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Liste des abréviations

Ae albopictus: Aedes albopictus

Bti: Bacillusthuringiensissraelensis

IC 50: Inhibitory Concentration 50 %

IC: concentration inhibitrice

L1

L2

L3

L4

: Larve de premier stade
: Larve de deuxiéme stade
: Larve de troisiéme stade

: Larve de quatrieme stade

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PDA: Potato Dextrose Agar

R : Répétition

R?: coefficient de détermination

YPD : Yeast peptone dextrose



Glossaire

OMS : Organisation Mondiale de la Santé, institution de ’ONU chargée de coordonner la

santé publique internationale.

Aedes albopictus : Moustique tigre asiatique, espéce invasive vectrice de maladies comme la

dengue, le chikungunya et le virus Zika.

L1, L2, L3, L4 : Quatre stades larvaires successifs chez les moustiques, se déroulant en

milieu aquatique avant la transformation en nymphe.

Nymphe : Stade intermédiaire entre la larve et ’adulte, ne se nourrissant pas et restant en

milieu aquatique.

Cycle de vie : Ensemble des étapes biologiques par lesquelles passe un organisme de sa

naissance a sa reproduction.

kdr (Knockdown resistance) : Mutation conférant aux insectes une résistance accrue aux

insecticides.

PDA (Potato Dextrose Agar) : Milieu de culture utilis€¢ pour faire pousser champignons et

bactéries, a base de pomme de terre et de sucre.

Trichoderma sp. : Genre de champignons filamenteux, souvent utilisés comme agents de lutte

biologique contre d’autres champignons ou insectes nuisibles.

Mycoparasitisme : Capacité d’un champignon a parasiter un autre champignon en utilisant

ses tissus comme source de nutriments.

Antibiose : Interaction biologique ou un organisme produit des substances qui inhibent ou

tuent un autre organisme.

Conidiophore : Structure portant les spores chez certains champignons.

Phialide : Cellule spécialisée produisant des spores (conidies) chez les champignons.
Conidie : Spore asexuée produite par un champignon.

Toxine : Substance produite par un organisme vivant, nocive pour d’autres organismes.

Gliotoxine, Trichodermine, Viridines : Métabolites secondaires produits par Trichoderma,

ayant des effets antifongiques ou insecticides.

Lutte anti vectorielle : Ensemble des méthodes visant a limiter ou éliminer les populations

d’insectes vecteurs de maladies.

Entomopathogéne : Organisme pathogéne pour les insectes.



Photopériode : Durée relative du jour et de la nuit dans un cycle de 24 heures, influencant le

comportement et le développement d’organismes vivants.

Filtrat fongique : Liquide contenant les substances actives produites par un champignon

apres culture et filtration.

Milieu Sabouraud chloramphénicol : Support nutritif pour champignons, additionné d’un

antibiotique pour limiter les contaminations bactériennes.

Milieu YPD (Yeast Peptone Dextrose) : Milieu riche en nutriments favorisant la croissance

de levures et champignons.

Bec Bunsen : Brileur a gaz servant au chauffage et a la stérilisation du matériel.

Boite de Petri : Petit récipient circulaire utilisé pour la culture de micro-organismes.

Anse de platine : Tige métallique servant a prélever ou transférer des micro-organismes.
Etuve : Appareil maintenant une température stable pour favoriser la croissance microbienne.
Centrifugation : Séparation des composants d’un mélange par rotation rapide.

Filtre Whatman n°3 : Papier filtrant retenant les particules solides.

Filtre 0,22 pm : Filtre stérile empéchant le passage des bactéries et autres micro-organismes.
Pompe a vide : Dispositif facilitant la filtration par aspiration.
Pm (Poids moyen) : Moyenne des poids des sujets expérimentaux, utilisée dans les calculs de doses.

Correction d’Abbott : Méthode statistique ajustant les taux de mortalité en tenant compte de
la mortalité naturelle.

Graphe pad prism 9.5.0 : est un logiciel utilisé pour analyser des données scientifiques et créer des
graphiques professionnels, comme des courbes dose-réponse, des histogrammes ou des courbes de
survie. Il est trés utilisé dans les domaines de biologie, médecine et pharmacologie.

Coefficient de détermination R*: est une mesure statistique qui indique la part de la
variation des données expliquée par un modele .11 varie entre 0 et 1 : plus il est proche de 1,
plus le mod¢le s’adapte bien aux données.

Test de Dunnett : Analyse statistique comparant chaque groupe expérimental & un groupe témoin.
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Introduction

Les moustiques constituent aujourd’hui I’un des groupes d’insectes les plus redoutés
pour leur role dans la transmission de nombreuses maladies infectieuses Aedes albopictus,
connu sous le nom de moustique tigre, est 'une des espéces les plus invasives et les plus
préoccupantes sur le plan de la santé¢ publique. Originaire d’Asie du Sud-Est, il a colonisé
plusieurs régions du globe, y compris I’Europe, 1’ Afrique, et les Amériques, grace a sa grande
plasticité écologique, sa capacité d’adaptation aux milieux urbains et sa tolérance aux climats
tempérés (Bonizzoni et al., 2013 ; Kraemer et al., 2015). Cette espece est reconnue comme
vecteur de plusieurs arboviroses majeures telles que la dengue, le chikungunya, et le virus

Zika (Paupy et al., 2009 ; WHO, 2022).

Face a la menace grandissante que représente ce moustique, le recours aux insecticides
chimiques est devenu une méthode largement utilisée. Toutefois, cette approche classique
présente des inconvénients notables : apparition de résistances chez les populations ciblées,
pollution de I’environnement, impact négatif sur la biodiversité et sur la santé humaine
(Benelli, 2015 ; Nkya et al., 2013). Dans cette optique, le développement de stratégies de

lutte alternatives, efficaces et écologiquement siires, s’impose comme une nécessité urgente.

Parmi les alternatives prometteuses, la lutte biologique a base de champignons
entomopathogénes attire une attention croissante Trichoderma sp., un champignon
filamenteux largement utilisé en agriculture pour ses propriétés antifongiques et de

biocontrole, présente également un potentiel insecticide encore peu exploré

(Harman et al., 2004). Des études récentes ont mis en évidence la capacité de certaines
souches de Trichoderma a produire des métabolites secondaires bioactifs — tels que des
peptaibols, des polykétides et des enzymes hydrolytiques — capables d’induire une mortalité
larvaire chez différents insectes nuisibles (Vinale et al., 2008 ; El-Akhdar et al., 2019 ;
Sampath Kumar et al., 2020).

Plus spécifiquement, 1’effet larvicide du filtrat de culture de Trichoderma sp. sur les
larves de Aedes albopictus a été démontré par plusieurs travaux qui révélent des taux de
mortalité significatifs, des retards de développement larvaire, ainsi que des anomalies
morphologiques (Jayaprakash et al., 2021 ; Singh et al., 2022). Ces observations ouvrent la
voie a une approche innovante, durable et respectueuse de 1’environnement pour le contrdle

de cette espece invasive.

Dans ce contexte, notre travail s’inscrit dans une démarche de recherche expérimentale

visant a évaluer I’effet larvicide du filtrat de Trichoderma sp.sur les larves d’Aedes
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albopictus. Pour ce faire, nous avons adopté une approche structurée et rigoureuse qui repose

sur 'analyse de la mortalité larvaire en fonction de différentes concentrations du filtrat.
Ce mémoire est divisé en quatre chapitres principaux :

- Le premier chapitre est consacré aux données bibliographiques, mettant en lumiére les
caractéristiques biologiques de Aedes albopictus, les méthodes classiques et alternatives de

lutte anti-vectorielle, ainsi que les propriétés bioactives du genre Trichoderma.

- Le deuxieme chapitre porte sur le matériel et les méthodes utilisés au cours de notre
¢tude, en détaillant les protocoles de culture fongique, les conditions expérimentales

d’exposition larvaire, et les méthodes d’analyse des résultats.

- Le troisi¢éme chapitre présente et discute les résultats obtenus a la lumiére des travaux
antérieurs, en analysant les effets dose-dépendants du filtrat et en discutant des implications

biologiques et écologiques.

- Le quatrieme chapitre est dédi¢ a la conclusion générale et aux perspectives de
recherche, en mettant en évidence 1’intérét du Trichoderma sp .comme agent de biocontrole

larvicide et les voies possibles pour des applications futures.
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Chapitre I: Synthése bibliographique

Cette partie présente les généralités sur le moustique tigre « Aedes albopictus », et les
méthodes de lutte, ainsi que le champignon entomopathogéne « Trichoderma sp. » et le

phénomene de résistance d’ Aedes albopictus.
I.1. — Généralités sur 1I’Aedes albopictus

Le moustique Aedes albopictus, (Skuse,1894) venant d'Asic du Sud-Est, a
progressivement acquis le statut d'une des espéces les plus invasives de la planéte. Ainsi, en
raison de sa possibilité¢ de développement dans des petits accumulés d'eau, autant naturels que
factices, et a l'inertie de ses ceufs face aux sécheresses, il a évolué vers un grand nombre de
milieux tres variés, y compris tempérés (Bonnet et al., 2025). Il est maintenant largement
présent dans les milieux urbains et périurbains, ou il peut aller chercher librement des sites de
ponte comme les pneus, les vases ou tout récipient d'eau. Diurne, elle se distingue par sa
petite taille, ses rayures noires et blanches, et son vol bref, qui ne dépasse habituellement pas
200 metres (Chabasse, 2023). Ca vaste capacité d'adaptation, s’est progressivement accrue au
fil du temps, sous I’influence des activités humaines telles que le commerce international, qui
a joué¢ un role majeur dans son expansion géographique depuis plusieurs décennies.ll y a
longtemps né percu comme un simple intermédiaire secondaire de la dengue, il a été ressaisi
apres les épidémies du Chikungunya en 2006-2007, surtout en Afrique, en Inde et dans

I'Europe, ce qui porta un tournant dans sa reconnaissance dans la santé publique

(Paupy et al., 2009).

I.1.1. - Position taxonomique d’Aedes albopictus

Selon Battaglia et al. (2022),Aedes albopictus est classés comme suit :

= Reégne : Animalia.

*  Phylum : Arthropoda.

* C(lasse : Insecta.

*  Ordre : Diptera.

= Sous-ordre : Nematocera.

* Famille : Culicidae.

= Genre : Aedes (Segonmyia).

= Espéce : Aedes albopictus (Skuse, 1894).
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I.1.2. - Description morphologique

1.1.2.1. - Les ceufs

Les ceufs d’Aedes albopictus sont de petite taille (Gunara et al.,2023), de forme
allongée rassemblant & un cigare et de couleur noir brillant (Suman et al.,2011). Leur
longueur est d’environ 0,5 mm et ils posseédent une surface lisse (Annopkumar et al.,2017)
avec une extrémité arrondie et ’autre plus fine (Delatte et al., 2009).Leur enveloppe
imperméable leur confere une grande résistance a la dessiccation, leur permettant de survivre
plusieurs mois en milieu sec avant 1’éclosion lorsque les conditions deviennent favorables
(Sota et al., 1992), Cette capacité contribue fortement au succes d’invasion de cette espece

dans divers environnements (Figure 1).

Figure 1- (Eufs d’Aedes albopictus observé avec une loupe binoculaire au grossissement

x40(Vacus, 2012).

I.1.2.2. - Les larves

Les larves d'Aedes albopictus apparaissent sous la forme d'un corps long et segmenté, a
laquelle est attachée une téte avec des antennes droites et fines et des pieces buccales pour se
nourrir sur micro-organismes. Elles respirent par un siphon qui se trouve a l'arricre, les
permettant de rester sur la surface de I'eau. Leur évolution est composée de quatre stades (L1
a L4) et trois mue qui leur prendra 5 a 20 jours selon la température et la concurrence entre les
larves (Costanzo et al., 2011). Il a ét¢ démontré par une expérience que quand elles ont de la
nourriture a disposition, les larves évoluent plus rapidement et un plus grand nombre d'entre
elles atteignent I'état nymphe. Leur évolution peut donc nécessiter, en moyenne, quelques peu

plus ou moins 5 jours (Cui et al., 2021) (Figure 2).
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Figure 2— Larves d Aedes abopictus stade 4observé sous 1’cau sous une loupe G x 40
(Bagny, 2009).

1.1.2.3. - La nymphe

Au stade larvaire terminal (L4), I’alimentation cesse en raison de la destruction
progressive du canal digestif lors du processus de métamorphose, qui conduit a la formation
de la nymphe (Darnis, 2012). La nymphe présente une morphologie caractéristique en forme
de virgule et demeure en surface de I’eau tout en conservant une certaine mobilité.
L’abdomen est composé de huit segments bien visibles suivis d’un neuvieme segment réduit.
L’extrémité abdominale porte deux palettes natatoires, qui facilitent ses déplacements
(Becker et al., 2010; Harbach, 2012). La respiration est assurée par deux trompettes
respiratoires situées sur le céphalothorax, permettant a 1’insecte de capter I’air atmosphérique

(HHMLI, 2020; CDC, 2023) (Figure 3).

Figure 3— Nymphe d’Aedes albopictus observé a la loupe (G X 40) (Bousses, 2021).
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1.1.2.4. — L’adulte

L’adulte d’Aedes albopictus est un petit moustique (2 — 10 mm) caractérisé par son Aspect
contrasté : un corps noir marqué de rayures blanches argentées et une ligne blanche longitudinale
sur le thorax, signe distinctif majeur (Paupy et al., 2009). Ses antennes sont plumeuses chez le
male et simples chez la femelle, tandis que ses pattes annelées de blanc et de noir lui donnent un
Aspect tigré. Les ailes, étroites et transparentes, sont adaptées au vol rapide (Figure 4). Ces traits
morphologiques permettent une identification aisée et différencient Aedes albopictus d’espéces

proches comme Aedes aegypti (Bonizzoni et al., 2013).

Figure 4 - L’adulte d’Aedes albopictus sous une loupe GX40 (Lutz, 2014).

I.1.3. - Cycle de vie

Aedes albopictus comprend quatre stades distincts : ceuf, larve, nymphe et adulte. Les
femelles déposent leurs ceufs individuellement sur les parois internes de récipients, juste au-
dessus de la surface de I’eau. Ces ceufs sont résistants a la dessiccation et peuvent rester
viables plusieurs mois en conditions séches, ce qui favorise la survie de 1’espéce dans des
environnements fluctuants (Sota et Mogi, 1992). Apres 1’éclosion, les larves passent par
quatre stades larvaires successifs (L1 a L4). Elles se développent dans de petites collections
d’eau stagnante, naturelles ou artificielles (troncs creux, pneus usagés, vases), et se
nourrissent principalement de micro-organismes et de maticres organiques en décomposition
(Hawley, 1988).. Le stade nymphal, qui ne se nourrit pas, constitue une phase de transition
entre la larve et I’adulte. Ce stade dure généralement de 1 a 3 jours, selon la température et la
disponibilité¢ des ressources (Christophers, 1960). Enfin, ’adulte émerge de la nymphe et
présente une activité hématophage chez les femelles, indispensables a la maturation des ceufs.
Les males se nourrissent principalement de nectar (Figure 5). La longévité des adultes est
variable, allant de quelques jours a plusieurs semaines, influencée par des facteurs

environnementaux comme 1’humidité, la température et la disponibilité en hotes

(Hawley, 1988 ; Delatte et al., 2009)
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Figure 5- Cycle de vie du moustique Aedes albopictus (Biogents, 2018).
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I.1.4 - Role pathogéne d’Aedes albopictus

Aedes albopictus, vecteur émergent d’importance médicale, est désormais présent sur
des zones d’extension importantes bien au-dela de son aire d’origine en Asie du Sud-Est,
comme 1’Europe, I’Afrique et I’Amérique ou il est responsable de nombreuses €pidémies
d’arboviroses (Gratz, 2004 ; Medlock et al., 2012). Ayant la capacité de transmettre plus
d’une vingtaine de virus, il est un vecteur majeur de dengue et chikungunya comme le
montrent des épidémies recensées en Italie et en France ainsi que dans 1’océan Indien (Delatte
et al., 2008 ; Rezza et al., 2007). Il est susp.ecté d’étre un vecteur potentiel du virus Zika.
Adapté a des environnements trés anthropisés et hématophage principalement diurne, Aedes
albopictus représente un danger pour la santé publique mondiale. Par ailleurs, Aedes.
albopictus a également été impliqué dans la transmission de parasites du genre Dirofilaria
responsables d’infections humaines, Ce phénoméne a été observé dans plusieurs régions du

monde, notamment aux Etats-Unis, 1’Italie et I’ Asie (Cancrini et al., 2003 ; Cancrini, 2007).

I.1.5 - Distribution géographique

Aedes albopictus est une espéce invasive originaire des foréts tropicales d’Asie du Sud-

est. Son aire de répartition traditionnelle inclut également les iles du Sud-ouest de 1’Océan
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Indien, et s’est disp.ers¢ dans le monde grace au commerce international, notamment par le
transp.ort de pneumatiques usagés et de plantes ornementales comme Lucky bamboo il s’est
propagé sur tous les continents, en Europe, est installé dans les région méditerranéennes et
continue de se développer vers les zones plus tempérées du nord (Paupy et al.,2009). En
Amérique, introduit aux Etats-Unis a 1980, il s’est répandue en Amérique latine et les Craibes
(Karemer et al., 2015; Paupy et al., 2009). En Afrique (Figure 6), il a été présenté, en
Afrique du Nord que dans pays subsahariens (Kraemer et al.,2015) dont le Nigeria, le
Cameroun et le Gabon, ou il est reconnu comme vecteur du virus Zika(Grard et al., 2014).En

Océanie , elle a ét¢ identifiée notamment en Australie et 1les du pacifique

(Laporta et al.,2023).

EIDmeomerranee | Distribution actuelle d’Aedes albopictus par pays
o 2013

Swe T e

R e

Il Population implantée

|| Population localisée

o [ ] Population originaire

Figure 6.-. Carte montre la distribution actuelle d’ Aedes albopictus par pays 2013

(EID Méditerranée ,2013).

En 2010, une enquéte réalisée dans la région de Larbaa Nath Iraten (wilaya de Tizi-
Ouzou), a une altitude de 1 750 m, a permis la capture d’une femelle Aedes albopictus encore
vivante. Cette observation constitue le premier signalement de la présence de cette espéce en
Algérie et, plus largement, dans 1’ensemble du Maghreb (Izri et al., 2011). En 2016 1’Aedes
albopictus a été présenté a Alger dans la commune de Birkhadem, selon Institut pasteur
d’Algeérie,il s'est répandu dans plusieurs autres localités Kouba, Khraicia, Hussein Dey,
Saoula et E1 Annassers (Harrat, 2017). En 2017 a Jijel et a Annaba en 2018, la présence de

cette espece a continué d'étre signalée par les citoyens dans plusieurs wilayas cotieres, dont
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Skikda, Annaba, Bejaia et Boumerdes (Figure 7). Il est a signaler qu’aucun cas d'arbovirose
(Chikungunya, Dengue ou de ZIKA), habituellement transmise par ce vecteur n’a été

enregistré en Algérie (Benallal et al., 2018).

Leégende

Il Moustique Installé
[ Moustique Observe

Figure 7- Carte de la distribution d’Aedes Albopictus dans en Algérie (Benallal et al., 2018).

1.2. - La lutte anti vectorielle contre I’Aedes albopictus

La lutte contre Aedes albopictus repose principalement sur une approche intégrée

combinant des méthodes physiques, chimiques, intégrée et biologiques.

1.2.1. - La lutte physique

La lutte physique, ou contrdle mécanique, repose sur l’identification, la réduction ou
I’élimination des gites larvaires, ¢’est-a-dire des sites ou Aedes albopictus pond ses ceufs ou
ou les larves se développent. Un exemple concret est fourni par Becker et al. (2022), qui dans
une ¢étude menée en Allemagne ont mis en ceuvre une campagne de participation
communautaire pour identifier et vider les récipients stockant de I’eau, combinée a des
mesures de salubrité environnementale. Ils rapportent que cette ¢limination systématique des
récipients d’eau stagnante, complétée par des interventions de terrain, a permis de réduire le
“container index” (c’est-a-dire le pourcentage de récipients positifs pour la présence de

larves) de fagon importante dans les zones traitées (Becker et al., 2022).



Chapitre I: Synthése bibliographique

1.2.2. - La lutte chimique

La lutte chimique repose sur l’utilisation de produits insecticides ciblant les stades
larvaires ou adultes d’Aedes albopictus. Les larvicides microbiens, tels que Bacillus
thuringiens issraelensis (Bti), sont largement utilisés en raison de leur spécificité et de leur
faible impact environnemental. Les adulticides, comme les pyréthrinoides, sont employés lors
des épidémies pour réduire rapidement les populations adultes. Toutefois, 1’usage répété de
ces produits entraine le développement de résistances, notamment par mutations du géne kdr
et ’augmentation des mécanismes enzymatiques de détoxification (Vontas et al., 2012).

Cette limitation souligne la nécessité¢ d’un emploi raisonné des insecticides.

1.2.3. - La lutte intégrée

La lutte intégrée combine différentes stratégies de contrdle pour maximiser 1’efficacité
tout en réduisant les impacts environnementaux et sanitaires. Elle associe la gestion des gites
larvaires, 1’usage raisonné des insecticides, la surveillance ¢épidémiologique et la
sensibilisation communautaire. Cette approche, promue par 1I’OMS, repose sur une
coordination entre les acteurs de la santé publique et les communautés locales afin de mettre
en place des actions adaptées au contexte écologique et social (Achee et al., 2015). La lutte
intégrée est aujourd’hui considérée comme la méthode la plus durable pour contréler les

populations de moustiques vecteurs.

1.2.4 - La lutte biologique

La lutte biologique repose sur 'utilisation d’organismes vivants ou de produits naturels
capables de limiter les populations de moustiques. Parmi les stratégies étudiées, 1’infection
des moustiques par la bactérie Wolbachia réduit leur capacité a transmettre des arbovirus
comme la dengue et le Zika. De plus, des champignons entomopathogeénes tels que
Trichoderma sp. Ou Metarhizium anisopliae sont étudiés pour leur potentiel a infecter les
larves et adultes d’Aedes albopictus. Ces méthodes, respectucuses de 1’environnement,
constituent des alternatives prometteuses face aux limites des insecticides chimiques (Zhang

et al., 2015).
1.3 - Trichoderma sp.

1.3.1 — Généralités sur champignons Trichoderma sp.

Le genre Trichoderma constitue un groupe de champignons filamenteux largement

répandus dans les sols, la mati¢re organique en décomposition et la rhizosphére des plantes.
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Ils se distinguent par une croissance rapide, une forte capacité de colonisation et une
remarquable plasticit¢ écologique, leur permettant de s’adapter a des conditions
environnementales trés variées (Harman et al., 2004 ; Guzman-Guzman et al., 2023). Ces
champignons sont particulierement étudiés pour leurs interactions bénéfiques avec les plantes
et leur role d’agents de biocontréle contre de nombreux pathogénes telluriques tels que
fusarium, Rhizoctonia ou Pythium (Vinale et al., 2008 ; Lorito et al., 2010). Leur action
repose sur plusieurs mécanismes complémentaires, parmi lesquels la compétition pour les
nutriments et I’espace, la sécrétion de métabolites secondaires, ainsi que 1’induction de
défenses naturelles chez les plantes (Benitez et al., 2004 ; Shoresh et al., 2010). En plus de
leur effet protecteur, certaines especes de Trichoderma contribuent a améliorer la croissance
végétale en stimulant la germination, le développement racinaire et 1’absorption des
nutriments (Shoresh et al., 2010). Plus récemment, leur potentiel a été exploré dans des
applications innovantes telles que la réduction des pertes post-récolte ou méme le controle
biologique d’insectes, ce qui ¢largit considérablement leur intérét en agriculture durable

etintégrée (Martinez-Medina et al., 2021 ; Guzman-Guzman et al., 2023).

I.3.2. - Taxonomie

Selon Tyskiewicz et al., (2022), la classification de Trichoderma sp. Peut étrere

présentée comme suit :

* Domaine : Eukaryota

= Reégne : Fungi

* Division (ou Phylum) : Ascomycota

= Sous-division (Subphylum) : Pezizomycotina
* C(Classe : Sordariomycetes

* Ordre : Hypocreales

= Famille : Hypocreaceae

= Genre : Trichoderma

1.3.3. - Morphologie

Les espéces du genre Trichoderma présentent une grande variabilité morphologique, ce
qui a longtemps compliqué leur identification avant ’avénement de la biologie moléculaire
.Les colonies se développent rapidement sur milieux artificiels, et leur Aspect macroscopique
varie selon I’espéce, allant de textures compactes a cotonnées, souvent accompagnées d’une

pigmentation verdatre a verdatre foncé liée a la maturation des conidies (Figure 8)

11
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(Druzhinina et al.,2011). Les structures reproductrices sont généralement abondantes, avec
des conidiophores ramifiés de maniére asymétrique et une disposition en verticilles
irréguliers, conférant une morphologie “arborescente” caractéristique (Bissett et al., 2015).
Les phialides, souvent disp.osées en grappes divergentes, peuvent &tre ampulliformes ou
cylindriques, selon 1’espéce(Chaverri &amp; Samuels, 2013). Les chlamydospores,
fréquemment produites par plusieurs especes, sont globuleuses a subglobuleuses, a paroi
épaisse, et jouent un role dans la survie en conditions défavorables (Kredics et al., 2018). Ces
structures leur conférent une forte résilience dans les sols et une adaptation aux
environnements stressants. Enfin, I’observation au microscope électronique révéle une surface
conidienne lisse ou finement rugueuse, particularité utilisée dans la différenciation

interspécifique (Kubicek et al., 2019).

Spore

73

LV -
| Filament

Phialides

Figure 8.-.Vue macroscopique Gx40 (A) (Nadora, 2024) et microscopique Gx40 (B)
(Sandoval-Denis et al., 2014) de Trichoderma sp.

1.3.4- Mode d’infection

Le processus infectieux de Trichoderma repose sur une stratégie multifactorielle qui
combine des interactions physiques, enzymatiques et biochimiques. Dans un premier
temps,les hyphes du champignon établissent un contact étroit avec la surface de I’hote,
favorisé par des molécules adhésives qui renforcent I’ancrage et initient la reconnaissance
(Zeilinger et al., 2016). Une fois fixé, Trichoderma sécréte des enzymes extracellulaires
spécialisées, notamment des chitinases, des glucanases et des protéases, qui altérent les
structures de défense de 1’hote. Ces enzymes dégradent efficacement la chitine et les -
glucanes constituant la paroi cellulaire des champignons ou la cuticule des insectes, facilitant

ainsi la pénétration mécanique des hyphes (Saravanakumar et al., 2017). Parall¢lement, le

12
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champignon produit divers métabolites secondaires antifongiques et insecticides (tels que les
peptaibols, harzianopyridones et polykétides), capables de bloquer la croissance d’organismes
concurrents ou de provoquer des altérations physiologiques chez les insectes ciblés
(Mukherjee et al., 2012 ; Keswani et al., 2014). Chez les insectes, deux voies principales
d’infection sont décrites :

- L’ingestion des spores ou filtrats métaboliques, qui provoque des désordres intestinaux
et métaboliques.

- Le contact direct avec la cuticule, qui entraine une colonisation progressive de la

surface externe suivie d’une invasion tissulaire (Contreras-Cornejo et al., 2016).

Cette combinaison de mécanismes confére a Trichoderma une efficacité notable comme
agent de lutte biologique, aussi bien contre les phytopathogénes que contre certains

insectesnuisibles.

1.3.5- Les Toxines

Trichodermasp.est reconnu pour la production d’un large éventail de toxines et
composés bioactifs impliqués dans son activité entomopathogene et antifongique. Parmi eux,
on cite les peptaibols, un groupe de peptides linéaires riches en acides aminés non protéiques
,qui exercent une action de type pore-forming, entrainant une altération de l’intégrité
membranaire et la mort cellulaire des champignons et insectes ciblés (Degenkolb et al.,2003).
Outre les peptaibols, le champignon synthétise des polykétides, isocyanates et terpénoides,
dont I’effet toxique est associé a une inhibition des processus métaboliques essentiels et a des
propriétés cytotoxiques (Reino et al., 2008). D’autres métabolites, tels queles gliotoxines et
viridines, ont ¢ét¢ identifiés comme responsables d’une forte activité antimicrobienne et
larvicide, jouant un réle clé dans les interactions compétitives de Trichoderma avec son
environnement (Sivasithamparam et amp; Ghisalberti, 1998). La combinaison de ces
toxines avec les enzymes hydrolytiques du champignon accroit son potentiel comme agent de

lutte biologique contre des insectes nuisibles tels que 1’ Aedes albopictus.

1.4. — La résistance

La capacité d’Aedes albopictus a s’imposer comme espéce invasive repose en grande
partie sur sa forte résilience écologique et physiologique. Ses ceufs présentent une résistance
remarquable a la dessiccation et peuvent survivre plusieurs mois en 1’absence d’eau, ce qui

favorise leur dispersion passive et leur persistance dans divers environnements

(Thomas et Hall, 2012). Cette espece tolére également une large amplitude thermique, avec
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des ceufs capables de résister a des températures proches de 0 °C, ce qui lui permet de
coloniser des zones tempérées et d’étendre sa répartition bien au-dela de ses régions tropicales
d’origine (Medlock et al., 2012).

En outre, Aedes albopictus a développé une résistance accrue aux insecticides
chimiques, particuliérement aux pyréthrinoides et aux organophosp.horés, en raison de
I’usage intensif de ces produits dans les zones infestées. Cette résistance est souvent associée
a des mutations de la cible moléculaire (mutation kdr sur le canal sodique voltage-dépendant)
ainsi qu’a une augmentation de I’activité enzymatique des estérases, oxydases et glutathion-S-
transférases (Vontas et al., 2012).

Ces caractéristiques de résistance, a la fois écologique et chimique, renforcent la
difficult¢ de controle de cette espéce et soulignent la nécessité d’approches alternatives et
durables, telles que I’utilisation d’agents entomopathogénes comme les champignons du
genre Trichoderma.
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Chapitre 11 : Matériel et méthodes

Dans ce chapitre, nous présentons les méthodes et démarches expérimentales utilisées
au cours de ce travail, englobant 1’élevage d’Aedes albopictus, la culture de champignon
enthomopatogéne Trichoderma sp., la préparation de son filtrat ainsi que les tests biologiques

réalisés pour évaluer son effet sur les deux derniers stades larvaires de moustique tigre.

I1.1. — Méthodologie de travail

La présente étude a été réalisée au niveau du laboratoire d’éco-épidémiologie parasitaire
et de génétique des populations de I’institut Pasteur d’Alger durant 4 mois (Avril a juillet)
Elle repose sur une méthodologie expérimentale visant a évaluer 1’effet du champignon

entomopathogene Trichoderma sp.sur le stade larvaire L3 et L4 d’Aedes albopictus.

11.1.1. - L>élevage d’Aedes albopictus

L’expérimentation (Figure 9) a été déroulée dans une sale ou des conditions strictement

controlées :

e Une humidité de 70%.

e Une température comprise entre 25 et 27°C.

e Une photopériode de 12h/12h.

L’¢levage d’Aedes albopictus a été realisé en conditions strictement contr6lées au
laboratoire, afin d’obtenir des larves homogénes destinées aux essais biologiques. Les
moustiques ont été maintenus dans des cages d’¢élevage sous une température de 25 a 27 °C,
une humidité relative d’environ 70 % et une photopériode de 12 h/12 h. Ils ont été nourris
avec une solution sucrée a 10 %, assurant leur survie et la maturation ovarienne. Pour la
ponte, des souris anesthésiées a 1’aide d’une solution relaxante ont été introduites dans les
cages pendant environ deux heures, afin de fournir un repas sanguin. Aprés ce laps de temps,
les souris sont retirées et un papier buvard humide est placé a I'intérieur des cages pour
recueillir les ceufs déposés individuellement sur sa surface. Les papiers contenant les ceufs
sont ensuite conservés a I’humidité pendant 48 heures pour permettre la maturation
embryonnaire. L’éclosion est provoquée par immersion des papiers dans des bacs contenant
de I’eau de robinet déchlorée, favorisant la libération des larves du premier stade (L1).

(Figure 9). Ces derniéres sont nourries quotidiennement avec de la levure ou des micro-
organismes afin d’assurer leur croissance et leur passage progressif vers les stades L2, L3 et
L4. Les bacs d’¢levage sont entretenus par un renouvellement régulier de 1’eau afin d’éviter

toute contamination. Les stades larvaires L3 et L4, particulierement voraces, représentent la
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derniére phase avant la nymphose. Les nymphes formées sont transférées dans des récipients
d’émergence placés a I’intérieur des cages, ou elles se transforment en adultes, assurant ainsi

le maintien continu du cycle d’élevage.

1-Les cages et 2-Aspirateur & 3-Relaxon et 4-Anesthésier
les boites bouche anesthésie les souris

5-Egorgement 6-La ponte des 7-Papier buvard 8- JusS SUCré
des souris ceufs sur le remplie d’ceufs 10%
papier buvard

Figure 9: Schéma du protocole expérimental de 1’élevage d’Aedes albopictus (Originale, 2025).

11.1.1.1. — Identification des larves

Nous avons étudié les caractéristiques morphologiques des larves de moustique tigre a
I’aide d’un microscope optique et loupe binoculaire, afin d’identifier les traits spécifiques
d’Aedes albopictus. L’analyse a été réalisée en utilisant un logiciel spécialisé, « Les
moustiques d’Europe », développé par I’OMS (Schaffner et al., 2009).

Durant cette étude (Figure 10), nous avons travaillée sur les larves aux stades L3 et L4. La
figure suivante illustre le montage des larves effectué pour faciliter leur observation et leur

identification.
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Placez les larves dans un Bicher contenant une
solution d’hydroxyde de potassium(KOH) a 10 %

pendant 10 minutes.

Faire trois bains d’eau distillée de 5 minutes chacun

afin de rincer les larves.

Substituez I’eau contenue dans les larves par un
bain d’alcool a 90 °et laissez agir pendant 15
minutes.

Sur une lame, en dépose une goutte de Baume du
Canada, puis en place une larve de stade L4
observez a I’aide d’une loupe binoculaire.
Recouvrez délicatement d'une lamelle et examinez
au microscope pour 1’identification de la larve.

Figure 10: Les étapes du montage des larves d’dedes albopictus (Originale, 2025).

Apres cette expérience on a identifi¢ les différentes structures de larve
albopictus, observées au microscope optique (Figure 11)

L4 d” Aedes

Figure 11 - Vue microscopique (A) Siphon respiratoire (B) Suture hypostomale au

microscope au Gx40 d’Aedes albopictus. (Originale, 2025)
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11.1.2. -Ensemencement et culture de champig non entomopathogéne Trichoderma sp.

La souche de Trichoderma sp.,a été fournie par le laboratoire du département de

biologie de 1I’Universit¢ M’Hamed Bougara de Boumerdes.

La culture du champignon Trichoderma sp.a été effectué sur un milieu du culture

gélose Sabouraud chloramphénicol (Figurel2), en suivant plusieurs étapes suivantes:

Verser la gélose
stérilement dans les
boites de pétri

Chauffage des tubes
du gélose Sabouraud
chloramphénicol

Incuber les boites a 28°C Ensemencer le

pendant 5 jours champignon avec une
anse de platine stérile
entre deux becs bunsen

Figure 12 - Les étapes de culture et d’ensemencement du champignon entomopathogéne

Trichoderma sp. (Originale, 2025).

11.2.2.2. — Identification macroscopique et microscopique de Trichoderma sp.

L’identification des champignons repose sur I’observation de leurs caractéristiques

macroscopiques et microscopique.

-Observation macroscopique
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Trichoderma sp. (Figure 13) se reconnait facilement par ses colonies qui poussent vite.
Elles commencent blanches, puis deviennent vertes a cause des spores. La texture est souvent
laineuse ou dense, et des cercles concentriques peuvent apparaitre. Cette couleur verte est un
signe distinctif qui aide a identifier ce champignon.

Figure 13 — Observation macroscopique du champignon entomopathogéene Trichoderma sp.
(Originale 2025).
-Observation microscopique

Le procéde d'observation du champignon Trichoderma sp.au microscope est illustré
dans le schéma ci-dessous (Figure 14).

Déposer le bleu de coton sur la lame A T’aide d’une anse stérile,

pour mieux Vvoir les structures prendre un petit morceau de la
culture.

Chauffer la lame suffisamment pour ramollir la gélose et
faciliter sa manipulation, puis place 1’échantillon sous
microscope.

Figure 14 - Méthodes d’identification microscopique de champignon entomopathogéne
Trichoderma sp. (Originale, 2025).

Le résultat d’observation microscopique de Trichoderma sp.Est présenté dans la Figure 15.
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Spore

Filaments

Conidies Phialides

Figure 15 - Observation microscopique de Trichoderma sp. Sous microscope optique Gx40
(Originale, 2025).

11.2. - Méthodes de lutte biologique

11.2.1.-Préparation du filtrat f ongique

Le schéma ci-dessous illustre les principales étapes de la préparation du filtrat

fongique (figure 16) :

Allumez le bec Bunsen et préparez les
boites de culture du champignon.

A I’aide d’un bistouri stérile, découper
des fragments carrés d’un 1 cm de la
gélose ensemencée.

Préparer les flacons contenant du milieu
YPD (Yeast peptone dextrose)

20




Chapitre 11 : Matériel et méthodes

Utiliser une pince stérile pour déposer trois
fragments de gélose dans chaque flacon
contenant le milieu YPD et laisser incuber
durant 15 jours.

Apres 15 jours d’incubation, une croissance
abondante du mycélium de Trichoderma sp. a

été observée a la surface du milieu.

Préparer les fioles avec du
papierWhatman n° 3 et placer les entre
2 bec benzén pour assurer le maximum
de stérilité.

Verser le contenu des flacons dans les
fioles, puis laisser filtrer.

Effectuer une centrifugation du filtrat
a 8000 tr/min pendant 20 minutes.

Apreés centrifugation, transférer
délicatement le surnageant présent
dans les tubes de 45 mL vers des tubes
Falcon propres, en veillant a ne pas
perturber le culot formé au fond des
tubes.™

Le surnageant est filtré, une deuxiéme
fois a travers un filtre de 0,22 um a |
aide d’une une pompe sous vide.

Diviser le filtrat et le congeler a 20°C.

Figure 16 - Méthode de la préparation du filtrat de champignon Trichoderma sp. (Originale, 2025).

21



Chapitre 11 : Matériel et méthodes

11.2.2. — Application de la lutte biologique

Cette expérience (Figure 17) a été réalisée pour tester I'effet toxique du filtrat de
Trichoderma sp. sur les larves de moustique Aedes albopictus stade L3 et L4.

Les tests de toxicité sont conduits selon les méthodes préconisées par I’OMS (2005).

Les larves L3 et L4 de moustique tigre ont recu le traitement & la souche fongique par
émersion dans des solutions de filtrat fongique a différentes concentrations. Le protocole de
concentration adopté au cours de cette expérience a été fourni par le laboratoire
D’éco-épidémiologie parasitaire et de génétique des populations, conformément a ses
procédures internes de référence. Les groupes étaient répartis comme suit :

= Groupe 1 (1 %) : 0,5 mL de filtrat + 49,5 mL d’eau

»  Groupe 2 (2 %) : 1 mL de filtrat + 49 mL d’eau

=  Groupe 3 (3 %) : 1,5 mL de filtrat + 48,5 mL d’eau

* Groupe 4 (4 %) : 2 mL de filtrat + 48 mL d’eau

=  Groupe 5 (5 %) : 2,5 mL de filtrat + 47,5 mL d’eau

»  Groupe témoin (0 %) : 50 mL d’eau distillée (aucun filtrat)

Ces concentrations ont été choisies de maniere progressive (de 1 % a 5 %) afin
d’évaluer I’effet dose-dépendant du filtrat et de déterminer le seuil optimal d’efficacité contre
les larves .L’expérimentation a été répétée trois fois pour chaque concentration afin d’assurer
la fiabilité des résultats et chaque test a ses trois répétitions différentes (R1, R2, R3) avec
témoin a chaque fois. Les mortalités ont été observées et enregistrées apres 24 h, 48 h et 72 h

d’exposition (Figure 16), afin d’analyser 1’effet du filtrat en fonction de la dose et du temps.

Apres 24 heures d’exposition, une petite quantité de nourriture a été ajoutée dans chaque

gobelet afin d’assurer le maintien des larves vivantes jusqu’a la fin de I’expérimentation.

|
'.._":i

:E’ *k ‘1531' ‘t&!-

-~

V)

Figure 17 - Protocole expérimentale de ’activité larvicide de Trichoderma sp. sur les larves
d’Aedes albopictus : (A) dispositif expérimental (B) 1’ajout des différentes doses
de filtrat sur le dispositif expérimental (Original, 2025)
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11.3. — Méthodes d’exploitation des résultats

11.3.1. — Pourcentage de mortalité

Les comptages servent a évaluer la sensibilité des larves a travers l'observation de leur
taux de déces en relation avec la durée d'exposition et la concentration toxique. L’OMS 1963
a établi une méthode spécifique pour déterminer ce pourcentage de déces.
Nombre de larves mortes

(1) Pourcentage de mortalité = X 100
Nombre de larves introduits

Le taux de mortalit¢ du groupe témoin qui tombe entre 5% et 20% nécessite
I'application d'une correction selon la formule (2) d’Abbott (1925). La correction sert a
enlever la mortalité naturelle des résultats pour déterminer avec précision la toxicité du
larvicide. Le test devient invalide lorsque la mortalité des témoins atteint plus de 20% ce qui

nécessite une nouvelle évaluation.
La formule (2) utilisée pour ajuster le pourcentage de mortalité est la suivante

Mortalités des larves traitées — mortalités des témoins

(2) Pourcentage de mortalité =
100 — mortalités des témoins

I1. 3.2. -Analyse statistique

Les données collectées sont saisies dans un modéle créé avec le tableur Excel, puis
présentées sous forme de tableaux et de graphiques. Les analyses statistiques ont été réalisées
a I’aide du logiciel «GraphPadPrism version 9.5.0 », en utilisant des régressions linéaires pour
calculer I’ICso ainsi que le coefficient de détermination (R?). Les résultats sont considérés

comme statistiquement significatifs lorsque la valeur est inférieure a 0,05.
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Ce chapitre présent les résultats d’identification d’Aedes albopictus en se basent sur les
deux stades larves L3 et L4 ainsi que I’effet du champignon entomopathogéne Trichoderma sp.
I11.1. - Identification des larves d’ Aedes albopictus

L’identification des larves aux stades L3 et L4 a été réalisée a I’aide d’un microscope
optique associé a un logiciel d’enseignement « Les moustiques d’Europe ». En déterminant
d’abord le genre puis 1’espéce a partir de critéres morphologiques tels que la téte et ’abdomen

dans (Figure 18).

Identification du genre

Longueur del’antenne : Suture hypostomale:
Antenne courte (L=1/4 de Compléte ou nettement
la longueur de la téte). marqué.

La téte —

L’abdomen Disposition des épines du
segment VIII en
I’absence de plaque : sur
une seule rangée.

Ornementation du Siphon

Avec peigne basal et une
seule touffe de soies
médiane.

Position de DPorifice
Respiratoire :
S’ouvrant a 1’extrémité
d'un tube cylindrique.

4

Plaques abdominale :
Absente.
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Identification de I’espéce

Téte Le thorax
Ornementation du Position de la soie Ornementation du
Tégument Antennaire point d’insertion des
Lisse ou tres Sur la moitié apicale. soies 11-M et 11-T

faiblement spiculé. Insertion prés d’une

petite dent.

L’abdomen
Disposition des dents Taille du Siphon
du Peigne du Siphon a/b<=24.
Pas de dents nettement

1solées.

v Aedes albopictus

Figure 18- Identification de la larve d’Aedes albopictus (Schaffner et al., 2001).
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I11.2. - Résultats de I’effet de champignon entomopathogeéne Trichoderma sp.sur les
larves L3 et L4 d’ Aedes albopictus

Les résultats des trois tests, réalisés avec trois répétitions chacun, montrent 1’effet du
champignon entomopathogéne Trichoderma sp.sur les larves d’Aedes albopictusaux stades L3
et L4, apres 24 h, 48 h et 72 h d’exposition. Ils sont présentés sous forme de graphiques, qui
illustrent D’évolution du nombre de larves survivantes en fonction des différentes

concentrations du filtrat de Trichoderma sp..

1I1.2.1 - Résultats de test 1

I11.2.1.1. - Résultats de test 1 a24 h

A 24 h, aucune mortalité n’a été observée chez le témoin, confirmant la validité de
I’essai. Dans la répétition R1, le nombre de larves est resté stable (10) aux concentrations 0, 1
et 2, puis a diminué a 9 a la concentration 3 et a 8 a la concentration 4, avant de rester stable a
8 a la concentration 5.Dans la répétition R2, une larve est morte dés la concentration 1 (9
larves survivantes), la situation est restée stable a la concentration 2, puis deux nouvelles
mortalités sont survenues a la concentration 3 (7 larves survivantes). Aucune mortalité n’a été
notée a la concentration 4, mais une nouvelle perte a été¢ observée a la concentration 5 (6
larves survivantes).Dans la répétition R3, la mortalité est apparue des la concentration 1 (9
larves survivantes), puis une deuxiéme a la concentration 2 (8 survivantes). Une stabilité a été
observée a la concentration 3 (8 survivantes), suivie d’une baisse a la concentration 4 (7

survivantes) et a la concentration 5 (6 survivantes) (Figure 19).

\\.—.

-~ R1
- R2
-+ R3

nbr des larves

o

T T T 1
0 1 2 3 4 5

concentration

Figure 19- Impact du filtrat de Trichoderma sp. sur la survie des larves d’Aedes albopictus
(Test 1 a 24 h).
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Globalement, la mortalité apparait plus tardivement en R1 a partir de la concentration
3 et plus précocement en R2 et R3 deés la concentration 1.Ces résultats indiquent que
I’augmentation de la concentration du filtrat provoque une diminution progressive du nombre
de larves, confirmant I’effet larvicide dose —dépendant du champignon malgré la variabilité

entre les répétitions.

111.2.1.2. - Résultats de test 1 248 h

A 48 h, aucune mortalité n’a été observée chez le témoin, confirmant la validité de
I’essai .Dans la répétition R1, une forte mortalité est notée des la concentration 1 (8 larves
survivantes), suivie d’une baisse progressive aux concentrations 2, 3 et 4 (perte d’une larve a
chaque dose, soit 7, 6 et 5 larves survivantes). A la concentration 5, la survie reste stable (5
larves).Dans la répétition R2, une larve meurt a la concentration 1 (9 survivantes), une autre a
la concentration 2 (8 survivantes), puis deux a la concentration 3 (6 survivantes). La mortalité
se poursuit aux concentrations 4 et 5, réduisant le nombre de larves a 5 puis 4.Dans la
répétition R3, la mortalité débute a la concentration 1 (9 survivantes), suivie d’une perte de
trois larves a la concentration 2 (6 survivantes). Une larve meurt a la concentration 3 (5
survivantes), la stabilité est observée a la concentration 4 (5 survivantes), puis une derniére

larve meurt a la concentration 5 , une larve supplémentaire est morte (Figure 20).

10
-~ R1

-2 R2
-+ R3

nbr des larves
3]
|

-

T T T 1
0 1 2 3 4 5

concentration
Figure 20 - Impact du filtrat de Trichoderma sp. Sur la survie des larves d’ Aedes albopictus

(Test 1a 48 h).
Globalement, la mortalité est plus rapide et marquée en R1, plus progressive en R2, et

irréguliére en R3. Ces résultats confirment I’effet larvicide du champignon Trichoderma sp.
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sur les larves d'Aedes albopictus aprés 48 h, avec une intensité croissante selon la

concentration et le temps d’exposition.

111.2.1.3. - Résultats de test 1 a 72 h

A 72 h, aucune mortalité n’a été observée dans les trois répétitions (R1, R2, R3) chez
le témoin, confirmant la validité de ’essai.Dans la répétition R1, trois larves sont mortes a la
concentration 1 (7 survivantes), deux a la concentration 2 (5 survivantes), une a la
concentration 3 (4 survivantes), quatre a la concentration 4 (aucune survivante), et toutes les
larves sont mortes a la concentration 5 (0 survivante).Dans la répétition R2, la mortalité est
plus marquée : cinq larves sont mortes a la concentration 1 (5 survivantes), une a la
concentration 2 (4 survivantes), plusieurs aux concentrations 3 et 4, et une mortalité totale est
observée a la concentration 5 (0 survivante).Dans la répétition R3, quatre larves sont mortes a
la concentration 1 (6 survivantes), une a la concentration 2 (5 survivantes), quatre a la
concentration 3 (1 survivante), une a la concentration 4 (0 survivante), et la mortalité est totale

a la concentration 5 (0 survivante) (Figure 21).

-~ R1
-2 R2
-+ R3

nbr des larves

concentration

Figure 21-Impact du filtrat de Trichoderma sp. sur la survie des larves d’ Aedes albopictus
(Test 1 a 72 h).

La comparaison des expériences montre que 1’augmentation de la concentration a
entrainé une augmentation progressive du taux de mortalité des larves, avec de légeres

différences aux concentrations intermédiaires, indiquant une relation dose-réponse claire, les
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concentrations ¢élevées provoquant une toxicité totale, tandis que les concentrations
intermédiaires entrainent une diminution variable de la survie en raison d’une sensibilité

différente entre les larves

I11.2.1.4. - Résultat de régression non linéaire test 1 a 24 h

Les résultats de régression non linéaire de test 1 aprés 24 heures sont regroupés dans le

tableau 1

Tableau 1- Valeur d’ICsoet de R? de Test 1de I’effet larvicide de Trichoderma sp. Sur les
larves d’ Aedes albopictus a24 h.

Répétitions ICso (ng/ml) R’

R1 22,77 0,7121
Teste 1

R2 8,715 0,8484

R3 8,917 0,9094

A 24 h (tableau 1) Le Test 1 montre que les valeurs d’ICs, varient entre 8,71 et 22,77
pg/ml. Au Test 1, la répétition R1 présente un ICsq plus élevé (22,77 pg/ml ; R2=0,7121), ce
qui traduit une sensibilité plus faible des larves et un ajustement moins précis. En revanche,
R2 (8,715 pg/ml ; R? = 0,8484) et R3 (8,917 pg/ml ; R* = 0,9094) donnent des valeurs
proches et bien corrélées (Figure 22), indiquant que les larves sont plus sensibles et que les
résultats sont fiables. Ces différences entre répétitions peuvent étre dues a la variabilité
biologique des larves ou a de petites variations expérimentales, mais la concordance de R2 et

R3 confirme clairement I’effet larvicide du filtrat de Trichoderma sp.

100
90
80—
70—
60— ]
50
40—
30
20
10 T T T 1

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

log (c)

- R1
- R2
—— R3

pourcentage

Figure 22 - Graphe de régression non linéaire (R1, R2, R3) de test 1 apreés 24 h .
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II1.2.1.5. - Résultat de régression non linéaire test 1 2 48 h

Les résultats de régression non linéaire de test 1 apres 48h heur sont regroupés dans le
tableau 2
Tableau 2- Valeur d’ICsoet de R? de Test 1 de Deffet larvicide de Trichoderma sp.sur les
larves d’ Aedes albopictus a 48 h.

R ICso (ug/ml) R’
Test 1 R1 4,467 0,9716

R2 4,663 0,8590

R3 3,612 0,8735

A 48 h (Tableau 2), le Test 1 montre une nette diminution des valeurs d’ICsy,
comprises entre 3,61 et 4,66 ug/ml, traduisant une sensibilité accrue des larves au filtrat de
Trichoderma sp.La répétition R1 (4,467 ug/ml ; R? = 0,9716) présente une valeur légérement
plus élevée mais avec un ajustement trés précis. Les répétitions R2 (4,663 pg/ml ; R? =
0,8590) et R3 (3,612 pg/ml ; R* = 0,8735) donnent des résultats proches et bien corrélés,
confirmant la reproductibilité de 1’essai (Figure 23). La diminution des ICsq par rapport a 24 h

souligne I’intensification de I’effet larvicide avec le temps d’exposition.
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Figure 23 - Graphe de régression non linéaire (R1, R2, R3) de test 1 apres 48 h.

I11.2.1.6. - Résultat de régression non linéaire test 1 a 72 h

Les résultats de régression non linéaire de test 1 apres 72 heures sont regroupés dans le

tableau 3.
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Tableau 3 - Valeur d’ICsoet de R? de test 1 de I’effet larvicide de Trichoderma sp.sur les
larves d’ Aedes albopictus a72 h.

R ICso (ng/ml) R

R1 1,397 0,6949
Test 1 R3 1,342 0,8513

R3 1,518 0,7018

A 72 h (Tableau 3), le Test 1 met en évidence une nouvelle baisse des valeurs d’1Cs,,
comprises entre 1,34 et 1,51 pg/ml, traduisant une augmentation notable de la sensibilité des
larves au filtrat de Trichoderma sp. La répétition R1 (1,397 pug/ml ; R? = 0,6949) et R3 (1,518
pg/ml ; R? = 0,7018) présentent des coefficients de détermination plus faibles, suggérant un
ajustement moins précis du modéle. En revanche, la répétition R2 (1,342 pg/ml ; R =0,8513)
offre un meilleur ajustement avec un R? élevé. La convergence des trois valeurs d’ICsq
confirme 1’efficacité accrue du filtrat au bout de 72 h, malgré quelques variations dans la
qualité de I’ajustement statistique (Figure 24).
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Figure 24 - Graphe de régression non linéaire (R1, R2, R3) de test 1 apres 72 h.

L’ ¢évolution des valeurs d’ICso au cours du temps (Tableaux 1, 2 et 3) montre une
diminution progressive et significative, passant de 8,71-22,77 ug/ml a 24 h, a 3,61-4,66
ug/ml a 48 h, puis a 1,34-1,51 pg/ml a 72 h. Cette tendance traduit une sensibilité croissante
des larves d’Aedes albopictus au filtrat de Trichoderma sp. Avec 1’augmentation du temps
d’exposition. Malgré quelques variations entre répétitions, en particulier a 24 h (R1) et 72 h

(R1 et R3) ou les coefficients de détermination étaient plus faibles, la concordance des
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résultats et la nette diminution des ICso confirment 1’efficacité larvicide du filtrat et

I’importance du facteur temps dans I’intensification de son action.

II1.2.2. - Résultats de test2

I11.2.2.1. - Résultats de test2 a 24 h

Apres 24 h d’exposition, le témoin maintient 10 larves vivantes, ce qui valide le test.
Dans la répétition R1, la survie diminue progressivement avec 8 larves a la concentration 1,
puis 6 a la concentration 2, et atteint 4 larves des la concentration 3, valeur qui se maintient
jusqu’a la concentration 5. La répétition R2 enregistre une baisse similaire au départ (9 larves
a la concentration 1), mais se distingue par une survie légerement supérieure aux
concentrations 2 (7 larves), avant de redescendre a 6 a la concentration 3 puis 5 larves aux
concentrations 4 et 5. La répétition R3, quant a elle, suit la méme dynamique que R2 aux
concentrations 2 et 5 (7 et 5 larves respectivement), mais conserve une survie intermédiaire de
7 larves a la concentration 3, avant de rejoindre R2 a la fin de 1’essai. La comparaison des
courbes montre donc une variabilité entre répétitions aux faibles concentrations, avec R1
présentant la plus forte mortalité précoce, tandis qu’a partir de la concentration 3, les profils

tendent a converger vers une survie comprise entre 4 et 5 larves (Figure 25).

-~ Ri1
-2 R2
-+ R3

nbr des larves

0 T T T
0 1 2 3 4 5

concentration

Figure 25 - Impact du filtrat de Trichodermasp.sur la survie des larves d’ Aedesal bopictus

(Test2 4 24 h).
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111.2.2.2. Résultats de test 2 2 48 h

Apres 48 h d’exposition, les témoins conservent 10 larves vivantes, confirmant la
validité du test. Dans la répétition R1, la survie chute a 7 larves a la concentration 1, puis a 6
larves a la concentration 2. A la concentration 3, elle se réduit a 5 larves, valeur identique a
celle de R2, puis se stabilise a 5 larves jusqu’aux concentrations 4 et 5. La répétition R2
présente une mortalité plus marquée des la concentration 1 (6 larves), puis atteint 5 larves aux
concentrations 2 et 3, avant de continuer sa décroissance avec 4 larves aux concentrations 4 et
5. La répétition R3 suit exactement le profil de R1 jusqu’a la concentration 2 (7 puis 6 larves),
mais différe a la concentration 3 en affichant 6 larves, avant de redescendre a 5 larves aux
concentrations 4 et 5, rejoignant ainsi R1. La comparaison des courbes met en évidence une
sensibilité plus forte de R2 aux faibles doses, tandis que R1 et R3 montrent une résistance
plus marquée ; cependant, a partir de la concentration 3, les profils tendent a se rapprocher,
avec une survie comprise entre 4 et 5 larves, confirmant 1’action larvicide du filtrat de

Trichoderma sp.(Figure26).

-o- Ri1
= R2
-4+ R3
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Figure 26 - Impact du filtrat de Trichoderma sp. sur la survie des larves d’ Aedes albopictus
(Test 2 a48h).

111.2.2.3. - Résultats de test2 2 72 h

Apres 72 h d’exposition (Figure 27), les témoins ont maintenu 10 larves vivantes,
confirmant la fiabilit¢ du test. Dans la répétition R1, la survie diminue fortement dés la
concentration 1 avec 4 larves, passe a 3 larves a la concentration 2, a 2 larves a la
concentration 3, puis a 1 larve a la concentration 4 avant de s’annuler totalement a la

concentration 5. Dans la répétition R2, la mortalité est plus progressive : on observe 5 larves a
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la concentration 1, puis 4 larves aux concentrations 2 et 3, suivies de 3 larves a la
concentration 4 et enfin 2 larves a la concentration 5. La répétition R3 suit le profil de R1 aux
premiéres concentrations, avec 4 larves a la concentration 1 et 3 larves a la concentration 2,
mais se distingue légeérement a la concentration 3 ou elle remonte a 3 larves, avant de
diminuer de nouveau a 2 larves a la concentration 4 et 1 larve a la concentration
5.Globalement, R1 se caractérise par une mortalit¢ rapide et complete, R2 par une
décroissance plus lente mais réguliére, et R3 par un comportement intermédiaire ; toutefois, a
partir de la concentration 3, les trois répétitions tendent a se rapprocher avec une survie tres

réduite, confirmant I’efficacité larvicide du filtrat de Trichoderma sp.

- R1
- R2
-+ R3

nbr des larves

concentration

Figure 27- Impact du filtrat de Trichoderma sp. sur la survie des larves d’ Aedes albopictus
(test2a 72 h).

I11.2.2.4. - Résultat de régression non linéaire test 2 a 24 h

Les résultats de régression non lin€aire de test 2 apres 24 heures sont regroupés dans le
tableau 4.
Tableau 4- Valeur d’ICset de R? de test 2 de I’effet larvicide de Trichoderma sp. sur les
larves d’Aedes albopictus.

R ICso (ug/ml) R
Cest 2 R1 3,092 0,9670

R2 5,244 0,9271

R3 4,924 0,8615
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L’analyse de régression non linéaire du test 2 a 24 h (Tableau 4, Figure 28) indique des
valeurs d’ICsy comprises entre 3,09 et 5,24 pg/ml, traduisant une activité larvicide modérée
du filtrat de Trichoderma sp. L’ICs, la plus faible est observée en R1 (3,092 pg/ml ; R? =
0,9670), reflétant une bonne efficacité avec un ajustement statistique solide. En R2, 1’ICsy
atteint 5,244 pg/ml pour un R? = 0,9271, soit une efficacité réduite mais avec un modele
cohérent. R3 présente une valeur intermédiaire (4,924 pg/ml ; R* = 0,8615), associée a un
ajustement correct. Ces données montrent une certaine variabilité entre répétitions, mais

confirment que le filtrat exerce une action larvicide mesurable des 24 h.

-~ R1
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Figure 28- Graphe de régression non linéaire (R1, R2, R3) de test 2 a 24 h.

II1.2.2.5. - Résultat de régression non linéaire test 2 a 48 h

Les résultats de régression non linéaire de test 2 aprés 48 heures sont regroupés dans le

tableau 5.

Tableau 5- Valeur d’ICsoet de R? de test 2 de I’effet larvicide de Trichoderma sp. sur les
larves d’ Aedes albopictus

R ICso(ng/ml) R’

R1 3,476 0,44558
Test 2 R2 2,428 0,1899

R3 3,839 0,3596

Les résultats de régression non linéaire du test 2 a 48 h (Tableau 5, Figure 29) montrent
des valeurs d’ICsy comprises entre 2,42 et 3,83 pg/ml, traduisant une efficacité larvicide plus

marquée qu’a 24 h. En R1, I’'ICs atteint 3,476 pg/ml avec un R? = 0,4456, indiquant une
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mortalité notable mais avec un ajustement limité. La répétition R2 présente la valeur la plus
faible (2,428 pg/ml ; R* = 0,1899), révélant une efficacité élevée mais un ajustement
statistique trés faible, réduisant la fiabilit¢ du modele. En R3, I’ICs, est de 3,839 pg/ml avec
un R? = 0,3596, soit une efficacité intermédiaire avec un ajustement modéré. Globalement, les
résultats a 48 h confirment I’effet larvicide du filtrat de Trichoderma sp., mais les faibles

valeurs de R? (< 0,5) traduisent une variabilité importante et une précision statistique limitée.

-~ R1
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Figure 29 - Graphe de régression non linéaire (R1, R2, R3) de test 2 a 48 h.

I11.2.2.6- Résultat de régression non linéaire test 2 a 72 h

Les résultats de régression non linéaire de test 2 apres 72 heures sont regroupés dans le
tableau 6.
Tableau 6- Valeur d’ICseet de R? de test 2 de I’effet larvicide de Trichoderma sp. sur les
larves d’ Aedes albopictus

R ICso (ng/ml) R’
Test 2 R1 3,476 0,4458

R2 2,428 0,1899

R3 3,839 0,3596

Les résultats de régression non linéaire du test 2 a 72 h (Tableau 6) indiquent des valeurs
d’ICsp comprises entre 2,42 et 3,83 pg/ml selon les répétitions, traduisant une efficacité larvicide
modérée a cette durée d’exposition. Dans la répétition R1, I'ICsy est de 3,476 pg/ml avec un
coefficient de détermination R? = 0,4458, ce qui révele une efficacité correcte mais un ajustement
statistique relativement moyen. Dans la répétition R2, I'ICs atteint 2,428 pg/ml, avec un R? =

0,1899, indiquant la meilleure efficacité larvicide parmi les trois répétitions mais un ajustement du
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modgle trés faible. Dans la répétition R3, I'ICs est de 3,830 pg/ml avec un R? = 0,3596, confirmant
une efficacité intermédiaire, accompagnée d’un ajustement limité. Ces résultats mettent en évidence
que le filtrat de Trichoderma sp. Exerce encore une activité larvicide a 72 h, bien que les
coefficients de détermination restent globalement faibles, traduisant une fiabilité statistique limitée

malgré la mortalité observée.(Figure 30).
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Figure 30 - Graphe de régression non linéaire (R1, R2, R3) de test 2 a 72 h.

1I1.2.3. - Résultats de test 3

II1.2.3.1. - Résultats de test3a 24 h

Apres 24 h, aucune mortalité n’a été observée chez le témoin, confirmant la validité de
I’essai.Dans la répétition R1, aucune mortalité n’est enregistrée a la concentration 0, 1 et 2 ;
une larve meurt a la concentration 3 (9 survivantes), la survie reste stable a la concentration 4,

puis une nouvelle perte est notée a la concentration 5 (8 survivantes)

-o—- R1
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Figure 31 - Impact du filtrat de Trichodermasp.sur la survie des larves d’ Aedes albopictus
(Test 3 424 h).
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Dans la répétition R2, la survie est compléte aux concentrations O et 1, puis une larve
meurt a la concentration 2 (9 survivantes), deux autres a la concentration 3 (7 survivantes),
une stabilité est observée a la concentration 4, et deux larves supplémentaires meurent a la
concentration 5 (5 survivantes).Dans la répétition R3, aucune mortalité n’est observée a la
concentration 0, deux larves meurent a la concentration 1 (8 survivantes), la survie reste stable
a la concentration 2, (Figure 31).deux autres larves meurent a la concentration 3 (6
survivantes), la stabilité¢ est maintenue a la concentration 4, puis une nouvelle perte est notée a
la concentration 5 (5 survivantes) Dans 1’ensemble, la mortalité larvaire augmente avec la
concentration du filtrat, apparaissant plus tardivement enR1 et plus précocement en R3. Ces
résultats confirment un effet larvicide dose-dépendant du Trichoderma sp. sur les larves

d’ Aedes albopictus aprés 24 h d’exposition.

1I1.2.3.2Résultats de test 3 2 48 h

Apres 48 h, aucune mortalité n’a été¢ observée chez le témoin, confirmant la validité
de I’essai.Dans la répétition R1, la mortalité débute a la concentration 2 (8 survivantes), suivie
d’une nouvelle perte a la concentration 4 (7 survivantes), avant une stabilité a la concentration
5.Dans la répétition R2, une larve meurt a la concentration 2 (9 survivantes), deux a la
concentration 3 (7 survivantes), puis la mortalité se stabilise a la concentration 4 et augmente

de nouveau a la concentration 5 (5 survivantes).
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Figure 32 - Impact du filtrat de Trichoderma sp.sur la survie des larves d Aedes
albopictus(Test 3 a 48h).

Dans la répétition R3, deux larves meurent dés la concentration 1 (8 survivantes), deux autres

a la concentration 3 (6 survivantes),(Figure 32) la survie restant stable aux concentrations 4 et
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5.(Figure 32).Dans I’ensemble, la mortalit¢ augmente avec la concentration et le temps
d’exposition, confirmant un effet larvicide clair et dose-dépendant du Trichoderma sp. sur les

larves d’Aedes albopictus aprés 48 h.

111.2.3.3. - Résultats de test3a 72 h

Apres 72 h, aucune mortalité n’a été observée chez le témoin, confirmant la validité de
I’essai.Dans la répétition R1, la mortalité débute a la concentration 2 (8 survivantes), puis une
larve supplémentaire meurt a la concentration 3 (7 survivantes), la survie reste stable a la
concentration 4, avant une perte de deux larves a la concentration 5 (5 survivantes).Dans la
répétition R2, une mortalité est notée a la concentration 2 (9 survivantes), suivie de deux
pertes a la concentration 3 (7 survivantes), d’une stabilité a la concentration 4, puis d’une

baisse a la concentration 5 (5 survivantes).
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Figure 33- Impact du filtrat de Trichoderma sp. sur la survie des larves d’ Aedes albopictus
(test 3a 72 h).

Dans la répétition R3, deux larves meurent a la concentration 1 (8 survivantes), la survie
reste stable a la concentration 2, puis deux autres meurent a la concentration 3 (6 survivantes),
avant une stabilit¢é a la concentration 4 et une derniére perte a la concentration 5 (5
survivantes).Globalement, la mortalit¢ atteint son maximum (Figure 33) mp aprés 72 h,

confirmant un effet larvicide marqué et dose-dépendant du Trichoderma sp. sur les larves

d’Aedes albopictus.
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I11.2.3.4- Résultat de régression non linéaire test 3 4 24 h

Résultats

Les résultats de régression non linéaire de test 3 aprés 24 heures sont regroupés dans le

tableau 7.

Tableau 7- Valeur d’ICset de R? de test 3 de I’effet larvicide de Trichoderma sp. sur les

larves d’ Aedes albopictus

Test 3

R ICso(ng/ml) R

R1 0,6422 0,8169
R2 1,395 0 ;6964
R3 0,7120 0,7082

Les résultats de régression non linéaire du test 3 a 24 h (Tableau 7, Figure 34) montrent

des valeurs d’IC50 comprises entre 0,64 et 1,39 pg/ml selon les répétitions, traduisant une

efficacité larvicide marquée dés la premicre journée d’exposition. Dans la répétition R1,

I’IC50 est de 0,642 pg/ml avec un coefficient de détermination R? = 0,8169, ce qui traduit un

trés bon ajustement du modele et une forte efficacité larvicide .Dans la répétition R2, I’'IC50

atteint 1,395 pg/ml, avec un R? = 0,6964, indiquant une efficacité correcte mais une fiabilité

d’ajustement un peu plus limitée. Dans la répétition R3, I’'IC50 est de 0,712 pg/ml avec un R?

= (,7082, confirmant une efficacité proche de R1 mais avec un ajustement légérement moins

précis. Ces résultats ne soulignent que le filtrat de Trichoderma sp. présente une forte activité

larvicide dés 24 h, avec des valeurs d’IC50 trés faibles et des coefficients R? globalement

¢levés, confirmant la fiabilité du modele statistique.
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Figure 34- Graphe de régression non linéaire (R1, R2, R3) de test 3 a 24 h.
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I11.2.3.5. - Résultat de régression non linéaire test 3 2 48 h

Les résultats de régression non linéaire de test 3 apres 48 heures sont regroupés dans le
tableau 8.
Tableau 8- Valeur d’ICsoet de R? de test 3 de I’effet larvicide de Trichoderma sp. sur les
larves d’ Aedes albopictus.

R ICso (ng/ml) R’

R1 4,467 0,9716
Test 3 R2 3,813 0,5940

R3 4,048 0,7596

Les résultats de régression non linéaire du test 3 a 48 h (Tableau 8, Figure 35)
révelent une efficacité larvicide accrue par rapport aux 24 h, avec des valeurs d’ICs
comprises entre 3,81 et 4,46 ug/ml selon les répétitions. Dans la répétition R1, I’ICs est de
4,467 pg/ml avec un R? = 0,9716, indiquant une excellente efficacité larvicide et un
ajustement quasi parfait du modele. Dans la répétitionR2, I’ICsg est de 3,813 pg/ml avec un
R? = 0,5940, traduisant une bonne efficacité mais un ajustement plus limité, ce qui refléte une
variabilité expérimentale. Dans la répétition R3, I'ICs, atteint 4,048 pg/ml avec un R? =
0,7596, confirmant une efficacit¢ intermédiaire avec une fiabilit¢ d’ajustement correcte. Ces
résultats démontrent que, deés 48 h, I’effet larvicide de Trichoderma sp. est plus marqué, avec

une mortalité accrue et des modeles statistiques globalement fiables, en particulier pour R1.
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Figure 35 - Graphe de régression non linéaire (R1, R2, R3) de test 2 a 48 h.
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I11.2.3.6. - Résultat de régression non linéaire test 3 a 72 h

Résultats

Les résultats de régression non linéaire de test 3 apres 72 heures sont regroupés dans le

tableau 9.

Tableau 9 - Valeur d’ICspet de R? de test 3 de Ieffet larvicide de Trichoderma sp. sur les

larves d’ Aedes albopictus

R ICsy (ng/ml) R’
Test 3 R1 0,6422 0,8169

R2 0,9484 2,713

R3 1,019 0,6561

Les résultats de régression non linéaire du test 3 a 72 h (Tableau 9, Figure 36)

confirment une efficacité larvicide maximale, avec des valeurs d’ICsg trés faibles, comprises
entre 0,64 et 1,01 pg/ml. Dans la répétition R1, I'IC50 est de 0,642 pg/ml avec un R? =

0,8169, traduisant une forte efficacité¢ larvicide avec un ajustement satisfaisant. Dans la

répétition R2, I’ICs atteint 0,948 pg/ml, mais avec un R? négatif (-2,713), indiquant que le

modele statistique est peu fiable malgré 1’efficacité observée. Dans la répétition R3, I’ICs est

de 1,019 pg/ml avec un R? = 0,6561, confirmant une efficacité correcte mais avec une qualité

d’ajustement moyenne. Ces résultats mettent en évidence que, méme si 1’efficacité larvicide
du filtrat de Trichoderma sp. est maximale aprés 72 h (ICsy les plus bas), la qualité de

I’ajustement statistique varie selon les répétitions, traduisant une certaine hétérogénéité

expérimentale.
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Figure 36 - Graphe de régression non linéaire (R1, R2, R3) de test 3a 72 h
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I11.4. — Interprétation générale

Les résultats obtenus dans les trois tests démontrent clairement que Trichoderma sp.
Possede un fort potentiel larvicide, avec des valeurs d’ICs, globalement faibles et
dépendantes du temps d’exposition. Le test 2 se distingue comme le plus performant, avec
une réduction progressive et constante des ICsq entre 24 h et 72 h, confirmant une efficacité
croissante du filtrat, méme si la robustesse statistique reste moyenne. Le test 1 présente une
activité correcte, mais les différences entre répétitions réduisent la fiabilité des ajustements.
Le test 3 révele une forte efficacité des 24 h, avec les ICsq les plus basses, bien que la
variabilit¢ des coefficients R2?, notamment a 72 h, limite la confiance dans certains

ajustements.

Dans I’ensemble, I’activité larvicide de Trichoderma sp. Apparait temps-dépendante. A
24 h, I’efficacité reste modérée a élever selon les tests, avec une variabilité notable entre les
répétitions. A 48 h, I’effet devient plus marqué et plus stable, en particulier dans le test 2.
Enfin, a 72 h, les ICs, atteignent leurs valeurs minimales, confirmant un effet larvicide

maximal, reproductible et prometteur pour une application biologique.

Ces résultats ouvrent la voie a une valorisation du filtrat de Trichoderma sp. comme
agent bio larvicide potentiel, et méritent d’étre approfondis, notamment par des tests
moléculaires et des essais en conditions réelles, afin de confirmer son applicabilité pratique et

son Innocuité environnementale.
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Chapitre IV : Discussion

- Discussion sur I’Identification des larves d’ Aedes albopictus

Dans notre travail, nous avons identifi¢ les moustiques selon leur genre et leur espece
en utilisant le logiciel « Les moustiques d’Europe »,cet outil nous a permis d’obtenir une
identification rapide et précise .Plusieurs chercheurs comme Schffner et Mathis (2020)et
Gunay et al.(2018),ont également utilisé ce logiciel et ont confirmé son efficacité pour
distinguer les especes européennes .Nous résultats rejoignent donc ceux de ces auteurs,

montrant I’importance de logiciel dans les études entomologiques modernes.

- Discussion sur I’effet de champignon entomopathogéne Trichoderma sp. sur les larves

L3 et L4 d’ Aedes albopictus

Les résultats obtenus dans notre travail confirment 1’activité larvicide du filtrat de
Trichoderma sp. sur les larves d’Aedes albopictus. L’effet observé varie en fonction de la
concentration appliquée et de la durée d’exposition, comme I’indiquent les valeurs
décroissantes d’ICso obtenues dans les trois tests réalisés. Cette dynamique traduit une action

progressive et cumulative du filtrat sur la physiologie larvaire.

- Discussion sur test 1 24 het48 het72 h
- Test1a24h

A 24 heures dans le test 1 d’exposition, aucune mortalité n’a été observée dans le
témoin, confirmant la fiabilité du protocole expérimental et I’absence d’influences externes
(Lacey et al., 2015). La mortalité¢ apparait de maniere différée selon les répétitions. Dans la
répétition R1, aucune mortalité n’est observée jusqu’a la concentration 2, indiquant une
tolérance initiale des larves, suivie d’une baisse progressive du nombre de survivants a partir
de la concentration 3 (9 survivantes), puis 8 aux concentrations 4 et 5. En revanche, les
répétitions R2 et R3 révelent une sensibilité plus rapide, avec une premicre mortalité¢ dés la
concentration 1 (9 survivantes), suivie d’une réduction plus marquée aux doses supérieures
(R2 : 7 survivantes a C3 ; R3 : 8 survivantes a C3). Cette variabilité inter-répétitions refléte la
sensibilité¢ individuelle des larves et les micro-variations dans la distribution des métabolites

bioactifs du filtrat (Benelli et al., 2016 ; Harman et al., 2004 ; Lacey, 2017).

Néanmoins, la tendance générale met en évidence une relation dose-réponse claire la

mortalité augmente avec la concentration, atteignant 20 a 40 % aux doses les plus élevées.
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Ces résultats s’accordent avec ceux de Chabane Dihia et Darouiche Kenza (2024), qui
ont montré qu’un extrait d’Aspergillus flavus provoque une mortalité significative et des
altérations histologiques chez Aedes albopictus. De méme, Benmansour et al. (2021) ont
rapporté une mortalité dose-dépendante avec le filtrat de Fusarium oxysporum sur Culex
pipiens, tandis que Benallal et al. (2010) a mis en évidence la sensibilité d’Aedes albopictus a
différents agents biologiques dans des conditions environnementales contrdlées. Ces travaux
confirment que différents genres fongiques peuvent induire des réponses biologiques
comparables chez les larves de moustiques, renforcant 1’idée que les champignons
entomopathogenes indigénes représentent une alternative crédible aux insecticides chimiques.

Aspergillus niger

Des études internationales soutiennent cette dynamique Faraj et al. (2021) ont observé
que Beauveria bassiana provoque moins de 25 % de mortalit¢é a 24 h chez Anopheles
stephens, tandis que Khemissi et al. (2020) ont montré que et Metarhizum anisopliae
n’induisent qu’une mortalité limitée (< 35 %) sur Aedes aegypti a 24 h. D’autres travaux, tels
que ceux de Singh et al. (2018) sur Metarhizium anisopliae et Beauveria brongniartii,
confirment que les filtrats fongiques provoquent généralement une mortalité progressive lors
des premiéres 24 heures, probablement liée a la production de métabolites bioactifs tels que

peptaibols, gliotoxines et enzymes hydrolytiques (Vinale et al., 2014 ; Vega et al., 2009).

Ainsi, nos données montrent que le filtrat de Trichoderma sp. posséde un effet larvicide
réel dés 24 h, en cohérence avec les observations sur d’autres champignons
entomopathogeénes utilisés contre les moustiques. Sur le plan écologique, ces agents
biologiques présentent plusieurs avantages, notamment 1’absence de résidus toxiques, une
action sélective et un impact limité sur les organismes non ciblés, constituant une alternative

stratégique face aux résistances croissantes aux insecticides chimiques

(Vontas et al., 2012 ; Nkya et al., 2013). La variabilité inter-répétitions et la sensibilité¢ des
larves soulignent toutefois la nécessité d’études complémentaires, notamment en conditions
semi-naturelles et sur le terrain, pour évaluer la persistance des métabolites, la formulation

optimale et ’impact écologique global (Harman et al., 2004 ; Butt et al., 2016).

Les valeurs d’ICso observées a 24 heures (8,71 a 22,77 ug/ml) confirment 1’activité
larvicide du filtrat de Trichoderma sp La variation enregistrée entre les répétitions
particulierement la valeur élevée de R1 (22,77 pg/ml) par rapport a R2 (8,715 pg/ml) et R3
(8,917 pg/ml) peut s’expliquer par des facteurs biologiques ou expérimentaux, comme le

soulignent plusieurs auteurs.
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Selon Benitez et al. (2004), I’cfficacité larvicide des métabolites de Trichoderma peut
fluctuer en fonction de I’age des larves, du stade physiologique et des interactions
métaboliques entre filtrat et milieu. De méme, Vinale et al. (2008) rapportent que la
production des composés bioactifs (notamment gliotoxine, peptaibols, harzianolide) varie

selon les souches et les conditions de culture, ce qui influence directement les valeurs d’1Csy.

La bonne corrélation observée pour R2 (R? = 0,8484) et R3 (R? = 0,9094) témoigne d’une
réponse dose-dépendante cohérente. Ces résultats sont comparables a ceux de Mayo et al.
(2016), qui ont montré des ICso compris entre 5 et 15 ug/ml chez Aedes aegypti exposées a
des extraits de Trichoderma harzianum. De méme, El-Bendary (2006) a rapporté des
mortalités significatives a des concentrations inférieures a 25 pg/ml avec des filtrats fongiques

chez Culex pipiens.

L’ICs plus élevé de R1 (22,77 pg/ml) pourrait indiquer une résistance individuelle ou une
variabilité phénotypique, comme le mentionnent Shaalan et al. (2005), qui attribuent ce type
de différence a des facteurs comportementaux ou a I’hétérogénéité génétique des larves.
Cependant, la proximité des valeurs de R2 et R3 renforce la fiabilité du résultat global et

témoigne d’une bonne activité larvicide a court terme.

Globalement, ces résultats confirment que le filtrat de Trichoderma sp présente un potentiel
larvicide précoce comparable ou supérieur a d’autres biopesticides fongiques décrits dans la
littérature. La variabilité entre répétitions reste dans des limites acceptables et n’altére pas la

validité biologique de I’effet observé.
- Test1a48 h

A 48 heures d’exposition, aucune mortalité n’a été enregistrée dans le témoin, confirmant
la validité du protocole expérimental et I’absence d’influences externes (Lacey et al., 2015).
La mortalité est apparue de manicre plus marquée qu’a 24 h, traduisant une intensification de
I’effet larvicide au fil du temps. Les dynamiques inter-répétitions montrent des profils
contrastés : une mortalité rapide et continue en R1 (5 survivantes a CS5), une progression
réguliere en R2 (4 survivantes a C5) et une évolution plus irréguliére en R3 (4 survivantes a
C5). Ces différences traduisent la variabilité biologique des larves et la distribution

hétérogene des métabolites dans le milieu (Benelli et al., 2016 ; Harman et al., 2004)

La tendance globale met en évidence une relation dose-réponse claire la mortalité
augmente avec la concentration et la durée d’exposition, confirmant I’activité¢ larvicide du
filtrat de Trichoderma sp. dés 48 h. Ces observations rejoignent celles rapportées par
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Chabane et Darouiche (2024), qui ont montré une mortalit¢ accrue et des altérations
histologiques significatives aprés 48 h d’exposition a Aspergillus flavus chez Aedes
albopictus. De méme, Benmansour et al. (2021) ont observé une mortalité dose-dépendante
progressive chez Culex pipiens exposées au filtrat de Fusarium oxysporum, tandis que
Benallal et al. (2010) ont mis en évidence la sensibilité¢ d’Aedes albopictus a plusieurs agents

fongiques en conditions controlées.

Sur le plan comparatif, plusieurs travaux internationaux confirment que la mortalité
s’accentue au-dela de 24 h. Faraj et al. (2021) ont rapporté une augmentation progressive de
la mortalité (> 40 % a 48 h) chez Anopheles stephensi avec Beauveria bassiana, tandis que
Singh et al. (2018) ont montré que Metarhizium anisopliae et Beauveria brongniartii
induisent une mortalité significative apres 48 h, en lien avec la libération cumulative de
métabolites bioactifs. De plus, Khemissi et al. (2020) ont observé que Metarhizium
anisopliae provoque une mortalité supéricure a celle notée a 24 h sur Aedes aegypti,

suggérant une cinétique d’action lente mais croissante.

Ainsi, nos résultats confirment que le filtrat de Trichoderma sp. suit une dynamique
comparable a celle d’autres champignons entomopathogénes : une mortalité limitée a 24 h,
mais croissante et plus marquée a 48 h. Ce comportement est probablement li¢ a
I’accumulation de métabolites actifs (peptaibols, gliotoxines, enzymes hydrolytiques), connus
pour déstabiliser la physiologie des larves (Vinale et al., 2014 ; Vega et al., 2009). Sur le
plan écologique, ces résultats renforcent I’idée que les champignons indigénes représentent
une alternative durable aux insecticides chimiques. Toutefois, la variabilit¢ observée entre
répétitions souligne I’importance de mener des études complémentaires en conditions semi-
naturelles et sur le terrain afin d’évaluer la persistance des métabolites, leur mode d’action et

leur interaction avec les facteurs environnementaux (Harman et al., 2004 ; Butt et al., 2016).

---Ces données confirment que les champignons entomopathogenes, en particulier les souches
indigénes de Trichoderma, représentent des alternatives prometteuses aux insecticides
chimiques pour différentes espéces de moustiques vecteurs. Toutefois, la variabilité inter-
répétitions et inter-especes souligne 1’importance d’études comparatives supplémentaires en

conditions semi-naturelles et sur le terrain (Butt et al., 2016 ; Harman et al., 2004).

A 48 h (Tableau 2), le Test 1 montre une nette diminution des valeurs d’ICso, comprises
entre 3,61 et 4,66 pg/ml, ce qui traduit une sensibilité accrue des larves au filtrat de

Trichoderma sp. La répétition R1 (4,467 pug/ml ; R?2 = 0,9716) présente une valeur 1égérement
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plus élevée mais avec un ajustement trés précis. Les répétitions R2 (4,663 pg/ml ; R? =
0,8590) et R3 (3,612 pg/ml ; R? = 0,8735) donnent des résultats proches et bien corrélés,
confirmant la reproductibilité de I’essai (Figure 23). La diminution des ICsq par rapport a 24 h

souligne I’intensification de 1’effet larvicide avec le temps d’exposition.

Cette évolution temporelle est cohérente avec les observations de Boukhalfa et al.
(2019) et Malarvannan et Murali (2017), qui ont montré que l’activité des métabolites
fongiques augmente progressivement avec le temps d’exposition en raison de leur
accumulation dans le milieu et leur pénétration progressive dans les tissus larvaires. Selon
Vega et Kaya (2012), ’augmentation de la mortalité entre 24 h et 48 h peut également étre
attribuée a D’altération digestive et a la perturbation des systémes enzymatiques impliqués
dans la détoxification. De plus, Goettel et al. (2008) rapportent que les effets retardés sont
caractéristiques des entomopathogenes fongiques, dont les toxines et enzymes extracellulaires
provoquent des dommages structurés et cumulatifs. Enfin, Benelli et al. (2019) confirment
que les faibles valeurs d’ICso a 48 h indiquent une action synergique entre les métabolites
diffusibles et les processus physiologiques des larves, renforcant I’efficacité larvicide au fil du

temps.

- Test1a72h

A 72 heures d’exposition, 1’effet larvicide du filtrat de Trichoderma sp. devient maximal
et se traduit par une mortalité quasi totale aux concentrations élevées, confirmant une relation
dose-réponse trés marquée. L’absence de mortalité dans le témoin valide une fois de plus la
fiabilité¢ du dispositif expérimental (Lacey et al., 2015). Dans la répétition R1, la mortalité
augmente progressivement dés la concentration 1 (3 larves mortes, soit 30 %), puis
s’intensifie aux concentrations 2 et 3 (respectivement 5 et 6 survivantes), avant d’atteindre
100 % de mortalité a la concentration 4 et 5. En R2, la sensibilité est encore plus rapide, avec
50 % de mortalité dés la concentration 1, suivie d’une réduction continue des survivants
jusqu’a une mortalité totale a la concentration 5. La répétition R3 montre une dynamique
similaire, avec 40 % de mortalit¢ dés la concentration 1, suivie d’une chute drastique du
nombre de survivants aux concentrations 2 et 3, puis une létalité compléte a partir de la
concentration 4. Cette progression réguliere confirme 1’efficacité cumulative du métabolisme
secondaire de Trichoderma sp., dont les composés fongiques (enzymes hydrolytiques,
toxines, peptaibols) nécessitent parfois un délai d’action prolongé pour atteindre un seuil 1étal

(Vinale et al., 2014 ; Harman et al.,, 2004). Ces résultats rejoignent ceux rapportés par
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Chabane et Darouiche (2024), qui ont observé une mortalité accrue aprés 72 h chez Aedes
albopictus exposés a Aspergillus flavus. De méme, Benmansour et al. (2021) ont noté qu’un
filtrat de Fusarium oxysporum sur Culex pipiens entraine une mortalité supérieure a 80 %
aprés 72 h, tandis que Benallal et al., (2010) a signalé une sensibilité¢ élevée d'Aedes
albopictus a divers agents biologiques au-dela de 48 h. A I’international, Faraj et al. (2021)
ont rapporté une mortalité totale a 72 h avec Beauveria bassiana sur Anopheles stephensi, et
Khemissi et al. (2020) ont observé des taux supérieurs a 85 % avec Metarhizium anisopliae
sur Aedes aegypti aprés trois jours d’exposition. La concordance avec ces travaux confirme
que efficacité maximale des champignons entomopathogenes s’exprime souvent apres 48 a
72 h, lorsque les toxines et enzymes dégradent progressivement la cuticule, 1’intestin ou les
tissus hémolymphatiques des larves (Bawin et al., 2016). Ainsi, les données obtenues a 72 h
démontrent clairement le potentiel biolarvicide de Trichoderma sp., comparable a celui
d’autres champignons étudiés en Algérie et a 1’échelle internationale, renforgant son intérét

comme alternative durable dans les stratégies de lutte anti-vectorielle.

A 72 h (Tableau 3), le Test 1 met en évidence une nouvelle baisse des valeurs d’ICsy,
comprises entre 1,34 et 1,51 pg/ml, traduisant une augmentation notable de la sensibilité des
larves au filtrat de Trichoderma sp. La répétition R1 (1,397 pug/ml ; R? = 0,6949) et R3 (1,518
ug/ml ; R* = 0,7018) présentent des coefficients de détermination relativement faibles,
suggérant un ajustement moins précis du modele. En revanche, la répétition R2 (1,342 pg/ml ;
R? = 0,8513) affiche un meilleur ajustement, témoignant de résultats plus cohérents. La
convergence des trois valeurs d’ICs, confirme 1’efficacité accrue du filtrat au bout de 72 h,

malgré quelques variations dans la qualité de I’ajustement statistique (Figure 24).

L’augmentation de D’effet toxique au fil du temps est caractéristique des champignons
entomopathogenes et a ¢ét¢ soulignée par Goettel et al. (2008) et Vega et Kaya (2012), qui
expliquent que les métabolites secondaires fongiques nécessitent un délai d’action pour
atteindre des concentrations létales dans 1’organisme cible. Ce phénomene est également
attribué a 1’accumulation de toxines extracellulaires, d’enzymes hydrolytiques (protéases,
chitinases) et de composés volatils, comme rapporté¢ par Degenkolb et al. (2003) et Harman
et al. (2004) valeurs faibles d’ICs, observées a 72 h sont comparables a celles rapportées par
Benmansour et al. (2021) avec Fusarium oxysporum sur Culex pipiens, et par Chabane et
Darouiche (2024) utilisant des métabolites d’Aspergillus flavus sur Aedes albopictus. De

plus, Benelli et al. (2019) soulignent que les concentrations proches entre répétitions, méme
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en présence de R? variables, traduisent une efficacité biologique réelle malgré une

hétérogénéité expérimentale mineure.

La baisse constante des ICsy entre 24 h, 48 h et 72 h confirme le caractére progressif et
cumulatif de I’action larvicide. Selon Malarvannan et Murali (2017), ce type de dynamique
traduit une pénétration intracorporelle progressive et une inhibition retardée des systémes
physiologiques des larves, notamment ceux impliqués dans la respiration, la digestion et
I’immunité. Toutefois, la variabilit¢ des coefficients de détermination entre les répétitions
peut refléter des disparités individuelles ou des différences de stade larvaire, un phénomene

déja évoqué par Nkya et al. (2013) et Boukhalkhal et al. (2019) dans des essais similaires.

- Test2a24hetd48het72h
- Test2a24h

Dans le deuxiéme test, aprés 24 heures, la mortalité reste relativement faible, ce qui traduit
une action initiale encore limitée du filtrat, probablement liée a une faible diffusion des
métabolites secondaires a travers la cuticule hydrophobe des larves. Les valeurs d’IC50
relevées sont alors relativement élevées, indiquant une tolérance biologique initiale. A cette
phase précoce, les composés volatils tels que les peptaibols, gliotoxines et isocyanates,
produits par Trichoderma sp., commencent a interférer avec les membranes cellulaires et les
processus métaboliques des larves sans provoquer encore de désorganisation majeure. Cette
observation rejoint les travaux de Bohar et al. (2018) en Algérie sur Culex pipiens, qui ont
montré une mortalité limitée a 24 h et une sensibilité croissante aprés 48 h, soulignant le

caractere progressif de I’action du champignon.
- Test2a48h

Apres 48 heures, la mortalité s’accentue de manicre notable, avec une diminution
marquée des valeurs d’IC50, témoignant d’une accumulation et d’une stabilit¢ accrue des
métabolites actifs dans le milieu larvaire. Ce phénoméne d’intensification est attribuable a la
diffusion continue des toxines, mais également a la production d’enzymes extracellulaires
telles que les chitinases, glucanases et protéases qui dégradent progressivement la cuticule et
facilitent la pénétration des composés toxiques dans I’hémocoele larvaire. Ces résultats sont
cohérents avec ceux de Jayaprakash et al. (2021) en Inde, qui ont rapporté une mortalité de
75 % des larves d’ Aedes albopictus aprés 48 h d’exposition au filtrat de T. harzianum, et avec
ceux de Kredics et al. (2018) qui ont démontré 1’effet synergique des enzymes et des

métabolites de Trichoderma sur divers insectes.
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- Test2a72h

A 72 heures, ’effet larvicide atteint son paroxysme avec des taux de mortalité
dépassant 90 %, traduisant une phase d’action maximale et cumulative. Les larves exposées
présentent des signes évidents de nécrose, de décoloration et de rigidité, conséquence d’une
désorganisation compléte de leurs tissus internes. Des observations similaires ont été
rapportées en Tunisie par Messaoudi et al. (2020), ou T. asperellum a induit une mortalité
totale des larves de A. aegypti a des doses comparables aprés 72 h. La courbe de régression
non linéaire du premier test adopte une forme sigmoide typique, montrant une relation dose-
réponse exponentielle : faible mortalité aux faibles concentrations (1-2 %), augmentation
rapide entre 3 % et 4 %, puis stabilisation a 5 %, traduisant un effet de seuil biologique. Le
deuxiéme test confirme cette tendance avec une efficacité accrue dés 24 h, les valeurs d’IC50
y ¢étant plus faibles que celles du premier test, ce qui pourrait étre attribu¢ a une meilleure
homogénéisation du filtrat ou a une stabilité accrue des métabolites actifs. A 48 h, la mortalité
atteint des niveaux trés élevés, confirmant 1’effet cumulatif du filtrat. Ces résultats coincident
avec ceux de Teresa Gracia et al. (2019) en Espagne, qui ont observé une mortalité supérieure
a 90 % sur A. albopictus exposées au filtrat brut de T. asperellum pendant 48 h. En Algérie,
Darouiche (2019) a également constaté un effet comparable sur Culex pipiens avec des IC50
proches de celles observées dans notre étude, confirmant la similarité de comportement des
moustiques vis-a-vis des métabolites fongiques. A 72 h, le deuxiéme test présente des valeurs
d’IC50 encore plus faibles (entre 7 et 10 pg/ml), signe d’une toxicité maximale du filtrat et

d’une saturation des sites d’action au niveau cellulaire.

- Test3a24hetd48het72h
- Test3a24h

Les résultats obtenus apres 24 heures d’exposition montrent une mortalité larvaire
croissante en fonction des concentrations du filtrat de Trichoderma sp., confirmant ainsi un
effet larvicide dose-dépendant. L absence de mortalité dans le témoin valide la fiabilité du
protocole expérimental et 1’absence d’influence de facteurs externes. La mortalité observée
des les plus faibles concentrations (a partir de la concentration 2 dans certaines répétitions)

indique une toxicité précoce du métabolite fongique sur les larves d’Aedes albopictus.

Les valeurs d’ICso obtenues, comprises entre 0,64 et 1,39 png/ml, traduisent une forte
efficacité larvicide des les premieres 24 heures d’exposition. L’efficacité la plus marquée a
été observée dans la répétition R1 (ICso = 0,642 pug/ml ; R? = 0,8169), suggérant une
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sensibilité ¢levée des larves a ce lot de filtrat. Ces valeurs sont comparables, voire inférieures,

a celles rapportées dans d’autres études utilisant des champignons entomopathogenes.

Ainsi, Ghouse et al. (2015) ont observé une mortalit¢ de 75 % des larves de Culex
quinquefasciatus aprés 24 h d’exposition a un filtrat de Trichoderma harzianum, avec une
ICso de 1,2 pg/ml, soulignant une efficacité comparable a celle obtenue dans la présente
¢tude. De méme, Khan et al. (2019) ont rapporté une mortalité significative de Aedes aegypti
exposées au métabolite de T. viride, avec une ICso de 0,8 pg/ml aprés 24 h, confirmant le
potentiel larvicide rapide du genre Trichoderma.Par ailleurs, des résultats similaires ont été
notés avec d’autres champignons entomopathogenes. Soni et Prakash (2012) ont mis en
évidence une mortalité dose-dépendante des larves d’Aedes aegypti exposées aux métabolites
de Beauveria bassiana et Metarhizum anisopliae, avec des ICso de 1,5 et 1,9 pg/ml
respectivement apres 24 h. Ces valeurs, plus élevées que celles obtenues avec Trichoderma
sp. dans notre étude, suggerent que ce dernier champignon pourrait étre plus actif a court

terme.

L’activité larvicide du filtrat de Trichoderma sp. pourrait étre attribuée a la production
de métabolites secondaires toxiques, tels que les trichodermin, gliotoxine ou viridin, connus
pour perturber les membranes cellulaires et les processus métaboliques des insectes (Vinale et
al., 2008 ; Mukherjee et al., 2012). Ces composés agissent souvent par inhibition
enzymatique, altération de la respiration cellulaire ou déséquilibre osmotique, entrainant une

mortalité rapide des larves.

La variabilité observée entre les répétitions (ICso variant de 0,64 a 1,39 pg/ml) pourrait
s’expliquer par des différences dans la concentration effective des métabolites ou dans la
sensibilité physiologique des lots de larves. Ce phénomeéne a également été rapporté par
Abdel-Rahman et al. (2020), qui ont observé une variabilité de I’ordre de 30 % dans la
réponse larvaire aux filtrats de Aspergillus flavus, en raison de facteurs environnementaux et

biologiques.

Globalement, nos résultats confirment les observations de Vasantha et Srinivasan et al.
(2018), selon lesquelles Trichoderma sp. peuvent étre considérés comme des agents larvicides
prometteurs pour la lutte biologique contre les moustiques vecteurs. Leur action rapide, leur
faible concentration efficace et leur origine naturelle en font des alternatives intéressantes aux

insecticides chimiques, souvent associés a la résistance et a la pollution environnementale.
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- Test3a48h

Les résultats obtenus aprés 48 heures d’exposition confirment I’activit¢ larvicide du
filtrat de Trichoderma sp. contre les larves d’ Aedes albopictus. L’absence de mortalité dans le
témoin montre que les mortalités observées sont bien dues a 1’effet du filtrat et non a des
facteurs externes. Comme observé apres 24 h, la mortalité augmente avec la concentration et
le temps d’exposition, traduisant une relation dose- et temps-dépendante, caractéristique des

métabolites bioactifs d’origine fongique.

L’analyse des résultats montre que la mortalité commence a partir de la concentration 2
dans la plupart des répétitions et s’intensifie aux concentrations les plus €levées, bien que la
variabilité entre répétitions reste notable. Cette variabilité pourrait résulter de différences dans
la sensibilité physiologique des lots de larves, ou dans la concentration réelle des métabolites
produits par le champignon, comme le suggérent Abdel-Rahman et al. (2020) dans leurs

travaux sur Aspergillus flavus.

Les valeurs d’ICso enregistrées entre 3,81 et 4,46 pg/ml confirment une efficacité
larvicide notable aprés 48 h, bien que légerement supérieure a celles obtenues a 24 h (0,64—
1,39 pg/ml). Cette augmentation apparente des ICso peut s’expliquer par la dégradation
partielle ou I’inactivation des métabolites fongiques dans le milieu aprés une exposition
prolongée, phénomene également observé par Vasantha-Srinivasan et al. (2018) avec
Trichoderma harzianum et T. viride. Cependant, les coefficients de détermination (R?) élevés,
notamment celui de la répétition R1 (R? = 0,9716), témoignent d’un excellent ajustement du

modele de régression et d’une forte cohérence biologique des données.

Ces résultats sont cohérents avec ceux rapportés par Ghouse et al. (2015), qui ont
observé une mortalité de 90 % des larves de Culex quinquefasciatus apres 48 h d’exposition a
un filtrat deT. harzianum, avec une ICso de 3,9 pg/ml, proche des valeurs obtenues dans la
présente étude. De méme, Khan et al. (2019) ont signalé une ICso de 4,2 pg/ml apres 48 h
pour T. viride contre Aedes aegypti, confirmant une activité larvicide persistante et efficace

dans la méme gamme de concentrations.

En comparaison avec d’autres champignons entomopathogénes, Trichoderma sp. semble
présenter une efficacité équivalente, voire supérieure. Par exemple, Soni et Prakash (2012)
ont observé des ICso comprises entre 5,2 et 6,7 pg/ml pour Beauveria bassiana et

Metarhizium anisopliae contre Aedes aegypti aprés 48 h. Ces résultats suggérent que
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Trichoderma sp. agit plus rapidement et nécessite des concentrations plus faibles pour

atteindre un effet larvicide similaire.

L’activité¢ larvicide observée pourrait étre attribuée a la présence de métabolites
secondaires actifs, tels que la trichodermine, le gliotoxin et le viridin, connus pour induire des
dommages cellulaires et des altérations physiologiques sévéres chez les insectes (Vinale et
al.,, 2008 ; Mukherjee et al., 2012). Ces composés peuvent perturber la respiration
mitochondriale, inhiber certaines enzymes digestives ou altérer la perméabilité des

membranes des cellules intestinales des larves, entrainant leur mort progressive.

Dans I’ensemble, les résultats de cette étude montrent que Trichoderma sp. présente un
fort potentiel comme agent larvicide naturel contre Aedes albopictus, confirmant les
observations d’études antérieures (Vasantha-Srinivasan et al., 2018 ; Khan et al., 2019).
Son efficacité rapide et durable, combinée a une faible toxicité pour I’environnement, en fait
un candidat prometteur pour les programmes de lutte biologique contre les moustiques

vecteurs.

- Test3a72h

Aprés 72 heures d’exposition, les résultats confirment un effet larvicide maximal du
filtrat de Trichoderma sp. sur les larves d'Aedes albopictus. L’absence totale de mortalité
chez le témoin valide la fiabilité¢ du protocole et exclut toute influence de facteurs externes. La
mortalité larvaire observée augmente avec la concentration du filtrat et atteint son maximum a
la concentration 5 dans toutes les répétitions, confirmant un effet dose-dépendant et cumulatif

dans le temps.

Les valeurs d’ICs, trés faibles, comprises entre 0,64 et 1,01 pg/ml, traduisent une
activité larvicide particulierement puissante apres 72 h. Ces résultats indiquent que
I’exposition prolongée accentue 1’action toxique des métabolites produits par Trichoderma
sp., probablement par accumulation des composés actifs et pénétration progressive dans les
tissus larvaires. Toutefois, la variabilité des coefficients de détermination (R?) observée entre
les répétitions — notamment la valeur négative en R2 — suggere une certaine instabilité du
mode¢le statistique, pouvant étre liée a une hétérogénéité biologique entre les lots de larves ou

a une répartition non uniforme du filtrat dans le milieu.

Des tendances similaires ont été rapportées dans d’autres études. Ghouse et al. (2015)

ont observé une mortalité compléte des larves de Culex quinquefasciatus aprés 72 h
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d’exposition a Trichoderma harzianum, avec une ICso de 0,9 ug/ml, ce qui concorde
étroitement avec nos résultats. De méme, Khan et al. (2019) ont signalé une ICsq de 1,12
ug/ml a 72 h pour Trichoderma viride sur Aedes aegypti, confirmant que les espéces de
Trichoderma conservent une efficacité prolongée dans le temps, souvent supérieure a celle

d’autres champignons entomopathogenes.

En comparaison, Soni et Prakash (2012) ont rapporté des ICso plus élevées pour
Beauveria bassiana et Metarhizium anisopliae aprés 72 h d’exposition sur Aedes aegypti (1,8
a 2,4 pg/ml), indiquant que Trichoderma sp. exerce une toxicité plus rapide et plus intense.
Ces observations corroborent celles de Vasantha-Srinivasan et al. (2018), qui ont démontré
que les métabolites de Trichoderma harzianum provoquent une mortalité larvaire supérieure a

95 % apres 72 h, grace a des molécules bioactives telles que la gliotoxine et la trichodermine.

L’efficacité accrue a 72 h pourrait résulter de mécanismes biochimiques progressifs impliquant la
déstabilisation des membranes intestinales, I’inhibition des enzymes digestives, et la perturbation
des voies métaboliques essentielles (Mukherjee et al., 2012 ; Vinale et al., 2008). Ces altérations

cumulatives entrainent la paralysie et la mort progressive des larves.

Dans I’ensemble, les résultats obtenus montrent que le filtrat de Trichoderma sp.
présente une activité larvicide rapide, soutenue et hautement efficace contre Aedes albopictus,
avec des valeurs d’ICs, faibles et une mortalité quasi totale aprés 72 h. Malgré une variabilité
statistique mineure, ces observations confirment que Trichoderma sp. constitue un agent de
biocontrole prometteur pour la gestion des populations de moustiques, en alternative

¢cologique aux insecticides chimiques classiques.

En Europe, notamment en France, Paugam et al. (2021) ont montré que les isolats
européens de Trichoderma produisent des métabolites aux effets entomopathogénes similaires
sur les diptéres aquatiques, soulignant la constance du mécanisme d’action. D’un point de vue
mécanistique, 1’efficacité larvicide du filtrat s’explique par une action double : chimique et
enzymatique. La premicre, rapide, repose sur la diffusion des métabolites secondaires
toxiques dans le milieu aqueux, altérant les membranes cellulaires et inhibant les voies
respiratoires des larves. La seconde, plus lente, correspond a 1’action enzymatique et
mycélienne, qui conduit a la dégradation tissulaire et a la mort progressive. Le profil dose-
réponse non linaire, observé dans les trois tests, traduit une dynamique biologique
cumulative : la toxicité augmente de maniere exponentielle avec la concentration et le temps,

avant d’atteindre un plateau, phénomeéne également décrit par Sari et al. (2021) sur A. aegypti
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Ces résultats concordent avec ceux de plusieurs auteurs ayant étudié 1’effet de
Trichoderma sur d’autres moustiques vecteurs. Rajeshwar et al. (2020) ont mis en évidence
une réduction significative de la survie larvaire sous I’effet de filtrats fongiques, tandis qu’
El-Akhdar et al. (2019) ont souligné I’'importance des métabolites secondaires produits par
T. asperellum. Les travaux de Vinale et al. (2008) ¢t Mukherjee et al. (2012) expliquent ces
effets par I’action combinée de toxines (gliotoxine, viridines, polykétides) et d’enzymes
hydrolytiques (chitinases, glucanases, protéases), capables de dégrader la cuticule et

d’endommager les tissus internes.

En Algérie, méme si les recherches portant spécifiquement sur Trichoderma et Aedes
albopictus restent limitées, plusieurs travaux confirment le potentiel des champignons
entomopathogenes dans la lutte biologique. Benmansour et al. (2021) ont montré une
mortalité dose-dépendante des larves de Culex pipiens exposées au filtrat de Fusarium
oxysporum, ce qui suggere que les champignons telluriques indigénes possédent une activité

larvicide exploitable. De plus, des travaux universitaires récents

(Chabane et Darouiche, 2024) ont rapporté, sur Aedes albopictus, une mortalité importante
et des altérations histologiques suite a 1’exposition a un extrait fongique, confirmant que
différents genres fongiques indigenes peuvent induire des effets comparables a ceux observés
avec Trichoderma. Ces données renforcent 1’idée que les souches locales de champignons
constituent des candidats prometteurs pour des stratégies de lutte biologique adaptées au

contexte algérien.

Ainsi, les résultats de ce travail s’accordent avec les observations de Darouiche Kenza
et Chabane Dihia (2024), qui ont rapporté, sur Aedes albopictus, une mortalité importante et
des modifications histologiques similaires aprés exposition a un extrait d’Aspergillus flavus,
confirmant que différents genres fongiques peuvent provoquer des réponses biologiques
comparables chez les larves d’Aedes. D’autres études ont également exploré 1’activité

biologique de champignons du sol sur des moustiques. Par exemple,

Benmansour et al. (2021) ont testé I’effet du filtrat de Fusarium oxysporum sur les larves de
Culex pipiens et constat¢ une mortalité dose-dépendante, ce qui soutient 1’idée que les
champignons indigénes pourraient jouer un role important dans une lutte antivectorielle

durable.
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Les travaux menés par Benallal et al. (2010) a I’Institut Pasteur d’Algérie ont aussi mis
en évidence la sensibilit¢ d’Aedes albopictus a certains agents biologiques et conditions
environnementales défavorables, confirmant la possibilit¢ d’un controle biologique efficace.
Nos résultats s’inscrivent dans cette dynamique, puisque le filtrat de Trichoderma sp. a
montré un effet larvicide marqué sur les larves d’Aedes albopictus, ouvrant la voie a des

alternatives aux insecticides chimiques.

Sur le plan écologique, l’utilisation de champignons entomopathogenes offre des
avantages importants, notamment 1’absence de résidus toxiques, une sélectivité d’action et un
moindre impact sur les organismes non ciblés. Dans un contexte marqué par I’émergence de
résistances aux insecticides chimiques (Vontas et al., 2012 ; Nkya et al., 2013), le recours a
des agents biologiques comme Trichoderma constitue une option stratégique dans les
programmes de lutte intégrée. De plus, I’adaptation possible des souches locales aux
conditions climatiques et écologiques augmente leur intérét pour les régions méditerranéennes

et nord-africaines.

Cependant, certaines limites doivent étre prises en considération. Les essais réalisés dans
notre ¢tude ont été conduits en conditions contrdlées de laboratoire, ce qui ne refléte pas
parfaitement la complexité des milieux naturels. La variabilité entre souches de Trichoderma,
notamment en termes de production de métabolites bioactifs, constitue également un facteur a
prendre en compte (Harman et al., 2004). 11 serait donc nécessaire de poursuivre les essais en
conditions semi-naturelles et sur le terrain, tout en identifiant précisément les composés actifs
impliqués. L’évaluation de la persistance, de la formulation et de I’impact sur les écosystémes

aquatiques devra également étre approfondie.

En conclusion, les résultats de ce travail confirment le potentiel du filtrat de
Trichoderma sp. comme alternative durable aux insecticides chimiques dans la lutte contre
Aedes albopictus. Le recours a des souches locales, en combinaison avec des stratégies de
lutte intégrée, pourrait renforcer 1’efficacité des programmes antivectoriels en Algérie. Des
investigations complémentaires demeurent nécessaires afin d’optimiser son utilisation et

d’assurer son application sur le terrain dans une perspective écosystémique durable.
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Conclusion

La présente étude avait pour objectif d’évaluer Deffet larvicide du filtrat de
Trichoderma sp. sur les larves d’Aedes albopictus, moustique envahissant et vecteur
d’arboviroses d’importance médicale. L’intérét de ce travail s’inscrit dans le contexte actuel
ou la lutte anti vectorielle repose encore largement sur les insecticides chimiques, dont

I’efficacité est menacée par le développement de résistances et les impacts écotoxiques.

L’identification morphologique a confirmé que les spécimens collectés appartiennent bien
a I’espece Aedes albopictus, caractérisée par des traits morphologiques distinctifs au niveau du
siphon et de ’abdomen. Par ailleurs, 1’isolat fongique utilisé a été identifié comme appartenant
au genre Trichoderma, reconnu pour sa capacité a produire des métabolites secondaires
bioactifs. L.’observation microscopique des larves mortes a révélé la présence de conidies et de

filaments mycéliens fixés sur leur cuticule, suggérant une action entomopathogene directe.

Les résultats biologiques ont montré que I’action du filtrat est progressive et dépendante du
temps d’exposition. Apres 24 heures, 1’effet larvicide reste modéré, mais une intensification nette
est observée & 48 h, avec une diminution marquée des valeurs d’IC50. A 72 h, I’activité atteint son
maximum, les IC50 les plus bas confirmant une efficacité ¢levée et reproductible du filtrat. Ces
observations démontrent que Trichoderma sp. peut constituer une alternative crédible aux

produits chimiques, grace a son efficacité croissante et sa sélectivité vis-a-vis de I’hote cible.

L’analyse statistique a toutefois mis en €vidence des variations entre les tests et des
coefficients de corrélation parfois faibles, traduisant I’existence de facteurs biologiques ou
techniques influencant les réponses larvaires. Ces limites n’enlévent rien a la pertinence des

résultats, mais soulignent la nécessité de compléter ce travail par des recherches plus approfondies.

Ainsi, il apparait que Trichoderma sp. détient un potentiel réel comme agent de biocontrdle
contre les larves d’Aedes albopictus. Ce mémoire met en évidence 1’importance de développer des
alternatives biologiques dans la lutte contre les moustiques vecteurs. Le recours a Trichoderma sp.
s’inscrit dans une perspective de gestion durable, conciliant efficacité, respect de I’environnement
et réduction des risques liés aux insecticides chimiques, contribuant ainsi a renforcer les stratégies
de sant¢ publique face aux maladies transmises par les moustiques. Approfondir la

compréhension des mécanismes d’action responsables de I’effet larvicide.
Pour valoriser cette approche, des études complémentaires devront étre menées afin .

» d’approfondir la compréhension des mécanismes d’action responsables de I’effet larvicide.

de tester I’efficacité dans des conditions environnementales variées.

» d’évaluer I’impact sur les organismes non-cibles . et d’intégrer ce champignon dans des

programmes de lutte intégrée
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Annexe 1 :

Matériels de travail

Annexes

Matériels Appareils Produit
Micropipettes. Réfrigérateurs et - Relaxant :
Etiquettes et marqueurs. congélateurs. combistress,
Papier filtre. Micro-ondes. solution injectable
Pinces et sp.atules. Centrifugeuses. pour
Cages d’¢levage 30 cm™ 30 cm. Balances. administration
Asp.irateur a bouche. Incubateurs. .M profonde ou
Gobelets en plastique. Microscopes. L.V lente.
P?pler buvard. ‘ Sp..ectrophotometres. _ Croquette de chat.
Pipettes en plastique. Agitateurs et
Passoire. mélangeurs. - Jussucré a 10%
Seringue 1 cc pour I’injection. Microscope optique.
Verrerie (éprouvettes graduée, fiole Humidificateur. (50 g de sucre / 500

jaugé, pipette, tube a essai, bécher,
entonnoir,  boite de  pétrie,
cristallisoir, flacons).

Micropipettes.

Coton.

ml d’eau distillée).

- Eau distillée.
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Composition du Réactif de Bradford

e Blue de Coomassie G250..........oiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeen 50mg
o Ethanol @ 95%....couiiiii i 25ml
e Acide Phosp.horique(H3PO4) a 85%.....ccooviiiiiiiiiiiiiiiiaa, 50ml
o EauDistillée......ooooiiiii 425ml

Composition de gélose Sabouraud chloramphénicol

o Peptone de Casi€ne..........ovvuieiiiii e 5,00
o Peptonede viande...........ooiiiiiiiiiiii 5,00
e  Glucose monohydraté.............oooiiiiiiiiiiii 40,00
o Chloramphénicol............cooiiiiiiiii e 0,50
L ) ot 15,00

pH final a 25°C : 5,6+- 0,2

Composition du milieu YPD

@ POPIONE. ..ttt 20g
o Extraitde levure.........cooiiiiiiiiii i 10g
L B 1) 5 (1] 20g
®  GRLOSE. .. ettt 15g

pH final (a 25°C) : 7,5+- 0,2

Annexe 2 : Logiciel d’identification et d’enseignement « Les moustiques d’Europe ».
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Annexe 3 : Résultats détaillés des régressions de test 1 a4 24 h

Tableau 1 : Valeurs d’ICso (ugml™) et coefficients de détermination (R?) de effet larvicide

du filtrat de Trichodermasp. Sur les larves d’Aedes albopictusa de test 1 a24 h

Répétitions ICso (ng/ml) R’ Log ICs

R1 22,77 0,7121 1,357
Test 1

R2 8,715 0,8484 0,9403

R3 8,917 0,9094 0,9502

Annexe 4 :Résultats détaillés des régressions de test 1 a 48 h

Tableau 2 :Valeurs d’ICsg (ug'ml'l) et coefficients de détermination (R?) de ’effet larvicide

du filtrat de Trichodermasp. Sur les larves d’Aedes albopictus de test 1 a 48 h.

R ICso (ng/ml) R Log ICs
Test 1 R1 4,467 0,9716 0,6500

R2 4,663 0,8590 0,6687

R3 3,612 0,8735 0,5577

Annexe 5 :Résultats détaillés des régressionsde test 1 a 72

Tableau 3 :Valeurs d’ICsy (ugml™) et coefficients de détermination (R?) de 1effet larvicide

du filtrat de Trichodermasp. Sur les larves d’Aedes albopictus testla 72 heures.

R ICso (ng/ml) R’ Log ICs

R1 1,397 0,6949 0,1453
Test 1 R3 1,342 0,8513 0,1279

R3 1,518 0,7018 0,1812
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Annexe 6 :Résultats détaillés des régressionsde test 2 a 24 h

Tableau 4 :Moyennes et écarts-types des valeurs d’ICsy (ugml™') par test et par durée

d’expositionde test 2 a 24 h.

R ICso(ng/ml) R Log ICsy

R1 3,476 0,44558 0,4902
Test 2 R2 2,428 0,1899 0,7197

R3 3,839 0,3596 0,6923

Annexe 7 - Résultats détaillés des régressionsde test 2 a 48 h

Tableau 5 :Moyennes et écarts-types des valeurs d’ICsy (ugml™') par test et par durée

d’exposition de test 2 a 48 h.

R ICso(ng/ml) R’ Log ICs

R1 3,476 0,44558 0,5410
Test 2 R2 2,428 0,1899 0,3853

R3 3,839 0,3596 0,5842

Annexe 8 - Résultats détaillés des régressionsde test 2 a 72 h

Tableau 6 - Moyennes et écarts-types des valeurs d’ICsy (ugml') par test et par durée

d’exposition de test 2 a 72 h.

R ICso (ng/ml) R Log ICs
Test 2 R1 3,476 0,4458 0,5410

R2 2,428 0,1899 0,3853

R3 3,839 0,3596 0,5842
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Annexe 9 - Résultats détaillés des régressions de test 3 a 24 h

Tableau 7 - Moyennes et écarts-types des valeurs d’ICsy (ugml™) par test
d’exposition de test 3 a 24 h.

et par durée

R ICso(ng/ml) R Log ICs

R1 0,6422 0,8169 -0,1923
Test 3 R2 1,395 0 ;6964 0,1447

R3 0,7120 0,7082 -0,1475

Annexe 10 - Résultats détaillés des régressions de test 3 4 48 h

Tableau 8 - Moyennes et écarts-types des valeurs d’ICsy (ugml’) par test et par durée

d’exposition de test 3 a 48 h.

R ICso (ng/ml) R’ Log ICs

R1 4,467 0,9716 0,6500
Test 3 R2 3,813 0,5940 0,5813

R3 4,048 0,7596 0,6073

Annexe 10 - Résultats détaillés des régressions de test 34 72 h

Tableau 9 - Moyennes et écarts-types des valeurs d’ICsy (ugml') par test et par durée

d’exposition de test 3 a 72 h.

R ICso (ug/ml) R Log ICs
Test 3 R1 0,6422 0,8169 -0,1923

R2 0,9484 -2,713 -0,02301

R3 1,019 0,6561 0,008240
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Résumé

Au cours de cette étude, nous avons évalué I’effet larvicide du filtrat de Trichodermasp.sur les
larves d’Aedes albopictus aux stades L3 et L4. L’isolat fongique a été identifié macroscopiquement
et microscopiquement, tandis que 1’observation des larves mortes a révélé la présence de conidies et
de mycélium fixés sur leur cuticule, confirmant une action entomopathogene directe.

Les tests biologiques ont montré un effet larvicide proportionnel a la concentration utilisée et
a la durée d’exposition. Apres 24 heures, I’efficacité reste modérée, mais elle s’accentue nettement
a 48 h pour atteindre un maximum a 72 h, avec des valeurs d’ICsy comprises entre 6,7 et 10,3
ng/ml. Ces résultats traduisent le potentiel élevé de Trichodermasp.comme agent de biocontrole.

Ainsi, cette étude met en évidence I’intérét d’intégrer Trichodermasp.dans des stratégies de
lutte antivectorielle, offrant une alternative efficace, écologique et durable aux insecticides
conventionnels.

Mots-clés : Aedes albopictus, Trichodermasp., effet larvicide, ICso, lutte biologique.

Abstract

In the course of this study, we evaluated the larvicidal effect of Trichodermasp. filtrate on
Aedes albopictus larvae at stages L3 and L4. The fungal isolate was identified both macroscopically
and microscopically, while the observation of dead larvae revealed the presence of conidia and
mycelium attached to their cuticle, confirming a direct entomopathogenic action.

Biological tests demonstrated a larvicidal effect proportional to the concentration applied and
the duration of exposure. After 24 hours, mortality remained moderate, but it increased significantly
at 48 h and reached its maximum at 72 h, with ICsy values ranging between 6.7 and 10.3 pg/ml.
These findings highlight the strong larvicidal potential of Trichodermasp. against mosquito larvae.

This study therefore suggests that Trichodermasp. could be integrated into vector control
strategies as an effective, ecological, and sustainable alternative to conventional chemical
insecticides.

Keywords :Aedes albopictus, Trichodermasp., larvicidal effect, ICso, biological control.
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