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Résumeé

Etude de Evaluation de I'efficaté biologique de I'huil essentielle de Pinus halepensis et
des champignons entomopathoghes Contre les ravageurs des cultures

Notre étude s'inscrit dans le cadre de la lutte biologique. Elle consiste a tester au laboratoire
I’effet de I’extrait d’huile essentielle des feuilles du pin d’Alep (Pinus halepensis) ainsi que
I’effet de deux champignons, Metarhizium anisopliae et Trichoderma sp., contre les larves et
les adultes de Tenebrio molitor et les larves de Zophobas morio. Cette étude a montré que
I’extrait d’huile essentielle du pin d’Alep est efficace contre les insectes étudiés. Cette
efficacité varie en fonction de la dose utilisée, du temps d’exposition et du stade de
développement de I’insecte. Les résultats ont révélé que plus la dose augmente, plus le taux de
mortalité est élevé et plus le temps d’exposition est long, plus la mortalité devient importante.
Chez les larves de Tenebrio molitor, la mortalité a augmenté progressivement dans les trois
traitements jusqu’a atteindre 100 %. Le traitement D1 a présenté I’effet le plus rapide avec
une mortalité de 60 % des J1 et 100 % a J5. Le traitement D2 a atteint 100 % a J6, tandis que
le traitement D3 a montré une action plus lente avec une mortalité de 40 % a J1 et une DL50
atteinte a J2. Chez les larves de Zophobas morio, les résultats ont montré une activité
insecticide importante de 1’huile essentielle. Le traitement D3 a enregistré 70 % de mortalité
dés J1, suivi du traitement D2 avec 50 % et du traitement D1 avec 30 %. Les trois traitements
ont atteint une mortalité totale de 100 % a J7. Concernant les adultes de Tenebrio molitor, la
mortalité a augmenté progressivement jusqu’a atteindre 100 % a J5. Le traitement D1 a
présenté la meilleure efficacité avec une DL50 atteinte entre J2 et J3, suivi par D2 puis D3.
Aprés le traitement des insectes par Metarhizium anisopliae et Trichoderma sp., les
observations ont montré une diminution progressive de I’activité locomotrice, un
ralentissement des déplacements, une réduction de I’alimentation ainsi qu’un affaiblissement
général des insectes traités. Les effets observés variaient selon les concentrations appliquées
et la durée d’exposition. Les deux champignons ont exercé une influence sur le comportement
et la vitalit¢ des larves et des adultes, traduisant leur potentiel en tant qu’agents de lutte
biologique. Pour les témoins, aucune mortalité ni modification notable du comportement n’a
été enregistrée durant toute la période de I’essai. Les résultats obtenus démontrent que ’huile
essentielle de Pinus halepensis possede une activité insecticide remarquable contre Tenebrio
molitor et Zophobas morio. Les champignons Metarhizium anisopliae et Trichoderma sp. ont
également montré des effets biologiques intéressants sur les insectes étudiés. Ces résultats
suggerent que ces agents biologiques pourraient constituer des alternatives prometteuses aux
insecticides chimiques dans le cadre de programmes de lutte biologique durable.

Mots clés : Lutte biologique, Metarhizium anisopliae, Trichoderma sp., huile essentielle de
pin d’Alep, Tenebrio molitor, Zophobas morio, mortalité, activité biologique .



Summary

Study on the evaluation of the biological efficacy of *Pinus halepensis* essential oil and
entomopathogenic fungi against crop pests.

Our study was conducted within the framework of biological control. It aimed to evaluate
under laboratory conditions the effect of the essential oil extracted from the leaves of Aleppo
pine (Pinus halepensis) as well as the effect of two fungi, Metarhizium anisopliae and
Trichoderma sp., against larvae and adults of Tenebrio molitor and larvae of Zophobas morio.
The study demonstrated that the essential oil of Pinus halepensis is effective against the tested
insects. Its efficacy varied according to the applied dose, exposure period, and developmental
stage of the insect. The results revealed that mortality increased with increasing doses and
longer exposure times. In Tenebrio molitor larvae, mortality increased progressively in all
treatments until reaching 100%. Treatment D1 showed the fastest effect, recording 60%
mortality from Day 1 (J1) and reaching 100% mortality on Day 5 (J5). Treatment D2 reached
100% mortality on Day 6 (J6), whereas treatment D3 showed a slower action, with 40%
mortality on Day 1 and an LD50 reached on Day 2 (J2). For Zophobas morio larvae, the
results indicated a significant insecticidal activity of the essential oil. Treatment D3 recorded
70% mortality on Day 1, followed by D2 with 50% and D1 with 30%. All treatments
achieved 100% mortality by Day 7 (J7). Regarding Tenebrio molitor adults, mortality
increased progressively until reaching 100% on Day 5 (J5). Treatment D1 exhibited the
highest efficacy, with the LD50 reached between Day 2 and Day 3 (J2-J3), followed by D2
and then D3. Following treatment with Metarhizium anisopliae and Trichoderma sp.,
observations revealed a gradual decrease in locomotor activity, slower movement, reduced
feeding activity, and general weakening of the treated insects. The observed effects varied
according to fungal concentration and exposure duration. Both fungi influenced the behavior
and vitality of larvae and adults, highlighting their potential as biological control agents. No
mortality or significant behavioral changes were recorded in the control group throughout the
experimental period. The obtained results demonstrate that the essential oil of Pinus
halepensis possesses remarkable insecticidal activity against Tenebrio molitor and Zophobas
morio. In addition, Metarhizium anisopliae and Trichoderma sp. showed promising biological
effects on the tested insects. These findings suggest that these biological agents could
represent effective alternatives to chemical insecticides within sustainable biological control
programs.

Keywords: Biological control, Metarhizium anisopliae, Trichoderma sp., Aleppo pine
essential oil, Pinus halepensis, Tenebrio molitor, Zophobas morio, mortality, biological
activity.
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Introduction Générale :

Les insectes représentent 1'un des groupes d’organismes les plus répandus dans
I’environnement. Bien qu’ils jouent un role important dans 1’équilibre écologique, certaines
espéces deviennent de Véritables ravageurs responsables de dégats considérables sur les
produits agricoles et les denrées stockées. La prolifération de ces insectes nuisibles entraine
d’importantes pertes économiques et une dégradation de la qualité des produits stockés. Face a
I’utilisation intensive des pesticides chimiques et aux problemes qu’ils engendrent, notamment
la pollution de I’environnement, I’apparition de résistances chez les insectes et leurs effets
néfastes sur la santé humaine, la recherche de méthodes alternatives de lutte est devenue
indispensable (Zettler & Arthur, 2000).

Au cours des dernieres années, les recherches scientifiques se sont orientées vers le
développement de méthodes de lutte biologique, considérées comme des alternatives durables
et écologiques. Cette stratégie repose sur 1’utilisation d’organismes vivants ou de substances
naturelles capables de réduire les populations d’insectes nuisibles tout en limitant les impacts
négatifs sur ’environnement (Phillips & Throne, 2010).

La présente étude s’inscrit dans ce contexte et vise a évaluer I’efficacité biologique de plusieurs
agents naturels, a savoir 1’huile essentielle du pin d’Alep (Pinus halepensis), ainsi que les
champignons entomopathogéne telque le Metarhizium anisopliae et Trichoderma spp, contre
deux insectes : Tenebrio molitor et Zophobas morio.

Le pin d’Alep (Pinus halepensis) est une espéce vegétale riche en composés bioactifs,
notamment les terpenes et les composés phénoliques, connus pour leurs propriétés insecticides
et antimicrobiennes. Plusieurs travaux ont montré que les huiles essentielles extraites de cette
plante possedent des effets toxiques et répulsifs contre différents insectes ravageurs, ce qui leur
confere un intérét particulier dans le domaine de la lutte biologique ref.

Le champignon entomopathogene Metarhizium anisopliae est reconnu pour sa capacité a
infecter et tuer de nombreux insectes nuisibles. Son mécanisme d’action repose principalement
sur I’adhésion des spores a la cuticule de I’insecte, suivie de leur germination et de la pénétration
a travers ’exosquelette grace a la production d’enzymes hydrolytiques telles que les protéases,
les chitinases et les lipases. Apres I’infection, le champignon se développe dans ’hémocoele
de I'insecte, provoquant finalement sa mort.

Par ailleurs, le champignon Trichoderma spp est largement étudié pour ses propriétés
biologiques importantes. Il est capable de produire différentes substances actives et enzymes
qui lui conférent une activité antagoniste contre plusieurs organismes nuisibles. Ce champignon
occupe une place importante dans les études de lutte biologique gréace a son potentiel biologique
et écologique.

Notre étude a été réalisées sur les insectes Tenebrio molitor et Zophobas morio, appartenant a
I’ordre des Coléoptéres et a la famille des Tenebrionidae. Ces deux espéces sont fréquemment
utilisées comme modeéles biologiques dans les études expérimentales en raison de leur facilité
d’élevage en laboratoire, de leur cycle biologique relativement court et de leur sensibilité aux
agents biologiques.

Ce travail a pour objectif d’étudier les effets biologiques de I’huile essentielle du pin d’Alep
ainsi que des champignons Metarhizium anisopliae et Trichoderma spp sur les deux insectes
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étudiés, a travers 1’évaluation des taux de mortalité, 1’étude des différentes concentrations
appliquées et la compréhension des mécanismes d’action impliqués.

Les résultats obtenus pourraient contribuer au développement de nouvelles stratégies de lutte
biologique plus efficaces et plus slres, permettant de réduire I’'utilisation des pesticides
chimiques et leurs impacts négatifs sur I’environnement et la santé humaine.

Le présent travail est divisé en trois chapitres. Le premier chapitre porte sur les données
bibliographiques concernant les insectes étudiés ainsi que les agents biologiques utilisés. Le
deuxieme chapitre est consacré au matériel et aux méthodes adoptés dans cette étude. Enfin, le
troisieme chapitre présente les résultats obtenus ainsi que leur discussion.
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CHAPITRE I: SYNTHESE BIBLIOGRAPHIE

1.1 Metarhizium anisopliae :

I.1.1 Généralité :

Metarhizium anisopliae est un champignon entomopathogene largement utilisé dans la lutte
biologique contre les insectes nuisibles grace a sa forte pathogénicité, sa production facile sur
des substrats simples, sa longue conservation et sa bonne viabilité dans le sol. Plusieurs études
ont confirmé son importance (Guagliumi et al., 1974 ; Latch et Falloon, 1976 ; Miiller-Kogler
et Stein, 1976 ; Roberts, 1976).

L’efficacit¢ de ce champignon dépend fortement des conditions environnementales,
notamment des températures extrémes et des rayons ultraviolets UV (Zimmermann et Butin,
1973 ; Ignoffo et al., 1977), qui influencent la survie et la persistance des spores dans la
nature.?

Des recherches antérieures sur la mortalité thermique des conidies de Metarhizium anisopliae
ont été réalisées par Vouk et Klas (1932), Glaser (1926), Johnpulle (1938) et Walstad et al.
(1970). Ces études ont montré que la chaleur agit plus efficacement en présence d’eau ou de
vapeur, tandis qu’en milieu naturel I’augmentation de la température s’accompagne souvent
d’une dessiccation qui modifie le seuil de mortalité thermique.®

Concernant la lumiére, plusieurs travaux ont démontré que la lumiere du jour et les rayons
UV inhibent la croissance mycélienne et la sporulation du champignon. La viabilité des
conidies diminue rapidement aprés exposition a la lumiere solaire directe, probablement a
cause des UV (Clerk et Madelin, 1965 ; Roberts et Campbell, 1977). Toutefois, les études
détaillées sur I’effet des différentes longueurs d’onde lumineuses sur les conidies de
Metarhizium anisopliae restent limitées.*

Figure 1 : Dociostaurus maroccanus infecté par Metarhizium anisopliae ( CHAOUCH, 2009)
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I.1.2 Description :

Les conidies de Metarhizium anisopliae ont la forme de sporulation asexuée. Metarhizium
anisopliae s.l. (Metschnikoff) Sorokin est un complexe de 9 espéces génétiqguement distinctes,
mais morphologiquement identiques ( Bischoff et al., 2009 ; Chandler, 2017) .

I.1.3 Morphologie :

Les espéces du genre Metarhizium produisent des spores sexuées uniquement dans des cas
exceptionnels. Ces champignons se développent sous leur forme mycélienne et se
reproduisent par formation de « conidies » .

1.1.4 Systématique :

L'espece M. anisopliae est parmi des différents especes de champignons ont été coassocié
avec des membres de la division des Ascomycota sur une base d’homologie d'ADN (Inglis et
al., 2001). Cette espece fait des lors partie du réegne des Fungi, de la division des Ascomycota
et de l'ordre des Hypocreales.

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

Régne : Fungi

Embranchement : Dikarya
Sous-embranchement : Ascomycota
Classe : Pezizomycotina

Ordre : Hypocreales

Famille : Clavicipitaceae

Genre : Metarhizium

Espéce : Metarhizium anisopliae
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1.1.5 Lieu de I’utilisation :

Le champignon entomopathogéne est utilisé au Breésil, Metarhizium anisopliae notamment
dans le Nord-Est, pour la lutte biologique contre la cicadelle écumeuse de la canne a sucre,
Mahanarva posticata (Homoptera : Cercopidae). Diverses souches de M. anisopliae
provenant de différentes régions du pays sont désormais disponibles pour ce type de lutte, et
plusieurs de leurs caractéristiques ont également été étudiées.

1.1.6 Etapes de I'invasion et facteurs de virulence :

Le champignon entomopathogéne Metarhizium anisopliae infecte les insectes par contact
direct avec leur cuticule. Aprés le dépét des conidies sur le corps de I’insecte, le champignon
passe par plusieurs étapes successives qui lui permettent d’adhérer a la surface de 1’hote, de
germer puis de pénétrer a I’intérieur du corps de I’insecte afin de provoquer I’infection.

Figure 2 : Etapes de l'infection de I'hdte par Metarhizium anisopliae. Les étapes du processus
d'infection sont illustrées en prenant une tiqgue comme héte. (1) Micrographie électronique a
balayage (MEB) de l'adhérence des conidies a la cuticule de I'héte ; (2) MEB de la
germination des conidies ; (3) MEB de la différenciation du tube germinatif en appressoria ;
(4) MEB de la pénétration de la cuticule ; (5) microscopie optique de la différenciation des
hyphes en blastospores et en corps hyphés ; (6) MEB de la colonisation de I'h6te ; (7) MEB de
I'extrusion a la surface du cadavre de I'n6te et (8) image des conidiophores et de la production
de conidies sur le cadavre de la tigue. CO = conidies ; GT = tube germinatif ; AP =
appressorium ; H = hyphes ; h = heures ; j = jours ; MEB = microscopie électronique a
balayage
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1.2 Trichoderma :

I.2.1 Généralité :

Le genre Trichoderma doit une grande partie de ses capacités, parmi ses différentes souches,

a ses champignons multifonctionnels présents dans une grande variété d'écosystemes. On les
trouve généralement dans les sols forestiers ou agricoles. Les souches de Trichoderma
peuvent étre identifiées par des caractéristiques morphologiques communes :

une pigmentation conidiale vert vif,
une croissance rapide et une ramification répétitive, Comme illustré dans la
figure 3.

Trichoderma est un genre de champignons de la famille des Hypocreaceae, un habitant
fréquent de la rhizosphére.

Les difficultés rencontrées lors de l'identification des isolats de Trichoderma au niveau de
I'espece sont d'autant plus importantes que les différences morphologiques sont rares et
difficiles a observer.

En 1969, Rifai a introduit le concept d'« agrégat d'espéces » et a classé les souches de
Trichoderma en neuf agrégats sur la base de caractéristiques morphologiques (Rifai, 1969).
Malheureusement, certains groupes d'espéces sont constitués de deux ou plusieurs
morphologies qui étaient non différenciables. Dans des études ultérieures, Bissett (1991) a
examiné les travaux de Rifai et a tenté d'intégrer les formes similaires au sein du concept
d'espéce en se basant sur la morphologie, notamment les caractéristiques du systeme de
ramification des conidiophores.

En conséquence, le genre Trichoderma a été classé en cing sections : Saturnisporum,
Pachybasium Longibrahiatum, Trichoderma et Hypocréanum , Comme illustré dans la figure
4.

T. amroviride T. hamatum T. harzianum

Figure 3 : Trois souches isolées différentes de Trichoderma spp.



Conidiophores and phialides Conidia

(a) (b)

Figure 4 :Conidiophores, phialides et conidies de souches de Trichoderma ; (a)
Conidiophores et phialides de T. rufobrunneum, (b) Conidies vertes de T.
rufobrunneum.(Adapté de Zhu et Zhuang (2015).)

1.2.2 .L’importance de champignon :

La décomposition correspond a un processus biologique par lequel les matiéres organiques se
dégradent et se transforment en éléments plus fins. Ces éléments peuvent ensuite étre
assimilés par d’autres organismes.

Les décomposeurs naturels, notamment certains champignons, jouent un réle clé dans cette
transformation. En recyclant la matiére organique morte, ils liberent et renvoient au sol des
nutriments qui seront ensuite disponibles pour les plantes. Ces nutriments permettent aux
plantes d’assurer leur croissance et d’exécuter la photosynthése.

1.2.3 L’utilisation de champignon :

Les Trichoderma spp. constituent des décomposeurs naturels tres efficaces : ils contribuent a
accélérer la dégradation des matiéres organiques.

Utilisation de Trichoderma spp. en bioremédiationL.’emploi excessif de pesticides et d’engrais
synthétiques en agriculture a entrainé une pollution, touchant principalement les sols et les
eaux.

Selon Ahlawat et al. (2010), aprés leur libération, les substances chimiques se dégradent a des
vitesses variables en fonction de leurs caractéristiques physico-chimiques. Toutefois, cette
dégradation n’est pas immédiate : certains composés peuvent étre absorbés par les cultures,
s’infiltrer dans la zone racinaire, atteindre les cours d’eau, se fixer aux particules du sol ou
encore se volatiliser dans I’atmosphére. L’élimination de ces polluants peut étre réalisee a
I’aide de méthodes biologiques ou chimiques (Zin et al., 2019).
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Dans ce contexte, la bioremédiation — aussi appelée lutte biologique — est définie par Atlas
et Pramer (1990) comme « I’utilisation d’agents biologiques pour dépolluer les sols et les
eaux contaminés par des substances dangereuses pour la santé humaine et/ou I’environnement
».

1.2.4 SYSTEMATIQUE :
1.2.4.1 Taxonomy de Trichoderma:

Trichoderma correspond a un ensemble complexe de champignons.

Du fait de ses nombreuses applications commerciales, ainsi que de son importance agricole et
médicale, 1l est apparu nécessaire de disposer d’un systeme de classification « naturel »,
capable d’étre aussi prédictif.

Pour répondre a cet enjeu, plusieurs méthodes existent, en particulier des approches
moléculaires telles que :

le caryotypage électrophoreétique .

I’analyse des isoenzymes .

le séquencage de 1’espaceur transcrit interne (ITS) de /’ADN ribosomal .
le RAPD (amplification aléatoire d’ADN polymorphe) .

le RFLP (polymorphisme de longueur des fragments de restriction).

0O O O O O

D’autres approches sont également utilisées, notamment biochimiques, physiologiques et
morphologiques. Chaque meéthode possede ses propres limites, mais aucune ne doit étre
considérée séparément : la classification repose donc sur I’intégration de plusieurs types de
donnees.

Il est aussi important de noter que les caractéres morphologiques ont contribué a établir la
taxonomie actuelle, qui est aujourd’hui révisée et validée a 1’aide de techniques moléculaires
et chimiques, menant ainsi a une taxonomie polyphasique.

1.2.4.2 Taxonomie morphologique :

Les especes de Trichoderma — un genre introduit par Persoon en 1794 et rapporté par Rifai
— ont été initialement définies a partir de leurs caractéristiques morphologiques.

Ces caracteres ont été décrits par Rifai, qui a révisé le genre Trichoderma et proposé neuf
groupes d’especes. Par la suite, Bissett a élevé certains de ces groupes au niveau de sections.

Cependant, les deux mycologues ont insisté sur le caractére préliminaire des résultats obtenus
a cette étape.

1.2.5 Applications :
Le genre Trichoderma est largement répandu dans le monde entier et se rencontre dans

presque tous les sols et autres milieux naturels,en particulier ceux contenant de la matiére
organique. On trouve également Trichoderma sur les surfaces racinaires de diverses plantes,
sur I'écorce en décomposition, surtout lorsqu'elle est endommagée par d'autres champignons.



Comme Trichoderma est un champignon cosmopolite, il est capable de se développer dans
une grande variété de conditions environnementales et de substrats différents.

Cette caractéristique confére a ce genre la possibilité d'étre utilisé dans de nombreuses
situations d'intérét biotechnologique.

1.2.6 Profil enzymatique de Trichoderma :

Un large éventail de micro-organismes peuvent attaquer la cellulose, mais Trichoderma
possede probablement le systeme cellulolytique le plus étudié. Trichoderma produit de
grandes quantités de cellulases et d'autres enzymes hydrolytiques. T. reesei produit de
multiples enzymes cellulolytiques et

hémicellulolytiques. Les profils d'expression de 10 génes d'hémicellulases de

T. reesei sur diverses sources de carbone ont été récemment étudiés par Margolles-Clark et
al.32 Trichoderma peut étre utilisé pour le recyclage des déchets cellulosiques tout en
produisant des sous-produits utiles.

1.2.7 Utilisation de Trichoderma dans la lutte biologique :

De nombreuses avancées concernant la lutte biologique contre les pathogénes vegétaux
impliguant Trichoderma et Gliocladium ont déja eteé rapportées.

Les espéces de Trichoderma ont notamment été intégrées dans des préparations commerciales
destinées a lutter biologiquement contre les maladies fongiques des plantes, contribuant ainsi
a réduire le recours a des produits chimiques polluants.

Par exemple, T. harzianum constitue 1’agent actif de TRICHODEX, utilisé contre la pourriture
post-récolte de la pomme. Il est également combiné a T. polysporum dans le produit BINABT,
qui sert a controler la pourriture des plaies et la pourriture du bois.

De plus, la souche AG2 de T. harzianum, préparée par fusion de protoplastes, est employée
contre un large éventail de maladies telluriques des plantes.

Concernant Gliocladium, GlioGard a pour agent actif T. virens et a été utilisé pour prévenir la
fonte des semis, causée notamment par Pythium et Rhizoctonia.

Enfin, des especes de Trichoderma non encore identifiées sont présentes dans deux produits
utilisés en Nouvelle-Zélande pour lutter contre le dépérissement de la vigne ainsi que des
arbres fruitiers a noyau

1.2.8. Phase des champignons entomopathogenes :

e La phase d’adhésion : Cette étape représente le premier contact entre le
champignon et I’'insecte. Les conidies se déposent sur la cuticule de I’hote puis
s’attachent fortement a sa surface. Cette adhésion est assurée grace a des interactions
hydrophobes entre les protéines présentes a la surface des spores, notamment les
hydrophobines (Fang et al., 2007), et la couche lipidique de la cuticule de I’insecte. La
dégradation des lipides a été mise en relation avec la croissance pré-pénétration de
Metarhizium anisopliae sur la cuticule de I’hote (Jarrold et al., 2007). Le champignon
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produit également une protéine adhésive appelée MADL qui renforce la fixation des
conidies et facilite le début de I’infection (Wang et St Leger, 2007).

e La phase de germination : Lorsque les conditions de température et d’humidité
deviennent favorables, les conidies commencent a germer. Elles produisent alors un tube
germinatif qui se développe en hyphes fongiques a la surface de la cuticule. Durant cette
phase, le champignon utilise les substances nutritives présentes sur la surface de I’insecte
afin d’assurer sa croissance et préparer la pénétration dans 1’hote. Les lipases présentes a
la surface des conidies participent également a la dégradation de la couche lipidique de
I’héte et a la production des premicres molécules nutritives nécessaires a la germination
(Silva et al., 2005 ; Silva et al., 2009).

e La phase de pénétration : Aprés la germination, les hyphes tentent de traverser la
cuticule de I’insecte. Pour cela, le champignon sécrete plusieurs enzymes hydrolytiques
capables de dégrader les constituants principaux de la cuticule :

> Les protéases dégradent les protéines.

» Les chitinases hydrolysent la chitine.

> Les lipases dégradent les lipides.

Cette dégradation enzymatique affaiblit la cuticule et permet aux hyphes de pénétrer
progressivement a I’intérieur du corps de I’insecte (Frazzon et al., 2000 ; Wang et al., 2002 ;
Barreto et al., 2004 ; Da Silva et al., 2005 ; Arruda et al., 2005 ; Lubeck et al., 2008 ; Boldo et
al., 2009).

1.2.8.1 Role des enzymes dans la virulence :

Les enzymes jouent un réle fondamental dans le pouvoir pathogene de Metarhizium
anisopliae. Parmi les enzymes les plus importantes figurent les protéases Prl, notamment la
protease PrlA, considérée comme un facteur majeur de virulence. 1l a été rapporté qu’au
moins 14 isoformes de protéases sont détectées durant la croissance chez les insectes (St.
Leger et al., 1987). Le génome de Metarhizium anisopliae contient 11 genes de subtilisine Prl
(Bagga et al., 2004). Une forte production de la protéase PrlA augmente la capacité du
champignon a infecter et tuer les insectes (St. Leger et al., 1996b

1.2.9 Utilisation des champignons entomopathogénes comme agents de lutte
biologique contre les insectes ravageurs :

De nombreux micro-organismes présents dans le sol et en interaction avec les plantes
présentent un potentiel entomopathogéne. lls peuvent ainsi étre utilisés comme agents de lutte
biologique, appelés biopesticides, pour contr6ler différents insectes ravageurs en agriculture
(Sindhu et al., 2017).

Les bactéries peuvent agir de plusieurs facons : par la production de toxines (par exemple
Bacillus thuringiensis), par la synthése de métabolites secondaires insecticides (comme
Photorhabdus luminescens), ou encore par parasitisme direct (tels que Bacillus cereus ou
Pseudomonas entomophila) (Sindhu et al., 2017). D’autres organismes, tels que différents
virus (Sindhu et al., 2017 ; Singh et al., 2019), cyanobactéries (Poveda, 2020a), protozoaires
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(Sindhu et al., 2017), nématodes (Sindhu et al., 2017 ; Singh et al., 2019) et champignons
(Sindhu et al., 2017 ; Singh et al., 2019) dotés d’une forte capacité entomopathogéne, ont
également été rapportés comme biopesticides dans les pratiques agricoles.

Trichoderma : un champignon mycoparasite particulierement utile en agriculture

Le genre fongique Trichoderma regroupe environ 100 especes décrites, largement distribuées
dans le monde. Elles se distinguent par une croissance rapide, une capacité a coloniser divers
substrats et leur tolérance a différents contaminants ainsi qu’a diverses conditions
environnementales (Mishra et al., 2016 ; Hu et al., 2020).

Son principal intérét économique actuel réside dans son utilisation comme agent de
biocontrole en agriculture et comme producteur d’enzymes pour plusieurs secteurs industriels
(Jangir et al., 2017). Par ailleurs, ces derniéres années, son role s’est élargi a d’autres
domaines : il est aussi étudié comme promoteur de la croissance des plantes et comme agent
améliorant la tolérance aux stress abiotiques (Poveda et al., 2019a ; Poveda, 2020b), comme
biofertilisant (Zhang et al., 2018), comme source de genes exploités en biotechnologie
(Poveda et al., 2019b) ou encore comme mycorémediateur (Solanki et al., 2019).

1.3 Tenbrio molitor :

I.3.1 Introduction :

Le ténébrion meunier, Tenebrio molitor (Coleoptera : Tenebrionidae), est un ravageur
mondialement répandu. Il se développe principalement dans les céréales stockées. Les adultes
males et femelles de T. molitor produisent des phéromones sexuelles, capables d’influencer et
de réguler les comportements de 1’autre sexe.......

Le ténébrion meunier (T. molitor) est un ravageur des farines, des céréales et des denrées
alimentaires, présent dans le monde entier. Cet insecte posséde quatre stades de
développement : ceuf, larve, nymphe et adulte. Les femelles pondent environ 500 ceufs ; ceux-
ci eclosent apres 3 a 9 jours et donnent naissance a des larves a 25 °C]. Le stade larvaire dure
environ 1 a 8 mois et la larve est de couleur jaune-brun clair [30,31]. Le stade nymphal
s’étend sur 5 a 28 jours a 18 °C], tandis que le stade adulte dure environ 2 a 3 mois [30]. La
larve atteint généralement 2,0 a 3,5 cm (voire plus) [30,33], alors que I’adulte mesure environ
1 cm]. Ce dernier fait partie des coléoptéres relativement grands [32].

Le ver de farine jaune, Tenebrio molitor (L.), fait ’objet d’un élevage en masse et est
commercialisé aux Etats-Unis pour de nombreuses utilisations. En captivité, ses larves
constituent ’un des aliments les plus courants pour les mammifeéres, les oiseaux, les reptiles et
les amphibiens, notamment parce qu’elles sont faciles a élever, récolter et distribuer (Martin
et al., 1976 ; Barker et al., 1998 ; Finke, 2002).

Par ailleurs, T. molitor a été envisagé comme source de protéines pour 1’alimentation du
poisson-chat (Ng et al., 2001), pour la production de poulets (Ramos-Elorduy et al., 2003 ;
Klasing et al., 2000) et méme comme aliment destiné a la consommation humaine sous
différentes formes (Ramos-Elorduy, 1997 ; DeFoliart, 1999 ; Aguilar-Miranda et al., 2002).
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I .3.2 Classification systématique et Taxonomie :

Le Tenebrio molitor, occupe une place bien établie dans la classification systématique des
insectes.

Le Tenebrio molitor s’inscrit donc dans la taxonomie des Insecta comme suit [4] :
Régne : Animalia.

Phylum : Arthropoda.

Classe : Insecta.

Ordre : Coleoptera.

Famille : Tenebrionidae.

Sous-famille : Tenebrioninae,

Genre : Tenebrio.

Espece : Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758).

1.3.3 Description morphologique :

Chez Tenebrio molitor, I'adulte se distingue par sa couleur brun-noir (Figure 6), qui lui vaut le
nom de "Tenebrio", tandis que le juvénile arbore une teinte brun-orangé. La larve, surnommée
"ver de farine", présente une forme vermiforme et une couleur marron-jaune. Les adultes
mesurent en moyenne 1,5 cm, avec des tailles variant de 1,2 a 1,8 cm. Au terme de son
développement, la larve peut dépasser 2,5 cm de longueur, bien que son corps reste plus fin
que celui de I’adulte.

Ténébrion meunier venant de Ténébrion meunier au stade Ténébrion meunier -
muer (blanc), prés de son de nymphe spécimen naturalisé —
ancienne cuticule froissée ou : Vue dorsale.

exuvie et une autre larve de
couleur sombre, avant la mue.

Figure 5 : Stades de développement de Tenebrio molitor.
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Pendant la nymphose, la larve subit une transformation et forme une nymphe.

Sur le plan morphologique, l'adulte se distingue par un exosquelette brun-noir d'une taille
comprise entre (1,2 et 1,8 cm) avec 1,5 cm en (moyenne), le juvénile est brun-orangé. Tandis
que la larve de couleur marron-jaune, avec des nuances variant du brun-orange au marron-
jaune, plus emblématique et souvent désignée sous le terme de ver de farine, présente une
forme allongée et vermiforme pouvant atteindre environ 30 mm de longueur. A la fin de son
développement, la larve peut étre plus longue (jusqu'a dépasser 2,5 cm) que 1’adulte, mais
moins large. Elle change de forme au cours de la nymphose, en formant une nymphe
(Figure7).

La morphologie de cette espéce est caractérisée par une adaptation remarquable a des milieux
secs, grace notamment a un exosquelette périodiquement renouvelé par le biais de mues
successives, phénomene crucial pour sa croissance et sa survie dans les environnements de
stockage de céréales et de farine. Ces caractéristiques, a la fois taxonomiques et
morphologiques, illustrent I'aptitude de T. molitor a s'intégrer dans divers contextes
écologiques et économiques, faisant de cette espece un modéle incontournable en
entomoculture et dans la valorisation des ressources organiques.

Figure 6 : Morphologie de Tenebrio molitor . www.alamy.com

1.3.4 Cycle de vie :

Cet insecte passe par plusieurs étapes de développement avant de devenir un coléoptere
adulte. Le cycle complet dure environ de 3 a 6 mois selon la température, I’humidité et
I’alimentation.

a) (Eufs (Eggs) :
Le cycle commence lorsque la femelle pond de petits ceufs dans le son, les céréales ou
le substrat d’¢élevage.
Les ceufs sont tres petits, blanchatres et difficiles a observer a 1’ceil nu.

b) Jeunes larves (Mini Worms) :

Apres I’éclosion apparaissent de petites larves fines et claires.
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c) Larve apres la mue (Molted Worm) :

Lorsque la larve grandit, son enveloppe externe devient trop étroite. Elle réalise alors une
«mue ».

d) Grandes larves (Large Worms) :
A ce stade, la larve devient plus grande, plus épaisse et trés active.
e) Pupae (Nymphe) :
La larve cesse presque totalement de se nourrir et se transforme en nymphe.
f) Jeune coléoptére (Young Beetle) :
Apres la métamorphose, un jeune coléoptére apparait.
g) Coléoptére adulte (Beetle) :

Le coléopteére atteint son stade final de développement.

Le coléoptére

s CEufs
s'envole 3

\)Vers miniatures

Le cycle dure
environ
3 a6 mois

Coléoptere

Ver mue

oy

¥
Jeune coléopteé

Grands vers

Figure 7 : cycle de vie du ver de farine (site web)
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1.3.4 Importance économique de I’insecte :

1.3.4.1 Les dégats causes par teneberio molitor :

Ce sont d’abord les insectes nuisibles qui se manifestent par un affaiblissement général des
plantes. Les larves provoquent notamment des racines rongees, un collet percé ainsi que un
jaunissement de la feuille centrale. Ces atteintes perturbent le développement normal de la
plante et entrainent une diminution de sa résistance.

Par ailleurs, ils sont également responsables de pertes économiques importantes lors du
stockage des céréales. lls occasionnent la majorité des dommages observés dans les réserves
de denrées stockées et peuvent ainsi endommager les grains stockés (Karahakane, 2015). Les
dégats comprennent une perte de poids, une baisse de la qualité des grains, pouvant les rendre
impropres a la consommation, et parfois une diminution du pouvoir germinatif.

Enfin, Pactivité métabolique des insectes crée un environnement propice au développement
de micro-organismes susceptibles de produire des toxines, notamment certains champignons
aflatoxinogenes du genre Aspergillus (Waingo et al., 2013).

1.4 Zophobas morio :

.4 .1. Introduction :

Zophobas morio est un insecte remarquable appartenant a la famille des Tenebrionidae. Il est
capable de creuser aussi bien dans la terre que dans le bois grace a ses mandibules puissantes.

Ce coléoptére se distingue par de nombreux atouts morphologiques qui lui conferent une
excellente capacité de survie. Son corps est robuste et recouvert d’une carapace chitineuse
sombre et luisante. 1l posséde également des antennes segmentées ainsi que des pattes solides,
adaptées au fouissage.

Quant a ses larves, appelées plus couramment « superworms » (ou « vers de farine géants »),
elles se caractérisent par leur grande taille et leur aptitude a se nourrir de différents substrats
organiques (morts ou vivants). Cette alimentation contribue au processus de décomposition
dans leur milieu naturel.
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1.4.2 Classification et systématique :

Le Zophobas morio (souvent assimilé ou identifié & Zophobas atratus) est un insecte
coléoptere de la famille des Tenebrionidae. Populairement connu sous le nom de super-ver ou
ver morio, il est trés utilisé en terrariophilie et en recherche biologique. Sa classification
scientifique est la suivante :

Régne : Animalia
Embranchement : Arthropoda
Classe : Insecta
Ordre : Coleoptera
Sous-ordre : Polyphaga
Famille : Tenebrionidae
Genre : Zophobas

Espéce : Zophobas morio (ou Zophobas atratus)

La taxonomie et la classification de Zophobas morio (anciennement Tenebrio morio
Fabricius, 1778 ; Helops morio Fabricius, 1777) ont suscité des controverses et des
confusions (Tschinkel, 1984 ; Ferrer, 2006, 2011). Actuellement, Z. morio est considéré
comme conspécifique avec Zophobas atratus (anciennement Tenebrio atratus Fabricius, 1775
; Zophobas rugipes Kirsch, 1866). Ainsi, ces deux especes seront traitées ensemble dans la
présente étude.

Zophobas morio appartient a la grande famille des Ténébrionidés, regroupant de nombreuses
espéces d’insectes ravageurs des denrées stockées, telles que T. molitor et Alphitobius
diaperinus, mais aussi des especes du genre Tribolium (par ex. Tribolium confusum Jacquelin
du Val, et Tribolium castaneum Herbst). Bien qu’il soit classé parmi les ravageurs potentiels
des denrées stockées, Z. morio n’a été associé qu’a un seul produit stocké, la farine de blé
(Hagstrum et Subramanyam, 2009). Cela suggére que I’espece aurait une importance limitée
en tant que ravageur secondaire des denrées entreposées. Dans la nature, elle est notamment
observée en association avec le guano de chauves-souris frugivores ainsi qu’avec la litiére
organique (Tschinkel et Willson, 1971). Son aire d’origine se situe dans les régions tropicales
d’Amérique centrale et d’Amérique du Sud (Marcuzzi, 1984 ; Tschinkel, 1984 ; Hagstrum et
Subramanyam, 2009). Toutefois, elle a aussi été introduite récemment dans d’autres régions
d’Europe et d’Asie (Yuan et al., 2012 ; Fursov et Cherney, 2018).
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I.4. 3 Identification, caractéristiques principales et biologie :
Eufs :

Les ceufs de Z. morio sont ovales, a bords arrondis, de couleur blanche, et mesurent environ
1,7 mm de long pour 0,7 mm de large (Fig. 2A ; Fursov et Cherney, 2018). Une femelle peut
pondre un trés grand nombre d’ceufs au cours de sa vie, pouvant atteindre jusqu’a 2 200. La
quantité d’ceufs produite est d’autant plus faible que 1’age maternel augmente, et augmente

avec la densité des adultes (Tschinkel, 1993).

Larves :

Les larves sont jaunes, avec des extrémités antérieure et postérieure brun foncé (Fig. 2B ;
Fursov et Cherney, 2018). Elles possédent un exosquelette cylindrique fortement sclérifié, qui
se rétrécit progressivement de maniere conique entre la base du septieme et le neuviéme
segment abdominal. Leur longueur peut atteindre 55 mm (Friederich et Volland, 2004).

L’éclosion survient environ 8 jours a 25 °C (Kim et al., 2015). Le nombre ainsi que la durée
des stades larvaires dépendent de la densité : les larves se développent différemment selon
qu’elles sont maintenues isolées ou en groupe. Par exemple, I’isolement de larves
nouvellement écloses prolonge nettement leur temps de développement par rapport aux larves
des premiers stades élevées en groupe (Quennedey et al., 1995).

Si les larves sont maintenues isolées, elles se nymphosent apres 11 a 18 stades larvaires, avec
une nymphose la plus fréquente apres 16 ou 17 mues (Quennedey et al., 1995 ; Kim et al.,
2015).

L’une des particularités les plus marquantes de cette espece est que les larves ne parviennent
pas a se nymphoser en conditions de forte densité, méme si les mues se poursuivent jusqu’a la
mort (Tschinkel et Willson, 1971 ; Quennedey et al., 1995). Tschinkel et Willson (1971) ont
notamment montré que le taux de nymphose diminue lorsque la densité larvaire augmente. Ce
phénomene ne semble pas étre causé par des phéromones, ni déclenché par des stimuli visuels
ou auditifs, mais plutét par une stimulation mécanique liée aux contacts entre larves
(Tschinkel et Willson, 1971).

D’un point de vue appliqué, I’obligation de nymphoser en conditions isolées peut constituer
une contrainte importante pour I’industrialisation de I’élevage de Z. morio et donc réduire son
efficacité. L’inhibition de la nymphose due a la surpopulation a également été rapportée chez
d’autres espéces de ténébrions, notamment Tribolium freemani Hinton (Coleoptera :
Tenebrionidae) (Nakakita, 1982 ; Kotaki et al., 1993). Elle a été proposée comme mécanisme
de défense contre le cannibalisme souvent observé entre larves et nymphes (Tschinkel et
Willson, 1971 ; Ichikawa et Kurauchi, 2009).

Il a été suggéré que la variabilité du développement larvaire pourrait impliquer différentes
hormones, telles que les ecdystéroides et les hormones juvéniles (Quennedey et al., 1995 ;
Aribi et al., 1997).

Environ six jours aprés isolement & 25 °C, les larves s’immobilisent au stade de prénymphe et
adoptent une posture en forme de C, marquant le début de la métamorphose. Les prénymphes
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ne marchent pas, mais répondent aux stimuli tactiles par des mouvements du corps. Il faut
ensuite environ sept jours pour qu’elles se transforment en nymphes (Quennedey et al., 1995).

Nymphe :

Les nymphes (Fig. 2C) sont généralement immobiles. Toutefois, lorsqu’elles sont stimulées
tactilement, elles peuvent effectuer des rotations des segments abdominaux (Ichikawa et
Kurauchi, 2009 ; Ichikawa et al., 2012b) ou présenter d’autres réponses physiques (Ichikawa
et al., 2012a ; Ichikawa et Sakamoto, 2013). Ces réactions constituent un mécanisme de
défense efficace contre les prédateurs et le cannibalisme larvaire.

Elles sont déclenchées par la stimulation de différents types de sensilles mécanoréceptrices
situées a la surface du corps de la nymphe (Kurauchi et al., 2011).

La durée du stade nymphal est de 13 & 15 jours a 25 °C, et dépend notamment du poids de la
nymphe (les nymphes de petite taille donnent des adultes plus rapidement) ainsi que de la
température (I’émergence est plus rapide a 29 °C) (Quennedey et al., 1995).

Comme chez d’autres ténébrionidés, par exemple T. molitor (Bhattacharya et al., 1970) et A.
diaperinus (Esquivel et al., 2012), il est possible de sexer facilement les individus a ce stade
en observant deux pygopodes bien visibles chez les pupes femelles, situés au niveau du
neuvieme segment abdominal, prés de 'urogomphe. Ces structures sont absentes chez les
maéles (Fursov et Cherney, 2018).

Adultes :

Les adultes sont de grande taille (longueur du corps 38 a 57 mm), avec un corps allongé et des
antennes filiformes (Fig. 2D). La surface des élytres présente neuf rangées de soies. Les
adultes peuvent vivre jusqu’a 6 mois (Fursov et Cherney, 2018).

R

Figure 8: Les stades de développement du superver, Zophobas morio, de I'ccufa l'adulte : (A)
ceufs, (B) larve au stade avancé, (C) nymphe et (D) adulte.
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1.4.4 Cycle de vie :

CEUFS
La femelle pond des
petits ceufs blancs.

@

ADULTE
(COLEOPTERE)
La pupe se transforme en
coléopteére (scarabée noir).
L’adulte sort, s’accouple,
la femelle pond des ceufs
et le cycle recommence.

(24

(SUPERWORM)
C’est le stade que I'on connait
comme le ver jaune / brun.
Elle grandit plusieurs fois et
mue (change de peau)
plusieurs fois.

Cycle de vie de
Zophobas morio

©

PUPE
La larve cesse de s’alimenter
et reste immobile pendant
cette période de
transformation.

I’lhumidité et I'alimentation.

- Conditions idéales : 25-28 °C, humidité 60-70 %,

#F Durée ducycle : en moyenne 2 & 4 mois selon la température,
alimentation riche.

Figure 9 : Cycle de vie du Zophobas morio « superworms »
Eufs (Eggs) :

La femelle pond de petits ceufs blancs.

Larve / Ver (Larva — Superworm) :

C’est le stade que 1’on connait comme le grand ver jaune/brun.

La larve grandit plusieurs fois et change de peau.

Pupe (Pupa) :

Elle cesse de se nourrir et reste immobile jusqu’a sa transformation.

Coléoptéere / Scarabée (Beetle) :

Un scarabée noir apparait, il s’accouple puis la femelle pond de nouveaux ceufs, et le cycle
recommence.

1.5 Données sur le pin d’Alep (Pinus halepensis, mill) :

I.5.1 Introduction :
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Le pin d'Alep (Pinus halepensis Mill.), appelé aussi pin blanc, est caractéristique du bassin
méditerranéen ou il couvre 3.5 millions d'hectares. En France, I'Inventaire Forestier National
(IFN) lui attribue en 1992 une surface de 202 000 ha dans la région Provence - Alpes - Cote
d'Azur (PACA) et une surface de 34 000 ha en Languedoc-Roussillon. Quasiment absent du
Roussillon, il remonte par contre dans la vallée du Rhéne jusqu'au niveau de Montélimar ou
on le rencontre encore assez fréquemment dans les partie basses du sud de la Dréme et de
I'Ardéche. 1l remonte de la méme maniére dans la vallée de la Durance jusque a Sisteron. Sa
surface totale en France, tenant compte de I'accroissement observé depuis 10 ans, avoisine
250 000 ha. Le pin d'Alep est une espece pionniére en expansion sur le pourtour
méditerranéen frangais, en raison de la déprise rurale qui affecte ces régions. Sa surface a été
multipliée par 6 en moins d'un siécle. Le pin d'Alep occupe actuellement 1.6 % de la surface
forestiére francaise, ce qui le place au 6eme rang des coniféres les plus représentés en France,
et au 2éme rang dans les régions méridionales méditerranéennes derriere le pin sylvestre. 1l
est I'espece dominante de la basse Provence. Une premiére étude circonscrite a la Provence
calcaire ouest (Brochiéro 1997) a permis de construire un modele provisoire de croissance du
pin d'Alep et une clé autécologique en fonction des facteurs descriptifs du milieu. Un test de
cette clé autécologique dans les régions avoisinantes a montré qu'une extrapolation n'était pas
toujours possible directement, les différences entre valeurs prédites et valeurs observées
dépassant fréquemment une classe de fertilité dans certaines régions naturelles. Compte tenu
de l'intérét que suscite cette essence chez les forestiers méditerranéens publics ou prives, une
campagne complémentaire de relevés, financée par la Direction de I'Espace Rural et de la
Forét du Ministére de I'Agriculture, a donc été réalisée sur toute la zone méditerranéenne
francaise occupée par le pin d'Alep afin de compléter et d'étendre la clé autécologique.

I.5.2 Systématique du pin d’Alep :

Selon (Boudy, 1952) le Pin d’Alep " Pinus halepensis Mill " est ’essence caractéristique de
I’étage bioclimatique méditerranéen semi- aride, il appartient a la famille des pinacées
(Abiétacées), genre Pinus, sous genre Pinus (Eupinus), section (Halepensoides), et sous-
groupe (halepensis).

Sa classification est la suivante :
= Regne : Plantae
= Sous-régne : Tracheobionta
= Embranchement : Spermaphytes
= Sous-embranchement : Gymnospermes
= Classe : Pinopsida
= Ordre : Coniférales
= Famille : Pinaceae
= Sous-famille : Pinoideae
= Genre : Pinus
= Espece : halepensis Miller, 1768 subsp. Halepensis
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Noms communs:
» Frangais: Pin blanc, Pin d'Alep, Pin de Jérusalem .
= Arabe: Sanawbar el halabi .
= Espagnol: Pi blanc, Pibord, Pincarrasco, Pinoblanquillo .
= |talien : Pino di Aleppo .
= Berbeére: Tayada.

I .5.3 Description botanique du pind’Alep :

Le pin d'Alep est une espece forestiére caractéristique et significative du Midi méditerranéen.
Il peut atteindre une vingtaine de metres de hauteur, avec un tronc souvent penché et tortueux
; une cime irréguliere et peu dense

Les aiguilles se trouvent réparties en deux sur le rameau. Elles sont Iégeres, flexibles, d'un
vert péle et mesurent entre 6 et 10 cm de long (Kadik, 1983).

Le fruit : est un cbne, qui est ovoide et mesure de 6 a 12 cm de longueur. La dispersion des
graines se réalise des le début de la troisieme année. Les cOnes secs demeurent ensuite sur
I'arbre pendant plusieurs années (Kadik ,1983).

-L’écorce de I’arbre adulte est épaisse, crevassée, d'un rouge brun assez foncé (Boudy, 1952).

-Fleurs : les chatons males sont roussatre jaune teintes de rouge ; les chatons femelles
pédonculés sont rose violace.

-Fructification : elle s’observe dés I’age (de 10 - 12ans), mais les graines sont incapables de

germer ; et ne sont suffisamment abondantes qu’a partir de 1’age de 18 a 20 ans (Dahmani,
2000).

-Bourgeons : ils sont ovoides, aigus a écailles libres frangées de blanc (Debazac, 1991), et
souvent réfléchis au sommet. Le systéme racinaire de l’arbre, ainsi que sa nature sont
dépendant de la nature du sol et de sa fertilité ; il est pivotant dans les sols profonds,
superficiels sur les sols squelettiques.

Le bois du pin d’Alep est brun rougeatre clair au niveau du bois de cceur est, I’aubier est

blanc jaunatre. C’est un bois léger et se desseéche rapidement. Sa densité¢ varie de 0.352 a
0.866 (Nahal ,1962). Les canaux résiniferes sont gros, bien apparents assez espacés et
sécrétant une résine abondante. La longévité du pin d’Alep est estimée a 150 ans avec une
moyenne de 100 a 120 ans (Kadik, 1983) ; (Meddour, 1983), cite des chiffres nettement ne
dépassant pas les 150 ans (130 ans maximum).
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Figure 10: Les aiguilles et les cbnes de pin d’Alep (A : cbne femelle, B : cdne male)
(Kadik ,1983).

Figure 11 : I’écorce du pin d’Alep (Boudy, 1952)
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1.5.4 Aire de répartition du pin d’Alep :
I .5.4.1 Répartition géographique :
1.5.4.1.1 Dans le monde :

Le pin d’Alep est certainement I’espéce la plus répandue sur le pourtour méditerranéen, ou
son aire de répartition a été précisee par NAHAL [74], QUEZEL [91] et KADIK [80]. Ses
foréts occupent au total plus de 3,5 millions d’hectares ([88], [73] et [91]). Cette espéce est
surtout cantonnée dans les pays du Maghreb et en 44 Espagne ou elle se trouve son optimum
de croissance et de développement ([92]; [84], [71]). En Afrique du Nord, il couvre 1.260.000
hectares, dont 855.000 en Algeérie, 340.000 en Tunisie, 65.000 au Maroc. En Europe, le pin
d’Alep est surtout présent sur le littoral espagnol couvrant une superficie de 1.046.948 ha en
peuplement purs et 497.709 ha en peuplements mixtes ou mélangés avec d’autres especes, soit
15% de la surface boisée de ce pays. Il existe aussi a 1’état spontané mais d’une fagon trés
restreinte en Turquie, en Albanie et en Yougoslavie et trés peu en proche orient : Palestine,
Syrie, Jordanie et Liban (Tab.6et Fig.14)

PWUS SUTIA \
600 km .

Figure 12 : Aire de répartition du pin d'Alep et du pin Brutia (Quezel, 1986)
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Tableau 1: La superficie occupée par le pin d'Alep dans quelques pays de la Méditerranée.

(Bentouati, 2006).

Pays Superficie (ha) ‘ source

Algérie 850000 Mezali (2003)

Maroc 65000 Bakhyi (2002)

Tunisie 170000 a 370000 | Chahroun (1986). Ammari (2000)
France 202000 Couhert et duplat (1993)

Espagne 1046978 Montero (2000)

Italie 20000 Seigue (1985)

Grece 330000 Seigue (1985)

I .5.4.1.2 En Algérie :

En Algérie, le Pin d’Alep (Pinus halepensis) est une essence reconnue pour sa grande
amplitude écologique. Il est largement présent, notamment sur presque tous les massifs
littoraux telliens situés a ’ouest d’Alger, mais également sur les hauts plateaux et dans 1’ Atlas
saharien (Kadik, 1987). (Figure 2).

Selon Letreuch (1982), sa répartition géographique se fait de la maniére suivante :

e AVEst, le Pin d’Alep se rencontre dans les monts de Tébessa et dans 1’Aurés, ou il
existe de belles futaies.

e Au Centre, il est présent dans les foréts de I’Ouarsentis.

e AI’Ouest, on Iobserve dans les foréts de Saida, Mascara et Sidi Bel-Abbés.

e Dans I’Atlas saharien, on le trouve dans les foréts des monts d’Ouled Nail (a Djelfa)
ainsi que dans les djebels Amour, prés d’Aflou.
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Figure 13 : Aire de répartition du pin d'Alep en Algérie (Bentouati, 2006).

I.5.5 Les exigences écologiques du pin d’Alep :
Altitude :

Le Pin d’Alep se développe essentiellement aux étages thermo et mésoméditerranéens
c’est-a-dire entre 0 et 300 — 600 m en Méditerranée septentrionale (France) et entre O et
1200 — 1400 m en Méditerranée méridionale (Maroc et Algérie) (Quézel, 1980 ; Quezel et
Médail, 2003). Il peut s’¢lever jusqu’a 2600 m dans le Haut Atlas central et méme a 2800
m en individus épars (Quézel, 1986)

- Climat :

Selon Quézel (1980) et Nahal (1962), le Pin d’Alep apparait dans des zones ou les
précipitations sont comprises entre 200 et moins de 1500 mm. Il présente son développement
optimal entre 350 et 700 mm, ¢’est-a- dire dans les bioclimats semi-aride et subhumide.

1.5.6 Lesexigences édaphiques :

Le Pin d’Alep peut végéter sur des substrats extrémement variés, mais il est possible de mettre
en évidence certaines préférences (Quézel, 1986). Il pousse essentiellement sur les substrats
marneux et calcaro-marneux parce qu’ils sont des sols profonds et accessibles a son systéme
racinaire (Braun-Blanquet, 1936 in Quézel et Médail, 2003). Mais il existe aussi sur les
calcaires compacts fissurés et les terra rossa (Molinier, 1934 in Quézel et Médail, 2003) et les
substrats non calcaires comme les schistes et les micaschistes comme le cas dans le littoral
Algérois (Quézel, 1986). En revanche il ne tolére pas les substrats sablonneux, hlo-gypseux et
limoneux ni les substrats ou existent des nappes aquiféres permanentes ; 1’eau provoque
I’asphyxie de son systéme racinaire (Quézel, 1986 ; Quézel et Médail, 2003).
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1.5.7 Les enjeux sociétaux et économiques du pin d*Alep :
* Le potentiel de production de bois

Le pin d'Alep couvre actuellement environ 240 000 ha en France, en majorité (223 000
hectares) dans la Région Provence-Alpes-Cote d’Azur, et surtout dans les départements des
Bouches-du-Rhéne et du Var. Il y présente donc un fort enjeu économique, écologique et
social. C'est pourquoi la Métropole d’ Aix-Marseille-Provence, ou le pin d'Alep représente 70
% des peuplements, s'y est particulierement intéressée. Elle a confié une étude sur sa
valorisation a l'association Forét Modéle de Provence2 , et a lancé en paralléle une étude
"Gisement de Bois" sur I’ensemble de ses massifs forestiers. Ce dernier travail fait apparaitre
(MTDA, 2020) : Un capital forestier de 6,6 millions de m3 de bois sur pied (dont 5,1 millions
de m3 de pin d’Alep). Sur la production annuelle totale de bois de ces foréts (190 000 m3 ),
143 000 m3 /an sont exploitables en tenant compte des contraintes topographiques,
environnementales, d’accessibilité et administratives, dont 24 % peuvent étre valorisés en bois
d’ceuvre. Malheureusement cette ressource est aujourd’hui sous-exploitée, notamment en forét
privée : seuls 73 000 m3 font actuellement 1’objet d’une exploitation forestiere, soit 51% du
potentiel.Une régénération naturelle et des peuplements jeunes en plein developpement
permettant un accroissement annuel de ce capital de 190 000 m3 de bois (intéréts produits par
la forét), soit 33 % de plus par an que le potentiel actuellement exploitable

Cependant, dans les peuplements aujourd'hui adultes, le pin d'Alep a été fréquemment
cassé plusieurs fois par la neige lourde en hiver, tordu par les vents violents, ou a poussé en
peuplements plut6ét clairs. Il a souvent un tronc court, tortueux et fourchu, qui complique sa
valorisation comme bois d'ceuvre. (photo n°14) Si les peuplements bien gérés et bénéficiant
d'une sylviculture adaptée sont capables de fournir de belles pieces droites (photo n°1), son
utilisation en bois d’ceuvre reste encore tres minime (il est majoritairement utilisé dans les
secteurs du bois énergie et de la papeterie). Mais on estime qu’a I’horizon 2040, 450 000 m3
par an pourraient étre récoltés. Une ressource qui mérite d’étre préparée a une valorisation
optimale par une gestion adaptée.
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Figure 14 : grands pins d'Alep poussant sur d'anciennes terrasses en bas de pente, et
présentant une belle grume apte au bois de construction.

* Les usages traditionnels et potentiels autres que le bois

Le pin d'Alep a aussi eu de multiples autres usages traditionnels ou plus modernes. (1) Pour
I'alimentation : les graines comestibles sont depuis toujours consommees en Afrique du Nord,
notamment en Tunisie, réduites en farine pour la préparation de cremes sucrées ou salées, a
I'occasion de certaines fétes. 2 Une Forét Modéle est un processus regroupant de nombreux
partenaires (collectivités publiques, organismes de recherche, personnes privées, associations,
entreprises, ...), dont les intervenants s’engagent a définir et concrétiser, sur un territoire
largement forestier, une vision commune de développement durable pour la conservation et la
gestion des ressources naturelles et du paysage (cf.: https://www.foretmodeleprovence.fr/ ).
Des quatre massifs de la zone concernée par la Forét Modeéle de Provence (les Maures, la
Sainte-Baume, I’Etoile et le Garlaban, les deux derniers en totalité, et I'extrémité ouest de la
Sainte-Baume) font partie de l'aire de la Métropole Aix-Marseille-Provence et possédent de
grandes surfaces de pin d'Alep.

Bonnard M., Parrot I., Plazanet N., Vennetier M. - 2024. Valoriser le Pin d’Alep de
Provence sous toutes ses formes : du bois aux huiles essentielles et hydrolats d'aiguilles. Forét
Méditerranéenne, 45 219-228 Dans les maisons : les cdnes tres résineux étaient utilisés
comme torches Pour l'industrie et la chimie : la résine avait de multiples emplois directs
(calfeutrage, colle) et indirects (extraction d'essence de térébenthine, avec un excellent
rendement, et autres composants actifs). Ses huiles essentielles montrent d'intéressantes
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qualités antioxydantes utilisables dans les industries alimentaires, pharmaceutiques et
cosmétiques (Djerrad et al., 2015). En agriculture, les huiles essentielles de pin d'Alep ont fait
leurs preuves en milieu contrélé comme herbicide et fongicide (Amri et al., 2012, 2013), mais
il resterait & prouver l'intérét économique de leur usage en conditions reelles. En médecine :
directement ou a partir d'extraits extraits obtenus par diverses méthodes, différentes parties du
pin d'Alep étaient utilisées depuis longtemps en médecine traditionnelle pour leurs propriétés
cicatrisantes, antiseptiques, astringentes, et pour traiter la tuberculose, les diarrhées, les
rhumatismes, la toux, les maladies gastro-intestinales, I'hypertension et les hémorroides (El
Omari et al., 2021). A l'aide de techniques modernes d'analyse, des dizaines de composants
actifs ont pu étre identifiés dans les extraits de son bois, de ses aiguilles, cones, écorces ou
bourgeons, et dans les huiles essentielles obtenues. La littérature dénombre en particulier plus
de 40 composés dans les huiles essentielles des aiguilles de pin d’Alep obtenues par hydro-
distillation . De nombreux articles publiés ces 20 dernieres années, qu'il est impossible de tous
citer ici, ont testé les activités in vivo ou in vitro pour ces extraits. lls confirment leur potentiel
pour certains des usages traditionnels, avec des propriétés antimicrobiennes, antifongiques,
anti-inflammatoires,  cytotoxiques, antiparasitaires, antidiabétiques, anticancéreuses,
coagulantes et hépatoprotectives. Par exemple des patchs imbibés d'extraits aqueux d'écorces
se sont montrés plus efficaces que des crémes habituellement utilisées pour limiter et
cicatriser les bralures (radiodermatites) liées a la radiothérapie de cancers de la peau. La
valorisation du pin d'Alep ne saurait donc se focaliser uniquement sur la production de bois.
Forét Modele de Provence a été créée, entre autres, pour structurer un réseau autour d’une
gestion durable des espaces forestiers bases sur leur multifonctionnalité. En ce sens, il est utile
de continuer la démarche d'une valorisation du Pin d’Alep complémentaire au bois d’ceuvre,
vers une diversification des produits et services de nos foréts.
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I1 .1 Introduction :

Notre travail a été réalis¢ au niveau du laboratoire d’agronomie de la faculté des sciences du
pole universitaire d’Ouazra.

II .1.1 Matériel de travail :

II.1.2 Le matériel fongique :

Dans cette étude, on a utilisé deux souches de champignons entomopathogéne :
Metarhizium anisopliae et Trichoderma. Ces champignons ont été sélectionnés en
raison de leur importance dans le domaine de la lutte biologique et de leur efficacité
contre plusieurs organismes nuisibles.

I1.1.2.1 Le Champignon Metarhizium anisopliae :

Metarhizium anisopliae est un champignon entomopathogene utilisé en lutte
biologique contre de nombreux insectes ravageurs. Il infecte son hdte par contact
direct et provoque sa mort apres avoir penétre a travers la cuticule.

I1.1.2.2 Le Champignon Trichoderma :
Est un champignon saprophyte reconnu pour ses propriétés antagonistes contre de
nombreux agents phytopathogenes.

II .1.3 Matériel animal :

IT1.1.3.1 Tenebrio molitor :

est un insecte coléoptere appartenant a la famille des Tenebrionidae, couramment
utilisé dans les études biologiques et I’alimentation animale. Ses larves, appelées vers
de farine, sont riches en protéines et faciles a élever en laboratoire.

II .1.3.2 Zophobas morio :

est également un coléoptere de la famille des Tenebrionidae. Ses larves, connues sous
le nom de super vers, sont de grande taille, riches en nutriments et largement utilisées
dans les recherches scientifiques ainsi que dans 1’alimentation animale.
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I1 .1.4 Elevage de Tenebrio molitor au laboratoire

L’¢levage de Tenebrio molitor a été réalisé dans des bacs en plastique contenant du son de blé
comme substrat alimentaire. Des morceaux de carotte ou de pomme de terre ont été ajoutés
pour fournir I’humidité nécessaire. Les insectes ont ¢t¢ maintenus a une température de 25 a
27 °C avec une humidité relative de 60 a 70 %.

I1 .1.5 Elevage de Zophobas morio au laboratoire

L’¢levage des larves de Zophobas morio a été effectué au laboratoire dans des boites en
plastique contenant du son de blé comme aliment principal, sous des conditions contrdlées.
Les élevages ont été conservés a une température de 26 a 28 °C avec une humidité relative
d’environ 65 a 70 %.

L’aliment fourmis aux larves est composés de sons de blé et par des morceaux de légumes
frais (carotte et pomme de terre) ont été ajoutés quotidiennement aux larves pour avoir de
I’eau.

Figure 16 : Elevage de Tenebrio molitor et Zophobas morio au laboratoire
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I1.1.6 Matériel du laboratoire :
Au cours de cette étude, nous avons utilisé le matériel suivant :

Tableau 2 : Le matériel utilisé au laboratoire

Les appareils Lg;lm;dut:;s @ Les consommables

+ Balance de précision ‘ + Les Béchers + Le papier filtre
- ‘ + L'éthanol — .
& " + Rota vapeur et pompe a vide ¥ o i =
kc Lehtpnngie = + Le papier wattman
m » Bt oo !~ + Les tubes a essai =
F- « Leaudistillée
.Q‘ - Agitateur t { () Lesboites de Pétri
4 - + L'éprouvette graduée =~
' J B e
L Phadlile jucte (v Le papier film
Q\E’ + Autoclave et
{'* T + La pipette jaugée % + Le papier aluminium
a ;
l ]‘ + Incubateur + La pipette pasteur
= ! + Le papier absorbant
!I_'y + Réfrigérateur 7"« Les barreaux
=y .
l J  * Spectrophotométre ) + Lerlenmeyer / + Les spatules
‘k_) &
i\ * Bec benzéne \V/ + Le verre a pied ;
L ,+ Les coupelles de pesée
P + Micropipette cellule malassez ' /A o
- ‘/ il U + Les flacons
+ Chambre d'élevage conditionné "
gﬂ \‘ + L'entonnoir buchner
ﬁ | + Armoire d'élevage des insectes \
v " ) 6 + La fiole a vide
.ﬁ. + Microscope optique \
+ Appareil clevenger en verre
Q4 [

II .2 Méthodes de travail :
I1.2.1Principe d’extraction du pin d’Alep :
11.2.1.1 Extraction par hydrodistillation :

Cette extraction consiste a immerger la matiere vegetale dans un alambic rempli d’eau qui est
porte e a e bullition. Les vapeurs sont condense es dans un re frige rant puis re cupe re es dans
un Erlen Meyer et I’huile essentielle est se pare e par de cantation. Le dispositif d’extraction
en verre est nomme Clevenger. 100 g d’aiguilles, matie re ve ge tale sont lave s puis introduits
dans un ballon monocol d’une capacite de 6 litres remplit par 2 litres d’eau. Le ballon est
raccorde a un appareil de type Clevenger. Une calotte chauffante sur laquelle repose le
dispositif d’extraction est utilise e comme source de chaleur. La diffusion de la vapeur d’eau a
travers la matie re ve ge tale permet d’en extraire les matie res volatiles et de les re cupe rer en
haut du montage. Ces vapeurs sont condense es dans le re - frige rant a circulation d’eau et
I’huile essentielle est re cupe re e par de cantation. Celle-ci, de couleur jaune pa le, est se
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che e par addition de 1% de sulfate de sodium anhydre. Apre s filtration, ’huile essentielle est
conserve e dans un flacon ambre , ferme herme tiquement et a basse tempe rature (4°C).

10.

11.
12.

11.2.1.2 Protocol d’extraction :

Préparation de la matiere végétale

Les aiguilles de pin d’Alep sont lavées soigneusement afin d’éliminer les impuretés,
puis utilisées fraiches ou légérement coupées.

Montage de I’appareil

100 g de matiére végetale sont introduits dans un ballon de 6 L contenant 2 L d’eau
distillée. Le ballon est ensuite relié a un appareil de type Clevenger.

Hydrodistillation

Le systéme est chauffé a I’aide d’une calotte chauffante. Sous I’effet de la chaleur, la
vapeur d’eau traverse la matiére végétale et entraine les composés volatils.
Condensation et récupération

Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant a eau puis recueillies dans le
dispositif de Clevenger. L’huile essentielle se sépare de 1’eau par différence de densité
et est récupérée par décantation.

Séchage de I’huile essentielle

L’huile obtenue, de couleur jaune pale, est séchée par addition de 1 % de sulfate de
sodium anhydre afin d’¢éliminer les traces d’eau.

Conservation

Apres filtration, I’huile essentielle est conservée dans un flacon ambré,
hermétiquement fermé, et stockée a basse température (4 °C)

IT .2.1.3 Résultat

Cette méthode permet d’obtenir une huile essentielle riche en composés volatils a partir des
aiguilles de Pin d’Alep.
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a) Préparation de la b) Montage de I'appareil ¢) Hydrodistillation d) Condensation e) Séchage de h f) Conservation
matiére végétale et réclapératmn I'huile essentielle

Figure 17 : Les étapes d'extraction de pin d'Alep

I1 .3 Préparation des doses d’application :
I1 .3.1 les huiles essentielles Pin d’Alep -
11.3.1.1 Préparation des doses de d’huile essentielle de Pin d’Alep :

Nous calculé trois doses a partir de la solution mére d’huile essentielle pour 1’appliquer sur les
ravageurs. Les déférentes concentrations des sont comme suit :

D1=7.5 ml+1.5 ml eau distillée+1 ml ethanol (75 %)
D2=5ml+4 ml eau distillée+1ml ethanol(50%)
D3=2.5ml+6.5 ml eau distillée+1 ml ethanol (25%)

11.3.1.2 Traitement des insectes par les huiles essentielles :

11.3.1.2.1 Le traitement de Tenebrio molitor :

A éte réalisé par la méthode de pulvérisation a 1’aide d’une seringue ou d’un pulvérisateur
manuel.

Quatre boites ont été préparées au total : trois boites expérimentales et une boite témoin.
Chague boite contenait 10 insectes.
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Les insectes des trois boftes expérimentales ont été traités par pulvérisation avec une solution
a base d’huile essentielle de Pin d’Alep, tandis que la boite témoin n’a subi aucun traitement
afin de servir de référence.

Apres I’application, toutes les boites ont été placées dans les mémes conditions de laboratoire.
Les insectes ont ensuite été observés pendant plusieurs jours afin d’évaluer I’efficacité du
traitement, notamment en enregistrant le taux de mortalité et les changements de
comportement par rapport au témoin.

11.3.1.2.2 Le traitement de Zophobas morio :

A été réalis¢é selon la méme méthode expérimentale de pulvérisation a I’aide d’un
pulvérisateur manuel.

Quatre boites ont été préparées : trois boites expérimentales et une boite témoin. Chaque boite
contenait 10 individus.

Les insectes des boites expérimentales ont été traités par pulvérisation avec une solution a
base d’huile essentielle de Pin d’Alep, tandis que la boite témoin est restée sans traitement
afin de servir de référence.

Apres I’application du traitement, toutes les boites ont été¢ placées dans des conditions de
laboratoire identiques (température, humidité et alimentation). Les insectes ont ensuite été
observés pendant plusieurs jours afin d’évaluer I’effet de 1’huile, en enregistrant notamment le
taux de mortalité et les éventuelles modifications de comportement par rapport au témoin .

Figeurl8 : Traitement des larves et des adultes d’huiles essentielles pin d'Alep contre
I'insecte Tenberio molitor .
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I1 .3.2 Champignons Metarhizium anisoplie :

11.3.2.1 Préparation des doses de champignons :

On preéléve 0,5g de poudre Metarhizium anisoplie et on le met dans un flacon contenant 10 ml
d'eau distillée +tween pour assurer la libération maximale des spores. Cette suspension est
agitée pendant 15 minutes.

Figure 19 : Les doses de champignon Metarizium anisophiae
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11.3.2.2 Comptage des spores et détermination des concentrations :

A Préparation des solutions

V] Solution mére (D)
2,5 x 10° spores/mL
[/ Volume final pour chaque dilution

10 mL
V] Facteur de dilution
1
10
Solution Composition {pour 10 mL)
D1(0,25%) 1mLdeD +9mLdeau
D2 (0,75%) 3mLdeD+7mlLdeau
D3 (1,25%) 5mt de.D +.5ml d'eau
Concentrations finales
Solution Concentration (spores/mL)
D (meére) 2,5 x 10°
D1(0,25%) 2,5 x 108
D2 (0,75%) 7,5 x 10°
D3 (1,25%) 125 % 10°

II .3.2.3 Traitement par le champignon entomopathogene :
11.3.2.3.1 Traitement de Tenberio molitor :

Les traitements ont été réalisés par pulvérisation sur des larves de Tenebrio molitor en
utilisant trois doses différentes, ainsi qu’un témoin. Chaque boite contenait 10 individus de
Tenebrio molitor. Les traitements ont été répartis selon les différentes doses préparées afin
d’évaluer I’efficacité du produit testé. Voici les détails des traitements :
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Figure 20 : Traitement de champignons Metarhizium anisoplie contre les deux l'insectes
Tenberio molitor et zophobas morio.

I1 .3.2.3.2 Compactage de mortalité :

Le comptage des sujets morts est fait chaque 24 heures des sujets morts jusqu’a la mortalité
totale d II es insectes sur les taux de mortalité des insectes apreés chaque traitement (100% de
mortalité).

11.3.2.3.3 Traitement de Zophobas morio :

Ces traitements ont été réalisés par pulvérisation sur Zophobas morio, répartis selon trois
différentes doses appliquées.

Chaque boite contenait 10 individus de Zophobas morio avec une quantité suffisante d’eau
pour assurer une bonne pulvérisation. Les traitements comprenaient les trois doses testées
ainsi qu’un lot témoin afin de comparer les effets des différentes concentrations utilisées.

11.3.2.3.4 Compactage de mortalite :

Le comptage des sujets morts est fait chaque 24 heures des sujets morts jusqu’a la mortalité
totale des Zophobas morio sur les taux de mortalité des insectes apres chaque traitement
(100% de mortalité).

Il est a noter qu’apres les traitements, toutes les boites ont été placées dans une chambre
d’élevage conditionnée afin d’assurer des conditions favorables au développement des
insectes, notamment la température, I’humidité et la lumiére.
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11.3.2.3.5 Calcul du pourcentage de mortalité journaliere :

Toutes les 24 heures, on calcule le pourcentage de mortalité deTenberio molitor et le
zophobas morio témoins et traités selon la formule suivante :

Nombre d’individus mort

Mortalieté enrigistree = 100

Nombre total de presonnes

IT1.3.2.3.6 Calcule de la DL50 :

Pour calculer la dose Iétale qui provoquée 50% de mortalité de la population, on utilisé la
méthode de Karber et Behrens (méthode numirique)

2 (axb)

DL50 = DL 100 —

a : difference entre deux doses successive
b : moyenne des morts entre deux doses successive

n : nombre moyen d’animaux par lot

11.3.3 Champignon Trichoderma:

11.3.3.1 Préparation des doses de Trichoderma :

Nous avons pris Des fragments circulaires des colonies de Trichoderma ont été prélevés a
partir des boftes de Pétri contenant les champignons, puis transférés dans de nouvelles boites
de Pétri stériles contenant le milieu de culture approprié.

Les boites ont ensuite été incubées dans I’étuve a 25 °C pendant une semaine. Apres
incubation, une bonne croissance fongique a été observée, permettant d’obtenir des cultures
viables de Trichoderma prétes a étre utilisées pour la réalisation des traitements
expérimentaux.

La préparation a été réalisée a partir de cultures de Trichoderma développées sur boites de
Pétri. Des disques mycéliens provenant de colonies fongiques bien développées ont été
prélevés de manicre aseptique a 1’aide d’un outil stérile, puis transférés dans un tube a essai
contenant 20 mL d’eau distillée stérile.
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La suspension obtenue a été¢ soigneusement agitée afin d’assurer une homogénéisation des
spores. Ce mélange a été considéré comme la solution mére, utilisée par la suite pour la
préparation des différentes dilutions destinées aux traitements expérimentaux.

Figure 21 :Les doses de champignons Trichoderma
11 .3.3.2Comptage des spores et détermination des concentrations :

Détermination de la concentration Sporale :
La concentration des spores a été déterminée

a l'aide d'une cellule de comptage de Malassez aprés homogénéisation de la suspension
sporale. Le comptage a été réalisé au microscope optigque, puis la concentration a été calculée
selon la formule suivante :

C= N: X 10* X FD
AVEC :
C : concentration des spores (spores/mL) .
N : nombre total de spores comptées.
n : nombre de carrés observés .

104 : facteur de conversion lié au volume de la cellule de comptage .

FD : facteur de dilution.
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Calcul du facteur de dilution :

Le facteur de dilution est déterminé selon la relation suivante :

FD:V_p

Ou:
VT : volume final aprés dilution (volume préleve + volume du diluant) .

Vp : volume prélevé de la suspension mére.
Définition des parametres :

Volume prélevé (Vp) : volume de la suspension mére utilisé pour réaliser la dilution.

Volume final (Vf) : volume total obtenu aprés addition du diluant au volume prélevé.

Calcul de la concentration finale :

La concentration finale de la suspension sporale est calculée a I’aide de la formule suivante :

1 1
C=nx ; X B
Avec :
C : concentration finale des spores (spores/mL) .
n : nombre moyen de spores comptées .
V : volume de la cellule de comptage (0,005 mL) .

D : facteur de dilution appliqué.

Relation de conversion :

1mm3 = 10-3mL
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11.3.3.3 Traitement de Tenberio molitor :

Les traitements ont été réalisés par pulvérisation sur des larves de Tenebrio
molitor en utilisant trois doses différentes, ainsi qu’un témoin. Chaque boite
contenait 10 individus de Tenebrio molitor. Les traitements ont été répartis selon
les différentes doses préparées afin d’évaluer I’efficacité du produit testé . Voici
les détails des traitements :

Figure 22 : Traitement par de champignons Trichoderma contre les deux l'insectes Tenberio
molitor et zophobas morio.
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II .3.3.4 Traitement de Zophobas morio :

Ces traitements ont été réalisés par pulvérisation sur Zophobas morio, répartis selon trois
différentes doses appliquées.

Chaque boite contenait 10 individus de Zophobas morio avec une quantité suffisante d’eau
pour assurer une bonne pulvérisation. Les traitements comprenaient les trois doses testées
ainsi qu’un lot témoin afin de comparer les effets des différentes concentrations utilisées.

11.3.3.5 Compactage de mortalité :

Le comptage des sujets morts est fait chaque 24 heures des sujets morts jusqu’a la mortalité
totale des pucreon sur les taux de mortalité des insectes aprés chaque traitement (100% de
mortalité).

Il est a noter qu’apres les traitements, toutes les boites ont été placées dans une chambre
d’élevage conditionnée afin d’assurer des conditions favorables au développement des
insectes, notamment la température, I’humidité et la lumicre.

11.3.3.6 Calcul du pourcentage de mortalité journaliere :

Toutes les 24 heures, on calcule le pourcentage de mortalité deTenberio molitor et le
zophobas morio témoins et traités selon la formule suivante :

Nombre d’individus mort

Mortalieté enrigistree = 100

Nmbre total de presonnes

II .3.3.7 Calcule de la DL50 :

Pour calculer la dose létale qui provoquée 50% de mortalité de la population, on utilisé la
méthode de Karber et Behrens (méthode numirique)
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> (axh)
DL50 = DL 100 —

a : difference entre deux doses successive
b : moyenne des morts entre deux doses successive

n : nombre moyen d’animaux par lot
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IIT .1 Résultats :
II1 .1.1. Effet de ’extrait d’huile essentielle
Sur les larves :

II1.1.1.1 Effet de Pextrait d’huile essentielle contre les larves de
Tenberio molito :

D’apres le tableau et la figure correspondants, la mortalit¢ des insectes a augmenté
progressivement au cours du temps dans tous les lots traités jusqu’a atteindre 100 %. La
premiere mortalité a été observée 24 heures apres le traitement, avec un taux de 60 % pour les
lots D1 et D2 et de 40 % pour le lot D3. A J2, la mortalité a atteint 50 % chez les insectes
traités par D3. Par la suite, le taux de mortalité a continué a augmenter pour atteindre 100 % a
J5 pour le lot D1, a J6 pour le lot D2 et a J7 pour le lot D3. Cette évolution montre que le
traitement D1 a présenté 1’effet le plus rapide, suivi de D2 puis de D3.

Tableau 3 : Pourcentage de mortalité de chez le Ten Au début de I’expérience (TO), le
nombre d’individus était de 10 dans les trois lots (D1, D2 et D3).

Extrait
Temps Témoin D1 (75%) D2 (50%) D3 (25%)

JO 0% 0% 0% 0%

J1 0% 60% 60% 40%
J2 0% 70% 60% 50%
J3 0% 80% 70% 60%
J4 0% 90% 80% 70%
J5 0% 100% 90% 80%
J6 0% 100% 100% 90%
J7 0% 100% 100% 100%
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Pourcentage de mortalité de chez le Tonberio
molitor
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Figure 23: Pourcentage de mortalité de chez le Tenberio molitor

II1 .1.1.2 Effet de I’extrait d’huile essentielle contre Zophobas morio :

D’aprés le tableau et la figure correspondants, la mortalité des insectes a augmenté
progressivement avec le temps dans tous les lots traités jusqu’a atteindre 100 %. La
premiére mortalité a été enregistrée 24 heures apres le traitement, avec un taux de 60 %
pour les lots D1 et D2 et de 40 % pour le lot D3. A J2, la mortalité a atteint 50 % chez les
insectes traités par D3. Par la suite, le taux de mortalité a continué a augmenter pour
atteindre 100 % a J5 pour le lot D1, a J6 pour le lot D2 et a J7 pour le lot D3. Ces
résultats montrent que le lot D1 a présenté I’effet le plus rapide, suivi du lot D2, tandis

que le lot D3 a montré une action plus lente.

Tableau 4 : Pourcentage de mortalité de chez le Ten Au début de ’expérience (TO0), le
nombre d’individus était de 10 dans les trois lots (D1, D2 et D3).
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Extrait

Temps Témoin D1 D2 D3
TO 0% 0% 0% 0%
T1 0% 30% 50% 70%
T2 0% 40% 50% 80%
T3 0% 40% 50% 80%
T4 0% 70% 60% 80%
T5 0% 80% 80% 80%
T6 0% 90% 90% 90%
T7 0% 100% 100% 100%

Pourcentage de mortalité de chez Zophobas morio
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Figure 24 : Pourcentage de mortalité de Zophobas morio
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Sur | 'adults :

I11.1.1.3 Effet de I’extrait d’huile essentielle contre les adults :
Chaque lot contenait également 10 individus au départ.

La mortalité augmente progressivement jusqu’a atteindre 100 % au J5. ¢ Pour le lot D1, la
mortalité atteint 60 % au J3 puis 100 % au J5. La DL50 est comprise entre J2 et J3. * Pour le
lot D2, la mortalité atteint 50 % au J3 puis 100 % au J5. La DL50 est atteinte au J3.  Pour le
lot D3, la mortalité reste faible au début puis augmente fortement pour atteindre 90 % au J4 et
100 % au J5. La DL50 est comprise entre J3 et J4. Ces résultats indiquent que le traitement
D1 agit plus rapidement sur les adultes, suivi de D2, tandis que D3 présente un effet plus lent

Tableau 5 : Pourcentage de mortalité de Les adults

Extrait

Temps Témoin D1 D2 D3
TO 0% 0% 0% 0%
T1 0% 10% 10% 0%
T2 0% 30% 20% 10%
T3 0% 60% 50% 40%
T4 0% 90% 90% 90%
T5 0% 100% 100% 100%

Pourcentage de mortalité chez les adults
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Figure 25 : Pourcentage de mortalité chez Les adults
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111.1.2 Etude de I’effet de Metarhizium anisoplie sur les larves :

IIT .1.2.1 Etude de I’effet de Metarhizium anisoplie contre larves de
Tenberio molitor :

Poucentage de mortalité de champignon Metarhizium anisophiae chez
Tenberio molitor
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Figure 26 :pourcentage de mortalité de Metarhizium anisophiae chez Tenberio molitor

L’application du champignon entomopathogéne Metarhizium anisopliae sur les larves de
Tenebrio molitor a montré un effet biologique progressif et retarde.

Trois doses ont été testées, avec 10 insectes par boite de Pétri. Les observations ont été
réalisées quotidiennement afin de suivre I’apparition de la mortalité aprés le traitement.

Les premiers cas de mortalité ont été enregistrés environ 12 jours apres I’application du
traitement, ce qui indique une action lente du champignon. Cette mortalité tardive s’explique
par le mode d’action de Metarhizium anisopliae, qui nécessite plusieurs étapes avant de
provoquer la mort de I’insecte : adhésion des spores a la cuticule, germination, pénétration
dans I’organisme de 1’hote puis colonisation interne.

La mortalité a été observée uniquement dans les doses 1 et 2, tandis qu’aucune mortalité n’a
été enregistrée dans la dose 3. Cela peut indiquer que la concentration utilisée dans la
troisiéme dose était insuffisante pour provoquer une infection efficace, ou que les conditions
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expérimentales n’ont pas favorisé le développement du champignon chez les insectes traités
avec cette dose.

Ces résultats montrent que Metarhizium anisopliae posséde une activité entomopathogene
contre Tenebrio molitor, mais avec une efficacité dépendante de la dose appliquée et du temps
d’exposition.

III .1.2.2 Effet de Metarhizium anisopliae contre Zophobas morio :

Pourcentage de mortalité de champignon Metarhizium anisophiae chez
Zophobas morio
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Figure 27 : pourcentage de mortalité de Metarhizium anisopliae chez zophobas morio

L’application du champignon entomopathogéne Metarhizium anisopliae sur les larves de
Zophobas morio n’a provoqué aucune mortalité durant toute la période d’observation, et ce
pour les trois doses testées.

Cependant, une diminution de I’activité et de la mobilité¢ des insectes traités a été observée
apreés le traitement. Les larves présentaient un ralentissement des déplacements ainsi qu’une
réduction de leur activité par rapport au lot témoin.

Cette diminution de la mobilité peut indiquer un effet physiologique ou comportemental du
champignon sur les insectes, méme en absence de mortalité directe. L’absence de mortalité
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pourrait étre liée a une résistance de Zophobas morio au champignon, a une concentration
insuffisante des spores, ou encore a des conditions expérimentales peu favorables au
développement de Metarhizium anisopliae.

Ces résultats suggérent que Metarhizium anisopliae exerce un effet sublétal sur Zophobas
morio, caractérisé principalement par une réduction de 1’activité locomotrice sans provoquer
la mort des insectes.

L’application du champignon entomopathogeéne Metarhizium anisopliae sur les larves de
Zophobas morio n’a provoqué aucune mortalité durant toute la période d’observation, et ce
pour les trois doses testées.

Cependant, une diminution de I’activité et de la mobilité des insectes traités a été observée
apres le traitement. Les larves présentaient un ralentissement des déplacements ainsi qu’une
réduction de leur activité par rapport au lot témoin.

Cette diminution de la mobilité peut indiquer un effet physiologique ou comportemental du
champignon sur les insectes, méme en absence de mortalité directe. L.’absence de mortalité
pourrait étre liée a une résistance de Zophobas morio au champignon, a une concentration
insuffisante des spores, ou encore a des conditions expérimentales peu favorables au
développement de Metarhizium anisopliae.

Ces résultats suggérent que Metarhizium anisopliae exerce un effet sublétal sur Zophobas
morio, caractérisé principalement par une réduction de I’activité locomotrice sans provoquer
la mort des insectes.
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111.1.3 Etude de Peffet de Trichoderma :

111.1.3.1 Etude de ’effet de Trichoderma contre Tenberio molitor :

Pourcentage de mortalité de champignon Trichoderma chez
Tenberio molitor
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Figure28 :pourcentage de mortalité de champignon Trichoderma chez Tenberio molitor

L’application du champignon Trichoderma sur les larves de Tenebrio molitor a mis en
¢vidence un effet biologique progressif au cours de la période d’observation.

Trois doses différentes ont été testées, avec 10 insectes placés dans chaque boite de Pétri. Un
suivi quotidien a été réalisé afin d’évaluer 1’évolution de la mortalité apres le traitement.

Les premiéres mortalités ont été observées environ 12 jours aprés 1’application, montrant que
I’action du champignon est relativement lente. Ce délai peut étre expliqué par le processus
d’interaction entre le champignon et I’insecte, comprenant 1’adhésion des spores a la surface
du corps, leur germination puis le développement progressif du champignon au niveau de
I’héte.
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La mortalité¢ a été enregistrée uniquement dans les traitements D1 et D2, alors qu’aucun
insecte mort n’a été observé dans le traitement D3. Cette absence d’effet dans D3 pourrait étre
liée a une faible concentration du champignon ou & des conditions expérimentales
défavorables au développement et a ’activité de Trichoderma.

Dans I’ensemble, les résultats obtenus suggérent que Trichoderma possede une certaine
activité biologique contre Tenebrio molitor, mais que son efficacité reste influencée par la
dose appliquée ainsi que par la durée d’exposition des insectes au traitemen

11 .1.3.2 Etude de P’effet de Trichoderma contre Zophobas morio :

Pourcentage de mortalité de champignon Trichoderma chez
Zophobas morio
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Figure29 : pourcentage de mortalité de Trichoderma chez Zophobas morio

Le traitement des larves de Zophobas morio par le champignon Trichoderma n’a entrainé
aucune mortalité pendant toute la durée de I’expérience, quelle que soit la dose appliquée.

Malgré I’absence de mortalité, des changements comportementaux ont été observés chez les
insectes traités. Les larves présentaient une diminution de leur activité générale ainsi qu’un
ralentissement notable des mouvements comparativement au lot témoin.
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Cette baisse de mobilité pourrait traduire un effet indirect du champignon sur [’état
physiologique des insectes. En effet, méme sans provoquer la mort, Trichoderma semble
avoir influencé le comportement et I’activité locomotrice des larves traitées.

L’absence de mortalité peut étre expliquée par plusieurs facteurs, notamment une tolérance de
Zophobas morio au champignon, une faible concentration en spores utilisées ou encore des
conditions expérimentales non favorables au développement du champignon.

Ainsi, les résultats obtenus indiquent que Trichoderma exerce principalement un effet sublétal
sur Zophobas morio, se manifestant par une réduction de I’activité et de la mobilité des larves
sans entrainer leur mort.

IIT .1.4. Calcule de la DL50 des huiles essentielles :
I11.1.4.1 Traitement de Tenberio molitor par I’HE :

o DL100 = concentration provoquant 100 % de mortalité (75 %),

e a=ntervalle entre deux concentrations successives (25),

e b =moyenne du nombre d'insectes morts entre deux concentrations,
e n =nombre total d'insectes testés (10 individus).

Nombre d'insectes morts :
e D1 =60% =6 individus

e D2 =60 % =6 individus
e D3 =40% =4 individus

DL50 de Tenebrio molitor = 47,5 %

111.1.4.2 Traitement de Zophobas morio par ’HE :

Nombre d'insectes morts :
e D1 =30% =3 individus

e D2 =50% =5 individus
e D3=70% =7 individus
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DL50 de Zophobas morio = 50 %

111.1.4.3 Traitement Les adults par ’HE :
Nombre d'insectes morts :

e D1 =060 % =6 individus

e D2 =50% =5 individus

e D3 =40% =4 individus

DL50 des adultes =50 %
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111.1.5 Discussion :

L’extrait d’huile essentielle du du pin d'Alep (Pinus halepensis) a été étudié afin d’évaluer son
efficacité contre les larves et les adultes de Tenebrio molitor ainsi que contre les larves de
Zophobas morio.

Nos résultats sont comparables a ceux rapportés dans plusieurs études ayant évalué
I’efficacité de I’huile essentielle de Pinus halepensis ainsi que celle des champignons
entomopathogénes Metarhizium anisopliae et Beauveria bassiana contre différents insectes
ravageurs.

Dans I’étude réalisée sur Tribolium castaneum et Aphis fabae, 1’huile essentielle de Pinus
halepensis a montré une forte activité insecticide. Une mortalité totale de 100 % a été obtenue
dés le 3éme jour chez Aphis fabae, tandis que chez Tribolium castaneum, la mortalité a atteint
100 % au 7éme jour. Les auteurs ont également signalé une augmentation progressive de la
mortalité en fonction du temps d’exposition et des doses appliquées.

Les résultats obtenus dans notre étude confirment cette tendance. Chez les larves de Tenebrio
molitor, une mortalité de 60 % a été observée des J1 pour les traitements D1 et D2, avec une
mortalité totale atteignant 100 % respectivement a J5 et J6. Le traitement D3 a montré une
action plus lente avec une DL50 atteinte a J2. Chez les larves de Zophobas morio, le
traitement D3 s’est révélé le plus efficace avec une mortalité de 70 % des J1 et une DL50
atteinte avant J1, tandis que les traitements D1 et D2 ont présenté une action plus progressive.
Chez les adultes de Tenebrio molitor, la mortalit¢é a augmenté progressivement jusqu’a
atteindre 100 % a J5 pour ’ensemble des traitements.

Concernant les champignons entomopathogenes, Metarhizium anisopliae a également montré
une activité biologique importante contre les insectes ravageurs. Les travaux antérieurs ont
rapporté une mortalité atteignant 100 % au 7éme jour chez Tribolium castaneum et au 3eme
jour chez Aphis fabae. De méme, Beauveria bassiana a presenté une efficacité élevée contre
plusieurs espéces d’insectes avec des taux de mortalité atteignant 100 %. Selon Kaidi (2004),
la mortalité totale de Locusta migratoria a été enregistrée entre le 8éme et le 12eme jour selon
la concentration appliquée.

Dans notre étude, les résultats obtenus avec Metarhizium anisopliae et Trichoderma sp. ont
également montré une augmentation progressive de la mortalité au cours du temps.
Cependant, Metarhizium anisopliae a présenté une efficacité plus importante que
Trichoderma sp., ce qui peut étre expliqué par son caractére entomopathogéne reconnu et sa
capacité a pénétrer la cuticule de I’insecte, a coloniser ses tissus internes et a provoquer sa
mort.

L’ensemble de ces résultats met en évidence 1’existence d’un effet dépendant de la dose et du
temps d’exposition. Plus la concentration appliquée est élevée et plus la durée d’exposition est
longue, plus la mortalité des insectes augmente. Cette observation est en accord avec

58



CHAPITREIII : RESULTATS ET DISCUSSIONS

La littérature scientifique concernant les huiles essentielles et les champignons
entomopathogénes utilisés dans la lutte biologique.

Ainsi, les résultats obtenus confirment que I’huile essentielle de Pinus halepensis,
Metarhizium anisopliae et Trichoderma sp. constituent des agents biologiques prometteurs
pour la lutte contre les insectes nuisibles. Néanmoins, Metarhizium anisopliae et I’huile
essentielle de Pinus halepensis apparaissent comme les traitements les plus performants en
raison de leur efficacité élevée et de leur rapidité d’action.
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111.1.6 Conclusion générale :

Cette étude a été réalisée dans le but d’évaluer I’efficacité biologique de deux champignons,
Metarhizium anisopliae et Trichoderma, ainsi que de I’huile essentielle de Pinus halepensis
contre Tenebrio molitor et Zophobas morio.

Les résultats obtenus avec Metarhizium anisopliae ont montré une activité entomopathogéne
progressive contre les larves de Tenebrio molitor. Les premiers cas de mortalité ont été
observes environ 12 jours aprés le traitement, traduisant une action lente du champignon. La
mortalité a été enregistrée uniquement dans les doses D1 et D2, tandis qu’aucune mortalité
n’a été observée dans la dose D3. Cela montre que I’efficacité du champignon dépend
fortement de la concentration appliquée et du temps d’exposition. Chez Zophobas morio,
aucune mortalité n’a été observée dans les trois doses testées, mais une diminution importante
de Dlactivité et de la mobilité des larves a été constatée, indiquant un effet sublétal du
champignon.

Concernant Trichoderma, les résultats ont révelé une activité biologique moins importante.
Chez Tenebrio molitor, le champignon a provoqué une mortalité progressive mais retardée,
tandis que chez Zophobas morio aucune mortalité n’a été observée. Cependant, une réduction
de Pactivité locomotrice et des déplacements des larves traitées a €été remarquée, ce qui
montre que Trichoderma peut influencer le comportement des insectes sans provoquer
directement leur mort.

Les essais réalisés avec I’huile essentielle de Pinus halepensis ont montré des résultats tres
intéressants contre les larves et les adultes des insectes étudiés. Chez les larves de Tenebrio
molitor, la mortalité a augmenté progressivement dans les trois traitements jusqu’a atteindre
100 %. Dans le lot D1, la mortalité est passée de 0 % a JO a 60 % a J1 puis a 100 % a J5. Dans
le lot D2, elle a atteint 60 % a J1 et 100 % a J6. Le lot D3 a montré une action plus lente avec
40 % de mortalité a J1, 50 % a J2 et 100 % a J7. Les valeurs de DL50 ont montré que D1 et
D2 ont atteint la DL50 entre JO et J1, alors que D3 I’a atteinte a J2.

Chez les larves de Zophobas morio, [’huile essentielle a également montré une activité
insecticide importante. Le traitement D1 a provoqué une mortalité de 30 % a J1 puis 100 % a
J7. Le traitement D2 a atteint 50 % de mortalité dés J1 avant d’atteindre progressivement 100
% a J7. Le traitement D3 a présenté I’effet le plus rapide avec 70 % de mortalité des J1 et 100
% a J7. La DL50 a été atteinte entre J3 et J4 pour D1, a J1 pour D2 et avant J1 pour D3.

Concernant les adultes de Tenebrio molitor, [’huile essentielle a provoqué une augmentation
progressive de la mortalité jusqu’a atteindre 100 % a J5 dans les trois lots. Le traitement D1 a
montré ’effet le plus rapide avec 60 % de mortalité a J3 et une DL50 comprise entre J2 et J3.
Le traitement D2 a atteint 50 % a J3 avec une DL50 atteinte a J3. Le traitement D3 a présenté
une action plus lente au début avant d’atteindre 90 % de mortalité a J4 puis 100 % a JS.

Les valeurs globales de DL50 obtenues dans cette étude sont de 47,5 % pour les larves de
Tenebrio molitor, de 50 % pour les larves de Zophobas morio et de 50 % pour les adultes de
Tenebrio molitor. Ces résultats confirment I’activité insecticide de I’huile essentielle de Pinus
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halepensis et mettent en évidence sa capacité a provoquer une mortalité importante chez les
différents stades étudiés.

L’ensemble des résultats montre que I’huile essentielle de Pinus halepensis posséde une
activité insecticide importante et dépendante de la dose appliquée. Les traitements les plus
concentrés ont généralement présenté les effets les plus rapides et les plus efficaces. Cette
activité pourrait étre liée a la présence de composés bioactifs capables d’agir sur le systéme
nerveux et les fonctions physiologiques des insectes.

D’une maniére générale, cette étude met en évidence le potentiel des huiles essentielles et des
champignons utilisés comme agents biologiques dans la lutte contre les insectes nuisibles. Ces
substances naturelles représentent une alternative écologique aux insecticides chimiques grace
a leur efficacité biologique et a leur impact environnemental réduit.

Enfin, il serait intéressant de poursuivre ces travaux en ¢tudiant d’autres concentrations,
différentes méthodes d’application ainsi que des durées d’exposition plus longues afin
d’améliorer I’efficacité des traitements et de mieux comprendre leurs mécanismes d’action sur
les insectes étudiés. 11 serait également pertinent d’évaluer I’innocuité de ces traitements sur
les organismes non cibles et sur I’environnement, afin de confirmer leur sécurité d’utilisation
et de favoriser leur intégration dans des programmes de lutte biologique durable.
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