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Abstract

In the context of evaluating the effect of entormbpgenic microorganisms on locusts, we opted tearh the impact oBacillus
sphaericusand Pseudomonas fluorescetw 1l bacteria on the fifth instafLs) of the migratory locustLocusta migratorialarva.
The bacterial strains used were isolated fromisad grove in the south of Algeria, they are pedfiand identified. Locusts are derived
from a mass rearing in laboratory.

It is noted from the results obtained in individkifdleated with 3 increasing concentration®Bofphaericughat mortalities of 76.67%,
53.33% and 43.33% are achieved on the 22nd day RVitluorescensthe final mortality rate is 100%, it is obtaint 18 th day for the
high concentration. About the kg we find that the L5 larvae &f. migratoria treated withP. fluorescengpresent L, varying between
4.91 and 15.43 days and depending on the condentrzed. Moreover, the larvae treated vBthsphaericusave the highest Ls§ with
values ranging from 19.87 to 22.8 days for theglo@ncentrations used.

Regarding the L& can be seen that as time increases, thg tl€creases. In fact the lowest dg@re achieved on day 14 and §,Cthe
higher are recorded on the 2nd day. Finally, weentttat the length of thesLstage development is also influenced by two
entomopathogenic.

Keywords:Locusta migratoria; Pseudomonas fluorescens; Basifiphaericusmortality; LTso; LCso.
Résumeé

Dans le cadre de I'évaluation de I'effet des micgamismes entomopathogenes sur les acridiensppiégpour une étude sur I'incidence
des bactérieBacillus sphaericus et Pseudomonas fluorescensl pgur les larves du cinquiemesjlstade du criquet migrateuocusta
migratoria.

Les souches bactériennes utilisées sont isoléearta du sol dans une palmeraie située au sud Algéie, Elles sont purifies et
identifiées. Les criquets sont issus d’un élevagemasse muni au laboratoire.

On constate a la lumiére des résultats obtenug, lgseindividus traités par 3 concentrations cenigss deB. sphaericusque des
mortalités de 76, 67%, 53, 33% et 43, 33% sontrulee le 29™ jour aprés le traitement. Avét fluorescensle taux de mortalité finale
est de 100%. Il est atteint le ¥®jour aprés le traitement pour la forte concentraiontre 70% et 63,33% respectivement pour la
moyenne et la faible concentration atteintes @%aur aprés le traitement.

L'examen des Ttymontre que les larves L5 de migratoria traitées paP. fluorescengrésentent des Eb.qui varient entre 4,91 jours et
15,43 jours en fonction de la concentration utdisear ailleurs, les larves traitées pasphaericuprésentent les Ty les plus élevés avec
des valeurs allant de 19, 87 a 22, 8 jours pouB lesncentrations utilisées.

En ce qui concerne les gJ-on constate que plus le temps augmente, la diminue. En effet, les Gk les plus faibles sont obtenues le
145™ jour et les Cky,les plus élevées sont enregistrées®l€ pur. Enfin, on note que la durée de développerdenstade L est aussi
influencée par les 2 entomopathogénes.

Mots clés: Locusta migratoria; Pseudomonas fluoees; Bacillus sphaericus; mortaljté Lso, CLso.
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1. Introduction

Les acridiens constituent souvent en régicmudes,

la biomasse la plus importante de I'entomofaune des

cultures, des friches, des jachéres ainsi que éesagges.

On trouve couramment 10 a 15 especes dans chapee ty

de biotope [1].
Parmi les criquets ennemis des cultures sahélierires
1758)

constitue un ravageur majeur en période d'invasias

criguet migrateur Locusta migratoria (Linné,

dégats sont essentiellement limités aux graminglesgue
le mil, le mais, le riz, la canne a sucre, le biéaetres
especes [2]. La presence de ce ravageur accrat l@n
risque d’érosion sociale et de pauvreté [3].

En Algérie, le développement de l'agriculture sadrare
avec lintensification des périméetres de mise elewaen
irrigué a partir des années 1980 a entrainé deomies
modifications du peuplement acridien [4] notammaahs
la wilaya d’Adrar en induisant la colonisation desc
biotopes par le criquet migrateur migratoria cinerascens
[5].

Les mesures préventives de lutte contre ce ravageur
déja donné quelques résultats positifs ce qui e t
encourageant [6]. Cependant, les méthodes actudie
lutte curative utilisent des produits insecticideguides
dont les matiéres actives appartiennent a la fandks
organophosphorés, des pyréthrinoides et des catbauta
synthése. Ces préparations se sont révélées asldrés
efficaces sur le criquet mais aussi néfastes sur
nombreuses autres espéces animales du biotopk [7; 8

De ce fait, la lutte microbiologique est une al&tive trés

des Bacillaceag des Pseudomonadaceaeet des
Enterobacteriaceae Normalement, elles pénétrent dans
leurs hotes par la bouche, parfois par les blessore
encore sont libérées dans I'hémocoele par les méieat
avec lesquels elles vivent en symbiose [10].

En effet, de multiples recherches récentes ont'ddjet de
résultats prometteurs pour trouver des produitase ke
bactéries entomopathogénes qui perturbent ou méme q
stoppent la croissance des larves.

Plusieurs études antérieures ont été réalisées ldabst
d'évaluer l'effet des bactéries entomopathogeneslesu
acridiens [11;12;13].

En Algérie, il n'existe que peu d'études rigoureuseir
'emploi des bactéries dans la lutte antiacridien@elles
qui existent concernent surtout des bactéries fesrpar
des laboratoires étrangers testées dans un cadité [b;
14].

C'est dans ce concept que ce travail s'inscrit etren
objectif essentiel est d’étudier les incidenceddgigues de
deux souches de bactéries entomopathogénes auteshto
isolées a partir du sol au sud Algérien sur le umiq
migrateurLocusta migratoriaet de déterminer les F4.et
CLso.

2. Matériel et méthodes

2.1.Matériel biologique

de

Les criquets: I'étude est effectuée sur l'espéoeusta

migratoria. On a choisi des larves di™ stade pour leur

prometteuse pour assurer une protection phytos@nita grande taille, ells sont donc faciles & manipulees

performante par [l'ubiquité naturelle des

microbiologiques dans les écosystemes, leurs gsande

variétés, leurs disséminations faciles, leurs dipéés
d’action et aussi leurs persistances dans |'enmigarent
[9]. Les bactéries les plus importantes qui prowsqudes

maladies chez les insectes sains appartiennernfaamikes

agents individus sont issus d'un élevage en masse mené au

laboratoire.

Les bactéries entomopathogénes: a utilisé desouches

autochtones isolées a partir d'un sol cultivé ailnaBa

Algérien (Adrar).
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2.2.Echantillonnage du sol

Des échantillons du sol ont été prélevés a paitin gol
cultivé dans la région de Zaouiet Kounta dans l@yai
d’Adrar le 3 janvier 2008.

2.3.1solement

Les différents échantillons du sol sont séchésréémpent,
tamisés et finement broyés

Aprés cela, 10 g de sol sont suspendus dans 90eaul d
physiologique sterile. Des dilutions successivesit so
ensuite préparées jusqu'a la dilution finale quides10.
Les différentes dilutions préparées sont ensemsnpée

étalement pour la purification des isolats.

Le milieu utilisé dans l'isolement et la purificati de la
souche bactérienne du genBacillus, c'est la gélose
nutritive ordinaire (GN) qui est employé pour l@issance
des micro—organismes non exigeants. Pour Pseudomonas
le milieu utilisé c’est le King B qui permet la phaction de

la fluorescéine (ou pyoverdine) [15].

Enfin, I'identification et la caractérisation taxamique des

bactéries isolées reposent principalement sur d&tde

En plus, un séquengage partiel d’ARN 16s est ©g@aur

I'identification génétique des isolats bactériens.

2.4.Préparation des suspensions bactériennes et

détermination des concentrations

Pour la préparation de la solution mére des bastéon
procéde a un ensemencement sur gélose nutritivedsAp
incubation a 30°C pendant 24 heures, la solutiorenest
préparée en prélevant quelques colonies et emdesiliant
dans un tube contenant 5 ml de bouillon nutritif.

Des dilutions successives sont ensuite préparémes, e
prélevant 1 ml de la suspension mére et en l'inti<aht
dans un tube contenant 9 ml d’eau physiologique.

Pour déterminer la concentration des dilutions érémtnes
utilisées dans les traitements biologiques, on iai da
méthode de la turbidimétrie [15].

2.5.Mode d’application des traitements biologiques

Pour I'application des traitements biologiquies, larves du
5°™ stade dd.ocusta migratorizdgées de 48h sont traitées
par voie buccale a l'aide d’'une micropipette erevaht

20 pl de la suspension bactérienne et en lintisshti

plusieurs caractéres macroscopique et microscopique directement dans I'appareil buccal de la larve. té@soins

correspondant principalement au type des colonias,
forme des cellules bactériennes et leur mobilité.
L'identification des especes isolées a nécessitgles) des
caracteres physiologiques et biochimiques tel gise ran
évidence du type respiratoire, présence et posites
spores, type de Gram, recherche de l'enzyme catalas
oxydase, levane sucrase et arginine di hydrolasse an

evidence de la Réaction de Voges Proskauer (VP),

dégradation de certains substrats tel que gélatminle,

sorbitol, nitrate, mannitol, citrate, tartrate [1%].

recoivent le méme volume d’eau physiologique séril

Les larves sont traitées par 2 souches en utiligant
concentrations pour chacune (Cl1l, C2 et C3). Pour le
Bacillus sphaericusles concentrations utilises sont 1,72
mg/ml, 0,75 mg/ml et 0,28 mg/ml. En ce qui concelame
Pseudomonas fluorescehslll, on a opté pour 1,7 mg/ml,
0,65 mg/ml et 0,31 mg/ml. Pour chaque entomopatih@ge
le traitement s’est réalisé a raison de 30 indisighar
concentration répartis en 3 lots contenant chacOn 1

individus.
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2.6.Calcul des pourcentages de mortalités

Le pourcentage de mortalité observée chez les darke
témoins et traitées par les bactéries est calcliddédi de la

formule suivante:

Nombred 'indiv idus morts

Mortalité observée = x 100

Nombre total d’indiv idus

2.7.Calcul des Tkg et des Cly

Avant de calculer les Teh et lesCLsg, le pourcentage de
mortalité observée est corrigé par rapport au térselon
la formule d’ABBOT (1925).

M2 -M1

MC%= x 100

100 -M1

M1 : Pourcentage de mortalité chez les témoins.
M2 : Pourcentage de mortalité chez les traitées.

MC% : Pourcentage de mortalité corrigée.

Pour calculer les Ty (temps létal pour 50% des
individus), on a transformé les temps en logarithme
décimaux et les valeurs de mortalité corrigée esbifs.
Pour calculer les G (concentration nécessaire pour tuer
la moitié d'une population), on a transformé les
concentrations utilisées (C1, C2 et C3), en logards
décimaux et les valeurs de pourcentages de mértatit

probits.
2.8. Effet des bactéries sur le développement larvaire

La durée de développement larvaire a été calcuéerant
compte des mues larvaires depuis fd°4nue jusqu’au

stade imaginal.

2.9. Analyse statistique

Pour confirmer [l'efficacité des traitements biolpges
effectués, les résultats obtenus sont soumis asts tie
l'analyse de la variance. Les valeurs dg0,05 sont
considérées statistiquement significatives. Nousnav
appliqué en outre le test de Tuckey ou test defférence
franchement significative qui permet de vérifier la
significativité de la variable d'intérét entre test les

combinaisons des modalités. Le Logiciel utilisé ks

XLSTAT.

3. Résultats et discussion

3.1.Effet sur la mortalité

Les résultats des taux de mortalité journaliére ém
enregistrée chez les larves L, témoins et traitées par les

deux bactérieB. sphaericuset P. fluorescenshvlll sont

portés respectivement sur les figures 1 et 2.

Chez les larves 4.témoins, on a enregistré un taux de

mortalit¢ de 3,33% stable durant tout le stade de
développement. Par contre chez les larves trajiée8.
sphaericus,des mortalités de 76,67%, 53,33% et 43,33%
sont obtenues respectivement pour les concentsatidn
C2 et C3, le 22éme jour. L'étude de leffet d&
fluorescenssur la mortalité des larves; He L. migratoria,
nous a permis d'enregistrer un taux de mortalitd @@%,
le 18 éme jour apres traitement par la concentraiib. Par
contre 70% et 63,33% de mortalité sont obtenuso2®sj

apreés traitement par les concentrations C2 et C3.

L'analyse de la variance révele une différence trés
hautement significative au seuil de 5% (F= 31,3dd=
262; p<0,0001) et (F=47,664; ddI=262; p<0,00Qttjeele

lot témoin et les lots traités par les 2 bactétestéesB.
sphaericuset P. fluorescensDe méme le test de Tuckey

montre une différence significative entre toutes le
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combinaisons; (T, C1), (T, C2), (T, C3), (C1, &2, C3)
et (C1, C3). Les effets du témoin et des trois sldestées,

sont donc statistiquement différents.

8
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Fig. 1: Taux de mortalité journaliere cumulée desvds s de
L.migratoria traitées parB. sphaericusaux doses Cl= 1,72 mg/ml,
C2=0,75 mg/ml, C3=0,28 mg/ml.
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Fig. 2: Taux de mortalité journaliere cumulée desvds L5 de
L.migratoria traitées paiP.fluorescendvlll aux doses Cl= 1,7 mg/ml,
C2=0,65 mg/ml, C3=0,31 mg/ml.

La comparaison de l'activité toxique de 600 soucties
Bacillus thuringiensissolées a partir du sol et d’insectes
morts, en Chine, a permis de recenser 3 souch&eglot
d'une grande efficacité contreLocusta migratoria
manilensis(plus de 70 % de mortalité) [L7Par ailleurs,

des tests menés sur 109 souches de la méme esgaes,

de la Péninsule Ibérique et des iles Canariespemis de
sélectionner, 3 souches efficaces contre [I'Acridida
Dociostaurus maroccanygq18].

D’autre part, un taux de mortalité de 100% a ditemu
chez les larvesdde Schistocerca gregariau bout du

21°™ jour aprés traitement par la concentration deldf3
spores/ml ddacillus subtilis[19].

Un étude réalisée sur I'effet d@acillus subtiliset Bacillus
thuringiensisa I'égards des larves @&histocerca gregaria

a permis d'enregistrer une mortalitt de 80% apres
traitement des larves,lpar Bacillus thuringiensisau bout

de 18 jour avec un taux de 90% atteint 18" four aprés

le traitement paBacillus subtilig20].

Enfin, le traitement des larveg teLocusta migratorigoar

la souche bactériennePseudomonas fluorescens bvaV
provoqué des symptdmes et comportements trés
remarquables (mortalité, difficulté de la mue inmadg,
changement de couleur et retard de la maturitéeflexu
avec une chute du taux des protéines et une augtizent

du taux des glucides hémolymphatiques [21]

3.2.Calcul des Tkqy

Nous avons procédé au calcul des temps létaux ati bo
desquels 50% des individus demigratoria sont morts
(TLsg) pour les 2 bactéries testéeB. sphaericus et P.
fluorescendvlll.

Par la suite les équations des droites de régressi®nues

sont utilisées pour le calcul desspi(Tableaux 1 et 2).

Tableau 1:

Equations des droites de régression, coefficiemtscatrélation et les

valeurs des Tig des larves L5 de. migratoriatraitées auB. sphaericus

Doses L’équation de la Coefficient de TLso

(mg/ml) droite de régression| Corrélation R2

C1=1,72 y=1,281x + 3,337 0,80 19,87 Jours
C2=0,75| y=2,391x + 1,883 0,71 20,12 Joyrs
C3=0,28 | y=3,277x +0,550 0,57 22,8 Jours
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Tableau 2: ce qui signifie que la mortalité et les concentnagdi sont

Equations des droites de régression, coefficiemtscarrélation et les fortement corrélés [23].

valeurs des Tig des larves L5 delL. migratoria traitées au

P.fluorescensvlil Tableau 3:

Doses L'équation de la Coefficient de TLso Equations des droites de régression, coefficiemtscatrélation et les
(mg/ml) Droite de régression| Corrélation R2 valeurs des Clgdes larves L5 de. migratoriatraitées alB. sphaericus
C1=1,7 y=3,654x + 2,476 0,74 4,91 Jourp Temps L’équation de la Coefficient de Clso
C2=0,65 y=3,016x +1,651 0,89 12,90 Joyrs droite de régression | Corrélation R2 (mg/ml)
C3=0,31 y=2,765x +1,714 0,79 15,43 Joyrs 5 jours - - -
7 jours - - -
L'examen des Tk montre que les larvessLde L. L4jours | y=1,0829x + 3,663 099 L7l

. . ., , . -2 Non déterminé
migratoria traitées paP. fluorescenprésentent une faible

valeur avec 4,91 jours aprés traitement par laefddse Tableau 4:

contre 12,90 jours pour la dose intermédiaire e43ours

pour la faible dose. Les larves traitées Barsphaericus  valeurs des Gl

p 2 p P.fluorescendvlll
présentent les Tk les plus élevés avec des valeurs allant

Equations des droites de régression, coefficiemtscatrélation et les

des larves L5 delL. migratoria traitées au

de 19,87 & 22,8 jours pour les 3 doses utilisées. Temps | L'équationdela | Coefficient de Clso
droite de régression| Corrélation R2 (mg/ml)
En effet, une étude antérieure a révélé 50% deafitérau 5 jours y= 1,5559x+ 2,9991 0,95 1,93
bout d'une durée inférieure a 3 jours aprés trastendes 7 jours y=1,1991x + 3,4505 0,94 1,95
larves (I et L) de Schistocerca gregaria par 4jours | y=1,2762x+4,0821 0,90 0,52

Pseudomonas aeroginosala dose de 1,71 1QFC/mI
[22].

De plus, lors du traitement par injection, aux &l de

Locusta migratoriades spores et des cellules végétatives de

Bacillus subtilis; les résultats montrent que les spores ont

une action plus rapide (E¢-inférieur a 2 jours) que les
cellules végétatives (Tkde 6.2jours) [5].

Enfin, le traitement des larves He Schistocerca gregaria
par la dose de 7,3.1@pores/ml deB subtilisa induit un
TLso de 6,79 jours [19].

3.3.Calcul des CL,

Nous avons procédé au calcul
bactériennes qui tuent 50% des individus.denigratoria.
Les résultats sont donnés danstédseaux 3 et 4.

D’ aprés les résultats obtenus, on remarque quealesirs
de R2? sont toutes comprises entre 0 et 1. La etivél est

donc positive. Ces valeurs sont presque touteshpsode 1

des concentrations,

Il se révele aussi selon les tableaux ci-dessus, lgs
concentrations létales pour 50% des individus wanians
le temps en fonction des bactéries.

On constate que plus le temps augmente, lg @iminue.
En effet, les Cl, les plus faibles sont obtenues 1™ 4our
avec 0,52 mg/ml et 1,71 mg/méspectivement pour les

souched. fluorescensdv Il et B. sphaericus

On dit qu'un insecte est sensible & un insectididené, si
une faible dose suffit pour provoquer sa mort [24].

En effet, la comparaison des §lapres traitement par les
souche®acillus sp(HE799656) eBacillus sp(HE805963)
montre que la Cig est en relation étroite avec le temps et
elle varie en fonction de la souche bactérienné¢d25].

Les Clsg augmentent aussi en fonction du stade de
développement de l'acridien [26]. En effet, 'aute@
constaté lors d'une étude réalisée sur des indsvide

différents stades deéSchistocerca gregariaraités par
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Beauveria bassianaet Metarhizium anisopilae que les
Clso chez les larves du®lstade étaient plus faibles que

chez les imagos.

3.4.Effet des bactéries sur le développement larvagré.d

migratoria

Les résultats de la durée de développendest s de L.
migratoria témoins et traitées paB. sphaericus(1,72
mg/ml, 0,75 mg/ml et 0,28 mg/inét P. fluorescensdvilll
(1,7 mg/ml, 0,65 mg/ml et 0,31 mg/ml) (Fig. 3) nemi
que la durée moyenne de développement des lagvestL
de 15,48 pour les individus témoins. La durée 4li &ade
larvaire chez les individus traités par les C1,e62Z3 de
de 23,36; 21,28 et 20,58
respectivement. En parallele le stadedure 20,18 et 20,05

B.sphaericus est jours
respectivement chez les larves traitées par lest@23 de
P. fluorescendvlll avec la mort de I'ensemble des larves

traitées par la dose C1 de la méme bactérie.

~
n
|

HCl
20,18

20.05

1
(=]
L

[ R

Temps (jours)
M
[ex]

15,48

10

0]
e

Temaoin B. sphaericus P fluo. bwvlill

Souches bactériennes

Fig. 3: Durées moyennes de développement larvéiez tes L5 de..

migratoria traitées par les bactériBs sphaericugt P.fluorescengvlll.

Les témoins présentent donc, les durées les plugeso
Les individus traités par les doses C3 et C2 aatierées

de développement intermédiaires alors que ceutésraiar

la dose Cbnt enregistré les durées les plus longues. Nous

signalons aussi des mortalities, des difficultéslalenue

imaginale et des malformations chez les survivants.

L’ANOVA indique une différence trés hautement
significative au seuil de 5% (F= 31,785, ddI=110;®001)
entre le lot témoin et les lots traités fgarsphaericusDe
méme I'application du test de Tuky montre une dédfie
significative entre le témoin T et les 3 dosesisdés; (T,
C1), (T, C2) et (T, C3) et entre C1 et C3. Néanmpola
dose C2 ne montre pas de différence significatinec des

doses C1 et C3.

Chez les grégaires au Sahel, la durée du dévelaggem
larvaire est d’'une trentaine de jours. Le stadplles bref
est le premier. Tandis que le cinquieme stade egiius
long. En pourcentage, la durée du stade 5 est dé 82 la
durée totale du développement, soit 11 jours avate
durée totale de développement de 34 jfbirs

Des durées de développement allant de 20 a 23158 jo
sont enregistrées chez les larvesde Locusta migratoria
traitées par la souche bactérierBecillus sp(HE805963)
isolée du sol au niveau de la région d’Adrar auedés
Algérien [25]

Un des aspects intéressants constatés lors d'wrde ét
précédente, est que les bactéries perturbent lgbolé&tme

de Locusta migratoriapuisque les larves traitées a faible
dose deBacillus subtilismontrent une perte de poids. De
plus, la vitellogenése est inhibée lors de la nadimm des
ovocytes terminaux dans la phase pré-reproductiileyea
augmentation de la résorption ovocytaire a la phase

reproductive [5].

Par ailleurs, On note que l'acridien infecté seesle

s'alimenter et de s’agiter. Il cherche refuge ddes
buissons. Le contenu intestinal se liquéfie, devjanne
et entrainent

puis noir, des diarrhées surviennent

rapidement la mort de l'insecte [27].

Revue « Nature & Technologie ». B- Sciences Agrorngues et Biologiques, n° 12/ Janvier 2015, Pagea 987



Evaluation de la toxicité de Pseudomonas fluoresceret Bacillus sphaericus a I'égard du criquet 105
migrateur Locusta migratoria (Linné, 1758)

Enfin, des études récentes ont montré que l'atibs des
bactéries en tant que bio-insecticide sur les etxjwffre

des perspectives également prometteuses [18].
4. Conclusion

A travers ce travail, nous avons réalisé une étudeles
incidences biologiques de deu+
. X bactéries Bacillus sphaericu¢l,72 mg/ml, 0,75 mg/ml

et 0,28 mg/ml et Pseudomonas fluorescefis7 mg/mil,

0,65 mg/ml et 0,31 mg/ml) sur les larves d&"5stadedu
criquet migrateut.ocusta migratoria

Le traitement des larves par ces bactéries a ptavaogs

d’étudier leurs toxicités apres I'extraction. It @ méme
pour la souchd®’seudomonadluorescensbv Ill. Donc, il
est tres important de faire I'extraction de sesbastiques
afin de définir leur impact et I'efficacité de chexcsur le
criquet migrateur dans le but d’élargir leur speattaction

et de les intégrer dans la lutte antiacridienne.
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