1’inhibition de la germination des spores, ce qui affecte a son tour la formation du
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tube germinatif et la pénétration a travers la cuticule de I’insecte. (Ekesi et al., 1999 ; Fargues
et Luz., 2000 ; Soza-Gomez et Alves, 2000 ; Mitsuaki, 2004). Les conidies de B. bassiana et

de M anisopliae ne peuvent pas survivre plus que 15 minutes a 40°C (McCoy et al.,1990).

I1.5.3. Humidité

L’humidité environnementale est un parameétre trés important pour la germination des
conidies dans la nature. Elle affecte aussi la persistance et la survie des champignons
entomopathogenes. La plupart de ces champignons exigent au moins 95 % de I'humidité
relative a la surface de l'insecte afin de germer (Hallsworth et Magan, 1999). Un certain
nombre d’études a indiqué que les conditions seéches juste aprés 1’application des
champignons entomopathogénes sont moins pathogenes car les souches de Metarhizium et
Beauveria peuvent germer et infecter efficacement les insectes a une basse humidité a
condition qu’il y ait suffisamment d’humidité dans les microhabitats (Inglis et al., 2001).

L'humidité relativement élevée dans les endroits abrités fournit un micro-environnement
favorable pour le développement des spores (Liu et al., 2003). Les effets de la température et
de l'humidité sont intimement reliés d'ou la tolérance de quelques champignons a des
températures extrémes lorsqu'il y a plus d'humidité ou lorsque la condensation se produit
aisément et la perte d'eau est réduite au minimum. Le vent peut aussi modifier de manicre
significative 1'humidité microclimatique et considérablement influencer le comportement

fongique (McCoy et al., 1990).

11.5.4 Effet du sol
Le sol constitue un réservoir naturel pour les insectes infectés par des myceétes fongiques sur
le feuillage qui plus tard tombent sur le sol (Keller et Zimmermann, 1989). En effet, les
champignons dans le sol sont protégés contre la dessiccation, le rayonnement ultraviolet et les
températures extrémes (McCoy et al.,1990). En général, la simple présence des microflores
dans le sol peut influencer l'efficacité¢ des entomopathogénes (Groden et Lockwood, 1991).
Comprendre 1'écologie des champignons entomopathogénes dans I'environnement, en
particulier le sol est une chose importante, nécessaire pour l'application correcte de ces
champignons dans le champ. Meyling et Eilenberg (2007) fournissent un diagramme
schématique (Figurel3) qui détermine I'écologie de Beauveria et de Metarhizium dans le sol

et comment ces especes sont dispersées ainsi que leur cycle dans l'environnement.
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Figure 13: Les compartiments des écosystemes terrestres tempérés ou B. bassiana et M.

anisopliae se produisent naturellement (Meyling et Eilenberg, 2007)

IL.6. Avantages de Iutilisation de Metarhizium anisopliae

Le Champignon M. anisopliae est devenu la pierre angulaire de plusieurs programmes de lutte
intégrée, notamment dans les secteurs agricoles ou la présence de résidus de pesticides dans
les aliments constitue une source de préoccupation majeure. Le champignon M. anisopliae est
inoffensif pour la santé humaine, en plus d’étre sans danger pour I’environnement (Faria et
Wraight, 2001). Plusieurs facteurs favorisent une plus grande utilisation de M. anisopliae dans
le futur, en particulier I’augmentation des cofits sociaux résultant de I’utilisation massive des
pesticides chimiques et de production des nouveaux insecticides chimiques. Les occasions
d’utiliser cet entomopathogene conjointement a d’autres agents de lutte biologique et a
diverses pratiques culturales et pesticides courants se sont accrues considérablement avec la
découverte de nouveaux isolats plus efficaces, 1’optimisation des formulations et
I’amélioration des procédés d’application.

Le champignon M. anisopliae comporte d’autres avantages. En effet, son activité insecticide
est plus rapide que d’autres agents entomopathogenes et sa durée de conservation est longue.
De plus sa production exige des milieux de culture relativement peu dispendieux. Son
application s’effectue a I’aide d’équipements standards, et ses effets sur les insectes

bénéfiques et les organismes non ciblés sont nuls a négligeables (Zimmermann 2007). Le
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champignon M. anisopliae peut infecter 1’hote par ingestion ou par simple contact,
contrairement aux autres agents entomopathogénes, qui doivent étre ingérés pour infecter
(Cloutier et Cloutier 1992). Ce mode d’action particulier rend tous les stades (oeuf, larve,
adulte) sensibles. De plus, les conidies peuvent persister dans I’environnement par la

propagation des enzooties ou des épizooties.

I11.6.1. Production de Metarhizium anisopliae
Le champignon M.anisopliae posseéde deux phases de croissance. La phase végétative est
caractérisée par la croissance du mycélium formé d’hyphes et la phase reproductive est celle
pendant laquelle les spores sont formées et relachées dans 1’environnement (Kamp et
Bidochka, 2002). Selon les conditions de croissance, trois types de spores peuvent étre
produits par le champignon. Lorsqu’il croit en milieu solide, M.anisopliae produit des
conidies aériennes. En milieu liquide, il produit surtout des blastospore, des conidies
submergées (Jenkins et al., 1998). Les blastospores sont généralement de grande taille que les
conidies et tendent a avoir une durée de vie plus courte que celles-ci lors de ’entreposage
(Vega et al, 2003). Chez les champignons M. anisopliae et Hirsutella thompsonii, les
blastospores ont une stabilité limitée et sont moins virulentes que les conidies (Hegedus et al.,
1990). De plus, les blastospores sont plus sensibles a la dessiccation que les conidies (Burges,
1998). Pour ces raisons, les formulations contenant des conidies sont plus souvent utilisées
sur le terrain. Les champignons entomopathogenes peuvent étre produits de différentes fagons
: par méthode simple en sacs plastiques en utilisant comme milieu du riz stérile, des grains
concassé€s de mais, de I’orge ou d’autres produits, en fermentation liquide ou en fermenteurs
semi-solides. La production en milieu solide présente I’avantage qui est facile a réaliser et que
les conidies produites ont tendance a étre plus tolérantes a la dessiccation et plus stables que
les produites en culture liquide. Malheureusement, les méthodes de fermentation solide
présentent de nombreuses contraintes techniques et économiques (problemes de stérilisation
de substrats, échanges de gaz, controle de température, maintien d’une culture pure et
récupération du produit a partir du substrat). La fermentation liquide est une méthode plus
économique. Elle assure un environnement nutritionnel homogene et les facteurs
environnementaux (pH, température, aération) sont facilement controlés par rapport a la
fermentation solide. Plusieurs paramétres de croissance doivent étre considérés afin d’obtenir
de grandes quantités de spores et une forte virulence de celles-ci. Il a ét¢ démontré que la

température d’incubation est un paramétre important lors de la production de champignons.
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La température optimale peut varier non seulement entre les espéces de champignons, mais
aussi entre les isolats de la méme espéce (Jenkins et al.,, 1998 ; Lopez-Lastra et al., 2002 ;
Mondal et Bhattacharya, 2004). Pour Nomuraea rileyi, un autre entomopathogéne, la
température optimale pour la croissance optimale du mycélium se situe entre 22 et 26°C
(Edelstein et al.,2004). D’autres part, une ¢tude a démontré que la production de conidies de
M. anisopliae était plus importante a 20°C qu’a 23°C (Nelson et al., 1996). Le niveau
d’humidité peut aussi influencer la croissance et la sporulation de M. anisopliae. Des degrés
d’humidité différents ont permis la production de conidies. La photopériode normale (Nelson
et al., 1996) ou a un cycle de lumiere/obscurité¢ de 12 :12 (Kamp et Bidochka, 2002) pourrait

aussi affecter la production de conidies.

I1.6.2. Formulation a base de champignons entomopathogénes
Pour obtenir les conditions optimales de production, on doit considérer non seulement le
rendement en conidies, mais aussi la stabilit¢ des conidies. Les formulations granulées
peuvent étre obtenues soit par enrobage des spores préalablement récoltées (Leland et Behle,
2005), soit par croissance et sporulation du champignon a la surface d’un support nutritif
granulé. Ce premier procédé, déja appliqué a de nombreux microorganismes auxiliaires,
facilement industrialisable, est encore insuffisamment éprouvé au champ pour les
champignons entomopathogenes et ses perspectives d’utilisation agronomique ne peuvent pas
étre précisément estimés. Les produits formulés, contenant de matériels tels que de
protecteurs UV, d’huiles, d’humectants et de nutriments pour stimuler la germination et la
croissance des spores, ont un grand potentiel pour obtenir des meilleurs resultats (Bateman,
1994 ; Burges, 1998 ; Goettel et al, 2000 ; Wraight ef al., 2001). Par exemple, les huiles
permettent une meilleure adhésion et un épandage adéquat des spores sur la cuticule
hydrophobique de I’insecte (Ibrahim et al, 1999). De plus, les conidies des champignons
entomopathogenes formulées dans 1’huile végétale pure et en présence d’adjuvants semblent
étre plus résistances aux radiations UV que les conidies non-formulées (Alves et al.,1998 ;
Moore et al., 1993).
I1.6.3. Les essais biologiques et I’évaluation de I’infection

Les tests biologiques ou les bio tests sont une forme d’expérimentation pour I’estimation de la
puissance d’une substance ou comparant I’efficacité de deux ou de plusieurs substances par le
biais de la réaction qui suit leur application a la matiere vivante (Rangaswany, 1995). En

entomologie, le sujet (hote) peut étre un insecte, le stimulus peut étre un pesticide ou un agent
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microbien et la réponse peut étre le changement dans les caractéristiques des insectes en
termes de poids, de forme, de taille, d’appétit, de changement, de comportement ou de la
mort. La virulence peut étre mesurée dans un essai biologique en exposant un nombre connu
d’hotes a un nombre connu d’agents pathogenes et en observant le nombre de morts au cours
du temps (Reichelderfer, 1993).
L.3. Les Moustiques
1.3.1. Généralités sur les moustiques
1.3.1. 1. Position systématique

Le moustique est le nom commun des insectes de la famille des Culicidés qui forme le sous
ordre des nématoceres dans ’ordre des diptéres (Tableau VIII). Leur corps est élancé et ils
possédent de longues antennes a plus de six articles. Leurs pattes sont fines et longues. Seules
les femelles sont hématophages.
Tableau VIII : Position systématique de la famille des Culicidae Meigen, 1818 moustique
(Berchi, 2000)

Les Culicidae constituent un groupe d’étres vivants hétérotrophes (se nourrissant de maticre
organique) faisant partie des organismes eucaryotes pluricellulaires. Ils ont un corps composé
de trois parties (téte, thorax, abdomen) segmenté en métameres avec un squelette externe
(cuticule) possedant trois paires de pattes articulées et une paire d’antennes. L’adulte de
moustique posséde deux paires d’ailes pourvues d’un champ jugal et repliées en arriére au

repos.Larves et adultes différent radicalement. La larve est aptere et grandit sans changer de
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forme. Une seule paire d’ailes assure la fonction de vol, la deuxi¢me assure la stabilité¢ de
I’insecte lors du vol (balanciers)

Non vernaculaire : Moustiques

La famille des Culicidés se divise en trois sous-familles : les Culicinae, les Anophelinae et les
Toxorhynchitinae (Figure 9). Cette derni¢re, formée d’un seul genre, n’est pas représentée en
Europe occidentale (Duchauffour,1976; Matille, 1993 ) ni en Afrique Méditerranéenne
(Brunhes et al., 1999). Environ 3500 espéces sont décrites de part le monde (Marquardt et al.,

2005), dont trois-quarts environ sont originaires des zones subtropicales et tropicales humides.

Figure 14: Classification des Culicidae ou moustiques (Anopheles Group, 2012)

Une liste taxonomique rapportée par Brunhes et al.,(1999) mentionne 66 espéces présentes en
Algérie. Elles appartiennent a deux sous-familles, (Culicinae et Anophelinae) et se
répartissent en 6 genres : Anopheles (Meigen,1818), Culex (Linnaeus,1758), Culiseta
(Felt,1904), Aedes (Meigen,1818), Orthopodomyia (Theobalt,1904) et Uranotaenia (Lynch
Arribalzaga,1891)
I11.2. Bio écologie des moustiques
II1.2.1. Cycle de vie

Les moustiques ont une métamorphose compléte, ils sont holométaboles. Ils sont présents sur
tous les continents sauf en Antarctique, a proximité de pieces d'eau stagnantes, nécessaires au
développement de stades immatures (Lehane, 1991; Clements, 1999). Les moustiques se

développent dans deux milieux radicalement différents en fonction de leur stade de vie :
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aérien au stade imaginal (adulte) et aquatique aux stades larvaires et nymphals (Figure 15)
(Clements, 1992). Les individus immatures passent par quatre stades de développement
larvaires successifs, qui se nourrissent principalement de microorganismes, algues et détritus.
Ils ont une respiration aérienne qui se fait a 1'aide d'un siphon (Culicinae) ou des stigmates
respiratoires (Anophelinae). Aprés un stade nymphal de transformation compléte de

l'organisme (Insecte holométabole), I’imago émerge pour investir le milieu aérien.

Figure 15: Cycle biologique des moustiques (Berchi, 2000)

De 1'éclosion de l'oeuf au stade adulte, le cycle dure environ 15 a 20 jours, lorsque les
conditions de température et de nourriture sont favorables. Les moustiques respirent a la
surface de 1'eau 'oxygene aérien, sauf pour les genres Coquillettidia (Dyar, 1905) et Mansonia
(Blanchard, 1901) qui puisent l'oxygéne circulant dans les racines de certaines plantes
aquatiques. Les culex pondent leurs oeufs groupés, collés les uns aux autres formant une
"nacelle" flottante. Les anopheles pondent leurs oeufs un a un a la surface d'eau généralement
claires, ombragées ou ensoleillées, herbacées ou non. Les oeufs d'Aedes sont pondus, isolés
dans l'eau ou sur des supports secs, car ils sont résistants a la sécheresse et peuvent attendre la
mise en eau plusieurs mois. Ils éclosent trés rapidement des qu'ils sont immergés (Rioux,

1958).
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I11.2.2. Comportement trophique

Les adultes se nourrissent de nectar de plantes, et aprés accouplement la femelle recherche un
animal vertébré pour prendre un repas de sang nécessaire au développement des oeufs.

Les femelles de certaines especes peuvent toutefois pondre sans avoir pris de repas de sang, il
s'agit alors d'une ponte autogéne. Certains comportements imaginaux peuvent présenter un
intérét pratique (Riuox et Cousserans, 2008). Les différences de modes d'accouplement
permettent de distinguer des especes eurygames et sténogames. Les premicres ont besoin de
grands espaces pour effectuer leur vol nuptial (4dedes detritus Haliday, 1833). Par contre, les
especes dites sténogames s'accouplent au sol, sur la végétation érigée (Aedes coluzii) ou sur
les murs des grottes et des habitations (Culex pipiens Linné, 1758). L'étendue des aires de
dispersion dépend des capacités de déplacement, propres a chaque espéce (portée de vol de
quelques metres pour Culex quinquefaciatus, de plusieurs kilometres pour Aedes caspuius et
Aedes detritus) et du vent. Mais, quelle que soit l'espece, les plus fortes densités s'observent
généralement au voisinage des gites larvaires, ainsi dans les milieux ouverts ou la présence de
vent est importante, les adultes trouvent un abri dans les arbustes les plus proches. Certaines
especes, qui évoluent habituellement a l'extérieur (exophiles), peuvent pénétrer dans les
habitations pour se nourrir (endophiles) et digérer le repas sanguin ou pour hiverner (gites de
diapause). Les especes de moustiques sont plus nombreuses dans les zones tropicales et
¢quatoriales que dans les régions tempérées car ces insectes supportent mal les écarts
thermiques. Les femelles de moustiques n'ayant jamais pris de repas sanguin sont parfois
capables de donner une premicre ponte fertile. Ce phénomene, observé pour la premiere fois
par Théobald en 1901, est signalé par Roubaud (1929), qui lui attribue le nom d'autogenese
par opposition a I'anautogenése qui est la nécessité de prendre un repas de sang pour produire

une premicre ponte.

I11.2.3. Intéréts dans I’écosystéme
Les moustiques représentent un maillon essentiel dans le fonctionnement d’un €cosysteme
aquatique. En effet, par sa présence en grand nombre, ils représentent une biomasse
importante dont se nourrissent de nombreux organismes (batraciens, poissons...). Ils sont
ainsi un maillon important de la chaine trophique des zones humides. De plus, de part leur

régime alimentaire, les larves participent au processus de destruction de la mati¢re organique.
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Leur régime omnivore, avec 1’ingestion de feuilles en décomposition par exemple, accélere la

décomposition des matiéres organiques dans les écosystémes aquatiques.

I11.2.4. Nuisance et intérét médical

Les moustiques ont été toujours considérés comme source de nuisance pour I'homme, en
raison du fait qu'ils sont responsables des plus grandes endémies dans le monde, ils
constituent le groupe de vecteurs le plus important en santé publique humaine et vétérinaire.

Dans la sous famille des Culicinae les genres vecteurs des agents pathogenes sont: Culex,
Aedes et Anopheles. Sur le plan santé, la piqure par les adultes femelles de nombreux
Culicidés anthropophiles, nécessaire a la maturation des pontes, ne se résume pas seulement
au désagrément passager lié¢ a la prise de sang (Failloux et Rodhain 1999). Cette prise directe
du fluide dans les capillaires sanguins va permettre a différentes formes de vies (virus,
protozoaires, ver et nématodes) d'exploiter les moustiques comme voie de transfert vers les
hotes vertébrés. Ainsi, les agents pathogénes comme par exemple les protozoaires (ex:
Plasmodium faciparum responsable du paludisme) utilisent le moustique comme vecteur puis
I'homme comme héte pour la réalisation de leur cycle biologique infectant ainsi a 'homme de
nombreuses maladies.Les maladies dont les moustiques sont porteurs sont :dengue (A4edes),

paludisme ( Anopheles) et la fievre du Nil occidental ( Culex).

IT1.3 Le complexe Culex quinquefaciatus
I11.3.1. Caractéres morphologiques
I11.3.2. Les oeufs
Les oeufs sont fusiformes et mesurent environ Imm de long. Généralement blanchatres au
moment de la ponte, ils s'assombrissent dans les heures qui suivent. Ils sont pondus dans 1'eau,
réunis par 200 a 400 en nacelle (Figurel6) dont I'arrangement leur permet d'étre

insubmersibles (Rioux, 1958).
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Figure 16: Aspect des oeufs de Culex quinquefaciatus agglomérés en nacelles (Berchi,
2000)

I11.3.3. La larve
D'aspect vermiforme, le corps de la larve se divise en trois segments: la téte, le thorax trapu et
'abdomen (Figure 17). Sa taille varie de 12mm en moyenne en fonction des stades et elle est
dépourvue d'appareil locomoteur. Son extrémité caudale est munie d'un siphon, long et étroit
affleurant a la surface de 1'eau. Ce tube est muni de 5 clapets qui s'ouvrent sur deux orifices
par ou l'air pénetre a l'intérieur quand la larve monte a la surface de 1'eau. Ces clapets se
rabattent quand elle gagne les profondeurs. Ses piéces buccales sont de types broyeurs,

adaptées a un régime saprophyte (alimentation de type particulaire) (Kettle, 1995).
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Figure 17: Morphologie générale d’une larve de IV éme de Culicinae (Culex

quinquefaciatus) (Kettle,1995).

I11.3.4. La nymphe
La téte et le thorax de la nymphe fusionnent pour donner un céphalothorax sur lequel on
trouve deux trompes qui permettent a la nymphe de respirer. Sa forme globale rappelle celle
d’un point d’interrogation. Les orifices anal et buccal étant bouchés, la nymphe ne se nourrit

pas (Figure 18). Ses palettes natatoires, situées sur ’abdomen, lui permettent de se déplacer

(Rioux, 1958 ; Cachereul, 1997).
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Figure 18: Aspect général d’une nymphe de Culicinae (Culex quinquefaciatus)
(Berchi,2000)

I11.3.5. L’adulte
Le Culex adulte mesure 3 a 6 mm de long (Figure 19). Les différentes parties sont :
La téte : Elle est sombre, couverte d’écailles fourchues dressées et sombres entre lesquelles
sont situées des écailles blanches et des poils bruns. Sur les joues se trouvent des écailles plus
courtes formant une tache blanche (Kettle,1995 ; Andreo,2003 ).
Le thorax : Il est Composé de trois segments soudes (le prothorax, le mésothorax et le
métathorax), il porte les ailes et les pattes. Le thorax est brun recouvert d’écailles fauves
foncées avec quelques écailles claires sur les cotés.
L’abdomen : Il est gréle et allongé, il est composé de 9 segments terminés par 2 cerques,
appendices courts protégeant 1’anus et I’orifice génital. Il est recouvert d’écailles claires,
brunes et blanches avec de longs poils sur la face dorsale. Une ligne longitudinale sombre
ainsi que quelques taches sombres sur les cotés ornent la face ventrale. Chez les males,
I’abdomen se termine en une armature génitale servant a maintenir la femelle durant
I’accouplement. Chez les femelles, on trouve un oviscapte qui intervient lors de la ponte

(Bussieras et Chermette, 1991).
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Figure 19: Morphologie du moustique adulte vu de profil (Brunhes et al, 1999).

I11.4. Bio écologie du Culex quinquefaciatus
111.4.1. L’oeuf
Les lieux de ponte de la femelle sont variés : ce sont les petites collections d’eau proches des
habitations comme les bassins, les citernes, les pots de fleurs, les vieux pneus, ou encore les
boites de conserve. La femelle dépose les oeufs, qui ont un diamétre inférieur a 1 mm
(Andreo, 2003), perpendiculairement a la surface de I’eau en amas groupes (Figure 20). Une
femelle peut pondre jusqu'a 300 oeufs (Wall et Shearer, 1997), qui éclosent en 24 a 48 heures

lorsque la température de I’eau est suffisante.

49



Figure 20: OEufs de Culex quinquefaciatus (Moulinier, 2003)

I11.4.2. La larve
La larve sort de I’oeuf ; elle est disposée obliquement par rapport a la surface de 1’eau
(Euzeby, 2008; Ripert, 1998) et se déplace par mouvements saccades. Son régime saprophyte
est constitué de plancton et de particules organiques ingérés grice a ses picces buccales de
type broyeur. Elle respire par un siphon (Figure 21). La larve évolue ainsi selon quatre stades
pendant 8 a 12 jours, avant d’atteindre le stade nymphal (Cachareul, 1997 ; Wall et Shearer,
1997).
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Figure 21: Larves de Culex quinquefaciatus (Moulinier, 2003)
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I11.4.3. La nymphe
La nymphe a une forme de point d’interrogation (Euzeby,2008) et respire par des trompettes
respiratoires situées sur le céphalothorax (Figure 22) . Elle n’ingére par contre aucune
nourriture. Elle est extrémement sensible et plonge dans 1’eau au moindre mouvement percu
(Cachareul, 1997 ; Wall et Shearer, 1997). Culex pipiens reste sous cette forme pendant 2 a 4
jours. A la fin de cette période, la nymphe donne un adulte, male ou femelle. Cette étape se

fait généralement le matin (Ripert, 2007).

Figure 22: Nymphe de Culex quinquefaciatus A et B (Moulinier, 2003)

111.4.4. L’adulte

Le male se nourrit exclusivement de suc et de nectar extrait de plantes, et meurt aprés la
copulation. La femelle peut vivre 3 semaines a 3 mois selon la température et la qualité du
gite. Elle se nourrit du suc des plantes et est en plus hématophage, ce qui est indispensable a
la formation des oeufs (Ripert, 1998) (Figure 23).

Les adultes s’¢loignent peu des gites larvaires apres 1’éclosion. Ils ne dépassent pas 3 km de
distance, sauf lors de vent violent qui pousse les Culex quinquefaciatus beaucoup plus loin.
L’accouplement se produit dans les 48 heures suivant I’émergence des femelles et avant le
premier repas sanguin. La femelle s’accouple en général une seule fois au cours du vol, dans
un large espace : c’est une espéce dite eurygame (Moulinier, 2003). Le male est attiré par les
fréquences sonores ainsi que par des phéromones émises par la femelle. Apres

I’accouplement, la femelle part a la recherche d’un hote pour se nourrir de sang nécessaire a la
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maturation des ovules. La ponte a lieu environ 5 jours apres le dernier repas (Moulinier,2003).
Lorsque les journées commencent a raccourcir et que les températures baissent, Les femelles
cherchent un gite de repos et y passent plusieurs mois sans se nourrir :

C’est la diapause. Elles sont capables de survivre grace aux réserves lipidiques accumulées a
partir des sucs végétaux. Elles sortiront et recommenceront leurs repas sanguins a partir du

printemps (Robich et Denlinger, 2005).
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Figure 23: Culex adulte ou imago (femelle en haut a droite, méle en bas a droite)

(Moulinier,2003).

II1.5. Les principales nuisances causées par le genre Culex
IIL.5.1. Les Piqiires
Chez ’homme comme chez 1’animal, la piqlire du moustique femelle provoque une 1ésion
ronde de quelques mm a 2 cm de diametre souvent prurigineuse. Des réactions allergiques a
ces piqures peuvent apparaitre, elles sont dues a I’injection d’antigénes salivaires mais
pouvant aussi étre dues au simple contact avec le moustique ou ses excréments (Candace et
al., 2001). L’expression de cette allergie chez le chien peut €tre aussi bien locale que
généralisée, et se manifeste par des plaques érythémateuses trés prurigineuses (Prelaud,

1991).
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IIL.5.2. La transmission de maladies

L’espece Culex pipiens est connue comme étant vecteur de plusieurs maladies notamment des
arboviroses. Savage et al., (1995) le considérent comme 1’un des principaux vecteurs du virus
de I’encéphalite de Saint-Louis aux Etats-Unis. Il a été considéré aussi comme le principal
responsable de I’épidémie du virus West Nile qui a frappé les Etats-Unis en 2002 (Palmisano
et al., 2005). En effet, le virus de la maladie du West Nile a été isolé a partir de 43 especes de
moustiques, principalement du genre Culex. En Afrique et au Moyen-Orient, le principal
vecteur est Culex unmivittatus (Theobald, 1901), bien que Culex poicilipes ; Culex neavei
(Theobald,1901) ;Culex decens (Theobald,1901 ; Aedes albocephalus ou Mimomyia spp
jouent un role important dans certaines régions. En Europe, les principaux vecteurs sont
Culex pipiens, Culex, Culex modestus (Ficalbi, 1889) et Coquillettidia richiardii (Ficalbi,
1986). En Asie, Culex quinquefasciatus (Say, 1823), Culex tritaeniorhynchus (Giles, 1901) et
Culex vishnui(Theobald,1901) prédominent (Hubalek et Halouzka,1999). Aux Etats-Unis
(Andreadis et al., 2001), en Roumanie (Savage et al.,1999), en Bulgarie et en République
tcheque (Hubalek et Haluzka,1999), ’espece Culex pipiens est le principal vecteur, d’ou le
virus a été également isolé. La compétence vectorielle de Culex pipiens pour cette maladie a
¢été prouvée expérimentalement dans plusieurs régions du monde. Par ailleurs, en plus de cette
compétence vectorielle, les femelles infectées de cette espece sont capables de transmettre le
virus a leur progéniture (Farajollahi et al., 2005 ; Murgue et al., 2001), ce qui fait de ce
moustique le premier suspect du maintien et de la transmission de 1’enzootie du virus West
Nile.

Au Maroc, Culex pipiens joue un grand role dans la forte nuisance que connait la majorité des
zones urbaines. Son role dans la transmission des épidémies du virus West Nile qui ont touché
le Maroc en 1996 (Harrack et al., 1997, Murgue et al., 2001), et en 2003 (Schuffenecker et
al., 2005), est fortement suspecté. Zientara et al (2001), rapportent qu’en Algérie des cas
isolés chez I’homme ont été observés en 1994. Au Senegal, Culex quinquefasciatus présente
le plus d’intérét en raison de son abondance et de sa nuisance réelle dans les zones urbaines

(Berchi, 2000).
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I11.6. Apercu général sur les moyens de lutte contre les moustiques
I11.6.1. La lutte mecanique

De part le monde, les premiers moyens de lutte furent I’élimination de certaines zones
humides permanentes ou temporaires (étangs, marais, marécages, ).

C’est le développement de 1’élimination de ces zones d’eau, et donc de 1’habitat naturel du
moustique, qui a permis de diminuer les populations de moustiques et d’éradiquer certaines
maladies (Boyer, 2006). Cependant, pour préserver ces milieux naturels, les recherches se
sont intensifiées pour développer de nouvelles stratégies de lutte contre les moustiques. C’est

ainsi que les premicres luttes insecticides ont commencé avec la lutte chimique.

I11.6.2. La lutte chimique
Les premiers insecticides chimiques utilisés dans la lutte anti vectorielle sont les Organo-
chlorés tout particulierement, le Dichloro-Tichloroéthane synthétisé la premiere fois en 1873
par Othman Zeidler et connu sous le nom de DDT. Cet insecticide décrit par Muller pour son
efficacité insecticide ne fut reconnu qu’en 1939. Il s’agit d’un insecticide de la famille des
organochlorés agissant au niveau des cellules nerveuses. Il s’accumule dans les membranes
cellulaires et perturbe les équilibres cationiques K+/Na+ conduisant a des convulsions et des
paralysies, puis la mort (Boyer, 2006). De part son efficacité, il a longtemps ét¢ employé
partout dans le monde (Mouchet, 1995). Cependant, le DDT qui a provoqué une véritable
révolution dans la lutte contre les insectes, a été¢ interdit au bout d’un certain temps dans de
nombreux pays a cause de son accumulation dans I’environnement et d’éventuels effets
néfastes sur la sant¢ humaine (Mouchet,1994). Le DDT a donc laissé place a d’autres
insecticides organochlorés comme 1’aldrine, la dieldrine, I’héptachlore et le lindane. Bien que
les insecticides chimiques se soient révélés tres efficaces sur les moustiques, ils présentent
plusieurs inconvénients. En effet, en plus de leur cotit ¢élevé, ils peuvent étre a 1’origine de
divers problémes environnementaux. Pour Barbouche et al.(2001), 1’accumulation
significative de matiéres actives dans les écosystémes traités, aquatiques et terrestres peut
engendrer un probléme de pollution. Par ailleurs, les substances actives des produits utilisés
présentent un large spectre d’action et n’épargnent pas les organismes non cibles. A tous ces
inconvénients, s’ajoute aussi un probléme de développement de la résistance aux insecticides
chez les insectes traités (Georghiou et al., 1975 ; Sinegre et al., 1977). Selon Georghiou et
Lagunes-Tejeda (1991), plus de 500 especes d’insectes ont développé en 1989, une résistance

a une ou plusieurs familles d’insecticides. Ainsi, la résistance des moustiques aux insecticides
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est connue dans de nombreux pays. Elle a été constatée en 1958 au Cameroun (Mouchet et
al.,1960) a la suite de traitement au malathion de Culex quinquefaciatus. Une baisse de
sensibilit¢ au malathion des souches de Culex pipiens urbains et une faible résistance au
fenthion sont observées par Chauvet et al., (1971) a Madagascar. Plus tard, Sinégre et al.,
(1976) observent aprés trois années de traitement au chlorpyriphos sur le littoral
méditerranéen, une baisse du niveau de sensibilité et méme une résistance. Au Sénégal, les
travaux réalisés a ’universit¢ Cheikh Anta Diop par Raymond Ndione et al (2008) sur les
populations larvaires urbaines et périurbaines de Culex quinquefaciatus ont montré une
résistance vis-a-vis du malathion, organophosphoré utilisé dans la lutte anti larvaire. Ce
phénoméne de résistance rapporté par plusieurs auteurs comme ceux cités précédemment, a
amené la communauté scientifique a chercher des solutions de rechange a la lutte chimique.

La méthode alternative proposée est la lutte biologique.

I11.6.3 La lutte biologique
La lutte biologique est l'utilisation d'organismes vivants pour prévenir ou réduire les dégats
causés par des ravageurs. Celle-ci s’illustre de différentes maniéres.
La lutte par entomophage, qu’il soit parasitoide ou ravageur, s’effectue par 1’introduction d’un
animal ravageur de 1’organisme cible. La lutte microbiologique est 1’utilisation de
microorganismes (champignons, bactéries) qui infectent la cible souvent par ingestion. Si
'organisme antagoniste doit étre laché ou inoculé (en grand nombre) a chaque fois que
l'effectif du ravageur croit dangereusement, c’est la lutte biologique inondative. Enfin, aux
frontiéres de la lutte biologique ; la lutte autocide (encore dénommée lutte par males stériles)
a pour principe l'introduction en grand nombre, dans une population naturelle, d'individus
males de la méme espece rendus stériles mais au comportement sexuel intact. Deux grands
types de luttes biologiques ont été utilisés a 1I’encontre des moustiques.
La premiere méthode biologique est 1’utilisation d’un poisson prédateur, la gambusie
(Gambusia holbrooki), qui a souvent été utilisée mais avec plus ou moins de succes (Pates et
Curtis 2005). Ce poisson est un prédateur généraliste a utiliser avec grande précaution pour
éviter les dommages sur les autres organismes aquatiques. D’autres formes de controles
biologiques ont €té tentées avec d’autres especes de poissons, de champignons, de bactéries,
de nématodes, des parasites protozoaires, des insectes prédateurs, mais peu d’entre elles ont
été concluantes et donc adoptées. La deuxiéme méthode est 1’utilisation d’organismes

microbiens tels que le Bacillus sphaericus (Bs) et le Bacillus thuringiensis var. israelensis
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(Bti). Ces bacilles sont d’ailleurs considérés comme des agents de contrdle biologique
efficace (Becker 1998). Ils agissent sur les larves des moustiques, des simuliides et des
dipteres en général et sont aujourd’hui utilisés dans un large panel de gites larvaires, du fait de
leur efficacité et leur spécificité qui respectent largement la faune compagne.

Drailleurs, le Bt est le micro-organisme le plus utilis¢é comme bio-insecticide et représentent
plus de 90% du marché¢ des bio insecticides, mais seulement 2% a peine de la marche globale
des insecticides (Fargues et Bourguet, 2005). Bien que le développement d'une résistance
chez les moustiques n'ait pas encore été décelé avec ce composé, il est important de
poursuivre les études en vue d'élaborer de nouveaux insecticides biologiques afin d'étre prét a
répondre a toutes éventualités. Les champignons entomopathogénes sont des plus
prometteurs. Ils jouent un rdle considérable dans la régulation des populations d'insectes
(Roberts, 1973; Ferron, 1975). L'un des plus intéressants appartient a la classe des
Ascomycetes : il s’agit d’un pathogeéne d’insectes connu sous le nom de Metarhizium

anisopliae (Veen, 1968; Samuels et al. ,1989).
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CHAPITRE II : TRAITEMENT DES LARVES EN MILIEU SEMI- NATUREL
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INTRODUCTION

Cette theése s’inscrit dans le cadre de la lutte contre les insectes en général et contre les
moustiques en particulier qui causent des nuisances (bourdonnement et piqares) et des
maladies telles que la fiévre-jaune, la dengue, le paludisme. Pour cela, différentes méthodes
de lutte (mécanique, chimique et biologique) sont adoptées. Face a 1’apparition d’espéces
résistantes, des chercheurs de 1’Université Cheikh Anta Diop de Dakar et de I’'IRD (Institut de
Recherche pour le Développement) ont étudié les effets d’une double imprégnation des
moustiquaires avec deux insecticides a modes d’action différents (un pyréthrinoide et un
carbamate). L’efficacité de cette association a aussi ét¢ démontrée a 1’issue d’un essai mené
sur le terrain en Cote d’Ivoire contre des moustiques du genre Anopheles et Culex résistants
aux pyréthrinoides (Masson, 2003). Ce mélange fait intervenir un effet synergique entre ces
deux insecticides, ce qui lui confére un avantage dans la lutte contre les moustiques. Ainsi, il
y a une réduction des doses a appliquer, une durée d’action plus courte et une meilleure
efficacité. Les mélanges d’insecticides chimiques peuvent constituer une stratégie efficace de
gestion de la résistance, mais sont nuisibles aux non-cibles. C’est pourquoi les chercheurs
s’orientent maintenant vers les insecticides d’origine biologique comme le neem (Azadirachta
indica) et les champignons (Aspergillus clavatus et Metarhizium anisopliae). Pris isolément
ou en association, ces insecticides d’origine biologique ont montré une efficacité sur les larves
de moustique. C’est dans ce cadre que nous nous sommes intéressés a 1’étude dans des
milieux semi-naturels d’un effet synergique du Suneem 1% (Azadirachta indica) et d’un
champignon entomopathogeéne (Metarhizium anisopliae) sur les larves de moustique. Et pour
cela un certain nombre d’objectifs spécifiques ont été décrits notamment :

» Déterminer les taux de mortalité des larves de moustique tous genres confondus
(Anopheles, Aedes, Culex) face au Suneem1% ;

» Déterminer les taux de mortalité des larves de moustique tous genres confondus
(Anopheles, Aedes, Culex) face au champignon entomopathogéne Metarhizium
anisopliae;

» Déterminer la compatibilité entre le Suneem 1% et le champignon Metarhizium
anisopliae ;

» Déterminer les taux de mortalité des larves des trois genres de moustique (4Anopheles,
Aedes, Culex) face au mélange entre le Suneeml% (Azadirachta indica) et un

champignon entomopathogene (Metarhizium anisopliae).
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II.1 MATERIEL ET METHODES
I1.1.1. Matériel
I1.1.1.1. Matériel expérimental
Nous avons choisi cing bacs dans la zone expériementale du département de biologie animale
de la Faculté des Sciences et Techniques (FST) contenant chacun 5 litres d’eau distillée sur
lesquels sont déposés des cages cubiques (50 x 50 x 50 cm) avec une armature en bois

recouverte d’un tissu moustiquaire pour empécher les larves émergées d’échapper. (Figure

24).

Figure 24: Dispositif pour I’élevage des larves dans des bacs couverts de cages avec tuile

moustiquaire

I1.1.1.2. Matériel biologique
Le matériel biologique que nous avons utilisé est constitué des larves de tous stades et de tous
genres (Aedes, Culex, Anopheles) de moustique a I’image de celle du Culex dont la position

systématique est la suivante :
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Regne Animal
Sous-regne Meétazoaires
Embranchement Arthropodes
Sous-embranchement : Antennates ou Mandibulates
Super classe : Uniramés

Classe : Insectes

Sous classe : Ptérygotes
Section Néopteres
Infra-classe Oligonéopteres
Super-ordre Meécoptéroides
Ordre Diptéres
Sous-ordre Nématoceres
Famille Culicidés

Genre Culex

Espece quinquefasciatus

Figure 25: Larve de moustique du genre Culex
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I1.1.1.3. Matériel de traitement des moustiques
1. Le Suneem 1% :
Le Suneem est un biopesticide a base d’azadirachtine. Le produit est fourni par la Senchim
une industrie chimique Sénégalaise. Le Suneem est un produit biochimique qui peut lutter
efficacement contre les moustiques. Il a des vertus larvicides, adulticides et antiappétantes en

lutte biologique.

Figure 26: Le Suneem1%

2. Metarhizium anisopliae
Le champignon utilisé est Metarhizium anisopliae. 11 est fourni par la Direction de la
Protection des Végétaux (DPV) de Dakar sous le label « Green muscle». Les spores
lyophilisées sous forme de souches ont été conservées dans des sachets dans les conditions du
laboratoire. Par la suite ces souches sont multipliées sur un milieu de culture le riz

préalablement stérilisé a I’autoclave (figure 27).
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Figure 27: Metarhizium anisopliae culture(A) et dans le sachet(B)

11.1.1.4. Petit matériel de laboratoire nécessaire au traitement

Le materiel de laboratoire est compos¢ de :

vV V V V V V V V VYV V V V V V V V

Appareil numérique marque Nikon,
Bécher,

6 bocaux de dimensions 10 x 10 x 7cm,
Boites de pétri (BP),

Eprouvettes,

Etuve de marque Kowell

Un hygrométre,

Cages d’émergences (cages de dimensions 30 x 30 cm)
Gants en latex,

Loupe binoculaire de marque motic,
Des masques,

Un microscope optique de marque motic,
Des pipettes graduées

La pipette thoma

Des poires pipettes pour aspirer

Un thermomeétre
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I1.1.2. Méthodes
I1.1.2. 1. Récoltes et identification des larves (methode)
Les larves servant a 1’étude ont été récoltées au niveau des gites (eaux stagnantes dans des
dépressions a ciel ouvert) se trouvant au quartier Bopp a la rue 1 dans la région de Dakar
(Sénégal). Ces larves de moustique ont été identifiées au laboratoire de Biologie de la
Reproduction (LBR) sise au département de Biologie Animale de 1’Université Cheikh Anta
Diop de Dakar a I’aide de clés d’identifications. Ensuite les larves ont été triées en larves de
stade L3, L1 et L2. Ces larves ont ét¢ immergées dans les bacs contenant 5 litres d’eau
distillée sur lesquels sont déposés des cages cubiques (50 x 50 x 50 cm) avec une armature en
bois voilée de tissu comportant sur le coté un manchon de tulle pour permettre un acces facile

et empécher les larves émergées d’échapper.

Figure 28: Photo illustrant la phase de récolte des larves de moustiques

I1.1.2.2. Etude de la compatibilité entre le Suneem 1% et le Metarhizium anisopliae
La formulation entre Suneem 1% et Metarhizium anisopliae consiste & mélanger 25 ml de
Suneem 1% et 0,50 g de spores de Metarhizium anisopliae dans une boite de pétri contenant
le méme milieu de culture (riz). Une autre boite de pétri contenant un milieu de culture (riz) et
les spores de Metarhizium anisopliae prises seules sert de témoin. Ensuite, nous avons suivi la
germination des spores de Metarhizium anisopliae dans ces deux boites de pétri. Par la suite,
nous avons comparé ’aspect et la couleur des spores dans les boites de Pétri contenant le
mélange et le témoin. Cette expérience est répétée trois fois et la germination des spores a été

obtenue au bout de six jours.
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I1.1.2.3. Traitement des larves de moustiques (genres: Anopheles, Aedes, Culex)
I1.1.2.3.1. Traitement avec le Suneem1%
Pour trouver les CL50 et CL90, nous avons utilisé 6 bacs dont 5 traités avec Suneem1% a des
concentrations différentes en fonction du temps et un bac servant de témoin. En effet, apres
avoir récolté les larves de moustiques (Culex, Aedes et Anopheles) nous les avons réparties
dans six bacs contenant chacun 100 larves de stade L2/L3 et 5 litres d’eau distillée. Ensuite
nous avons ajouté des concentrations croissantes de Suneem 1% avec des doses allant de 1
ml a 5 ml avec une augmentation progressive de 1 ml, ce qui nous permet d’avoir les
concentrations suivantes : Bac témoin : 0 ml ; Bac 1: 4 ml ; Bac 2 =5 ml ; Bac 3 = 6 ml; Bac
4= 7ml; Bac 5= 8 ml. Ainsi, ces bacs contiennent respectivement 0 g, 410> g 5.107 g,
6.10° g, 7.103g et 8.107g d’azardirachtine car 1 litre d’huile de Suneem 1% contient 10g
d’azardirachtine qui est la matiére active qui tue les larves (figures 32 et 33). Une pincée de
poudre de pain est versée dans chaque bac pour la nourriture des larves de moustique pendant

la durée du traitement.

Figure 29:Traitement des moustiques avec le Suneem 1%
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Figure 30: Bac traité avec le Suneem

11.1.2.3.2. Multiplication des spores de Metarhizium anisopliae et Traitement des
moustiques avec le méme biopesticide
a. Multiplication des spores de Metarhizium anisopliae
Le traitement est fait dans des boites de pétri de dimensions 9cm x 1cm. Dans chaque boite,
nous avons mis 15 g de riz et 20 ml d’eau distillée. Nous avons prélevé un volume de 0,1 ml
d’une solution aqueuse de champignon que nous avons versé ensuite dans chaque boite de
pétri contenant du riz avec une bonne dispersion des spores. Les boites de pétri sont déposées
sur la paillasse et recouvertes par des bocaux de dimension 50 cm x 20 cm x 10 cm. Trois
jours apres, une masse de spores apparait et le tout est séché a I’air libre pour faire évaporer
I’eau et rendre sec le milieu de culture. Par la suite, nous avons raclé le milieu de culture pour
obtenir les spores, la masse est broyée et tamisée afin de récupérer le maximum de spores.
Nous avons utilisé les spores seches et le restant a savoir la poudre de spore et les granulats
sont conservés dans un bocal en verre pyrex de 250 ml a une température moyenne de 27 °C
et a une humidité relative moyenne de 82 %. Pour la détermination de la teneur en spores,
nous avons mélangé une quantité de 0,05g de spores séches dans 4 ml d’eau distillée. Ce
mélange est agité plusieurs fois. Avec une pipette thoma, nous avons aspiré¢ la solution
jusqu’ au niveau 1 correspondant a 0,2 ml. Nous avons ensuite essuy¢ le bout de la pipette
avec du papier humidifi¢ avant de compléter avec de I’eau distillée jusqu’au niveau 11 qui
correspond a 1,1 ml. Apreés avoir agité plusieurs fois, des gouttes sont déposées sur la lame
hématimétrique avant de couvrir avec une lamelle. Le comptage des spores de Metarhizium
est effectué au microscope photonique de marque motic (grossissement : x 400). Dans un

rectangle de 20 carreaux nous avons compté le nombre de spores dans 5 carreaux au hasard.

66



La moyenne est multipliée par 20 pour obtenir le nombre moyen de spores par rectangle, puis
par 100 pour avoir le nombre de spores par mm?>. Cette opération est effectuée sur 3 lames
pour chaque produit. Les valeurs moyennes ont été calculeés.
b. Traitement des moustiques avec le méme biopesticide

Le traitement proprement a pour but de trouver les CL50 et CL90. Ainsi, nous avons utilis¢ 6
bacs traités avec du Metarhizium a des concentrations différentes en fonction du temps et 1
servant de témoin. Apres avoir récolté les larves de moustiques, nous les avons réparties dans
6 bacs différents contenant chacun 100 larves de stades 2 et/ou 3 et 5 litres d’eau distillée.
Ensuite nous avons appliqué les doses de Metarhizium anisopliae suivantes: 7,5.10%
spores/ml dans le premier bac, 10.10% spores/ml dans le deuxiéme bac, 12,5.10% spores/ml
dans le troisiéme bac, 15.10® spores/ml dans le quatriéme bac et 17,5.10% spores/ml dans le
cinquiéme bac. Le bac témoin ne contient que 5 litres d’eau distillée et 100 larves de

moustiques. Une pincée de poudre de pain est versée dans chaque bac pour la nourriture.

Figure 31: Bac traité avec le M. anisopliae

I1.1.2.3.3.Traitement avec le mélange
Le traitement avec le mélange consiste a déterminer des concentrations létales 50 et 90 ainsi
que leurs temps létaux. Apres avoir récolté les larves de moustiques nous les avons reparties

dans 6 bacs différents contenant chacun 100 larves et 5 litres d’eau distillée.
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Pour ce traitement nous avons fixé la quantité de Suneem1% et faire varier la quantité de
Metarhizium qui va de 5.10% spores a 14.10% spores. Ensuite nous avons appliqué les doses de
mélange suivantes : 2 ml + 5.10® spores dans le premier bac ; 2ml+7,5.10% spores dans le
deuxiéme bac; 2ml+10.10% spores dans le troisiéme bac; 2ml+12,5.10% spores dans le
quatriéme bac et 2ml+14.10%spores dans le cinquiéme bac. Le bac témoin ne contient que 5
litres d’eau de robinet et 100 larves de moustique (tous genres confondus : Anopheles, Aedes,

Culex). Une pincée de poudre de pain est versée dans chaque bac pour la nourriture des larves

de stades L3.

Figure 32: Bacs de traitement avec le mélange

Figure 33: Bac traité avec le mélange
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I1.1.2.3.4. Traitement simultané avec les biopesticides
Apres avoir récolté les larves de moustiques nous les avons réparties dans 4 bacs contenant
chacun 100 larves et 5 litres d’eau distillée. Ensuite, nous avons appliqué les differents
biopesticides Suneem1% dans le premier bac, Metarhizium anisopliae dans le deuxiéme bac
et le mélange dans le troisiéme bac a des doses respectives de 4 ml, de 12,5.10% spores et de
2ml+10.10% spores. Le quatriéme bac qui est le bac témoin ne contient que 5 L d’eau de
robinet et 100 larves de moustiques. Une pincée de poudre de pain est versée dans chaque bac
pour la nourriture des larves de stades L3. Les constats sont faits quotidiennement pour
déterminer les densités larvaires aprés traitement avec les produits. Tous ces traitements ont
réalisées dans des conditions environnementales de température, de PH et d’humidité

d’environ 29° C, 9 et 79%.

BAC 1 BAC 2 BAC 3 BAC 4

Figure 34: Milieu contr6lé de traitement

I1.1.3. Méthodologie d’analyse résultats
L’analyse de Bayes a ¢té faite au moyen du logiciel XL STAT 7.5.2 et a été utilisée pour la
comparaison des mortalités moyennes obtenues avec les différents biopesticides. La dose
1étale a 50%, (DL50) de chaque produit a été estimée, aprés 24 heures de contact des larves de
moustiques aux différentes concentrations testées. Ces valeurs ont été déterminées a partir
d’une courbe expérimentale donnant les variations de la mortalit¢ en fonction des

concentrations croissantes des produits.
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Formule de correction de la mortalité

Afin de déterminer les taux de mortalité nous suivrons 1’évolution chronologique de la
mortalité des larves de moustiques qui sont soumises aux différents produits a différentes
concentrations, les observations sont réalisées successivement 24 heures, 48 heures, 72 heures
aprés la mise en contact des larves de moustiques. Une loupe binoculaire a été utilisée pour
dénombrer les larves de moustiques mortes. Pour calculer le pourcentage de mortalité

(mortalité corrigée) des larves nous avons appliqué la formule ’ABBOT (ABBOT, 1925).

Nim—N
(%)m = 100 » —2—1MT_
NLTotai—NLMT

(%)m= pourcentage de mortalit¢ ; NLm= nombre de larves mortes ; NLmT= nombre total de
larves mortes dans le témoin ; NLtotal= nombre de larves totales

Les résultats des mortalités sont présentés sous forme de tableau. Les témoins dont les taux de
mortalité étaient compris entre 5% et 20% ont été corrigés par la formule d’Abott. Au dela de
20% de mortalité le test a été repris. Les recommandations de I’OMS quant a I’interprétation
des résultats sont les suivantes: 98-100% de mortalité : sensible ; 80-97% de mortalité :

résistance possible a confirmer ; < 80% de mortalité : résistance probable.

I1.1.4. Résultats de traitement avec neem (Suneem 1%).
Les résultats montrent que plus la concentration en neem (Suneem1%) est élevée plus le taux
de mortalit¢ augmente. Dans un méme bac le pourcentage de mortalit¢ obtenu avec le
Suneem1% augmente en fonction du temps. Par contre, au niveau du bac témoin, le taux de
mortalité est trés faible et est constant au cours du temps. Par ailleurs, les mortalités
enregistrées dans les différentes concentrations utilisées sont largement supérieures a celles du
témoin. La mortalité des larves de moustiques soumises aux différentes concentrations du
suneem1% augmente suivant les périodes d’observation a 24 heures et a 48 heures.(Tableau 9
et figure 34). Avec ces conditions expérimentales, les doses des bacs 3, 4 et 5 ont donné un
effet insecticide élevé. En effet elles ont entrainé¢ des taux de mortalité supérieurs a 50%
variant entre 65 a 100% aprés 24 heures de contact. Ainsi, I’analyse de ces résultats a montré
une évolution positive bien marquée des taux de mortalit¢ moyens avec 1’augmentation de la
concentration du neem (Suneem1%) quelle que soit la durée de contact des larves de

moustiques avec le Suneem1%. Les doses de 8 ml et de 9 ml ont entrainé les plus forts taux
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de mortalité (87 a 93%). Toutefois, toutes les doses testées se sont révélées toxiques aux
larves par rapport au témoin qui a entrainé une mortalité de 2% en moyenne. La CL50 la plus
marquée est a 0,003g/l d’azadirachtine. Par aileurs, nous avons constaté que I’application du
neem (Suneem) sur les larves de moustiques provoque des malformations, une réduction de la
longévité et de la fécondité chez les adultes et leur mort.

Les résultats de ce traitement sont visibles dans le tableau IX et mises en évidence dans la

figure 35 ci-dessous.

Tableau IX: Mortalité des larves moustiques en fonction des concentrations du Suneem

1% exprimées en (ml).

Temps (j) Témoin Bacl Bac 2 Bac 3 Bac 4 Bac 5

n 2 35% 38%  44%  48%  56%
12 2 59% 69% 2%  80%  92%
13 2 75% 88%  93%  100%  100%

Figure 35: Evolution des taux de mortalité en fonction des concentrations du

Suneem1%.
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I1.1.5. Résultats de traitement avec Metarhizium anisopliae

Comme dans le cas du Suneem1%, la mortalité¢ des larves causée par la toxine a varié avec
les concentrations appliquées et avec la durée de contact (Tableau 10). Cette tendance des
résultats s’est fortement confirmée dans le temps avec la germination des spores sur la
cuticule des larves de moustiques. Ces résultats ont révélé qu’apres 48 heures de contact, les
taux de mortalit¢ sont parfaitement corrélés avec les concentrations. La concentration de
15.10% spores/ml a causé une mortalité supérieure a celle obtenue avec les concentrations de
7,5.10% spores/ml qui présente les mémes résultats que le bac témoin. Cette différence de taux
de mortalité est maintenue au-dela de 48 heures. Aprés 72 heures de traitement des larves, les
concentrations supérieures a 15.10% spores/ml ont donné des taux moyens de mortalité
importants dont le plus faible est de 92%. La DL50 est obtenue au 3™ jour dans le bac4 avec
52,17% de mortalité et la DL90 au 4™ jour dans le bac4 avec 92% de mortalité.

En considérant les effets des concentrations de Metarhizium anisopliae, nous pouvons
affirmer que le Metarhizuim anisopliae seul montre plus d’efficacité en fonction du temps.

(Tableau X, figure 36).

Tableau X : Mortalité des larves de moustiques en fonction des concentrations du

Metarhizium anisopliae.

Temps (j) Témoin  Bac 1 Bac 2 Bac 3 Bac 4 Bac 5

J1 2 2 12% 18% 26% 29%
2 2 2 15% 24% 47,82%  53%
I3 2 2 24% 39% 52,17%  67%
J4 2 2 36% 46% 92% 98%
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Figure 36: Evolution de la mortalité en fonction des doses du Metarhizium anisopliae.

Suivi de la germination du Metarhizium anisopliae

Certaines larves tuées par le champignon sont rincées avec de 1’eau distillée et mises en
incubation dans des boites de Pétri contenant un milieu de culture (farine de blé). Les
observations sont faites a la loupe binoculaire 24 h et 48 h aprés. Les photos sont prises en
format JPEG avec un appareil numérique. L’appareil a ét¢ monté sur la loupe pour prendre

des photos

Spores

Cuticule

P

Figure 37:Suivi de la germination du Metarhizium anisopliae
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I1.1.6. Résultats de traitement avec le mélange
L’étude de compatibilité nous permet de dire que le Metarhizium anisopliae peut conserver sa
toxicité en le mélangeant avec le Suneem 1%. Les résultats montrent que plus la concentration
en mélange est ¢levée plus le taux de mortalité¢ augmente. Dans un méme bac le pourcentage
de mortalité obtenu avec le mélange augmente en fonction du temps. Par contre, au niveau du
bac témoin, le taux de mortalité est tres faible et est constant au cours du temps. Par ailleurs,
les mortalités enregistrées dans les différentes concentrations utilisées sont largement
supérieures a celle du témoin.
La mortalit¢ des larves de moustiques soumis aux différentes concentrations du Mélange
augmente suivant les périodes d’observation a 24 heures et a 48 heures. (Tableau 11).
Avec ces conditions expérimentales, les doses des bacs 3, 4 et 5 ont donné un effet insecticide
¢levé. En effet elles ont entrainé des taux de mortalité supérieurs a 50 % variant entre 65 a
100 % apres 24 heures de contact. Ainsi, 1’analyse de ces résultats a montré 1’évolution
positive bien marquée des taux de mortalité moyens avec I’augmentation de la concentration
du Mélange quelle que soit la durée de contact des larves de moustiques avec Mélange. Les
concentrations allant de (2ml+5.10% spores) ; (2ml+7,5.10® spores) ; (2ml+10.10® spores) ;
(2ml1+12,5.10% spores) ; (2ml+14.10° spores) ont occasionné les plus forts taux de mortalité
(87 a 98%). Toutefois, toutes les doses testées se sont révélées relativement toxiques aux
larves par rapport au témoin qui a entrainé une mortalité de 2 %.

Ces résultats de traitement sont consignés dans le tableau XI et analysés dans la figure 38.
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Tableau XI : Pourcentage (%) de mortalité des larves de moustiques en fonction des
concentrations du mélange Suneem1% et Metarhizium anisopliae exprimées en

(2ml+X.108 spores).

Temps (j) Bac Témoin  Bac 1 Bac 2 Bac 3 Bac 4 Bac 5

J1 2 37% 41% 45% 42,17% 59%
2

2 50% 52% 55% 57,14% 69%
J3

2 78% 83% 87% 95,91% 98

Figure 38: Evolution de la mortalité en fonction de la concentration du mélange

I1.1.7. Résultats du traitement sumilatif
Lfanalyse des résultats de traitement avec la formulation de Metarhizium anisopliae et le
mélange en milieu semi naturel nous montre que plus la concentration en spores augmente,
plus le taux de mortalité larvaire augmente dans les différents bacs. Et que I’augmentation de
la mortalité des larves évolue en fonction du temps. Les mortalités enregistrées avec les
différentes concentrations utilisées sont largement supérieures a celles du témoin. Ces

résultats montrent une nette augmentation des pourcentages de mortalité des larves de
75



moustique apres un traitement au Metarhizium anisopliae. Cette augmentation correspond au
taux moyen de mortalités qui est supérieur a la DL50 et qui avoisine les 70%. Preuve qu’en
milieu naturel, le Metarhizium anisopliae est efficace contre les larves de moustique.

Les résultats obtenus avec le Suneem1% sont similaires a ceux obtenus avec le mélange. Par
contre, au niveau du bac témoin, le taux de mortalité est trés faible et méme constant au cours
du temps. Par ailleurs, les mortalités enregistrées dans les différentes concentrations utilisées

sont largement supérieures a celle du témoin. (Tableaux XII et 13)

Tableau XII : Densités larvaires avant et apres traitement avec les produits (Suneem

1%, Métarhizium anisopliae, mélange)

. Parametres ,Bac. Bac 1 Bac 2 Bac 3
Produits témoin
DLAvVT 100 100 100 100
Suneem 1% DLApT 100
0 62
DLApT 100
Métarhizium
™ 0
DLApT 100
Mélange
™ 0

Légende : B1 : Bac traité avec le suneem 1%, B2 : Bac traité avec le Metarhizium anisopliae
B3 : Bac traité avec le mélange (Suneem 1% et Metarhizium anisopliae). Témoin : Bac

témoin

Tableau XIII: Pourcentages de mortalité des larves traitées avec les produits (Suneem

1%, Metarhizium anisopliae et Mélange)

Pourcentage de mortalité

produits | Jours

Bac témoin
Suneem I 2
1% J2 2
I3 2
métarhizi J1 2
um J2 2




J3
J4
J1
mélange J2
J3

NN BN

Légende :
Bl : Bac trait¢ avec le suneem 1%, B2: Bac trait¢ avec le Metarhizium anisopliae

B3 : Bac traité avec le mélange (Suneem 1% et Metarhizium anisopliae). Témoin : Bac

témoin

Figure 39:Adhésion de spores de Metarhizium anisopliae sur la cuticule de larves de

Culex quinquefasciatus (cas du mélange).
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I1.1.8. - DISCUSSION

L’utilisation des produits naturels tels que le neem (Suneem 1%), Metarhizuim anisopliae et
le mélange des deux biopesticides dans la lutte contre les larves de moustiques est plus que
d’actualités.

L'utilisation d'extrait de graines de neem a une concentration supérieure a 2,5%, peut
provoquer un effet fongicide (Rodrigues-Lagunes et al, 1997). Les résultats portant sur
I’application du neem (Suneem 1%) contre les larves de moustique confirment les travaux
d’Attri et Prasad (1980) qui ont montré 1’efficacité de 1’huile de neem sur les larves de
Culicidae de Scott et Kaushik (2000) sur I’efficacité du Margosan-O® sur les larves de Culex
quinquefasciatus , de Seye et al. (2004) et de Ndione et al. (2007) avec I’huile de neem
formulée (DL50 a 3 mg/l en 48h). L’efficacité de I’azadirachtine du Suneem utilis¢ dans nos
travaux est similaire a celle de 1’azadirachtine du biopesticide utilisé par de Nogueira et al.
(1996) traitant les especes d’héminoptére Rhodnius proxilus (Hemiptera : Reduviidae)
responsable de la maladie des Chagas : des changements significatifs dans 1’organisation des
cellules épithéliales de I’estomac et I’intestin, des destructions dans 1’aspect normal et régulier
des microvillosités,, une désorganisation de la membrane extracellulaire, des couches D’un
point de vue efficacité, nos résultats sur le traitement des larves de moustiques avec le
suneem1% sont assimilables a ceux de Nogueira et al. (1996). De la méme maniére des
travaux ont été réalisés sur les larves d’orthopteres (criquets). On peut citer les travaux de
Nasiruddin et Mordue (1993) qui, traitant les larves de Schistocerca gregaria et Locusta
migratoria par I’azadirachtine, ont montré les pathologies suivantes : des cellules légerement
nécrosées, des cellules hypertrophiées,un tissu conjonctif sous la couche épidermique est
devenu élargi avec de nombreux envahisseurs cellules,une bordure en brosse bondée en raison
de I’enflure et de la vacuolisation des cellules. Ces résultats histopathologiques décrits par
Nasiruddin et Mordue (1993) pourrait expliquer et méme confirmer la pathogénicité¢ du
Suneem que nous avons décrite dans notre étude malgré que le matériel biologique d’étude ne
soit le méme. Dans cette étude, nous avons montré que le champignon a infecté les larves et
nymphes en émergence a travers la cuticule. Ce qui a été observé dans des travaux antérieurs
avec Aspergillus clavatus (Desmaziéres) (Seye et al., 2009). De maniere générale, les spores
peuvent pénétrer la cuticule avant de se développer dans 1'hémoplymphe et sporuler vers la
surface. Mais également, les spores ingérées par les larves peuvent sécréter des toxines dans

le tube digestif et/ou par voie mécanique détruisent les tissus larvaires provoquant la mort
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(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 et al. (2011). Nos résultats ont
confirmé tout cela. En Australie, Rae (2004) a effectu¢ des traitements sur des larves de
Chortoicetes terminifera (les criquets d’australie) avec le Green Guard®, formulé a partir
d’une souche de Metarhizuim anisopliae. Lepage et al.,(1992) ont utilisé plusieurs souches de
champignons entomopathogeénes (Metarhizium anisopliae, Cordyceps militaris et
Tolypocladium cylindrosporum) afin de lutter contre quelques diptéres piqueurs, Ils ont
conclu que parmi toutes les souches testées, Metarhizium anisopliae semble étre le plus
intéressant pour la lutte biologique contre les larves de diptéres piqueurs. Saint-Louis et al.
(2001) ont confirmé que Metarhizium anisopliae est un champignon promoteur pour une lutte
biologique de par son efficacité sur tous les stades de développement d'un insecte et peut étre
un excellent candidat comme mesure alternative aux pesticides de synthése dans le cadre
d'une lutte biologique ou une lutte intégrée. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par
Alves et al. (2002) qui ont enregistré un début de mortalit¢ des larves de Culex
quinquefasciatus traitées par Metarhizium anisopliae a partir du 1* jour de traitement.

Les travaux de Ravallec et al (2003) ont démontré que Metarhizium anisopliae avait un effet
distinct sur les larves d'Aedes albopictus Ces résultats portant sur les applications d’un
champignon entomopathogene tel que Metarhizium anisopliae sur les larves d’insecte
confirment les travaux de Touré (2006) qui ont montré que les spores de Metarhizium
anisopliae ont entrainé la mortalit¢ du criquet sénégalais avec un TL50 de 4 jours et un
TL100 de 7 jours pour une dose de 4,3.10’spores/ml. Nos résultats vont dans le méme sens
que ceux obtenus par Alves et al.,(2002) ou ils ont enregistré un taux de mortalité 50% des
larves de Culex quinquefasciatus traitées par Metarhizium anisopliae 1037 par le mode de
contact apres 24h. Nos résultats corroborent ceux obtenus par Alves et al.,(2002) qui ont
¢tudi¢ la comparaison del’effet des deux champignons Metarhizium anisopliae 1037 et
Metarhizium anisopliae E9 sur les larves de Culex quinquefasciatus. Ils ont trouvé que la
souche M. anisopliae 1037 est plus virulente que M. anisopliae E9, avec un taux de mortalité
de 93,33% apres 5 jours de traitement par rapport a un taux de mortalit¢ de 55,55% de M.
anisopliae E9 apres 5 jours. D’aprés Roberts (1967) ce champignon entomopathogeéne
M.anisopliae attaque les larves de moustiques préférentiellement par le siphon respiratoire.
C’est pourquoi ce germe tue davantage de moustiques lorsqu’il est appliqué a la surface de

I’eau. Mais, en fait si les larves sont mises dans des suspensions conidiennes de fortes
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concentrations (107 spores/ml) le champignon peut tuer celles-ci avant toute colonisation
fongique intrahémocoelienne. Les faits rapportés par cet auteur sont en totale concordance
avec nos résultats (Benserradj et Mihoubi, 2014). Des essais au laboratoire réalisés par Daoust
et Roberts (1982) pour I’étude de I’effet d’une souche de Metarhizium sp sur la mortalité des
larves de Culex pipiens ont révélé un taux de mortalité de 50% aprés 3 jours de traitement en
utilisant une dose de Img de conidies. Contrairement & Ramoska (1982) qui a observé ce taux
de mortalité au bout d’un mois. Par ailleurs, Mohamed et a/.,(1983) ont testé la sensibilité et
la résistance de Culex pipiens et Culex quinquefasciatus au Metarhizium anisopliae ( Ma 43 et
E9) et ont affirmé que tous les stades du moustique sont trés sensibles aux deux souches avec
un taux de mortalité allant de 86 a 100% aux plus fortes doses, ce qui va dans le sens de nos
résultats. Lepage et al.,(1992) ont utilis¢ plusieurs souches de champignons
entomopathogenes (Metarhizium anisopliae, Cordyceps militaris et Tolypocladium
cylindrosporum) afin de lutter contre quelques diptéres piqueurs, Ils ont conclu que de toutes
les souches testées, Metarhizium anisopliae semble étre le plus intéressant pour la lutte
microbiologique contre les larves de diptéres piqueurs. Dans ce sens Saint-Louis et al.,(2001)
ont confirmé que Metarhizium anisopliae est un champignon promoteur pour une lutte
biologique de par son efficacité sur tous les stades de développement d'un insecte et pourrait
étre un excellent candidat comme mesure alternative aux pesticides de synthese dans le cadre
d'une lutte biologique ou une lutte intégrée. Les travaux de Ravallec et a/ (2003) ont démontré
que Metarhizium anisopliae avait un effet distinct sur les larves d'Aedes albopictus. Ceux-ci
ont développé la muscardine verte maladie due a Metarhizium anisopliae qui s'est propagé
dans tout le corps des larves. En effet, ces mémes auteurs ont révélé en 2006 que les larves
d’Aedes albopictus soumises a de fortes doses de Metarhizium anisopliae ont montré une
mort progressive (100% de mortalité au bout de 20 jours de traitement). Selon eux, si la dose
de I’'inoculum est assez ¢levée, les mycotoxines sont libérées dans I’hémocoele de I’insecte et
c’est dans le mésantéron que les spores subissent une protéolyse alcaline (une larve de 4°m°
stade ingére 3.10° spores). Effectivement, au fur et a mesure, les larves finissent par perdre
leur capacité digestive. L’¢étude de ’effet de nos deux biopesticides et leur mélange sur la
mortalité des larves de Culex quinquefasciatus, nous montre que le traitement a mis en
évidence une efficacité hautement significative comparée aux témoins et les larves sont
sensibles a ces biopesticides et leur mélange malgré leur effet différent. Aprés correction des
pourcentages des mortalités obtenues aprés traitement des larves par les biopesticides, nous

avons aussi calculé les DL50, les TL50 les DL90, les TL90. Nos résultats ont abouti a une
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DL50 obtenue apres 24 heures(TL50) de traitement et a une DL 90 obtenue 72 heures apres
traitement (TL90) avec le Suneem1% dans les conditions naturelles.La DL 50 a été obtenue
apres 48 heures(TL50) de traitement et la DL 90 obtenue apres 96 heures(TL90) de traitement
avec le Metarhizium anisopliae dans les conditions naturelles et enfin la DL 50 a été obtenue
apres 24 heures(TL50) de traitement et la DL 90 a été obtenue apres 72 heures(TL90) de
traitement avec le mélange dans les conditions naturelles. Les DL50 de ces biopesticides,
enregistrés par les différents auteurs sont de 1,09.10° spores/ml sur les larves de Aedes
albopictus (Hazrat et al., 2012) aprés 3 jours d’application. et 8ppm pour les larves de Aedes
triseritatus (Lepage ef al., 1992). Quant aux larves de Culex quinquefasciatus, les DL50
obtenues étaient respectivement 1,97.10* spores/ml pour la souche M. anisopliae 1037 et
3,01.10° spores/ml pour M. anisopliae E9 (Alves et al., 2002). Concernant les TL50, notre
¢tude montre qu’ils sont proportionnels aux doses appliquées. Nos résultats corroborent ceux
obtenus par Alves et al.,(2002).Ces auteurs ont constaté que les LT50 différaient selon les
doses appliquées et les méthodes d’application : un TL50 de 1 jour quand ils avaient appliqué
des conidies de Metarhizium anisopliae a la surface de I’eau et TL50 de 3,6 jours apres
traitement avec la méme souche sous forme de spores séches. Les résultats de I’effet larvicide
des biopesticides (Suneem1%, Metarhizium anisopliae et leur melange) que nous avons
obtenus sont en corrélation avec ceux observés par plusieurs auteurs (Alves et al., 2002;
Scholte et al., 2005; Amora et al., 2010 ) et permettent de conclure que les biopesticides
testés ont une action pathogene sur les larves de Culex quinquefasciatus. Malgré les résultats
positifs obtenus, cette ¢tude comporte certaines limites. Une bonne efficacité des biopesticides
contre les larves de moustiques du genre Culex quinquefasciatus en mileu controlé et en mileu
naturel est constatée, toutefois la durée de 1’efficacité résiduelle obtenue en station
expérimentale reste a confirmer en mileu naturel. Le phénoméne de résistance aux
insecticides qu'a développé Culex quinquefasciatus a suscité la recherche d'une autre solution
pour combattre ces insectes nuisibles et vecteurs de maladies. Selon Failoux et Rodhain
(1999), ce phénomene est apparu en 1990 en régions tempérées. Culex pipiens connue comme
¢tant une espece vectrice de filarioses et d’encéphalites a développé plusieurs types de
résistance vis-a-vis des organo-phosphorés. Cette résistance est un phénomene du a une forte
production d’une protéine appelée estérase B protéine (a plus de 10% des protéines totales) et
plus de 10 geénes sont impliqués dans sa production et donc dans la résistance aux organo-
phosphorés (Chevillon, 1994). Corosmans et al.,(1992) ont propos¢ un programme de lutte

intégrée contre Anopheles gambiae dans une région rizicole au Burundi qui comprend dans
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son programme: un assainissement, I'emploi de moustiquaires imprégnés de deltamétrine ainsi
que des traitements intra domiciliaires. Ces auteurs avaient montré que cette méthode avait
réduit la prévalence palustre mais n'avait en aucun cas réduit la densité ni la charge des
populations parasitaires cibles. Par ailleurs les travaux de Berchi (2000) sur le Malathion testé
au laboratoire sur six populations de Culex pipiens des gites épigés et hypogés ont révélé que
ces dernic¢res étaient résistantes a ce produit. Dans nos études nous avons montré que
Suneem1% est compatible avec le Metarhizium anisopliae et en formulation ils constituent un
biopesticide efficace contre les larves de Culex quinquefasciatus.Cependant des études allant
dans le sens de la compatibilité entre le neem (Suneem1%) et Metarhizium anisipliae ont été
effectuées par certains auteurs qui trouvent une faible efficacité¢ de la combinaison d'huile
avec les champignons (Bajan et al., 1998, Hirose et al., 2001; Depieri et al, 2005) par contre
Visalakshy et al., 2006, Rodrigues-Lagunes et al., 1997. Cette faible efficacit¢é du mélange
huile de neem et champignons décrite par ces auteurs pré-cités pourrait étre expliqué par une
non maitrise du paramétre « température » de traitement. Cependant les travaux de Seye et
Ndiaye 2008 qui ont trouvé une efficacité importante viennent confirmer et étayer les notres.
11 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,
Sahayraj et al. (2011) ont montré I'importance de la compatibilité entre les champignons et les
insecticides a base d'extraits de plantes. Notre étude s’inscrit en droite ligne avec ces
différents articles publiés. En effet, les résultats de notre étude nous ont permis de noter une
diminution considérable avoisinant les 50%, les 70% et 95% pour respectivement les
traitements avec Metarhizium anisopliae, Suneem1% et le mélange des deux. Ces résultats
confirment et méme complétent les travaux des auteurs cités précédemment. L’adoption de
cette méthode innovante de mélange de biopesticides efficaces créant ainsi un effet
synergique dans la lutte contre les larves de moustique présente plusieurs avantages
notamment, a une diminution des larves de moustiques d’une part et les maladies liées et
d’autre part préserver un écosystéme déja fragile. En effet, nos gites naturels de traitement ont
montré des valeurs moyennes de température, de PH et d’humidité relative respectivement de
I’ordre de 30°C, de 10 et de 60%. Les travaux de Blanford & Klass (2004) ont conclu que des
températures inférieures a 38 °C durant la journée et supérieures a 20 °C durant la nuit sont
considérées comme favorables dans la lutte contre les moustiques. En plus du facteur
stimulant qu’est les conditions physicochimiques des gites naturels, le facteur temps ou durée

de traitement apparait comme déterminant dans les résultats. Le séjour des larves dans la zone
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traitée pendant au moins 48 h, entraine une meilleure efficacité au traitement. La mortalité et
le taux de sporulation apres 6h et 24 h d’exposition sont inférieurs a ceux aprés une exposition
de 48 h. En effet nous avons remarqué que le taux de mortalité des larves témoins utilisées
pour les trois tests €tait presque nuls (2%). Ces mémes résultats ont été constatés par Alves et
al. (2002), ils n’ont enregistré aucune mortalité des larves témoins durant la période des
biosessais. En effet, les DL50 obtenues ont montré que le Metarhizuim anisopliae a donné la
dose létale la plus faible dans le bac 2 a 72heures (15 10% spores/ml) alors que les
biopesticides les plus toxiques dont les DL50 atteintes a 72heures sont respectivement pour
le Suneeml1% 75% dans le baclavec une concentration de 4 mlet pour le mélange
(Suneem1% et Metarhizuim anisopliae) 78% dans le bac3 avec une concentration de
(2ml+10103spores/ml). Ces doses sont fortes pour tuer plus de 90 % des larves de Culex
quinquefasciatus au bout de 3 jours. D’apres les résultats, nous avons remarqué que la
mortalité de 50 % des larves traitées avec le mélange est plus rapide et intense par rapport a la
mortalité des larves traitées avec suneem1% et Metarhizium anisopliae. La mortalité¢ de 90 %
des larves a été atteinte au 3™ jour pour mélange et le Suneem 1%, au 4™ jour pour le

Metarhizium anisopliae.

I1.1.9. - Conclusion et perspectives
I1.1.9. 1. Conclusion

A I’issue de nos travaux dans le milieu contr6lé (semi naturel) nous pouvons retenir que :

Le Suneem1% employé¢ seul est plus efficace dans la lutte contre les larves de moustiques que
le Metarhizium anisopliae employé seul. Cependant ce dernier est aussi est efficace dans la
lutte contre les larves de moustique. Les deux produits sont compatibles en association. Le
mélange (Suneem1% et Metarhizium anisopliae) est plus efficace que les deux biopesticides
pris isolément dans la lutte contre les larves de moustique. Il a causé le plus fort taux de
mortalitédes larves de moustique (95,91%). Les résultats soutiennent 1'hypothése que les
biopesticides testés étaient pathogénes pour les larves de moustiques et ont provoqué une
réduction importante de la population larvaire dans les bacs lorsqu’ils sont appliqués comme
formulation en poudre et huileuse a travers la méthode utilisée lors des travaux. La recherche
sur l'utilisation des biopesticides comme agents de lutte biologique contre les larves de
moustiques montrent qu'ils ont le potentiel d'étre utilisés pour lutter contre les larves de
moustique du genre Culex, Aédes, Anophéles. Bien que les biopesticides ont montré un

potentiel pour controler les larves de moustiques, leur efficacité dépend de leur capacité a
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infecter dans des conditions environnementales. IIs devraient étre relativement siirs et non-

toxiques pour les organismes non cibles.

I1.1.9. 2. Perspectives
A Tissue de nos travaux, un certain nombre d’axes de recherche nous paraissent trés
importants a investir :
» L’¢tude du mode d’action du neem (Suneem1%) sur les tissus des larves de
moustique,
» L’étude du mode d’action du champignon Metarhizium anisopliae sur la cuticule et
sur le tube digestif des larves de moustique traitées,
» L’é¢tude de leffet du mélange entre le neem (Suneeml1%) et le champignon

Metarhizium anisopliae sur le tube digestif des larves de moustiques traitées.
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CHAPITRE III: TRAITEMENT DES LARVES EN MILIEU NATUREL

85



Introduction

En Afrique tropicale, le paludisme reste 1'une des causes majeures de morbidité et de
mortalité. La principale orientation stratégique pour lutter efficacement contre cette maladie
consiste a combiner des mesures préventives et curatives. Les mesures préventives intégrent a
la fois le controle des vecteurs et la chimioprophylaxie. La lutte contre les larves de
moustiques a pour objectif la suppression ou, a défaut, la réduction des populations larvaires
en vue de diminuer, ou de supprimer les maladies transmises telles que la fiévre-jaune, la
dengue, le paludisme. En Afrique, les principales mesures de lutte anti-larvaires mises en
ceuvre ont pour cible les larves de moustique par des traitements a petite, moyenne et grande
échelles de biopesticides. Ces mesures de lutte ont contribu¢ a la baisse de la population
larvaire de telle sorte que dans certaines zones la préélimination des maladies est envisagée.
La lutte antilarvaire par la formulation de biopesticides est 1’'une des stratégies utilisées par
des chercheurs lorsque les gites larvaires sont peu nombreux, bien définis et trés accessibles.
Cette stratégie peut étre particulierement importante dans les zones de traitement. Les essais a
grande échelle réalisés dans des zones ou les conditions éco-épidémiologiques sont
convenables montrent que la lutte contre les larves de moustiques peut contribuer a controler
efficacement les moustiques qui causent des nuisances (bourdonnement et piqire). Dans
certaines zones urbaines tropicales, les conditions socio-€conomiques et environnementales
augmentent la transmission de la maladie qui devient un probléme majeur de santé publique.
Au Sénégal, la banlieue de Dakar, de Kaffrine et de Goudiry sont confrontées a de sérieux
problémes environnementaux liés a la présence d’habitats spontanés et irréguliers dans des
bas-fonds inondables. Cela entraine des inondations dés ’arrivée des pluies, favorisant ainsi
la présence des gites de développement des populations larvaires des moustiques, en
particulier des vecteurs du paludisme, pouvant étre a I’origine d’une transmission presque
permanente. A Dakar, I'utilisation de moustiquaires imprégnées d’insecticides demeure la
principale stratégie de lutte antivectorielle. Les résultats enregistrés dans la lutte contre les
larves de moustiques pourraient étre améliorés si le mélange des biopesticides considéré
comme une stratégie de contrdle supplémentaire était mise en ceuvre dans cette zone de forte
densité de vecteurs. La mise en ceuvre d’une formulation (mélange) souléve cependant un
certain nombre d’interrogations sur la faisabilité et les produits a utiliser. C’est dans cette
perspective que nos travaux ont été conduits avec pour objectif global d’évaluer en station
expérimentale (conditions semi-naturelles : cf chapitre II) et dans des gites larvaires

(conditions naturelles) 1’efficacité des deux biopesticides et de leur mélange (Suneem1%,
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Metarhizium anisopliae et mélange) pour le contrdle des populations larvaires de moustiques
dans les gites de la banlieue de Dakar, de Kaffrine et de Goudiry.
En raison des resistances qui commencent a se developper (Ndiaye 2009 ; Ndione et al.,
2014) mais aussi d’une dimunition progressive de 1’efficacité des biopesticides pris isolément
(neem ‘suneem) seul ou Metarhizium seul), les chercheurs s’orientent maintenant vers des
formulations (mélange) comme le neem (Azadirachta indica) et les champignons (Aspergillus
clavatus et Metarhizium anisopliae) par de traitement a grande échelle (sur le terrain). Par
conséquent, un objectif supplémentaire de cette étude était d'évaluer 1'effet des conditions
physicochimiques sur les biopesticides utilisés en milieu naturel, ce qui pourrait influer la
capacité et efficacité des biopesticides comme agents de lutte biologique. Pris en association,
ces biopesticides ont montré une efficacité¢ meilleure sur les larves de moustique. C’est dans
cette optique que nous nous sommes intéressé apres des tests en milieu semi naturel a I’étude
dans un milieu naturel d’un effet synergique entre le Suneem 1% (Azadirachta indica) et un
champignon entomopathogeéne (Metarhizium anisopliae) sur les larves de moustique des
genres Culex, Aédes, Anophéles. Et pour cela nous allons :
» Montrer les effets larvicides du Suneem1% sur les larves de moustique notamment de
Culex, Aédes, Anophéles ;
» Caractériser les effets larvicides du champignon entomopathogeéne Metarhizium
anisopliae sur les larves de moustique de Culex, Aédes, Anophéles ;
» Déterminer les effets synergiques du neem (Suneeml%) (Azadirachta indica) et du
champignon entomopathogene (Metarhizium anisopliae) sur les larves de moustique de

Culex, Aédes, Anophéles.
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I11.1. Présentation du milieu d’étude
II1.1.1. Situation géographique

Les zones d’investigations se situent la région de Dakar a I’ouest, la région de Kaffrine au
centre et la région de Tambacounda a I’est. Elles sont soumises a des contrastes climatiques
¢levées, passant de d’un climat sahélien (région de dakar) a un climat soudano-sahélien, avec
des nuances géologiques remarquables. Le département de Pikine se trouvant dans la région
de Dakar est limité au nord par I’océan atlantique a 1’est par le département de Rufisque, a
I’ouest par le département de Dakar et au sud par le département de Guédiawaye. Il s’etend
sur 87 km? avec une population estimée a 1 170 791 habitants. Le département de Pikine
compte plusieurs communes que sont : Dalifort, Djidah Thiaroye Kaw, Guinaw Rail Nord,
Guinaw Rail Sud, Pikine Est, Pikine Nord, Pikine Ouest, Keur Massar, Malika, Yeumbeul
Nord, Yeumbeul Sud, Tivaoune Diacksao, Diamaguene Sicap Mbao, Mbao, Thiaroye Sur
Mer et Thiaroye Gare. Le département de Kaffrine se trouvant dans la région de Kaffrine est
limité par trois départements : Birkelane a I’ouest, Malem Hodar a 1’est, Mbacké au nord et au
sud par la Gambie avec une population estimant a 28396 habitants. Le département de
Goudiry, situé dans la région de Tambacounda, a été créé en 2008, il est limité par trois
départements au Nord par Matam au Sud et a ’Ouest par Tamba, a I’est par Bakel. 1l se
situe dans I’extréme Sud - Est du pays, dans la région historique du Boundou et a 115 km de
Tambacounda. Le département de Goudiry polarise un vaste territoire (17100 km?2) et abrite
une population estimée a plus de 89208 habitants dont 43645 hommes et 45563 femmes. De
par leurs positions dans le pays, les départements d’étude sont sous 1’influence de certains
des facteurs qui caractérisent la géographie du Sénégal (topographie, géologie, climatologie).
Sur les cartes des températures, on constate que le tracé des isothermes est souvent
étroitement li¢ a ’altitude. Elle décroit environ de 0,5 a 0,6 °C a chaque fois que I’on s’¢leve
de 100 m en altitude (on parle de gradient thermique vertical).

» L’altitude agit directement sur la constitution des sols, la pluviosité, la température et
la végétation en corollaire et sur la répartition des especes animales.

» Au Sénégal, les larves de moustique se développent dans les bassins, mares, bas-fonds,
trous creusés par les maraichers. Ces sites assurent, chacun un rdle de réservoir (Izri, 1994).

» La répartition spatiale des pluies montre qu’elles sont caractérisées par un gradient
latitudinal décroissant du littoral vers I’intérieur, altéré par D’effet du relief jusqu‘a la
raréfaction des précipitations dans le département de Pikine.L humidité relative est également

favorable au développement des larves de moustique. Les cycles humides peuvent résulter de
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précipitations in situ ou d’orage a distance alimentant les gites en larves de moustique de tous
genres Culex Aedes et Anopheles.

» La température ayant un role prépondérant n’est assurée que pendant la saison chaude
qui correspond a D’activité des vecteurs. Les températures estivales augmentent et sont
supérieures a 23 - 32°C.

» La végétation, avec la pluie, est la premiére a accuser un développement fulgurant.
Ainsi, les ceufs de moustiques €closent en quelques jours et les larves obtenues grandissent

rapidement.

I11.1.2. Description des sites et des gites d’échantillonnage
Les essais ont été réalisés au Sénégal dans les localités de Pikine, ville située a I’Ouest du
pays dans la région de Dakar avec des coordonnées géographiques (14° 45’N et 17° 24” W) et
une altitude de 15m par rapport a Kaffrine. Cette dernicre est une ville situé au centre-ouest
c’est a dire a 257 km de Dakar par la route nationale N°1 avec des coordonnées
géographiques (14° 06° 05,1° N et 157 32° 35,57 W) et une altitude de 15m par rapport a
Goudiry. Goudiry est une ville a I’Est du pays qui est a 570 km de Dakar par la route
nationale N°1 avec des coordonnées géographiques (14° 117 N/ 12° 43> W) et une altitude
de 57m. La géomorphologie des sites est encore intacte et la végétation naturelle y est
développée de fagon typique pour les larves de moustique avec une strate buissonnante
dominée par Euphorbia balsamifera (Europhorbiaceae) et Calotopis procera

(Asclepiadaceae).
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Figure 40: Localisation des zones d’étude

ITI.1. 3. Les différents sites de traitement (gites larvaires) et leurs parametres
géographiques
Cette étude porte sur un échantillon de 14 sites contenant des gites constitués de bassins, de
marais et de vallées choisis selon différents critéres : I’abondance relative en larves de
moustiques, 1’accessibilité, la pérennité et le non-traitement par les insecticides. Ces gites sont
structurés en gites permanents positifs avec végétation et en gites permanents positifs sans
végétation. Un total de 200 larves de moustique ont été testées dans chacun des trois
répétitions. Les gites des sites de test avec les larves de moustique ont €té placés dans des
conditions physico-chimiques a 32°C et 80 a 100% d'humidité relative durant tout le temps de
traitement. Les gites ont été¢ examinés quotidiennement et la mortalité des larves de moustique
dans chaque gite a été enregistrée toutes les 24 heures durant tout temps des travaux de
traitement.
I11.1. 4. Les conditions physico-chimiques des différents sites de traitement

L’¢étude entomologique avant traitement a permis de sélectionner 14 sites possédant chacun
des gites permanants de larves de moustique durant la période de cette étude. Elle a aussi

apporté pour chaque site des informations sur les especes culicidiennes présentes, la densité
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des populations de moustiques et les types de gites larvaires des moustiques.Des gites
larvaires permanents, semi-permanents et temporaires ont été localisés au niveau des
départements de Pikine, Kaffrine et Goudiry. La forte densité de larves de moustique sur les
sites est probablement due au fait que la prospection larvaire et le traitement ont été faits en
pleine saison pluies (février), une période caractérisée par un nombre ¢élevé de gites, des
conditions climatiques favorables et un développement des moustiques. Cinquante six gites
(56) au total ont été choisis sur les 14 sites en fonction de la présence de gites larvaires
potentiels permanents ou semi-permanents (mares, bas-fonds, trous creusés par les
maraichers, bassins). Les gites témoins ont été choisis sur la base du protocole de ’OMS. Les
gites traités étaient distants des témoins d’environ 100 m.

Le site de keur Mbaye FALL

Ce site est situé dans le département de Pikine, il est caractérisé par les parameétres
physicochimiques consignés dans le tableau XIV et par les paramétres géographiques

présentés dans le tableau XV.

Figure 41: Gites de bassin Keur Mbaye Fall avec végétation (A) et sans végétation (B)
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Tableau XIV: Paramétres physico-chimiques des gites de Keur Mbaye Fall

Gites (G) (KEUR MBAYE FALL)

Gite Témoin Gl1 G2 G3
Paramétres

T pH HU| T pH HU| T pH HU| T pH HU
Gites sans végétation 31,2 11,5 66% | 30,1 9,7 74% 30,9 95 61% 314 9.8 65%

Gites avec végétation 30,5 12,4 70% | 29,5 10 85% | 30,2 11,5 68% | 30,5 10,5 72%

Légende : G1: gite 1 ;G2: gite 2 ; G3 : gite 3 ;T : température ; H : humidité

Le tableau XIV nous montre que la température, le pH et de ’humidité relative du site de
Keur Mbaye FALL varient dans le temps. La température ambiante qui régne dans ce site
tourne autour de 31,1°C en moyenne aussi bien pour le gite sans végétation que pour le gite
avec végétation. On note un pH d’environ 11,10 en moyenne plus ou moins basique pour les
gites avec végétation et sans végétation. L humidité relative présente une valeur d’environ

76,12%, en moyenne aussi bien pour les deux gites avec végétation ou sans végétation.

Tableau XV: Parametres géographiques des gites de Keur MBAYE FALL
Site KEUR MBAYE FALL
Gite Témoin Gl G2 G3
Latitude 14°44°31°N | 14°45°41°N | 14°45°32°N | 14°46°04°N
Longitude 17°23°53°W | 17°21°25°W | 17°23°53”W | 17°22°32°W
Altitude 19m 19m 14 m 19 m

Ce site se situe globalement entre la latitude 14°44°31°°N et 14°46°04°’N et une longitude
comprise entre 17°23°53’W et 17°22°32°°W avec une altitude de 19 m. Ainsi, la température
ambiante moyenne est de 29° C, le PH moyen 9 et I’humidité moyenne 79% (Tableau XIV).
Le site de Mbao Baobab

Ce site est situé dans le département de Pikine, il est caractérisé par les parametres
physicochimiques consignés dans le tableau XVI et par les parameétres géographiques

présentés dans le tableau XVII.
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Tableau 1VI : Paramétres physico-chimiques des gites de traitement de Mbao Baobab

Gites (G)

Gite Témoin Gl G2 G3

. T pH HU| T pH HU| T pH HU| T pH HU
Paramétres

Gites sans végétation 31,4 9,6 72% 30,3 10,5 71%| 32 10 72%]| 31 9,7 65%

Gites avec végétation 30,6 12,4, 80% 29,2 11,8 78%|30,8 12,4 82% 29,9 11,6 89%

Légende : G1: gite 1 ;G2: gite 2 ; G3 : gite 3 ;T : température ; H : humidité

Figure 42: Gites de bassin Mbao Baobab avec végétation (A) sans végétation(B)

Le tableau XVI nous montre une variation de la température, de pH et de I’humidité relative
du site de Mbao Baobab. La température ambiante qui régne dans ce site tourne autour de
31,17 en moyenne aussi bien pour le gite sans végétation que pour le gite avec végétation.On
note un pH d’environ 9, 95 en moyenne plus ou moins basique pour les gites avec végétation
et sans végétation. L humidité relative présente une valeur d’environ 70 %, en moyenne aussi

bien pour les deux gites avec végétation ou sans végétation.
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Figure 43: Gites de bassin Keur Massar U 3 avec végétation (A) et sans végétation(B)

Tableau XVII : Paramétres géographiques des gites de Mbao Baobab

Gites (G)
Gite Témoin Gl G2 G3
Latitude 14°45°41°N 14°45°41°N 14°45°32”°N 14°46°04°N
Longitude 17°23°53”W 17°21°25”W 17°23°53”W 17°22°32”W
Altitude 19 m 19 m 14 m 19 m

Ce site se situe globalement entre les latitudes 14°45°32°°’N et 14°46°04°N et une longitude

comprise entre 17°23°53’W et 17°22°32”’W avec une altitude de 19m.

Le site de Keur Massar Unité 03

Ce site est situé dans le département de Pikine, 1l est caractérisé par les parameétres

physicochimiques consignés dans le tableau XVIII et par les parametres géographiques

présentés dans le tableau XIX.

Tableau XVIII : Paramétres physico-chimiques des gites de Keur Massar U3.

Gites (G)
Gite Témoin G1 G2 G3
Paramétres T pH HU | T pH HU T pH HU | T pH HU
Gites sans végétation 31,9 9.8 53% | 31,6 10,6 56% | 31,8 10,4 66% | 32 10,5 52%
Gites avec végétation 30,3 10,5 66% | 36,2 12,5 72% | 30 12,4 74% | 30,9 11,9 71%
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Le tableau XVIII nous montre une variation de la température, de PH et de ’humidité relative
du site de Keur Massar U3. La température ambiante qui régne dans ce site tourne autour de
31,82 en moyenne aussi bien pour le gite sans végétation que pour le gite avec végétation. On
note un PH d’environ 10,32 en moyenne plus ou moins basique pour les gites avec végétation
et sans végétation. L’humidité relative présente une valeur d’environ 56,75 %, en moyenne

aussi bien pour les deux gites avec végétation ou sans végétation.

Tableau XIX: Parametres géographiques des gites de Keur Massar U3

Gites (G)
Gite Témoin G1 G2 G3
Latitude 14°45°41°N 14°45°41’N 14°45°32°N 14°46°04°N
Longitude 17°23°53”W 17°21°25”W 17°23°53”W 17°22°32°W
Altitude 19m 19m 14 m 19m

Ce site se situe globalement entre les latitudes 14°45°41°°N et 14°46°04°’N et une longitude
comprise entre 17°23°53”°W et 17°22°32”’W avec une altitude de 19m.
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Le site de SANTE YALLA 2 KM

Ce site est situé dans le département de Pikine, il est caractérisé par les parametres

physicochimiques consignés dans le tableau XX et par les parametres géographiques

présentés dans le tableau XXI.

Figure 44: Gites bassin Sante Yalla 2 avec végétation(A) et sans végétation(B)

Tableau XX : Paramétres physico-chimiques des gites de Sante Yalla 2

Gites (G) (SANTE YALLA 2 K M)

Gite Témoin Gl G2 G3

Paramétres
T pH HU T pH HU T pH HU T pH HU

Gites sans végétation 32,4 9,6 72% | 31,3 10,5 71% | 31 10 72% | 323 9,7 65%

12,4 79% | 29,3 11,8 82% | 31 12,6 78%

Gites avec végétation 31,5 11,3 80% | 30,2
Légende : G1: gite 1 ;G2: gite 2 ; G3 : gite 3 ;T : température ; H : humidité
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Le tableau XX nous montre une variation de la température, de PH et de I’humidité relative
du site de Sante Yalla 2. La température ambiante qui régne dans ce site tourne autour de
32,75 en moyenne aussi bien pour le gite sans végétation que pour le gite avec végétation. On
note un PH d’environ 9,95 en moyenne plus ou moins basique pour les gites avec végétation
et sans végétation. L’humidité relative présente une valeur d’environ 70 %, en moyenne aussi

bien pour les deux gites avec végétation ou sans végétation.

Tableau XXI : Parameétres géographiques des gites de Sante Yalla 2 KM

SANTE YALLA2 KM
Gite Témoin Gl1 G2 G3
Latitude 14°45°41°°N 14°45°41°°N 14°45°32°°N 14°46°04°°N
Longitude 17°23°53°W 17°21°25”°W 17°23°53°W 17°22°32°W
Altitude 19m 19m 14 m 19m

Ce site se situe globalement entre les latitudes 14°45°41°°N et 14°46°04°’N et une longitude
comprise entre 17°23°53’W et 17°22°32”’W avec une altitude de 19m.
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Le site de KEUR MASSAR MARCHE

Ce site est situé dans le département de Pikine, il est caractérisé par les parametres

physicochimiques consignés dans le tableau XXII et par les paramétres géographiques

présentés dans le tableau XXIII.

Figure 45: Gites bassin Keur Massar Marché avec végétation(A) et sans végétation(B)

Tableau XXII: Paramétres physico-chimiques des gites de Keur Massar Marché

Gites (G) (KEUR MASSAR MARCHE)

Paramétres

Gites sans végétation 31,7 9,6 72%

Gite Témoin Gl G2 G3
T pH HU T pH HU T pH HU T pH HU
323 10,5 71% | 31,4 10 72% | 32 9,7 65%
30,5 12,8 78% | 30 11,2 75% | 30,8 11,4 72%

Gites avec végétation 30,5 10,4 86%

Légende : G1: gite 1 ;G2: gite 2 ; G3 : gite 3 ;T : température ; H : humidité

Le tableau XXII nous montre une variation de la température, de PH et de I’humidité relative

du site de Keur Massar Marché. La température ambiante qui régne dans ce site tourne autour

de 31,85 en moyenne aussi bien pour le gite sans végétation que pour le gite avec végétation.
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Nous notons un PH d’environ 9,95 en moyenne plus ou moins basique pour les gites avec
végétation et sans végétation. L humidité relative présente une valeur d’environ 70 %, en
moyenne aussi bien pour les deux gites avec végétation ou sans végétation.

Tableau XXIII 2: Paramétres géographiques des gites de Keur Massar Marché

KEUR MASSAR MARCHE
Gite Témoin G1 G2 G3
Latitude 14°45°32°°N | 14°45°41’N | 14°45°32°N 14°46°04°°N
Longitude 17°23°53"W | 17°21°25°W | 17°23°53”W 17°22°32°W
Altitude 19m 19m 14m 19m

Ce site se situe globalement entre les latitudes 14°45°32°’N et 14°46°04°N et une longitude
comprise entre 17°23°53°°W et 17°22°32”’W avec une altitude de 19m.

Le site de KEUR MASSAR LYCEE

Ce site est situé¢ dans le département de Pikine, il est caractérisé par les parameétres
physicochimiques consignés dans le tableau XXIV et par les parameétres géographiques

présentés dans le tableau XXV.

Figure 46: Gites bassin Keur Massar lycée avec végétation(A) et sans végétation(B).
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Tableau XXIV : Paramétres physico-chimiques des gites de Keur Massar Lycée

Gites (G) (KEUR MASSAR LYCEE)
Gite Témoin Gl G2 G3

Paramétres

T pH HU| T pH HU| T pH HU| T pH HU
Gites sans végétation 30,2 10,5 60% (31,1 9,5 70%|31,5 9,3 65%|30,4 9.2 63%

Gites avec végétation 29,1 12,5 66%|30,4 11,8 72% (30,3 10,9 72% (29,8 11,6 70%

Légende : G1: gite 1 ;G2: gite 2 ; G3 : gite 3 ;T : température ; H : humidité

Le tableau XXIV nous montre une variation de la température, du pH et de I’humidité relative
du site de Keur Massar Lycée. La température ambiante qui régne dans ce site tourne autour
de 30,8 en moyenne aussi bien pour le gite sans végétation que pour le gite avec végétation.
On note un PH d’environ 9,62 en moyenne plus ou moins basique pour les gites avec
végétation et sans végétation. L’humidité relative présente une valeur d’environ 64,5%, en

moyenne aussi bien pour les deux gites avec végétation ou sans végétation.

Tableau XXV: Parameétres géographiques des gites Keur Massar Lycée
KEUR MASSAR LYCEE
Gite Témoin | G1 G2 G3

Latitude 14°45°32°N | 14°45°41°°N | 14°45°32’N | 14°46°04°°N
Longitude 17°23°53°W | 17°21°25°W | 17°23°53°W | 17°22°32”°W
Altitude 19 m 19 m 14 m 19 m

Ce site se situe globalement entre les latitudes 14°45°32°’N et 14°46°04°°N et une longitude
comprise entre 17°23°53°W et 17°22°32’W avec une altitude de 19m. Les conditions
environnementales du milieu naturel au moment du traitement des larves de Culex
quinquefasciatus, en particulier la température, le PH et ’humidité peuvent influencer les
résultats. Ainsi, la température ambiante moyenne est de 29 ° C, le PH moyen 9 et I’humidité

moyenne 79%.
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Le site de PIKINE GUINAW RAIL NORD
Ce site est situé dans le département de Pikine, il est caractérisé par les parametres
physicochimiques consignés dans le tableau XXVI et par les paramétres géographiques

présentés dans le tableau XXVII.

Figure 47: Gites de bassin Guinaw rail sans végétation(B) et avec végétation(A)
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Tableau XXVI: Paramétres physico-chimiques des gites de Guinaw Rail Nord

Paramétres

Gites (G) (PIKINE GUINAW RAIL NORD)

Gite Témoin

T PH HU

Gites sans végétation 30,4 10,6 71%

Gites avec végétation 29,1 11,4 77%

Gl
T PH HU
32,3 11,5 69%

30,5 12,6 73%

G2
T PH HU
30,8 11 71%

299 12,5 78%

G3

T PH HU
31,2 9.9 64%

30,2 11,7 70%

Légende : G1: gite 1 ;G2: gite 2 ; G3 : gite 3 ;T : température ; H : humidité

Le tableau XXVI nous montre une variation de la température, de PH et de ’humidité relative
du site de Pkine Guinaw Rail Nord. La température ambiante qui régne dans ce site tourne
autour de 31,17 en moyenne aussi bien pour le gite sans végétation que pour le gite avec
végétation. On note un PH d’environ 10,75 en moyenne plus ou moins basique pour les gites
avec végétation et sans végétation. L humidité relative présente une valeur d’environ 76,12%,
en moyenne aussi bien pour les deux gites avec végétation ou sans végétation.

Tableau XXVII : Parametres géographiques des gites Pikine Guinaw Rail Nord

PIKINE GUINAW RAIL NORD

Gite Témoin G1 G2 G3
Latitude 14°45°41°N 14°45°41°N 14°45°32°N 14°46°04°N
Longitude 17°23°53”W 17°21°25”°W 17°23°53”W 17°22°32°W
Altitude 19m 19m 14 m 19m

Ce site se situe globalement entre les latitudes 14°45°41°°N et 14°46°04°°N et une longitude
comprise entre 17°23°53°°W et 17°22°32”’W avec une altitude de 19m.
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Le site de PIKINE RUE 10
Ce site est situé dans le département de Pikine, il est caractérisé par les parametres

physicochimiques consignés dans le tableau XXVIII et par les paramétres géographiques

présentés dans le tableau XXIX.

Figure 48: Gites de bassin Pikine Rue 10 sans végétation(B) et avec végétation(A)

Tableau XXVIII : Paramétres physico-chimiques des gites de Pikine Rue 10

Gites (G) (PIKINE RUE 10)

Gite Témoin Gl1 G2 G3

Paramétres T PH HU| T PH HU, T PH HU| T PH HU

Gites sans végétation 32,4 9,6 61% (30,6 11,4 69% |31,8 10,6 70% 30,6 10,2 68%

Gites avec végétation 30,3 11,4 66% 29,2 12,8 74% (30,2 12,4 72%|29,2 12,6 74%

Légende : G1: gite 1 ;G2: gite 2 ; G3 : gite 3 ;T : température ; H : humidité

Le tableau XXVIII nous montre une variation de la température, de PH et de I’humidité
relative du site de Pikine Rue 10. La température ambiante qui régne dans ce site tourne
autour de 31,35 en moyenne aussi bien pour le gite sans végétation que pour le gite avec
végétation. On note un PH d’environ 10,45 en moyenne plus ou moins basique pour les gites
avec végétation et sans végétation. L humidité relative présente une valeur d’environ 67%, en

moyenne aussi bien pour les deux gites avec végétation ou sans végétation.
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Tableau XXIX: Paramétres géographiques des gites de Pikine Rue 10

PIKINE RUE 10
Gite Témoin | G1 G2 G3

Latitude 14°45°41°N | 14°45°41°N | 14°45°32°’N | 14°46°04°N
Longitude 17°23’53°W | 17°21°25°W | 17°23°53°W | 17°22°32”°W

Altitude 19m 19m 14 m 19m

Ce site se situe globalement entre les latitudes 14°45°41°°N et 14°46°04°°N et une longitude
comprise entre 17°23°53”’W et 17°22°32’W avec une altitude de 19m. Ainsi, la température
ambiante moyenne est de 29 ° C, le PH moyen 9 et I’humidité moyenne 79% (Tableau
XXVII).

Le site de DJIDDAH THIAROYE KAW

Ce site est situé¢ dans le département de Pikine, il est caractérisé par les parameétres
physicochimiques consignés dans le tableau XXX et par les paramétres géographiques

présentés dans le tableau XXXI.

Figure 49: Gites de Djida Thiaroye Kao sans végétation(B) et avec végétation(A)
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Tableau XXX : Paramétres physico-chimiques des gites de Djida Thiaroye Kao

Gites (G) (DJIDDAH THIAROYE KAO)

Gite Témoin Gl G2 G3
Paramétres

T pH HU| T pH HU| T pH HU| T pH HU
Gites sans végétation 31,9 10,8 53% 30,5 10,6 56% |31,7 10,4 63%|31,4 10,5 55%

Gites avec végétation 30,4 12,6 65%| 29 12,8 64% (30,3 12,4 69% (30,1 12,6 66%

Légende : G1: gite 1 ;G2: gite 2 ; G3 : gite 3 ;T : température ; H : humidité

Le tableau XXX nous montre une variation de la température, de PH et de [’humidité relative
du site de Djiddah Thiaroye Kao. La température ambiante qui régne dans ce site tourne
autour de 31,37 en moyenne aussi bien pour le gite sans végétation que pour le gite avec
végétation. On note un PH d’environ 10,57 en moyenne plus ou moins basique pour les gites
avec végétation et sans végétation. L humidité relative présente une valeur d’environ 56,75%,

en moyenne aussi bien pour les deux gites avec végétation ou sans végétation.

Tableau XXXI: Paramétres géographiques des gites de Djiddah Thiaroye Kao

DJIDDAH THIAROYE KAO
Gite Témoin Gl1 G2 G3
Latitude 14°45°32°N 14°45°41°N 14°45°32°N 14°46°04°°N

Longitude 17°23°53”W | 17°21°257W | 17°23°53”W | 17°22°32”°W

Altitude 19 m 19 m 14 m 19 m

Ce site se situe globalement entre les latitudes 14°45°32°°N et 14°46°04°°N et une longitude
comprise entre 17°23°53°W et 17°22°32°°W avec une altitude de 19m.
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Le site deThiaroye Darou Salam
Ce site est situé dans le département de Pikine, il est caracteris€é par les parametres

physicochimiques consignés dans le tableau XXXII et par les parameétres géographiques

présentés dans le tableau XXXIII.

B A

A B

Figure 50: Gites de bassin Thiaroye Darou Salam sans végétation(B) et avec
végétation(A)

Tableau XXXII: Paramétres physico-chimiques des gites de Thiaroye Darou Salam

Gites (G) THIAROYE DAROU SALAM
Gite Témoin Gl G2 QG3

T PH HU| T PH HU| T PH HU| T PH HU
Paramétres

Gites sans végétation 31,2 9,5 60% (32,1 10,7 69% 30,5 9,5 65%|31,4 10,8 67%

o
Gites avec végétation 30 10,8 66% (30,4 11,9 73% 29,7 11,4 69% (30,1 12,3 3%

Légende : G1: gite 1 ;G2: gite 2 ; G3 : gite 3 ;T : température ; H : humidité

Le tableau XXXI nous montre une variation de la température, de PH et de I’humidité 65,25%
relative du site de Thiaroye Darou SALAM. La température ambiante qui régne dans ce site
tourne autour de 31,3 en moyenne aussi bien pour le gite sans végétation que pour le gite avec

végétation. On note un PH d’environ 10,12 en moyenne plus ou moins basique pour les gites
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avec végétation et sans végétation. L humidité relative présente une valeur d’environ 65,25%,

en moyenne aussi bien pour les deux gites avec végétation ou sans végétation.

Tableau XXXIII: Parametres géographiques des gites de Thiaroye Darou SALAM
THIAROYE DAROU SALAM
Gite Témoin Gl G2 G3

Latitude 14°45°32°N | 14°45°41°N | 14°45°32°N | 14°46°04°N
Longitude 17°23’53°W | 17°21°25”°W | 17°23°53°W | 17°22°32”°W

Altitude 19m 19m 14 m 19m

Ce site se situe globalement entre les latitudes 14°45°32°’N et 14°46°04°°N et une longitude
comprise entre 17°23°53”°W et 17°22°32”’W avec une altitude de 19m.

Le site de YEUMBEUL/ SUD
Ce site est situé dans le département de Pikine, il est caractérisé par les parameétres
physicochimiques consignés dans le tableau XXXIV et par les paramétres géographiques

présentés dans le tableau XXXV.

B A

Figure 51: Gites de bassin Yeumbeul Sud sans végétation (B) et végétation (A)
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Tableau XXXIV: Paramétres physico-chimiques des gites de Yeumbeul Sud

Gites (G) YEUMBEUL SUD

Gite Témoin Gl G2 G3

Parametres T pH HU| T pH HU| T pH HU| T pH HU
Gites sans végétation 32 9.3 68% (30,3 10,5 71% (30,3 11 71%|31,5 9.4 62%

Gites avec végétation 31,2 11,9 72% (29,4 11,8 74% (29,1 12,7 73% (29,8 11,6 69%

Légende : G1: gite 1 ;G2: gite 2 ; G3 : gite 3 ;T : température ; H : humidité

Le tableau XXXIV nous montre une variation de la température, de PH et de 1’humidité
relative du site de Yeumbeul Sud. La température ambiante qui régne dans ce site tourne
autour de 31,02 en moyenne aussi bien pour le gite sans végétation que pour le gite avec
végétation.On note un PH d’environ 10,05 en moyenne plus ou moins basique pour les gites
avec végétation et sans végétation. L humidité relative présente une valeur d’environ 68%, en
moyenne aussi bien pour les deux gites avec végétation ou sans végétation.

Tableau XXXV: Parameétres géographiques des gites de Yeumbeul Sud.

YEUMBEUL SUD

Gite Témoin  GlI G2 G3
Latitude 14°45°32°N 14°45°41°N 14°45°32°N 14°46°04°N
Longitude 17°23°53”W 17°21°25°W 17°23°53”W 17°22°32°W
Altitude 19 m 19m 14 m 19m

Ce site se situe globalement entre les latitudes 14°45°32°°N et 14°46°04°°N et une longitude
comprise entre 17°23°53’W et 17°22°32°’W avec une altitude de 19m.
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Le site de KAFFRINE 2 SUD

Ce site est situé dans le département de Kaffrine, il est caractérisé par les parametres

physicochimiques consignés dans le tableau XXXV et par les paramétres géographiques

présentés dans le tableau XXXVI.

Figure 52: Gites bassin Kaffrine Sud sans végétation(B) et avec végétation(A).

Tableau XXXIV: Paramétres physico-chimiques des gites de Kaffrine 2 Sud

Paramétres

Gites (G) KAFFRINE 2 SUD

Gites sans végétation 30,4 9,7 56%

Gite Témoin G1 G2 G3

T pH HU| T pH HU| T pH HU| T pH HU
31,2 10,2 66% | 31,5 10,2 61% | 30,1 10,5 59%
30 11,8 70% (29,9 12,3 64%| 29 12,1 63%

Gites avec végétation 29,2 12,5 60%

Légende : G1: gite 1 ;G2: gite 2 ; G3 : gite 3 ;T : température ; H : humidité

Le tableau XXXVI nous montre une variation de la température, de PH et de I’humidité

relative du site de Kaffrine 2 Sud. La température ambiante qui régne dans ce site tourne

autour de 30,8 en moyenne aussi bien pour le gite sans végétation que pour le gite avec

végétation.On note un PH d’environ 10,15 en moyenne plus ou moins basique pour les gites

avec végétation et sans végétation. L’ humidité relative présente une valeur d’environ 60,5%,

en moyenne aussi bien pour les deux gites avec végétation ou sans végétation.
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Tableau XXXVII 3: Paramétres géographiques des gites de Kaffrine 2 Sud
KAFFRINE 2 SUD

Gite Témoin Gl G2 G3
Latitude 14°45°41°N 14°45°41°N 14°45°32°N 14°46°04°N
Longitude 15°32°53”°W 15°32°25°W 15°32°53”W 15°32°32”°W
Altitude I5m I5m I5m I5m

Ce site se situe globalement entre les latitudes 14°45°32°’N et 14°46°04°N et une longitude
comprise entre 15°32°53’W et 15°32°32”’W avec une altitude de 15m.
Le site de KAFFRINE2 NORD

Ce site est situé dans le département de Kaffrine, il est caractérisé par les parametres

physicochimiques consignés dans le tableau XXXVIII et par les parameétres géographiques

présentés dans le tableau XXXIX.

Figure 53: Gites kaffrine 2 Nord sans végétation(B) et avec végétation(A)
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Tableau XXXVIII : Paramétres physico-chimiques des gites de Kaffrine 2 Nord
Gites (G) KAFFRINE 2 NORD

Paramétres

Gites sans
végétation
Gites avec

égétation

Gite Témoin Gl G2 G3
T pH HU T pH HU T pH HU T pH HU
31,2 10,8 60% (32,1 10,7 70% (32,5 9,5 61% |32,4 10,8 63%
29,7 12,3  67% [30,5 124 79% |30,9 11,8 66% |31,4 12,6 78%

Légende : G1: gite 1 ;G2: gite 2 ; G3 : gite 3 ;T : température ; H : humidité

Le tableau XXXVIII nous montre une variation de la température, de PH et de I’humidité

relative du site de Kaffrine 2 Nord. La température ambiante qui régne dans ce site tourne

autour de 32,05 en moyenne aussi bien pour le gite sans végétation que pour le gite avec

végétation.On note un PH d’environ 10,45 en moyenne plus ou moins basique pour les gites

avec vegetation et sans végétation. L humidité relative présente une valeur d’environ 63,5%,

en moyenne aussi bien pour les deux gites avec végétation ou sans végétation.

Tableau XXXIX : Parametres géographiques des gites de Kaffrine 2 Nord

Latitude

Longitude

Altitude

KAFFRINE 2 NORD
Gite Témoin Gl G2 G3
14°45°41°N 14°45°41°N 14°45°32°N 14°46°04°N
15°32°53”°W 15°32°25”°W 15°32°53”W 15°32°32°W
I5m I5m I5m I5m

Ce site se situe globalement entre les latitudes 14°45°32°’N et 14°46°04°°N et une longitude
comprise entre 15°32°53’W et 15°32°32”’W avec une altitude de 15m.
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Le site de GOUDIRY
Ce site est situé dans le département de Goudiry, il est caractérisé par les parametres

physicochimiques consignés dans le tableau XL et par les parametres géographiques présentés

dans le tableau XLI.

Figure 54: Gites bassin Goudiry sans végétation (B) et avec végétation (A)

Tableau XL : Paramétres physico-chimiques des gites de Goudiry

Gites (G) GOUDIRY
Gite Témoin Gl G2 G3

Paramétres
T pH HU| T pH HU| T pH HU| T pH HU

Gites sans végétation 32,4 9,8 62% 32,8 10,5 69%| 33 10 66% 32,9 9,9 65%

Gites avec végétation 30,1 11,9 68%|31,6 12,3 73% (31,8 12,8 69%|31,2 12,6 70%

Légende : G1: gite 1 ;G2: gite 2 ; G3 : gite 3 ;T : température ; H : humidité

Le tableau XL nous montre une variation de la température, de PH et de I’humidité relative du
site de Goudiry. La température ambiante qui régne dans ce site tourne autour de 32,77 en

moyenne aussi bien pour le gite sans végétation que pour le gite avec végétation. On note un
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PH d’environ 10,05 en moyenne plus ou moins basique pour les gites avec végétation et sans
végétation. L humidité relative présente une valeur d’environ 65,5%, en moyenne aussi bien

pour les deux gites avec végétation ou sans végétation.

Tableau XLI : Paramétres géographiques des gites de Goudiry
GOUDIRY
Gite Témoin Gl G2 G3

Latitude 14°45°32°N | 14°45°41°N | 14°45°32°N | 14°46°04°’N
Longitude 12°43°53°W | 12°43°25°W | 12°43°53°W | 12°43°32°W

Altitude 57 m 57 m 57 m 57 m

Ce site se situe globalement entre les latitudes 14°45°32°’N et 14°46°04°N et une longitude
comprise entre 12°43°53°°W et 12°43°32°°W avec une altitude de 57m.
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III.2 MATERIEL ET METHODES
I11.2.1. Matériel
I11.2.1.1. Matériel biologique

Le matériel biologique est constitué¢ de larves de moustique des genres Culex, Aédes,

Anophéles.

Les biopesticides que nous avons utlisés en milieu naturel sont constitués par :

- le neem (Azadirachta indica) (suneem 1%) ;

I11.2.1.2. les biopesticides utilisés.

- Metarhizium anisopliae ;

- le mélange de ces deux biiopesticides. (cf : chapitre II)

Le matériel utilisé au laboratoire et sur le terrain est composé de :

YV V V V V V V V V VYV V V VYV V V V V V V VY

111.2.1.3. Matériel de traitement:

Appareil numérique marque Nikon,

Bécher,

Bocaux de dimensions 10 x 10 x 7cm,

Boites de pétri (BP),

Eprouvettes,

Etuve de marque Kowell

Hygrometre,

Gants en latex,

Loupe binoculaire de marque motic,
Masques,

Microscope optique de marque motic,
Pipettes graduées

Pipette thoma

Poires pipettes pour aspirer

Thermométre

Louche

Bottes

PH meétre

GPS

Seau pour I’eau
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» Bandelette contenant les produits (le neem (4Azadirachta indica), Métarhizum anisopliae et

formulation mélange)

I11.2.2. Méthodes
I11.2.2. 1. Evaluation des densités larvaires avant traitement
L’évaluation des densités larvaires avant traitement des larves de moustique a consisté a
I’utilisation de la méthode des coups de louche d’une capacité de 500 millilitres. Cette
technique consiste a plonger la louche dans 1'eau du gite positif, puis a la déplacer avec un
mouvement uniforme en évitant les remous. Ceci aura permis de prélever des larves de
moustique et par la suite de procéder au comptage. Ceci permet d’aboutir aux densités qui

sont des rapports du nombre de larves obtenues aux volumes d’eaux des louches.

Figure 55: Evaluation des densités larvaires avant traitement

I11.2.2. 2. Etude de la compatibilité entre le Suneem 1% et le Metarhizium anisopliae
La formulation entre le neem (Azadirachta indica) (Suneem 1%) et Metarhizium anisopliae
consiste a mélanger 25 ml de Suneem 1% et 0,50 g de spores de Metarhizium anisopliae dans
une premicre boite de pétri contenant le milieu de culture (riz). Une autre boite de pétri
contenant le milieu de culture (riz) et les spores de Metarhizium anisopliae uniquement sert
de témoin. Ensuite, nous avons suivi la germination des spores de Metarhizium anisopliae
dans les boites de pétri. Nous comparons ’aspect et la couleur des spores dans les boites de
Pétri contenant le mélange et les boites de Pétri témoins. Cette expérience est répétée durant
SIX jours.

I11.2.2. 3. Méthode de traitement des larves de moustiques aux biopesticides
II1.2.2. 3.1. Protocole expérimental commun pour Suneem 1%,
Metarhizium anisopliae et Mélange des deux
Pour le traitement des gites naturels nous avons répertori€ les gites (cartographie) Par la suite

nous avons rélevé leurs paramétres physicochimiques ( PH,T°) et géographiques . Les
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densités larvaires des gites ont été évaluées avant et apres traitement par les biopesticides.
Quant au gite témoin les densités larvaires ont été évaluées sans traitement avec les
biopesticides. Toutefois le traitement des gites larvaires consiste a prendre trois louches dans
le gite et compter les larves prélévées ensuite les reverser dans le gite. La moyenne est
obtenue par la somme des larves des trois (3) louches sur trois (3). Ainsi pour contrdler les
émergences nous avons prélevé 1’eau des gites avec des larves et nous les avons reversés dans
les bacs artificiels munis de cases a moustiques pour contrdler et compter les émergences et
les nymphes toutes les 24 heures.

- Nous avons répertorié 4 gites sur des rayons de 100m dans chaque site que nous avons
traité (un gite témoin, gite Suneem1%, un gite Métarhizium anisopliae et un gite mélange)

- Ensuite nous avons mesur¢ les gites (longueur, largeur et la profondeur de 1’eau). Nous
avons déterminé les parametres des gites : PH, T°, humidité, salinité...

- Quatorze (14) sites avec chacun quatre gites ont été choisis au hasard et traité avec de la
formulation de Suneem 1% seul avec 40ml d’azardirachtine, de la formulation séche de
15mg de Metarhizuim anisolpliae et de la formulation de mélange delOmg de
Metarhizuim anisopliae et 20ml de Suneem 1% appliqué au gite. Et enfin le gite témoin

n’a pas été traité.

I11.2.2. 3. 2. Traitement des larves avec Suneem1%
Les larves de moustique ont été traitées directement dans les gites. Ces gites ont été traités
avec des quantités de neem (Azadirachta indica) (Suneem1%) allant de 25, 30, 35 et 40 ml.
Les gites ont été mesurés grace a un décametre pour connaitre leur étendue. Les volumes
d’eau ont été obtenus par calcul a partir de ces résultats. Pour connaitre les densités apres
traitement la méthode des louches a été appliquée (réf. Méthode commune). Ce qui nous a

permis de calculer les densités moyennes pour chaque gite.

I11.2.2. 3.3. Traitement des larves avec Metarhizium anisopliae
a. Production en masse de spores de Metarhizium anisopliae
Des travaux ont été effectués avec le Metarhizium anisopliae. Cette souche a été
antérieurement étudiée au laboratoire sur des criquets sénégalais ce qui motive notre choix de
ce champignon entomopathogene. Cette production est faite dans des boites de pétri de
dimensions 9 x lcm. Dans chaque boite de Pétri nous avons mis 15 g de riz et 20 ml d’eau

distillée. A partir d’'une solution aqueuse de champignon (1g de spores dans 5 ml d’eau

116



distillée), nous avons prélevé un volume de 0,1 ml qui est ensuite versé dans chaque boite de
pétri. Nous avons mélangé les spores de Metarhizium anisopliae avec du riz dans des boites
de pétri pour une bonne dispersion des spores. Les boites de pétri sont déposées sur la
paillasse et recouvertes par des bocaux de dimension 50 x 20 x 10 cm. Trois jours apres, une
masse de spores apparait et le tout est séché a 1’air libre pour faire évaporer I’eau et rendre sec
le milieu de culture. D’autre part, nous avons raclé le milieu de culture pour obtenir les
spores, la masse est broyée et tamisée afin de récupérer le maximum de spores. Nous avons
utilisé les spores seéches et le restant a savoir la poudre de spore et les granulats sont conservés
dans un bocal en verre pyrex de 250ml a une température moyenne de 27 degrés Celsius et a
une humidité relative moyenne de 82%.
b. Méthode de préparation de la solution entomopathogéne
A I’aide d’une spatule stérile, de petits fragments du champignon en germination dans la boite
de Pétri ont été prélevés par grattage de la surface de la boite pour étre introduits dans un tube
a essai contenant 9 ml d’eau distillée. La solution ainsi obtenue a été agité¢ pendant 10 minutes
pour une libération maximale des spores. La concentration de la solution entomopathogene a
¢té¢ évaluée a l’aide d’une cellule hematimétrique «Cellule de Thoma». Cinq différentes
concentrations de la solution entomopathogeéne ont été utilisées pour le traitement des larves :
10, 105, 107, 108, et 10° spores / ml.
c. Traitement proprement dit

Les larves de moustique ont été traitées directement dans les gites. Ainsi, des quantités de
spores de Metarhizium anisopliae de 10 a 12,5 mg sont appliquées dans différents gites.
Apres calcul des volumes d’eau des gites, les densités larvaires ont été réévaluées par la

méme méthode des louches (réf. Méthode commune).

I11.2.2. 3. 4. Traitement des larves avec le mélange Metarhizium anisopliae et

Suneem 1%
La méme méthodologie utilisée avec le le neem (Azadirachta indica) (Suneem 1%) et
Metarhizium anisopliae a été utilisée a nouveau pour le mélange de ces deux biopesticides.
Seulement les concentrations utilisées ont changé. En effet, on a utilis¢ un mixte de
concentration de 40 ml d’azardirachtine suneem1% additionnée a 10 mg de spores de
Metarhizuim anisopliae (40 ml d’azardirachtine +10mg de spores de Metarhizuim

anisopliae).
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I11.2.2. 4. Calcul de mortalité corrigée
Les tests ont été réalisés aux différents gites contenant des larves de moustiques de stade L3
de la méme espece. Les larves ont ¢té laissées dans les gites naturels. Pour chacune des 3
concentrations de la solution entomopathogeéne ainsi que pour le témoin, trois répétitions ont
été effectuées. Ces comptages permettent d’obtenir la sensibilité larvaire, exprimée par le taux
de mortalité (%) en fonction du temps d’exposition et de la dose du biopesticide. Cependant si
le taux de mortalité des témoins est compris entre 5 et 20%, une correction est effectuée selon
la formule (Abbott,1925) qui permet d’¢éliminer la mortalité naturelle et de connaitre la
toxicité réelle du larvicide. Si la mortalité est supérieure a 20%, le test est annulé et doit étre
renouvelé. Pour calculer le pourcentage de mortalité (mortalité corrigée) des larves selon la

formule ’ABBOT (ABBOT, 1925).

M~ NLMT

(%)m = 100 Ny
(1) m= ES
NLTotal - NLMT

(%)m= pourcentage de mortalité

NLm= nombre de larves mortes

NLmT= nombre total de larves mortes dans le témoin

NLtotal= nombre de larves totales

Les recommandations de I’OMS quant a I’interprétation des résultats sont les suivantes:
98-100% de Mortalité : Sensible

80-97% de Mortalité : Résistance possible a confirmer

< 80% de Mortalité : Résistance probable

I11.2.2. 5. Calcul de 1a DL50
Afin de déterminer la DL50 (Dose 1étale suffisante pour tuer 50% des individus) nous avons
décelé les pourcentages de mortalité enrégistrés apres le lier jour de traitement dans le tableau
des pourcentages (Tableau 48). Nous avons, ensuite projeté dans la figure 75 la droite qui a

permis d’estimer la DL50 relative a la mortalité de 50% des larves de moustique.

I11.2.2. 6. Calcul des TLS0
Pour calculer les TL50, nous avons décelé les pourcentages des mortalités enrégistrés apres le

lier jour de traitement dans le tableau des pourcentages (Tableau 48). A partir de la figure
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nous avons projeté la droite permettant d’estimer la TL50 relative au temps de mortalité de

50% des larves de moustique (Figure 75).

I11.2.2. 7. Calcul de 1a DL90
Afin de déterminer la DL90 (Dose 1étale suffisante pour tuer 90% des individus) nous avons
décelé les pourcentages de mortalité enrégistrés apres le lier jour de traitement dans le tableau
des pourcentages (Tableau 49). Nous avons ensuite projeté dans la figure la droite a permis

d’estimer la DL9O0 relative a la mortalité¢ de 50% des larves de moustique (Figures 75).

111.2.2. 8. Calcul des TL90
Pour calculer les TL90, nous avons décelé les pourcentages des mortalités enregistrés apres le
lier jour de traitement dans le tableau des pourcentages (Tableau 49). A partir de la figure
nous avons ensuite projeté la droite permettant d’estimer la TLOO relative a la mortalité de

90% des larves de moustique (Figures 75).

II1.2.2. 9. Analyse statistique

Une analyse de Bayes a été réalisée afin de mieux interpréter les résultats.

I11.2.2.9.1. Analyse de BAYES
Selon Dagnelie (1975), I’analyse de BAYES consiste a étudier la comparaison des moyennes
a partir de la variabilit¢ des échantillons. Pour prouver I’efficacité du facteur étudié nous
avons fait appel a ’analyse de la variance a deux critéres de classification dans le but de tester

la sélectivité statistique des différences entre les facteurs étudiés, en utilisant le logiciel SPSS.

I11.2.2.9. 2. Analyses des données
L’analyse de Bayes a été faite au moyen du logiciel XL STAT. Elle a été utilisée pour la
comparaison des mortalités moyennes obtenues avec les différents biopesticides. La dose
1étale a 50%, (DL50) de chaque produit a été estimée, apres 24 heures de contact des larves de
moustiques aux différentes concentrations testées. Ces valeurs ont été déterminées a partir
d’une courbe expérimentale donnant les variations de la mortalit¢ en fonction des

concentrations croissantes des produits.
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II1.3. Résultats
Cette partie a été consacrée a 1’analyse des résultats de 1’é¢tude de 1’effet larvicide des
biopesticides (du Suneem 1%, du champignon entomopathogéne Metarhizium anisopliae et

de leur mélange) sur les larves de moustique.
I11.3.1. Densités larvaires avec le Suneem 1%
Les résultats de traitement avec Suneem 1% sont présentés sous la forme de densités larvaires

consignées dans le tableau 41.

Tableau XLII : Densités larvaires avant et aprés traitement avec le Suneem 1%

Gites Par. KMF | MB | PKR10 | KM PGR | DTK | TDS | YS | KF | G
U3

DLAvVT | 134 |99 |98 154 109 | 96 75 95 189 |89

Suneem 1% | DLApT | 47 32 |35 46 37 34 28 35 136 |29

™ 65 68 | 64 70 66 65 62 63 | 60 | 67

Légende : KFM : « Keur Mbaye Fall », MB : « Mbao Baobab », PKR10 : « Pikine Rue 10 »,
KM U3 : «Keur Massar U3 », PGR : « Pikine Guinaw Rail », DTK : « Djiddah Thiaroye
Kaw », TDS: « Thiaroye Darou Salam», YS:« Yembeul Sud», KEF: «Kaffrine »,
G : « Goudiry », DLAVT : Densités larvaires avant traitement, DLApT : Densités larvaires

apres traitement, TM : Taux de mortalités ; Par. : Parametres.

Ces résultats montrent une nette diminution des densités larvaires de moustique aprés un
traitement au Suneem 1%. Cette diminution correspond au taux moyen de mortalités qui est
supérieur a la DL50 et qui avoisine les 70%. Preuve qu’en milieu naturel, le Suneem1% est

efficace contre les larves de moustique.

I11.3. 2. Densités larvaires avec le Metarhizium anisopliae.
Tableau XLIII : Les résultats de traitement avec le Metarhizium anisopliae sont présentés

sous la forme de densités larvaires consignées dans le tableau 42.
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Tableau XLIII: Densités larvaires avant et aprés traitement avec le Metarhizium

Gites Paramétres | KMF | MB | PKR10 18\34 PGR | DTK | TDS | YS | KF | G
DLAVT | 107 | 82 | 90 | 141 | 87 | 92 | 69 | 84 | 85 | 92

Metarhizium | DLApT 44 | 38 | 338 62 | 35 | 36 | 31 |35 |37 |40
anisopliae ™ 59 54 58 56 60 61 55 | 58 | 56 | 56

anisopliae.

Légende : KFM : « Keur Mbaye Fall », MB : « Mbao Baobab », PKR10 : « Pikine Rue 10 »,
KM U3 : «Keur Massar U3 », PGR : « Pikine Guinaw Rail », DTK : « Djiddah Thiaroye
Kaw », TDS: « Thiaroye Darou Salam», YS:« Yembeul Sud», KEF: «Kaffrine »,
G : « Goudiry », DLAVT : Densités larvaires avant traitement, DLApT : Densités larvaires
apres traitement, TM : Taux de mortalités.

Ces résultats montrent une nette diminution des densités larvaires de moustique aprés un
traitement avec Metarhizium anisopliae. Cette diminution correspond au taux moyen de
mortalités qui est supérieur a la DL50 et qui avoisine les 70%. Preuve qu’en milieu naturel, le
Metarhizium anisopliae est efficace contre les larves de moustique

I11.3.3. Densités larvaires avec le mélange (Suneem 1% et Metarhizium anisopliae)

Les résultats de traitement avec le mélange (Suneem 1% et Metarhizium anisopliae) sont

présentés sous la forme de densités larvaires consignées dans le tableau 43.

Tableau XLIV: Densités larvaires avant et apreés traitement avec le mélange (Suneem

1% et Metarhizium anisopliae.

Gites
Paramétres | KMF | MB | PKR10 | KMU3 | PGR | DTK | TDS | YS | KF | G
DLAVT 164 103 | 115 162 113 | 109 |98 112 | 107 | 98
DLApT 11 08 | 06 08 09 05 03 06 |06 |03
Melange ™ 93 92 |95 95 92 95 97 95 |94 |97

Légende : KFM : « Keur Mbaye Fall », MB : « Mbao Baobab », PKR10 : « Pikine Rue 10 »,
KM U3 : «Keur Massar U3 », PGR : « Pikine Guinaw Rail », DTK : « Djiddah Thiaroye
Kaw », TDS : « Thiaroye Darou Salam», YS:« Yembeul Sud», KEF: «Kaffrine »,
G : « Goudiry », DLAVT : Densités larvaires avant traitement, DLApT : Densités larvaires
apres traitement, TM : Taux de mortalités.
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Le tableau 44 montre une nette diminution des densités larvaires de moustique aprés un
traitement avec le mélange (Suneem 1% et Metarhizium anisopliae). Cette diminution
correspond au taux moyen de mortalités qui est supérieur a la DL50 et qui avoisine les 70%.
Preuve qu’en milieu naturel, le mélange entre Suneem 1% et Metarhizium anisopliae est
efficace contre les larves de moustique.

Tableau XLV: Densités larvaires avant et apres traitement avec le mélange (Suneem 1%

et Metarhizium anisopliae).

KM
Par. | KMF | MB | PKR10 PGR | DTK | TDS | YS | KF | G
Gites U3
DLAvVT
164 | 103 115 162 113 | 109 | 98 | 112|107 |98
Mélange
DLApT
11 08 06 08 09 05 03 | 06 | 06 |03
™
93 92 95 95 92 95 97 | 95 | 94 |97

Légende : KFM : « Keur Mbaye Fall », MB : « Mbao Baobab », PKR10 : « Pikine Rue 10 »,
KM U3 : « Keur Massar U3 », PGR : « Pikine Guinaw Rail », DTK : « Djiddah Thiaroye
Kaw », TDS : « Thiaroye Darou Salam», YS:«Yembeul Sud», KF : «Kaffrine »,
G : « Goudiry », DLAVT : Densités larvaires avant traitement, DLApT : Densités larvaires

apres traitement, TM : Taux de mortalités. Par. : Paramétres.

Ces résultats montrent que les larves de moustique ont subi de fortes mortalités suite au
traitement avec le mélange (Suneem 1% et Metarhizium anisopliae). Ces mortalités tournent
autour de 95%. Donc le mélange (Suneem 1% et Metarhizium anisopliae) est efficace contre
les larves de moustique.

Par I’analyse de R par les boxplot nous avons pu comparer les densités de mortalités des
larves de moustique traitées avec les differents biopesticides. Ceci a été consigné dans la

figure 56.
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Figure 56: Densités larvaires comparatives des trois biopesticides utilisés (Suneem1%,
Metarhizium anisopliae et le mélange (Suneem1% et Metarhizium anisopliae).
Légende : Sun : « Suneem1% » ; Meta : « Metarhizium anisopliae » ; Sun

Meta : « Suneem+Metarhizium anisopliae »

On constate que les densités larvaires aprés traitement sont beaucoup plus faibles pour le
mélange que pour le Suneeml% et le Metarhizium anisopliae pris isolément. Les
pourcentages de mortalité qui sont trés forts pour le mélange, suivi du Suneem 1% et du
Metarhizium anisopliae confirment ces résultats. En définitive le mélange apparait beaucoup
plus efficace que le Suneem1% et Metarhizium anisopliae. Nos résulatats de recherche
permettent de dire que Metarhizuim anisopliae agit en synergie avec Suneeml%, ce qui
accroit encore davantage sa valeur dans un contexte de lutte intégrée.
I11.3. 4. Analyse des résultats des différents sites

Site de Keur Mbaye FALL

On voit nettement, d'apres ces figures le traitement avec Suneem 1% du site de Keur Mbaye
FALL, que la densité larvaire avant traitement est de 74% alors que la densité larvaire apres
traitement est de 26% soit une nette diminution du nombre des larves d’environ 48%. Ceci
montre un effet toxique du Suneem1% avec un pourcentage ¢levé de mortalités des larves de

moustique.
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On voit nettement d’aprés ces figures du traitement avec Suneeml1% un nombre élevé de
mortalité¢ des larves. Par contre, avec Metarhizium anisopliae la densité¢ larvaire avant
traitement est de 71% alors que la densité larvaire apres traitement est de 29% soit une nette
diminution du nombre des larves d’environ 42%. Ceci montre un effet toxique du
Metarhizium anisopliae avec un pourcentage élevé de mortalités des larves de moustique. Vu
qu'on a obtenu légérement un nombre élevé de mortalité des larves, nous nous sommes limité
a 4 jours. D’aprés la figure du traitement du mélange, la densité larvaire avant traitement est
de 94% alors que la densité larvaire apres traitement est de 6% soit une nette diminution du
nombre des larves d’environ 88%. Ceci montre un effet toxique du mélange (Suneem1% et
Metarhizium anisopliae) avec un pourcentage ¢levé de mortalités des larves de moustique.
Vu qu'on a obtenu un nombre ¢élevé de mortalité des larves, nous nous sommes limités a 3
jours. D’apres ces figures, avec une forte concentration, on a un pourcentage de mortalité
¢élevé. Dans le témoin, il n'y a aucune mortalité. Les chiffres indiquent le nombre de larves de
moustique vivantes, et ceci aussi bien pour ces figures que pour les figures qui vont suivre

(voir figure).

Figure 57: Distribution des taux de mortalité des différents larvicides 4 Keur Mbaye
FAll
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Site de Mbao Baobab

On voit nettement, d'apres ces figures le traitement avec Suneem1%, que la densité larvaire
avant traitement est de 76% alors que la densité larvaire apres traitement est de 24% soit une
nette diminution du nombre des larves d’environ 52%. Ceci montre un effet toxique du
Suneem1% avec un pourcentage élevé de mortalités des larves de moustique. Par contre,
avec Metarhizium anisopliae la densité larvaire avant traitement est de 68% alors que la
densité larvaire apres traitement est de 32% soit une diminution du nombre de larves de 36%.
Ceci montre un effet toxique du Metarhizium anisopliae avec un pourcentage élevé de
mortalités des larves de moustique. D’aprées la figure du mélange, la densité larvaire avant
traitement est de 93% alors que la densité larvaire aprés traitement est de 7% soit une
diminution de 86%. Ceci montre un effet toxique du mélange (suneem1% et Metarhizium
anisopliae) avec un pourcentage ¢élevé de mortalités des larves de moustique. D’apres ces
figures, avec une forte concentration, on a un pourcentage de mortalité élevé. Dans le témoin,

il n'y a aucune mortalité (Voir figure)

Figure 58: Distributionn des taux de mortalité en fonction des différents larvicides au
niveau du bassin de Mbao Baobab

Site de Keur Massar Unité 03
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On voit nettement, d'apres ces figures le traitement avec Suneem1%, que la densité larvaire
avant traitement est de 77% alors que la densité larvaire aprés traitement est de 23% soit une
nette diminution du nombre des larves d’environ 54%. Ceci montre un effet toxique du
Suneem1% avec un pourcentage ¢élevé de mortalités des larves de moustique. Par contre,
avec le Metarhizium anisopliae, la densité larvaire avant traitement est de 69% alors que la
densité larvaire apres traitement est de 31% soit une nette diminution du nombre des larves
d’environ 38%. Ceci montre un effet toxique du Metarhizium anisopliae avec un pourcentage
¢levé de mortalités des larves de moustique. D’apres la figure du mélange, la densité larvaire
avant traitement est de 95% alors que la densité larvaire apres traitement est de 05% soit une
nette diminution du nombre des larves d’environ 90%. Ceci montre un effet toxique du
mélange (suneem1% et Metarhizium anisopliae) avec un pourcentage ¢levé de mortalités des
larves de moustique. D’aprés ces figures, avec une forte concentration, on a un pourcentage

de mortalité élevé. Dans le témoin, il n'y a aucune mortalité (Voir figure).

Figure 59: Taux de mortalité en fonction des différents larvicides pour le site de Keur

Massar U3
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Site de Sante Yalla

D’'apres ces figures le traitement avec Suneem1%, que la densité larvaire avant traitement est
de 76% alors que la densité larvaire apres traitement est de 24% soit une nette diminution du
nombre des larves d’environ 52% .Cceci montre un effet toxique du Suneem1% avec un
pourcentage ¢levé de mortalités des larves de moustique. Par contre, avec le Metarhizium
anisopliae, la densité larvaire avant traitement est de 72% alors que la densité larvaire aprés
traitement est de 28% soit une nette diminution du nombre des larves d’environ 44%. Ceci
montre un effet toxique du Metarhizium anisopliae avec un pourcentage ¢levé de mortalités
des larves de moustique. D’apreés la figure du mélange, la densité larvaire avant traitement est
de 94% alors que la densité larvaire apres traitement est de 06% soit une nette diminution du
nombre des larves d’environ 88%. Ceci montre un effet toxique du mélange (suneem1% et
Metarhizium anisopliae) avec un pourcentage ¢levé de mortalités des larves de moustique.
D’aprées ces figures, avec une forte concentration, on a un pourcentage de mortalité élevé.

Dans le témoin, il n'y a aucune mortalité (Voir figure).

Figure 60: Distribution des taux de mortalité en fonction des larvicides pour le site de

Sante Yallah
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Site de Keur Massar Marché

Ces figures montrent qu’avec Suneem1% la densité larvaire avant traitement est de 76% alors
qu’apres traitement elle descend jusqu’a 24% soit une diminution de 52%. Ceci montre un
effet toxique du Suneeml1% avec un pourcentage élevé de mortalités des larves de
moustiques. Par contre, avec le Metarhizium anisopliae, la densité larvaire avant traitement
est de 70% alors que la densité larvaire aprés traitement est de 30% soit une nette diminution
du nombre des larves d’environ 40%. Ceci montre un effet toxique du Metarhizium anisopliae
avec un pourcentage ¢levé de mortalités des larves de moustique. D’apres la figure du
mélange, la densité larvaire avant traitement est de 96% alors que la densité larvaire apres
traitement est de 04% soit une nette diminution du nombre des larves d’environ 92%. Ceci
montre un effet toxique du mélange (suneeml1% et Metarhizium anisopliae) avec un
pourcentage ¢élevé de mortalités des larves de moustique. D’apres ces figures, avec une forte
concentration, on a un pourcentage de mortalité¢ élevé. Dans le témoin, il n'y a aucune

mortalité (Voir figure).

Figure 61: Distribution des taux de mortalité en fonction des larvicides pour le site de

Keur Massar Marche
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Site de Keur Massar Lycée

Le traitement avec Suneem1% montre que la densité larvaire avant traitement est de 76%
alors que la densité larvaire apres traitement est de 24% soit une nette diminution du nombre
des larves d’environ 52%. Ceci montre un effet toxique du Suneem1% avec un pourcentage
¢levé de mortalités des larves de moustique. Pour le Metarhizium anisopliae, la densité
larvaire avant traitement est de 68% alors que la densité larvaire apres traitement est de 32%
soit une nette diminution du nombre des larves d’environ 36%. Ceci montre un effet toxique
du Metarhizium anisopliae avec un pourcentage ¢levé de mortalités des larves de moustiques.
D’apres la figure du mélange, la densité larvaire avant traitement est de 93% alors que la
densité larvaire apres traitement est de 07% soit une nette diminution du nombre des larves
d’environ 86%. Ceci montre un effet toxique du mélange (suneeml% et Metarhizium
anisopliae) avec un pourcentage ¢levé de mortalités des larves de moustiques. D’apres ces
figures, avec une forte concentration, on a un pourcentage de mortalité élevé. Dans le témoin,

il n'y a aucune mortalité (Voir figure).

Figure 62: Distribution des taux de mortalité en fonction des larvicides pour le site de

Keur Massar Lycée
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Analyse des résultats du site de Pikine Guinaw Rail

On voit nettement, d'apres ces figures le traitement avec Suneem1%, que la densité larvaire
avant traitement est de 75% alors que la densité larvaire aprés traitement est de 25% soit une
nette diminution du nombre des larves d’environ 50%. Ceci montre un effet toxique du
Suneem1% avec un pourcentage ¢levé de mortalités des larves de moustiques. Par contre,
avec le Metarhizium anisopliae, la densité larvaire avant traitement est de 71% alors que la
densité larvaire apres traitement est de 29% soit une nette diminution du nombre des larves
d’environ 42%. Ceci montre un effet toxique du Metarhizium anisopliae avec un pourcentage
¢levé de mortalités des larves de moustique. D’apres la figure du mélange, la densité larvaire
avant traitement est de 93% alors que la densité larvaire apres traitement est de 7% soit une
nette diminution du nombre des larves d’environ 86%. Ceci montre un effet toxique du
mélange (suneem1% et Metarhizium anisopliae) avec un pourcentage ¢levé de mortalités des
larves de moustique. D’apres ces figures, avec une forte concentration, on a un pourcentage

de mortalité élevé. Dans le témoin, il n'y a aucune mortalité (Voir figure).

Figure 63: Statistiques de distribution des taux de mortalité des larvicides, site Guinaw

Rail Nord
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Analyse des résultats du site de Darou Salam

On voit nettement, d'apres ces figures le traitement avec Suneem1%, que la densité larvaire
avant traitement est de 73% alors que la densité larvaire apres traitement est de 27% soit une
nette diminution du nombre des larves d’environ 46%. Ceci montre un effet toxique du
Suneem1% avec un pourcentage élevé de mortalités des larves de moustique. Pour le
Metarhizium anisopliae, la densité larvaire avant traitement est de 69% alors que la densité
larvaire apres traitement est de 31% soit une nette diminution du nombre des larves d’environ
38%. Ceci montre un effet toxique du Metarhizium anisopliae avec un pourcentage ¢levé de
mortalités des larves de moustique. D’apres la figure du mélange, la densité larvaire avant
traitement est de 97% alors que la densité larvaire apres traitement est de 03% soit une nette
diminution du nombre des larves d’environ 94%. Ceci montre un effet toxique du mélange
(suneem1% et Metarhizium anisopliae) avec un pourcentage ¢levé de mortalités des larves de
moustique. D’aprés ces figures, avec une forte concentration, on a un pourcentage de

mortalité élevé. Dans le témoin, il n'y a aucune mortalité (Voir figure).

Figure 64: Distribution des taux de mortalité en fonction des larvicides pour le site de

Darou Salam.
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Site de Pikine Rue 10

On voit nettement, d'apres ces figures le traitement avec Suneem1%, que la densité larvaire
avant traitement est de 74% alors que la densité larvaire apres traitement est de 26% soit une
nette diminution du nombre des larves d’environ 52%. Ceci montre un effet toxique du
Suneem1% avec un pourcentage ¢élevé de mortalités des larves de moustique. Avec
Metarhizium anisopliae, la densité larvaire avant traitement est de 70% alors que la densité
larvaire apres traitement est de 30% soit une nette diminution du nombre des larves d’environ
52%. Ceci montre un effet toxique du Metarhizium anisopliae avec un pourcentage ¢levé de
mortalités des larves de moustique. D’apres la figure du mélange, la densité larvaire avant
traitement est de 95% alors que la densité larvaire apres traitement est de 05% soit une nette
diminution du nombre des larves d’environ 90%. Ceci montre un effet toxique du mélange
(suneem1% et Metarhizium anisopliae) avec un pourcentage ¢levé de mortalités des larves de
moustique. D’aprés ces figures, avec une forte concentration, on a un pourcentage de

mortalité élevé. Dans le témoin, il n'y a aucune mortalité (Voir figure).

Figure 65: Distribution des taux de mortalité en fonction des larvicides pour le site de

Pikine Rue 10
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Site de Thiaroye Kaw

On voit nettement, d'apres ces figures le traitement avec Suneem1%, que la densité larvaire
avant traitement est de 74% alors que la densité larvaire apres traitement est de 26% soit une
nette diminution du nombre des larves d’environ 52%. Ceci montre un effet toxique du
Suneem1% avec un pourcentage ¢levé de mortalités des larves de moustique. Avec le
Metarhizium anisopliae, la densité larvaire avant traitement est de 72% alors que la densité
larvaire apres traitement est de 28% soit une nette diminution du nombre des larves d’environ
44%. Ceci montre un effet toxique du Metarhizium anisopliae avec un pourcentage ¢levé de
mortalités des larves de moustique. D’apres la figure du mélange, la densité larvaire avant
traitement est de 96% alors que la densité larvaire apres traitement est de 04% soit une nette
diminution du nombre des larves d’environ 92%. Ceci montre un effet toxique du mélange
(suneem1% et Metarhizium anisopliae) avec un pourcentage ¢levé de mortalités des larves de
moustique. D’aprés ces figures, avec une forte concentration, on a un pourcentage de

mortalité élevé. Dans le témoin, il n'y a aucune mortalité (Voir figure).

Figure 66: Distribution des taux de mortalité en fonction des larvicides pour le site de

Djida Thiaroye Kao.
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Site de Yeumbeul Sud

On voit nettement, d'apres ces figures le traitement avec Suneem1%, que la densité larvaire
avant traitement est de 73% alors que la densité larvaire apres traitement est de 27% soit une
nette diminution du nombre des larves d’environ 46%. Ceci montre un effet toxique du
Suneem1% avec un pourcentage élevé de mortalités des larves de moustique. Pour le
Metarhizium anisopliae, la densité larvaire avant traitement est de 71% alors que la densité
larvaire apres traitement est de 29% soit une nette diminution du nombre des larves d’environ
42%. Ceci montre un effet toxique du Metarhizium anisopliae avec un pourcentage ¢levé de
mortalités des larves de moustique.

D’apres la figure du mélange, la densité larvaire avant traitement est de 95% alors que la
densité larvaire aprés traitement est de 05% soit une nette diminution du nombre des larves
d’environ 90%. Ceci montre un effet toxique du mélange (suneeml% et Metarhizium
anisopliae) avec un pourcentage élevé de mortalités des larves de moustique. D’apres ces
figures, avec une forte concentration, on a un pourcentage de mortalité élevé. Dans le témoin,

il n'y a aucune mortalité (Voir figure).

Figure 67: Statistiques de distribution des taux de mortalité des larvicides, site de
Yeumbeul Sud
Site de Kaffrine 2 sud
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On voit nettement, d'apres ces figures le traitement avec Suneem1%, que la densité larvaire
avant traitement est de 71% alors que la densité larvaire aprés traitement est de 29% soit une
nette diminution du nombre des larves d’environ 42%. Ceci montre un effet toxique du
Suneem1% avec un pourcentage ¢levé de mortalités des larves de moustique. Avec le
Metarhizium anisopliae, la densité larvaire avant traitement est de 70% alors que la densité
larvaire apres traitement est de 30% soit une nette diminution du nombre des larves d’environ
40%. Ceci montre un effet toxique du Metarhizium anisopliae avec un pourcentage ¢levé de
mortalités des larves de moustique. D’apres la figure du mélange, la densité larvaire avant
traitement est de 95% alors que la densité larvaire apres traitement est de 05% soit une nette
diminution du nombre des larves d’environ 90%. Ceci montre un effet toxique du mélange
(suneem1% et Metarhizium anisopliae) avec un pourcentage ¢levé de mortalités des larves de
moustique. D’aprés ces figures, avec une forte concentration, on a un pourcentage de

mortalité élevé. Dans le témoin, il n'y a aucune mortalité (Voir figure).

Figure 68: Distributions des taux de mortalité en fonction des larvicides pour le Site de

Kaffrine Sud.
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Site de Kaffrine 2 Nord

On voit nettement, d'apres ces figures le traitement avec Suneem1%, que la densité larvaire
avant traitement est de 74% alors que la densité larvaire apres traitement est de 26% soit une
nette diminution du nombre des larves d’environ 52%. Ceci montre un effet toxique du
Suneem1% avec un pourcentage élevé de mortalités des larves de moustique. Pour le
Metarhizium anisopliae, la densité larvaire avant traitement est de 72% alors que la densité
larvaire apres traitement est de 28% soit une nette diminution du nombre des larves d’environ
44%. Ceci montre un effet toxique du Metarhizium anisopliae avec un pourcentage ¢levé de
mortalités des larves de moustique. D’apres la figure du mélange, la densité larvaire avant
traitement est de 94% alors que la densité larvaire aprés traitement est de 06% soit une nette
diminution du nombre des larves d’environ 88%. Ceci montre un effet toxique du mélange
(suneem1% et Metarhizium anisopliae) avec un pourcentage ¢levé de mortalités des larves de
moustique. D’aprés ces figures, avec une forte concentration, on a un pourcentage de

mortalité élevé. Dans le témoin, il n'y a aucune mortalité (Voir figure).

Figure 69: Distributions des taux de mortalité en fonction des larvicides pour le site de

Kaffrine Nord.
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Site de Goudiry

On voit nettement, d'apres ces figures le traitement avec Suneem1%, que la densité larvaire
avant traitement est de 75% alors que la densité larvaire aprés traitement est de 25% soit une
nette diminution du nombre des larves d’environ 50%.Ceci montre un effet toxique du
Suneem1% avec un pourcentage ¢levé de mortalités des larves de moustique. Avec le
Metarhizium anisopliae, la densité larvaire avant traitement est de 70% alors que la densité
larvaire apres traitement est de 30% soit une nette diminution du nombre des larves d’environ
40%. Ceci montre un effet toxique du Metarhizium anisopliae avec un pourcentage ¢levé de
mortalités des larves de moustique. D’apres la figure du mélange, la densité larvaire avant
traitement est de 97% alors que la densité larvaire apres traitement est de 03% soit une nette
diminution du nombre des larves d’environ 94%. Ceci montre un effet toxique du mélange
(suneem1% et Metarhizium anisopliae) avec un pourcentage ¢levé de mortalités des larves de
moustique. D’aprés ces figures, avec une forte concentration, on a un pourcentage de

mortalité élevé. Dans le témoin, il n'y a aucune mortalité (Voir figure).

Figure 70: Distributions des taux de mortalité en fonction des larvicides pour le site de

Goudiry.

137



IIL.3. 5. Pourcentage de mortalité des larves de moustique traitées avec le mélange
Les résultats de traitement avec le mélange sont présentés sous la forme de pourcentages de
mortalités larvaires consignés dans le tableau 45.

Tableau XLVI: Pourcentage de mortalité des larves de moustique traitées avec le

mélange.
Sites
Jours | KM MB PK | KM | SY | KM | KM | PG ? TD YS KF2 | KF2 G
F R10 | U3 2 M L R K S S N
J1 47 | 49 | 52 | 54 | 46 | 48 | 51 | 53 |50 | 54 | 49 | 48 53 50
J2 65 | 68 | 64 | 70 | 68 | 69 | 68 | 66 | 65| 62 | 63 | 90 65 67
J3 93 | 97 | 91 | 96 | 96 | 95 | 94 | 90 [ 93| 90 | 91 | 96 98 94

Légende : KFM : « Keur Mbaye Fall », MB : « Mbao Baobab », PKR10 : « Pikine Rue 10 »,
KM U3 : «Keur Massar U3 », SY2: « Sante Yalla2 », PGR : « Pikine Guinaw Rail »,
DTK : « Djiddah Thiaroye Kaw », TDS : « Thiaroye Darou Salam », YS : « Yembeul Sud »,
KF2S : « Kaffrine2 sud », KF2N : « Kaffrine2 nord », G : « Goudiry ».

Ces résultats du tableau 46 montrent une nette augmentation du nombre de larves de
moustique mortes apres un traitement avec le mélange. On note des mortalités qui atteignent
et méme dépassent les 50% dans la plupart des gites sauf certains (« keur Mbaye Fall »,
« Mbao Baobab », « Keur Massar Marché » et « Sante Yallah 2 ») ou elles tournent autour
des valeurs 47% a 49%. La CL50 a été trés tot obtenue apres 24 heures de traitement dans les
conditions naturelles. La CL90 a été obtenue aprés 72 heures de traitement. Preuve qu’en
milieu naturel, le mélange (Suneem1% et Metarhizium anisopliae) semble étre le plus efficace
et donc le meilleur dans la lutte contre ces larves de moustique.

D’apres ’analyse du tableau 46, nous notons une évolution de la mortalit¢ de maniére
verticale et horizontale. Ainsi de maniére verticale, le pourcentage de mortalit¢ augmente
vertigineusement en fonction des doses administrées. Et de maniére horizontale le
pourcentage de mortalité augmente en fonction du temps de traitement. L.’analyse montre que
I’effet du mélange a commencé des le lier jour et varie de 47% a 54% pour le premier jour,
et entre 62% a 90% au 2° jour de traitement. Cet effet larvicide est plus prononcé au fur et a

mesure qu’on avance dans le temps pour atteindre un taux de mortalité de plus de 90%, au
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3me jour ; pour cette concentration les plus élevée de 40ml d’azardirachtine +10mg de spores

de Metarhizuim anisopliae.

Cet effet larvicide est plus prononcé au fur et & mesure qu’on avance dans le temps pour

atteindre un taux de mortalité de 98 % selon les gites au 3éme jour. Les résultats obtenus ont

¢té¢ traduits en courbes (Figure 73) pour mieux connaitre les niveaux de mortalité. Les

résultats relatifs aux pourcentages de mortalités moyennes des larves traitées pour le mélange

sont mentionnés dans le tableau 46 et représentés par la figure 73. Les pourcentages de

mortalité corrigés sont égaux aux pourcentages de mortalités observés et une mortalité

supérieure a 50% a été observée a partir du 1" jour. Les courbes des mortalités cumulées

représentent de maniere comparative les mortalités du mixte (suneeml1% et Metarhizium

anisopliae), du suneeml1% et du Metarhizium anisopliae. La figure 73 présente la méme

allure et évolue dans le méme sens, se caractérisent par une évolution exponentielle dans le

temps en réponses aux doses auxquelles les larves ont été soumises. En effet, les mortalités

sont plus accentuées et plus rapides pour le mélange suivi du suneem1%, et du Metarhizium

anisopliae.

Ces graphes ci-dessous illustrent cumulativement trois (3) phénomenes que sont :

- Une différence de mortalité des larves de moustique pour les trois (3) biopesticides
(Suneem1%, Metarhizium anisopliae et melange).

- Une toxicité différentielle des biopesticides

- Une efficacité différente vis-a-vis des larves de moustique

Pour les sites les mémes phénoménes s’observent du point de vue mortalité, toxicité et

efficacité. En effet pour le cas de Kaffrine 2 Sud nous notons une légere sensibilté par rapport

aux autres sites visibles sur la figure. L’efficacité du produit est affectée par les conditions

physicochimiques de 1’eau (t° ph salinité)
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Figure 71: Comparaison des pourcentages de mortalité des larves de moustique pour les
deux biopesticides utilisés (Suneem1%, Metarhizium anisopliae) et leur mélange dans les

différents sites.
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Les graphes de la figure 73 montrent que les larves se trouvant dans certains sites sont plus
sensibles au mélange (c’est le cas de Kaffrine 2 sud qui s’est détaché a partir du deuxiéme
jour de traitement) et ou on a une augmentation tres significative du nombre de larves mortes.
Les autres sites se comportent de la méme facon avec la méme allure. Au troisiéme jour, il
n’y a pas de différence significative du point de vue nombre de larves mortes entre les
différents sites larvaires traitées. La CL50 est atteinte au premier jour de traitement au niveau
des sites traités avec le mélange. La CL90 est atteinte au troisiéme jour de traitement au
niveau des sites larvaires traités avec le mélange. Les graphes de la figure 73 illustrent 1’allure
de la progression des pourcentages de mortalité des larves de moustique traitées par le
mélange. Nous remarquons une augmentation du pourcentage de mortalité des larves traitées
avec le melange. L’augmentation est trés tot notée au 1'" jour de traitement entre 47% et 54%
de mortalité, entre 62% et 90% pour le deuxiéme jour et entre 90% et 94% pour le troisiéme

jour avec la méme concentration.

I11.3.6. Analyse statistique de Bayes des résultats
L’analyse statistique de Bayes a révélé une différence trés significative entre les pourcentages
de mortalité des larves de moustique pour les différentes concentrationss et a différents temps
avec P = 0.000 pour I’effet des deux biopesticides et de leur mélange. L’analyse statistique de
Bayes a permi de classer les biopesticides selon leur efficacité et selon leur toxicité. En effet,
le mélange est plus efficace suivi du Suneem 1% et du Metarhizium anisopliae.
L’analyse statistique de Bayes montre une différence significative entre les différentes
mortalités enregistrées pour les larves traitées et les témoins, a différents niveaux de temps et
a différentes doses avec un niveau de probabilité (P = 0,000)
Entre le mélange et le Metarhizium anisopliae
La différence d’amplitude est entre 34,9% et 38,7% avec une probabilité de 95%. Cela veut
dire qu’a 95% que le mélange est au moins plus important que le Metarhizium anisopliae. En
moyenne le mélange est statistiquement de 34,9 fois plus efficace que le Metarhizium
anisopliae. Nous avons fait une simulation pour savoir qu’elle est la moyenne de mortalité
entre 93,1% et 95,2% c’est-a-dire si nous faisions 1’expérience plusieurs fois sur plusieurs
sites nous trouverions la méme moyenne entre 64% et 67% avec une probabilit¢ de 95%

(Hight Density Intervall (HDI)).
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Figure 72: I'analyse statistique des Bayes entre les larvicides le Metarhizium anisopliae et

le mélange

Entre le Mélange -Suneem1%

La difference d’amplitude est entre 26,4% et 30,5% avec une probabilité de 95%. Cela veut
dire qu’a 95% que le Suneem1% est au moins plus toxique que le mélange. En moyenne le
mélange est statistiquement 26,4 fois plus efficace que le Suneem1%. Nous avons fait une
simulation pour savoir qu’elle est la moyenne de mortalité entre 93,1% et 95,2% c’est-a-dire
si nous faisions I’expérience plusieurs fois sur plusieurs sites nous trouverions la méme

moyenne entre 93,1% et 95,2% avec une probabilité de 95% (Hight Density Intervall (HDI)).
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Figure 73: L'analyse statistique de Bayes entre les larvicides du Suneem 1% et le

mélange

Entre le Suneem1% et le Metarhizium anisopliae

La difference d’amplitude est entre 5,90% et 10% avec une probabilité de 95%. Cela veut dire
qu’a 95% que le Suneem1% est au moins plus important que le Metarhizium anisopliae. En
moyenne le Suneeml1% est statistiquement 5,9 fois plus efficace que le Metarhizium
anisopliae. Nous avons fait une simulation pour savoir qu’elle est la moyenne de mortalité
entre 64% et 67% c’est-a-dire si nous faisions I’experience plusieurs fois sur plusieurs sites
nous trouverions la meme moyenne entre 64% et 67% avec une probabilité de 95% (Hight
Density Intervall (HDI)). Le mélange est au moins 26 fois plus efficace que le suneem1%

traité seul a une probabilité de 95%. En moyenne le mélange est 28,4 fois plus efficace que le
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suneem1%. La différence est entre 26,4% et 30,5% de pourcentage de mortalité avec une
probabilté de 95%.

Suneem1% - Metarhizium anisopliae

Figure 74: Analyse statistique de Bayes entre le Suneem 1% et le Metarhzium anisopliae
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I11.3. 7. Pourcentage de mortalité des larves de moustique traitées avec Metarhizium
anisopliae
Les résultats de traitement avec Metarhizium anisopliae sont présentés sous la forme de
pourcentage de mortalités larvaires consignées dans le tableau 47. Les résultats relatifs aux
pourcentages de mortalités moyennes des larves traitées par Metarhizuim anisopliae sont
mentionnés dans le tableau 46 et représentés par la figure 77.
Tableau XLVII : Pourcentage de mortalité des larves de moustique traitées par

Metarhizium anisopliae aprés 4 jours.

Sites
PK | K K K D
Jours | K | M SY PG TD | Y | KF | KF2
R1 | M M| M T G
MF | B 2 R S S | 2S5 N
0 | U3 M L K
2 2
J1 209 124 | 20 | 21 | 25 | 23 | 27 | 30 6 24 | 27 | 23 29 q
4 5
J2 40 | 39 | 43 | 47 | 49 | 38 | 36 | 51 9 47 | 48 | 49 52 0
6 5
J3 59 | 54 | 58 | 56 | 60 | 58 | 52 | 60 | 55 | 58 | 56 60 .
9 9
J4 96 | 93 |1 95 191 | 97 | 90 | 91 | 96 A 93 | 95| 92 94 5

Légende : KFM : « Keur Mbaye Fall », MB : « Mbao Baobab », PKR10 : « Pikine Rue 10 »,
KM U3 : «Keur Massar U3 », KMM : « Keur Massar Marché », KML : « Keur Massar
Lycée » , PGR : « Pikine Guinaw Rail », DTK : « Djiddah Thiaroye Kaw », TDS : « Thiaroye
Darou Salam », YS:« Yembeul Sud», SY1:«Sante yallal », SY2: «Sante yalla2 »
KF2S : « Kaffrine2 Sud », KF2N : « Kaffrine2 Nord », G : « Goudiry ».

Ces résultats du tableau 47 montrent une nette augmentation du nombre de larves de
moustique mortes apres un traitement avec le Metarhizium anisopliae. On note des mortalités
qui atteignent et méme dépassent les 50% dans la plupart des gites sauf certains (« keur
Mbaye Fall », « Mbao Baobab », « Keur Massar Marché » et « Sante Yallah 2 ») ou elles
tournent autour des valeurs 47% a 49%.La CL50 a été tres tot obtenue apres 48 heures de

traitement dans les conditions naturelles. La CL90 a été obtenue aprés 96 heures de
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traitement. Preuve qu’en milieu naturel, le mélange (Suneem1% et Metarhizium anisopliae)

semble étre le plus efficace et donc le meilleur dans la lutte contre ces larves de moustique.

Les courbes de la figure 77 ci-dessous illustrent cumulativement trois (3) phénoménes que

sont :

- Une différence de mortalit¢ des larves de moustique pour les trois (3) biopesticides
(Suneem1%, Metarhizium anisopliae et melange) .

- Une toxicité différentielle des biopesticides

- Une efficacité différente vis-a-vis des larves de moustique
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Figure 75: Comparaison des pourcentages de mortalité des larves de moustique pour les
deux biopesticides utilisés (Suneem1%, Metarhizium anisopliae) et leur mélange dans les

différents sites.

D’apres la Figure 75, les pourcentages de mortalité des larves de moustique traitées avec les
deux biopesticides (Suneem1%, Metarhizium anisopliae) et leur mélange dans les differents
sites ont montré qu’en fonction du temps le nombre de larves de moustique mortes
augmentent dans tous les sites de traitement. Au troisiéme jour il n’y a pas de différence
significative du point de vue nombre de larves mortes entre les différents sites larvaires
traitées. La CL50 est atteinte au premier jour de traitement des sites larvaires traités avec le
suneem1%. La CL90 est atteinte au troisieme jour de traitement des sites larvaires traités avec

le suneem1%.
I11.3. 8. Pourcentage de mortalité des larves de moustique traitées avec le Suneem 1%.

Les résultats de traitement avec le Suneem 1% sont présentés sous la forme pourcentage de

mortalité des larves de moustique consignés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau XLVIII: Pourcentage de mortalité des larves de moustique traitées avec le

Suneem 1%.

Sites
Jour K

KM | M | PKRI1 M SY |[KM |KM |PG |DT |TD |Y | KF2 | KF2 G
S

F B |0 2 M L R K S S |S N

U3

J1 35 (34 |40 38 |36 |33 34 |45 (42 |40 [35]36 39

2 48 |46 |49 50 (47 |51 50 53 |52 |49 |48 |46 54

J3 93 92 |95 95 193 |96 93 92 195 |97 |95 |94 93

~N O O | 9 W

Légende : KFM : « Keur Mbaye Fall », MB : « Mbao Baobab », PKR10 : « Pikine Rue 10 »,
KM U3 : «Keur Massar U3 », PGR : « Pikine Guinaw Rail », DTK : « Djiddah Thiaroye
Kaw », TDS: « Thiaroye Darou Salam», YS:« Yembeul Sud», KEF: «Kaffrine »,
G : « Goudiry ».

Ces résultats du tableau 48 montrent une nette augmentation du nombre de larves de
moustique mortes aprés un traitement avec le Suneem1%. On note des mortalités qui
atteignent et méme dépassent les 50% dans la plupart des gites sauf certains (« keur Mbaye
Fall », « Mbao Baobab », « Keur Massar Marché » et « Sante Yallah 2 ») ou elles tournent
autour des valeurs 47% a 49%. La CL 50 a été tres tot obtenue apres 24 heures de traitement
dans les conditions naturelles. La CL 90 a été obtenue aprés 72 heures de traitement. Preuve
qu’en milieu naturel, le mélange (Suneem1% et Metarhizium anisopliae) semble étre le plus
efficace et donc le meilleur dans la lutte contre ces larves de moustique. Le tableau 47 montre
que I’effet Suneem 1% a commencé des le lier jour et met en évidence une évolution nette de
mortalité. En effet, le pourcentage moyen de mortalit¢ des larves de moustique est
proportionnel aux doses administrées et au temps de traitement.

Il varie de 33% a 45% pour une dose de 50ml le premier jour, de 46% a 55% pour une dose

de 50ml le deuxiéme jour et enfin la variation est entre 92% et 97% pour une dose de 50ml
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le troisieme jour. Les résultats obtenus ont été traduits en courbes (Figure 75) pour mieux

suivre les niveaux de mortalité. Les résultats relatifs aux pourcentages de mortalités moyennes

des larves traitées par le Sunneem 1% sont mentionnés dans le tableau 48.

Les courbes des mortalités cumulées représentées sur la figure 78 présentant la méme allure et

¢voluant dans le méme sens, se caractérisent par une augmentation dans le temps en réponses

aux doses auxquelles les larves ont été soumises.

Ces graphes ci-dessous illustrent cumulativement trois (3) phénomenes que sont :

- Une différence de mortalité des larves de moustique pour les trois (3) biopesticides
(Suneem1%, Metarhizium anisopliae et melange).

- Une toxicité différentielle des biopesticides

- Une efficacité différente vis-a-vis des larves de moustique

Pour les sites les mémes phénomenes s’observent du point de vue mortalité, toxicité et

efficacité. En effet pour le cas de Kaffrine 2 Sud nous notons une légere sensibilté par rapport

aux autres sites visibles sur la figure.

Figure 76: Comparaison des pourcentages de mortalité des larves de moustique pour les
deux biopesticides utilisés (Suneem1%, Metarhizium anisopliae) et leur mélange dans les

différents sites (Djiddah Thiaroye Kaw, Thiaroye Darou Salam, Yeumbeul Sud ).
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Au troisiéme jour il n’y a pas de différence significative du nombre de larves mortes entre les
différents sites larvaires traitées. La CL50 est atteinte au premier jour de traitement des sites
larvaires traités avec le suneem1%. La CL90 est atteinte au troisiéme jour de traitement des
sites larvaires traités avec le Suneem1%. Ces courbes illustrent I’allure de la progression des
pourcentages de mortalité des larves de moustique traitées par le mélange (Suneem 1% et
Metarhizium anisopliae). Nous remarquons une augmenation du pourcentage de mortalité des
larves traitées par le mélange (Suneem 1% et Metarhizium anisopliae ) avec 40 ml
d’azardirachtine +10 mg de spores , I’effet est tout de suite apergu a partir du lier jour de
traitement avec un taux qui varie entre 33% et 50% de mortalité, et entre 46% et 55% de
mortalité aprés le 2éme jour et entre 92% et 97% a partir du 3éme jour de traitement.

Ces deux courbes de la Figure 77 montrent pour Kaffrine et goudiry de 1égéres différences
quant aux traitements des larves de moustique avec Suneem seul, Metarhizium anisopliae seul
et le mélange des deux produits. En effet, ’évolution de la mortalité¢ des larves dans le
mélange est trés rapide dans les deux sites pour le Suneem seul et Metarhizium anisopliae

seul.

Figure 77: Comparaison des pourcentages de mortalité des larves de moustique pour les
deux biopesticides utilisés (Suneem1%, Metarhizium anisopliae) et leur mélange dans les

différents sites (Kaffrine 2 Nord et Goudiry).
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I11.4. Discussion
Beaucoup d’insectes sont sensibles aux microorganismes dont les champignons, les bactéries
et les virus (Scholte et al. 2004). Approximativement, 750 especes de champignons décrites
sont des pathogeénes obligatoires ou facultatifs sur un ou plusieurs stades de développement
des insectes dans des habitats aquatiques, terrestres et souterrains (McCray et al., 1973).
Dans nos études nous avons montré que le Suneem1% est compatible avec le Metarhizium
anisopliae et en formulation ils constitueraint un efficace biopesticide contre les larves de
moustique. Cependant des études allant dans le sens de la compatibilité entre le Suneem1% et
Metarhizium anisipliae ont été effectuées par certains auteurs qui trouvent une faible
efficacité de la combinaison d'huile de neem avec les champignons (Bajan et al., 1998, Hirose
et al., 2001; 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, l'utilisation d'extraits 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 entomopathogénes tel
que M. anisopliae en tenant compte des composants de I'huile pour lutter contre les insectes.
Dans ce contexte, Sahayraj et al., (2011) ont montré 1'importance sur la compatibilité entre les
champignons et les 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 les travaux antérieurs avec Aspergillus clavatus (Desmazicres)
(Seye et al., 2009). De maniere générale, les spores peuvent pénétrer la cuticule avant de se
développer dans 1'hémoplymphe et sporuler vers la surface. Mais €galement, les spores
ingérées par les larves peuvent sécréter des toxines dans le tube digestif et/ou par voie
mécanique détruisent les tissus larvaires provoquant la mort larvaire (Gillespie et Clayton
1989, Clarkson et Charnley, 1996). Les observations microscopiques ont aussi révélé que le
développement des nymphes a pu étre bloqué, provoquant une baisse de la formation
d'adultes. Ce qui confirme les travaux de Bukhari et al., (2011).
L’utilisation des produits naturels tels que le Suneem 1%, Metarhizuim anisopliae et le
mélange des deux biopesticides dans la lutte contre les larves de moustiques est plus que
d’actualités. En Australie, Rae (2004) a effectué des traitements sur des larves de Chortoicetes
terminifera (les criquets d’australie) avec le Green Guard®, formulé a partir d’une souche de
Metarhizuim anisopliae.
Les résultats portant sur 1’application du Suneem 1% contre les larves de moustique

confirment les travaux d’Attri et Prasad (1980) qui ont montré I’efficacité de I’huile de neem
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sur les larves de Culicidae et ceux de Scott et Kaushik (2000) sur I’efficacité du Margosan-
O® sur les Culex de quinquefasciatus, ceux de Seye et al., (2004) avec 1’huile de neem
formulée (DL50 a 3 mg/l en 48h) et ceux de Ndione et al., (2007). Lepage et al., (1992) ont
utilisé plusieurs souches de champignons entomopathogeénes (Metarhizium anisopliae,
Cordyceps militaris et Tolypocladium cylindrosporum) afin de lutter contre quelques dipteres
piqueurs. Ils ont conclu que de toutes les souches testées, Metarhizium anisopliae semble le
plus intéressant pour la lutte biologique contre les larves de diptéres piqueurs. Saint-Louis et
al., (2001) ont confirmé que Metarhizium anisopliae est un champignon promoteur pour une
lutte biologique de par son efficacité sur tous les stades de développement d'un insecte et
pourrait étre un excellent candidat comme mesure alternative aux pesticides de synthése dans
le cadre d'une lutte biologique ou d’une lutte intégrée. Ces résultats sont similaires a ceux
obtenus par Alves ef al., (2002) qui ont enregistré un début de mortalité des larves de Culex
quinquefasciatus traitées par Metarhizium anisopliae a partir du 1° jour de traitement.

Les travaux de Ravallec et al., (2003) ont démontré que Metarhizium anisopliae avait un effet
distinct sur les larves d'Aedes albopictus. Ces résultats portant sur les applications d’un
champignon entomopathogeéne tel que Metarhizium anisopliae sur les larves d’insectes
confirment les travaux de Touré, 2006 qui ont montré que les spores de Metarhizium
anisopliae ont entrainé la mortalit¢ du criquet sénégalais avec un TL50 de 4 jours et un
TL100 de 7 jours pour une dose de 4,3.10"spores/ml.

Notre étude s’inscrit en droite ligne avec ces différents articles publiés. En effet, les résultats
de notre étude nous ont permis de noter une diminution considérable avoisinant les 50%, les
70% et 95% pour respectivement les traitements avec Metarhizium anisopliae, Suneem1% et
le mélange des deux. Ces résultats confirment et méme complétent les travaux des auteurs
cités précédemment. L’adoption de cette méthode innovante de mélange de biopesticides
efficaces créant ainsi un effet synergique dans la lutte contre les larves de Culex
quinquefasciatus présente plusieurs avantages notamment une diminution des larves de
moustiques d’une part et les maladies liées et d’autre part préserver un écosysteme déja
fragile. En effet, nos gites naturels de traitement ont montré des valeurs moyennes de
température, de PH et d’humidité relative respectivement de 1’ordre de 30°C, de 10 et de 60%.
Les travaux de Blanford & Klass (2004) ont conclu que des températures inférieures a 38 °C
durant la journée et supérieures a 20 °C durant la nuit sont considérées comme favorables

dans la lutte contre les moustiques.
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En plus du facteur stimulant qu’est les conditions physicochimiques des gites naturels, le
facteur temps ou durée de traitement apparait comme déterminant dans les résultats. Le séjour
des larves dans la zone traitée pendant au moins 48 h, procure une meilleure efficacité au
traitement. La mortalité et le taux de sporulation apres 6h et 24 h d’exposition sont inférieurs
a ceux apres une exposition de 48 h. Nos résultats ont montré un effet significatif quant a la
mortalité des larves. En effet nous avons remarqué que le taux de mortalité des larves témoins
utilisées pour les trois tests était nul. Ces mémes résultats ont été constatés par Alves et al.
(2002) ou ils n’ont enregistré aucune mortalité des larves témoins durant la période des bio
essais.

Cependant le pourcentage de mortalité des larves était de 50% apres 24h de traitement avec
larves traitées avec des quantités de spores de Metarhizium anisopliae de 12,5 mg et le
mélange avec un mixte de concentration de 40ml d’azardirachtine (Suneem1%) additionnée a
10mg de spores de Metarhizuim anisopliae (40ml d’azardirachtine +10mg de spores de
Metarhizuim anisopliae). Nos résultats vont dans le méme sens que ceux obtenus par Alves et
al, (2002) ou ils ont enregistré un taux de mortalité 50% des larves de Culex quinquefasciatus
traitées par Metarhizium anisopliae 1037 par le mode de contact aprés 24h.

Ensuite, nous avons comparé I’efficacité de nos biopesticides sur les larves de moustique,
d’apres les résultats de mortalité nous avons remarqué que la mortalité des larvestraitées avec
le mélange est plus rapide et intense par rapport a la mortalité des larves traitées avec
suneem1%, Metarhizium anisopliae et le melange. La mortalit¢ complete des larves a été
atteinte au 3éme jour pour meélange, au 4éme jour pour le Metarhizium anisopliae. Nos
résultats corroborent ceux obtenu par Alves et al, (2002) qui ont étudi¢ la comparaison
del’effet des deux champignons Metarhizium anisopliae 1037 et Metarhizium anisopliae E9
sur les larves de Culex quinquefasciatus. Ils ont trouvé que la souche M. anisopliae 1037 est
plus virulente que M. anisopliae E9, avec un taux de mortalité de 93,33% apres 5 jours de
traitement par rapport a un taux de mortalité de 55,55% de M. anisopliae E9 apres 5 jours.
D’aprés Roberts (1967) ce champignon entomopathogeéne M. anisopliae attaque les larves de
moustiques préférentiellement par le siphon respiratoire. C’est pourquoi ce germe tue
davantage de moustiques lorsqu’il est appliqué a la surface de I’eau. Mais, en fait si les larves
sont mises dans des suspensions conidiennes de fortes concentrations (107 spores/ml) le

champignon peut tuer celles-ci avant toute colonisation fongique intrahémocoelienne. Les
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faits rapportés par cet auteur sont en totale concordance avec les résultats de Benserradj et
Mihoubi, 2014.

L’¢étude de la virulence des biopesticides (du suneem1%, Metarhizium anisopliae) vis-a-vis de
différentes especes de moustiques a fait I’objet de plusieurs travaux. Des essais au laboratoire
réalisés par Daoust et Roberts (1982) pour 1’étude de 1’effet de cette méme souche sur la
mortalité des larves de Culex pipiens ont révélé un taux de mortalité de 50% apres 3 jours de
traitement en utilisant une dose de 1mg de conidies. Contrairement a Ramoska (1982) qui a
observé ce taux de mortalité au bout d’un mois. Par ailleurs, Mohamed et al., (1983) ont testé
la sensibilité—résistance de Culex pipiens et Culex quinquefasicatus au Metarhizium
anisopliae ( Ma 43 et E9) et ont affirmé que tous les stades du moustique sont trés sensibles
aux deux souches avec un taux de mortalité allant de 86 a 100% aux plus fortes doses, ce qui
va dans le sens de nos résultats.

Lepage et al., (1992) ont utilis¢ plusieurs souches de champignons entomopathogénes
(Metarhizium anisopliae, Cordyceps militaris et Tolypocladium cylindrosporum) afin de lutter
contre quelques diptéres piqueurs, Ils ont conclu que de toutes les souches testées,
Metarhizium anisopliae semble plus intéressante pour la lutte microbiologique contre les
larves de diptéres piqueurs. Dans ce sens Saint-Louis et al., (2001) ont confirmé que
Metarhizium anisopliae est un champignon promoteur pour une lutte biologique de par son
efficacité sur tous les stades de développement d'un insecte et pourrait étre un excellent
candidat comme mesure alternative aux pesticides de synthése dans le cadre d'une lutte
biologique ou une lutte intégrée.

Les travaux de Ravallec ef al., (2003) ont démontré que Metarhizium anisopliae avait un effet
distinct sur les larves d'dedes albopictus. Ceux-ci ont développé la muscardine verte maladie
due a Metarhizium anisopliae qui s'est propagé dans tout le corps des larves. En effet, ces
mémes auteurs ont révelé en 2006 que les larves d’Aedes albopictus soumises a de fortes
doses de Metarhizium anisopliae ont montré une mort progressive (100% de mortalité au bout
de 20 jours de traitement). Selon eux, si la dose de l'inoculum est assez élevée, les
mycotoxines sont libérées dans 1’hémocoele de I’insecte et c’est dans le mésantéron que les
spores subissent une protéolyse alcaline (une larve de 4éme stade ingére 3.10° spores).
Effectivement, au fur et a mesure, les larves finissent par perdre leur capacité digestive.
L’étude de I’effet de nos 2 biopesticides et leur mélange sur la mortalité des larves de Culex

quinquefasciatus, nous montre que le traitement a mis en évidence une efficacité tres
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hautement significative comparativement aux témoins et les larves ont été sensibles envers
ces biopesticides et leur melange malgré leur effet différent.

L’analyse statistique de Bayes a révélé une différence trés significative entre les pourcentages
de mortalité des larves de moustique des genres Culex, Aédes, Anophéles pour les différentes
doses et a différents temps avec P=0.000 pour l’effet des deux biopesticides et de leur
mélange.

Pour les biopesticides champignons 1’analyse statistique de Bayes a révélé 1’existence de
trois biopesticides (Suneem1%, Metarhizium anisopliae et melange) et de ce fait classé les
biopesticides selon leur efficacité. Le mélange est le biopesticides le plus efficace contre les
larves suivi du Suneem1% et du Metarhizium anisopliae ce qui nous a permis de déduire que
les biopesticides employés ont été efficaces sur les larves et ont eu le plus d’effet car ils ont
permis de tuer plus de 90% de larves et ce dés le 3éme jour de traitement avec le m2lange et
le Suneem1% seul, le 3¢éme jour de traitement avec Metarhizium anisopliae. Cependant les
larves témoins n’ont subi aucune dose de traitement.

Les concentrations de 50 ml de Suneem1%, de 12,5 mg de spores de Metarhizium anisopliae
et un mixte de concentration de 40 ml d’azardirachtine (Suneem1%) additionnée a 10 mg de
spores de Metarhizuim anisopliae (40ml d’azardirachtine +10mg de spores de Metarhizuim
anisopliae) sont aussi fortes car elles ont suffit a tuer plus de 90% des larves de moustique
au bout de 3 jours.

Nous pouvons également conclure que I’analyse statistique de Bayes explique que les
biopesticides employés ont été efficaces. En effet, ils ont permis d’avoir de grands taux de
mortalité dans un intervalle de temps compris entre 1 et 4 jours.

Apres correction des pourcentages des mortalités obtenues apres traitement des larves par les
biopesticides, nous avons aussi calculé les CL50, les TL50 les CL90, les TL90. Nos résultats
ont abouti a une CL50 obtenue apres 24 heures(TL50) de traitement et a une CL 90 obtenue
apres 72 heures de traitement (TL90) avec le Suneem1% dans les conditions naturelles. La CL
50 a été obtenue apres 48 heures (TL50) de traitement et la CL 90 obtenue apres 96 heures
(TL90) de traitement avec le Metarhizium anisopliae dans les conditions naturelles et enfin la
CL 50 a été obtenue apres 24 heures (TL50) de traitement et la CL 90 a été obtenue apres 72
heures (TL90) de traitement avec le mélange dans les conditions naturelles. Les DL50 de ces
biopesticides, enregistrés par les différents auteurs sont de 1,09.10° spores/ml sur les larves de
Aedes albopictus (Hazrat et al., 2012) aprés 3 jours d’application. et 8ppm pour les larves de

Aedes triseritatus (Lepage et al., 1992 ). Quant aux larves de Culex quinquefasciatus, les
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DL50 obtenues étaient respectivement 1,97.10* spores/ml pour la souche M. anisopliae 1037
et 3,01.10° spores/ml pour et M. anisopliae E9 (Alves et al., 2002).

Concernant les TL50, notre étude montre qu’ils sont proportionnels aux doses appliquées.

Nos résultats corroborent ceux obtenus par Alves et al., (2002).Ces auteurs ont constaté que
les TL50 différaient selon les doses appliquées et les méthodes d’application : un TL50 égal a
1 jour quand ils avaient appliqué des conidies de Metarhizium anisopliae a la surface de 1’eau
et TL50 égale a 3,6 jours apres traitement avec la méme souche sous forme de spores séches.
Les résultats de I’effet larvicide des biopesticides (Suneem1%, Metarhizium anisopliae et leur
mélange) que nous avons obtenus sont en corrélation avec ceux observés par plusieurs auteurs
(Alves et al., 2002; Scholte et al., 2005; Amora et al., 2010 ) et permettent de conclure que les
biopesticides testés ont une action pathogene sur les larves de Culex quinquefasciatus.

Malgré les bons resultats obtenus, cette étude comporte certaines limites. Une bonne efficacité
des biopesticides contre les larves de moustiques en mileu contrélé et en mileu naturel est
constatée, toutefois la durée de 1’efficacité residuelle obtenue en station expérimentale reste a
confirmer en mileu naturel. En effet, le nombre limité et la durée d’existence des gites
larvaires naturels suivis au cours de 1’étude ne permettent pas de conclure sur la durée de

I’efficacité r2siduelle des biopesticides étudiés.

IIL.S. Conclusion

A I’issue de nos travaux dans le milieu naturel nous pouvons retenir que :

Le Suneem1% seul est plus efficace dans la lutte contre les larves de moustique que le
Metarhizium anisopliae seul qui lui aussi est efficace dans la lutte contre les larves de
moustique ; Les deux produits sont compatibles ; Le mélange (Suneem1% et Metarhizium
anisopliae) est plus efficace que les deux biopesticides pris isolément dans la lutte contre les
larves de moustique.Les biopesticides testés en milieu contrélé et en milieu naturels ont
caus€ la mortalité des larves de culex. Le mélange a causé le plus fort taux de mortalité¢ des
larves de moustique. Les résultats soutiennent I'hypothése que les biopesticides testés étaient
pour les larves de moustique et ont provoqué une réduction importante de la population
larves dans les gites lorsqu'ils sont appliqués en formulation de poudre et d’huile. La
recherche sur l'utilisation des biopesticides comme agents de lutte biologique contre les larves
de moustique montrent qu'ils sont efficace dans la lutter contre les larves de moustique. Bien
que les biopesticides ont montré un potentiel pour controler les larves de moustique, leur

efficacité en tant que bio-pesticide dépend de leur capacité a infecter et tuer les larves de culex
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dans des conditions environnementales des gites tels que la température et de 1'humidité. Ils
devraient étre relativement siir et non-toxique pour les organismes non cibles. En plus de leur
efficacité, la capacité des biopesticides pour infecter et tuer les larves de moustique dépend
¢galement de la disponibilité, de la densité et de la distribution des produits a atteindre les

larves dans les gites.
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CONCLUSION GENERALE

Dans ce présent travail de recherche, qui entre dans le cadre de 1’axe d’évaluation de I’activité
larvicide des biopesticides (Suneem1%, Metarhizium anisopliae et leur mélange) contre les
larves de moustiques, nous nous sommes intéress¢ aux aspects efficacité du mélange des deux
biopesticides.

La synthése bibliographique porte essentiellement sur les travaux antérieurs faites par des
chercheurs portant sur des connaissances aux différents termes du sujet de mémoire a savoir
neem, Metarhizium anisopliae, les moustiques. D’aprées cette étude, il a été¢ démontré que les
biopesticides Suneem1% et Metarhizium anisopliae étaient larvicides mais a des degrés
moindres que 1’on pouvait améliorer par la formulation de ces deux biopesticides en un
mélange qui est beaucoup plus efficace que les biopesticides pris isolément. Selon certains
chercheurs et d’aprés des connaissances anterieures 1’emploi de ces biopesticides agit contre
les larves de moustiques et ne favorise que le développement des organismes cibles se
trouvant dans les gites de traitement. L’étude de 1’effet des biopesticides a montré que le taux
de mortalité des larves traitées augmente en fonction du temps et de la concentration utilisée.
La mortalit¢ a commencé aprés le 1' jour de traitement avec les deux biopesticides
Suneem1% et le mélange (Suneem 1% et Metarhizium anisopliae). Cependant le pourcentage
de mortalité des larves était de 50% apres 24h de traitement avec des quantités de Suneem1%
de 50 ml. Ce méme taux de mortalit¢ a été enregistré avec les larves traitées avec des
quantités de spores de Metarhizium anisopliae de 12,5 mg et le mélange avec un mixte de
concentration de 40 ml d’azardirachtine (Suneem1%) additionnée a 10mg de spores de
Metarhizuim anisopliae (40ml d’azardirachtine +10mg de spores de Metarhizuim anisopliae).
Comparativement aux témoins, aucune mortalité n’a été observée durant les biotests. En
augmentant la concentration, la mortalité devient plus rapide, elle atteint plus de 90% le 3™
jour aprés traitement par Suneem1% et le mélange, et le 4°™ jour aprés traitement avec
Metarhizium anisopliae. Les résultats de la TL50 des larves traitées avec les biopesticides
montrent que la sensibilité des larves est en fonction de la concentration et du temps. Par
contre, les larves traitées par mélange (Suneem 1% et Metarhizium anisopliae), leur mortalité
était trés rapide et intense, car nous avons enregistré 98% de mortalité le 2™ jour de
traitement. L’analyse statistique de Bayes a confirmé nos résultats, nous avons constaté qu’il
y a un effet significatif des deux facteurs temps et concentration sur la mortalité des larves
traitées avec les biopesticides. Les travaux réalisés ainsi que les résultats obtenus peuvent étre

résumeés comme suit :
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- Pefficacité du Suneem1% sur les larves de moustique ;

- Pefficacité du Metarhizuim anisopliae sur les larves de moustique ;

- ’efficacité du mélange de ces deux biopesticides sur les larves de moustique.

En résumé, les résultats de notre recherche nous ont permis de confirmer et de préciser
I’importance du potentiel larvicide des biopesticides Suneem1%, Metarhizium anisopliae et
leur mélange a I’égard des larves de moustiques. Les études en cours sur les principes actifs
de ces agents a savoir les toxines du Metarhizium anisopliae et 1’azardirachtine du
Suneem1%, notamment en ce qui concerne I’approfondissement de leurs mécanismes d’action
au niveau cellulaire et moléculaire, devraient aider a la compréhension du mécanisme
d’agression particulier que manifeste ces biopesticides Suneem1%, Metarhizium anisopliae et
leur melange au niveau des larves de moustiques et sur un plan application des résultats de
recherche, fournir des données utilisables pour la mise au point de formulations appropriées
de ces biopesticides, permettant a la fois le maintien de son potentiel d’infection et
I’expression optimale de leurs effets toxiques, ou de leurs métabolites a propriétés
insecticides.

En somme, il apparait pertinent de retenir que Sunnem 1% et Metarhizium anisopliae sont trés
efficaces contre les larves de moustique. Mais cette efficacité apparait beaucoup plus
importante quand ces deux biopesticides sont méalangés. Par ailleurs, en perspective il s'ouvre
a la communauté scientifique une utilisation d'entomopathogénes (bactéries ou champignons),
de dérégulateurs de croissance dans une lutte biologique beaucoup plus efficace.

Ce travail a fait ’objet de deux publications dans des revues de renommées ainsi que de

plusieurs communications dans des journées scientifiques.
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PERSPECTIVES

A T’issue de nos travaux, un certain nombre d’axes de recherche nous paraissent tres
importants a investir :
» 1’étude du mode d’action du Suneem1% sur les tissus des larves de moustique,
» 1’étude du mode d’action du champignon Metarhizium anisopliae sur la cuticule et sur
le tube digestif des larves de moustique traitées,
» 1’étude de I’effet du mélange entre le Suneem1% et le champignon Metarhizium
anisopliae sur le tube digestif des larves de moustique traitées.
Dans nos travaux ultérieurs nous continuerons a rechercher 1’effet synergique entre le
Suneem1% et les champignons sur les larves des trois genres de moustique (Culex, Aedes,

Anopheles).
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RESUME

Les moustiques ont pendant longtemps constitu¢ une source de nuisance de par les maladies qu’ils
transmettent, les piqires et les bourdonnements génants. Ils constituent par ailleurs un probleme de santé
publique. C’est pourquoi cette étude s’est inscrite dans un but de trouver un biopesticide qui peut lutter
efficacement contre les larves de moustique, mais aussi étre une alternative aux pesticides chimiques rémanents
dans I’environnement. Pour atteindre ce but, en milieu semi-naturel, nous avons déterminé les CL50 et CL90.
Pour cela, nous avons prélevé les larves de moustiques que nous avons réparties dans 6 bacs différents dont 5
sont traités avec les biopesticides et un servant de témoin. Chaque bac contenait 100 larves, 5 litres d’eau
distillée et une pincée de poudre de pain servant de nourriture aux larves de moustique. Les concentrations
suivantes ont été utilisées : avec Suneem1% : Bac témoin : 0 ml ; Bac 1: 4 ml ; Bac 2 =5 ml ; Bac 3 = 6 ml; Bac
4= 7ml;Bac5= 8ml; avec du Metarhizium :7,5.10® spores/ml dans le premier bac, 10.10® spores/ml dans le
deuxiéme bac, 12,5.10% spores/ml dans le troisiéme bac, 15.10% spores/ml dans le quatriéme bac et 17,5.10%
spores/ml dans le cinquiéme bac ; avec le mélange : 2 ml + 5.108 spores dans le premier bac ; 2ml+7,5.10% spores
dans le deuxiéme bac ; 2mlI+10.108 spores dans le troisiéme bac; 2ml+12,5.108 spores dans le quatriéme bac et
2ml+14.108spores dans le cinquiéme bac. En milieu naturel les larves de moustique ont été traitées directement
dans les gites avec des quantités de Suneem1% allant de 25, 30, 35 et 40 ml. Et des quantités de spores de
Metarhizium anisopliae de 10 a 12,5 mg sont appliquées dans différents gites. Pour traiter les larves de
moustique avec le mélange Suneem 1% et Metarhizium anisopliae on a utilisé un mixte de concentration de 40
ml d’azardirachtine suneem!% additionnée a 10 mg de spores de Metarhizuim anisopliae. Cette méthodologie
nous a permis d’obtenir les résultats suivants. En effet, Metarhizium anisopliae var. acridium ou « Green muscle
» provoque 50% mortalité des larves de moustique au bout de 3 jours. Suneem 1% a donné une mortalité
satisfaisante de plus de 60% au bout de 2 jours. Le mélange Suneeml% et Metarhizuim anisopliae a occasionné
une forte mortalité avec un taux de plus de 90% en 3 jours et a aussi empéché une mue larvaire stoppant ainsi
leur croissance et leur développement. En somme, Metharizium anisopliae et Suneem 1% sont tous les deux
efficaces contre les larves de moustique et sont compatibles et peuvent sommer leur action toxique sur les larves
de moustiques.

Mots clés : Paludisme, larves de moustiques,biopesticides, Suneem1%, Metarhizium anisopliae

ABSTRACT

Mosquitoes have long been a source of nuisance due to diseases they transmit, punctures and annoying buzz.
They are also a public health problem. That is why this study was set up with the aim of finding a biopesticide
that can fight effectively against mosquito larvae but also be an alternative to persistent chemical pesticides in
the environment. To achieve this goal, in a semi-natural environment, we determined the LC50 and CL90. For
this, we took the mosquito larvae that we divided into 6 different bins, 5 of which are treated with biopesticides
and one serving as a control. Each bin contained 100 larvae, 5 liters of distilled water, and a pinch of bread
powder to feed the mosquito larvae. The following concentrations were used: with Suneem 1%: Control: 0 ml;
Tray 1: 4 ml; Tray 2 = 5 ml; Tray 3 = 6 ml; Tray 4 = 7 ml; Tray 5 = 8 ml; with Metarhizium: 7.5.108 spores/ml
in the first tray, 10.108 spores/ml in the second tray, 12.5.108 spores/ml in the third tray, 15.10% spores/ml in the
fourth tray and 17.5.108 spores/ml in the fifth ferry; with the mixture: 2 ml + 5.10% spores in the first tank; 2ml +
7,5,108 spores in the second tank; 2ml + 10.108 spores in the third tray; 2ml + 12.5.108 spores in the fourth tray
and 2ml + 14.108spores in the fifth tray. In the wild mosquito larvae have been treated directly in the deposits
with amounts of Suneem 1% ranging from 25, 30, 35 and 40 ml. And quantities of Metarhizium anisopliae
spores of 10 to 12.5 mg are applied in different roosts. To treat mosquito larvae with Suneem 1% and
Metarhizium anisopliae a 40 ml concentration of azardirachtin suneem1% was added to 10 mg of Metarhizuim
anisopliae spores. This methodology allowed us to obtain the following results. Indeed, Metarhizium anisopliae
var. acridium or "green muscle" causes 50% mortality of mosquito larvae after 3 days. Suneem 1% gave a
satisfactory mortality of more than 60% after 2 days. The mixture Suneem1% and Metarhizuim anisopliae
caused a high mortality with a rate of more than 90% in 3 days and also prevented a larval moult thus stopping
their growth and their development. In short, Metharizium anisopliae and Suneem 1% are both effective against
mosquito larvae and are compatible and can add to their toxic action on mosquito larvae.

Keywords: Malaria, mosquito larvae, biopesticides, Suneem1 %, Metarhizium anisopliae








