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Résumé

Isolement des champignons entomopathogenes a partir des
insectes des denrées stockées et évaluations de leurs activités

biocides

L’utilisation de micro-organismes entomopathogenes est une alternative tres
prometteuse, dans la lutte biologique. Cette étude a pour objectif d’évaluer I’influence des
champignons entomopathogénes isolés a partir des vers de farine Tenebrio molitor,
carpophilus Carpophilus hemipterus et la larve de pyrale des dattes Ectomyelois ceratoniae ;
sur le puceron vert des rosiers (Macrosiphum rosae). Les résultats de 1’isolement, purification
et de I’identification ont mise en évidence la présence de 24 souche fongiques représentant 3
genres : Aspergillus, Fusarium et Penecillium dans 12 espéces de genre Penicillium, 10
espéces de genreFusarium et 02 especes de genreAspergillus.Le test de pathogénicité ont été
fait par le genre Penecilium, les biocontrdles sur I’aptitude a induire I'infection et/ou des
mortalités sur adultes de Macrosiphum rosaemontre que Penecilium sp issue de la souche (f)

vers de farine a un effet sur la mortalité des adultes de puceron vert de rosier.

Mot clé : EntomopathogenesAspergillus, Fusarium, Penecillium et Macrosiphum rosae



Abstract

Isolation of entomopathogenic fungi from insects in stored

foodstuffs and evaluation of their biocidal activities

The use of entomopathogenic microorganisms is a very promising alternative in biological
control. This study is to evaluate the influence of entomopathogenic fungi isolated from meal
worms Tenebrio molitor, carpophilus Carpophilus hemipterus and the date moth larvae
Ectomyelois ceratoniae; on the green rose aphid (Macrosiphum rosae). The results of the
isolation, purification and identification revealed the presence of 24 fungal strains
representing 3 genera: Aspergillus, Fusarium and Penecillium in 12 species of genus
Penicillium, 10 species of genus Fusarium and 02 species of genus Aspergillus. pathogenicity
test were made by the genus Penecilium, the biocontrols on the ability to induce infection
and/or mortality on adults of Macrosiphum rosae shows that Penecilium sp issue of the strain

(f) meal worms has an effect on the mortality of green rose aphid adults.

Key words: entomopathogenic Aspergillus, Fusarium, Penecillium et Macrosiphum rosae
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Introduction

Introduction :

La diversité climatique et écologique de 1’ Algérie est favorable pour le développement
de divers produits agricoles mais également a la prolifération des bioagresseur qui peut nuire

aux cultures. Ainsi les problemes phytosanitaires se posent avec acuité a 1’agriculture.

Les pesticides ou produit phytosanitaire sont des substances chimiques destinées a
minimise les organismes nuisibles aux végétaux. lls ont sevérement réglementé a travers le

monde en raison de leur dangerosité (Benzine 2006).

L’usage de ces produits est en constante augmentation a travers tous les pays du
monde. Selon les constatations des experts mondiaux, la demande en pesticides est telle que
les quantités produites doublent pratiquement tous les dix ans depuis 1945. Ce sont les pays
en voie de développement qui les utilisent le plus. Au niveau mondial, la valeur marchande

des pesticides est de 1’ordre de 32 milliards de dollars (Bouziani,2007).

L’ Algérie importe en moyenne 8827 tonnes de pesticides pour un coit estimé a pres
de 4 milliards et demi de dinars par an (Anonyme, 2006). Cependant, depuis quelques années,
on observe dans notre pays, que 1’'usage des pesticides, des fertilisants, des engrais, et autres
se répand de plus en plus avec le développement de I’agriculture, mais aussi dans le cadre des
actions de lutte contre les vecteurs nuisibles. Cette utilisation intense de produits chimiques
toxiques, a 1’échelle nationale, risque de polluer gravement les sols, les nappes d’eau et

menace la santé de la population (Bouziani,2007).

En paralléle, La maitrise de la lutte biologique contre les fléaux agricoles constitue
désormais une priorité nationale afin de réduire 1’utilisation des pesticides. Sans aucune
incidence sur I'hnomme et son environnement. Une autre piste qui est en train de se développer
actuellement et qui s’avere tres intéressante et efficace, c’est le développement et 1’utilisation
de microorganismes antagonistes notamment des champignons pathogenes d’insectes ou «

entomopathogénes »

Alors, I’étude des champignons entomopathogenes, constitue un bon modele pour

aborder le principe de lutte biologique et intégrée contre les pucerons mais il demeure
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cependant en Algérie que la connaissance et la maitrise des parameétres biologiques et
physiologiques sous-tendant les champignons entomopathogénes restent encore négligées
voire absentes. Ainsi La pathogénicit¢ que ’on définit comme la capacité d’un agent
microbien & provoquer une maladie et la virulence correspondant au caractére nocif et violent
d’un pathogéne sont deux ¢léments essentiels dans le choix d’un bon candidat de lutte

biologique (Lacey,1997 ; Ferron et al., 1993).

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre étude qui comporte trois parties :

1. L’isolement et purification des souches de moisissures a partir des vers de
farine Tenebrio molitor, carpophilus Carpophilus hemipterus et la larve de
pyrale des dattes Ectomyelois ceratoniae.

2. L’identification des souches isolées ;

3. La mise en évidence de I’activité biocide des trois souches de Penicillium sp

sur le puceron vert des rosiers Macrosiphum rosae.
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I-1. Généralité sur les Champignons

Les champignons (fungi ou mycetes) constituent un groupe d’organismes
hétérotrophes de vaste gamme d’hdtes, riches de plus 120000 especes, avec des structures et
des caractéristiques biologiques différentes, adaptés au mode de vie saprophyte, parasitaire ou
symbiotique (Semal et al., 1993 ; Kirk et al., 2001).

Les myceétes sont des microorganismes eucaryotes, thallophytes filamenteux, aérobies
strictes et rarement anaérobies (Mathew, 1995 ; Tortora et al., 2003), ayant un métabolisme
hétérotrophe, tirent leur énergie de la respiration et de la fermentation des matiéres organiques
solubles dans leur environnement (Leveau et Bouix, 1993 ; Nicklin et al., 1999).

Sur le plan morphologique, le mycéte est constitué d’un thalle qui forme son appareil
végétatif (Hawksworthet al., 1994). L’appareil végétatif se compose d’élément de base
appelé hyphe qui forme un réseau de filaments ramifiés ; le mycélium (Mathew, 1995). Chez
la plupart des mycetes, les hyphes sont divisés par des cloisons, ou septa (septum au singulier)
formant des unités qui ressemblent & des cellules distinctes avec un seul noyau, on les appelle
alors hyphes segmentés ou septés. Dans quelques classes de mycetes, les hyphes ne
contiennent pas des cloisons et ont I’aspect de longues cellules continues a noyau multiples ;
ils sont appelés cénocytes (Tortora et al., 2003).

Les hyphes, segmentés ou non sont des petits tubules transparents s’entourent d’une
paroi cellulaire rigide formée de polymére de chitine et des polymeéres de la cellulose,
éléments chimiques qui lui conferent une grande rigidité, une longévité et une grande capacité
de résistance a la chaleur et a des pressions osmotiques élevées. De ces faits, les mycétes sont
donc capables de vivre dans un environnement dur (Tortora et al., 2003). En effet, les
mycetes se développent a pH légerement acide (3 et 7) et a une température optimale entre
20°C et 30°C, cependant certaines espéces sont psychrophiles, se développant a des
températures trés basses <15°C ou méme parfois a <0°C (Botton et al., 1990 ; Guiraud,
1998 ; Tortora et al., 2003).

Comme chez les bacteéries, la digestion des grosses molécules chez les myceétes doit
commencer dans le milieu extérieur car seules les molécules de taille relativement petites
peuvent franchir la paroi et gagner le cytoplasme (Davet, 1996). Les molécules complexes ou
polyméres doivent auparavant étre dégradés en monomeéres par des enzymes excrétées ou
lices a la paroi. Ces enzymes extracellulaires sont largement exploitées par la bio-industrie
(Botton et al., 1990).
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La plupart des champignons possédent deux modalités de reproduction ; la
reproduction asexuée et la reproduction sexuée (Semal et al. 1993). La plupart des espéces
sont, en effet, capables de former des spores, soit a I’intéricur de sporocystes chez les
champignons inférieurs a thalle non cloisonné, soit sur des ramifications différenciées du

mycélium (conidiophores) (Davet, 1996).
| -2. Champignons entomopathogénes

Le mot « champignons entomopathogénes » ou « champignons qui provoquent des
maladies aux insectes » est limité aux genres ou aux espéces de champignons qui peuvent étre
des agents pathogenes d'arthropodes tels que des insectes ou des acariens. (Samson et al.,
1988).

L’utilisation de certains de ces champignons a donné des résultats satisfaisants contre
plusieurs espéces d’insectes (Yee et Lacey, 2005 ; Ekesi et al. 2003). Les genres
Metarhiziumet Beauveria sont les plus utilisés en lutte biologique. Metharizium Anisopliaea
fait I’objet de nombreux travaux relatifs ou le mode d’infestation du champignon (Hajek et St
Leger, 1994), les mécanismes de la toxicité de I’insecte (Clarkson etCharnley, 1996) et la
pénétration des spores a travers la cuticule de 1’hote (Brooks et al., 2004). Plusieurs produits
phytosanitaires commerciaux destinés a la lutte contre différents types de ravageurs des
cultures ont été extraits a partir de ce champignon. Ces produits sont caractérisés par la
présence de toxines appelées destruxines, sécrétées essentiellement par M. Anisopliae (Vey et
al.,2001).

| -2.1. Mode d’action

Généralement, les champignons entomopathogénes tuent ou réduisent la vigueur des
hotes qu’ils infectent. Aussi ils sont plus efficaces lorsque I’insecte ciblé est préalablement
affaibli par un autre facteur comme un stress nutritif. Compte tenu de leur mode de
transmission et de leurs besoins abiotiques, ils sont généralement tres efficaces lorsque la
densité des populations d’insectes ciblés est treés élevée, quoi qu’il en soit, le systéme
immunitaire des insectes peut fortement influencer la pathogénicité de ces ennemis naturels.

La cuticule de I’insecte s’impose comme barriere structurellement et chimiquement

complexe pour la pénétration du champignon (Clarkson et Charnley, 1996).
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Les champignons peuvent infecter les insectes par pénétration directe a travers la
cuticule de I’insecte (Clarkson et Charnley, 1996), parcontact ou la spore germe et pénétre a
travers du tégument en combinant des pressions mécanique et enzymatiques (Leger ,1993).

Le champignon croit rapidement dans I’hémocoele. Les insectes sensibles au
champignon meurent généralement dans un délai de 3 a 10 jours. Quand I’insecte meurt, le
champignon entre dans un stade hyphal, colonise les organes internes puis sporule a la surface
de I’insecte.

Le cycle infectieux est généralement le méme pour tous les champignons
entomopathogeénes le processus de pénétration est 1’étape la plus importante de la
pathogénese. Le mode d’infection des champignons entomopathogénes se divise en quatre
¢tapes distinctes : D’adhésion, la germination, la pénétration, la multiplication et la

dissémination (Figure 1) (Ferron et al.,1991).
| -2.1.1. L’adhésion

L’adhésion est généralement assurée par les spores qui se fixent sur la cuticule au
premier contact avec I’insecte. La réussite de I’infection dépend, entre autre, de la quantité de
I’inoculum, des conditions climatiques et de la densité de 1’hote (Boucias et Pendland,
1988). Deux types de spores peuvent assurer 1’infection des insectes, les spores seches et les
spores visqueuses (Samson et al., 1988). Le premier type utilise une combinaison de forces
¢lectrostatique et chimique pour s’adhérer a la cuticule de I’hote (Leger et Frank, 1992).

Quant au deuxieme type, il s’attache a son hote a 1’aide d’une substance visqueuse adhésive.
| -2.1.2. La germination

La germination des spores dépend a la fois de la température et de I’humidité du
milieu, ainsi que sur les substances nutritives contenues dans celles-ci (Samuels et Pinnock,
1990). Apres la fixation des spores sur I’hote, ces derniéres émettent un tube germinatif qui
traverse les assises supérieures de 1’insecte pour pénétrer a I’intérieur de celui-ci (Hong Wan,
2003). Des moyens physiques et enzymatiques facilitent la pénétration. Aussitot penetré, le
champignon forme 1’appressorium qui lui permet le prélevement des substances nutritives
nécessaires a son développement et a sa reproduction (Samson et al., 1988).Cependant, il
existe des champignons entomopathogenes qui ne pénétrent jamais a 1’intérieur de 1’hote,

mais ils forment leur appressorium sur la cuticule méme et procedent au prélevement de la
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nourriture en employant une combinaison de substances enzymatiques leur permettant la

dégradation de la cuticule de 1’arthropode (Goettel et St Leger, 1990).

I -2.1.3. La pénétration, multiplication et la dissémination

A lintérieur de 1’hote, le champignon commence son développement et sa
propagation dans les tissus de I’insecte. La réussite de I’attaque dépend, entre autre, de la
capacité¢ de I’entomopathogeénes a dépasser les mécanismes de défense employés par 1’hote
(quinines et mélanines) pour faire face a cette attaque (Latge et Monsign, 1988). La
colonisation de 1’hote dépend du stade de 1’insecte, de sa taille et de la température ambiante.
Alors de la capacité des champignons a surmonter la réponse immunitaire ou de I’insecte a se
défendre (mélanisation, réponse cellulaire, etc.) dépend d'une série d'enzymes hydrolytiques
pour assurer la pénétration cuticulaire et fournis la nourriture nécessaire a la croissance. On
connait surtout la protéase. Cette enzyme a une forte activité sur la cuticule des insectes et est
la protéine prédominante produite pendant la formation de 1'appressorium (St Léger el al.,
1993). Apres une phase de développement du champignon dans 1’hémocoele, les tissus (corps
gras, tissu intestinal, tube de Malpighi) sont attaqués, provoquant I’arrét du processus
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Figure 01 : Cycle biologique des champignons entomopathogénes (Roxanne S. Bernard2016)
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Lorsque l'insecte meurt, le champignon secrete un antibiotique, I'cosporine, qui lui
permet de surmonter la compétition des bactéries intestinales. Il s'ensuit une momification du

cadavre transformé en sclérote, phase nommée saprophyte (Figure 01).

| -2.2.Les métabolites des champignons entomopathogenes

Beaucoup de champignons et de bactéries peuvent produire des composeés appelés
métabolites secondaires (Demain et al., 1983).Les métabolites secondaires se caractérisent
par le fait que, leur production n’est pas indispensable a la croissance du microorganisme lui-
méme et ils sont de structure et d’activité biologique tres diverses qui peut €tre activités
antibiotiques, pharmaceutiques, immunosuppressive et toxiques (mycotoxine et phytotoxine)
(Jae-Hyuk et Keller, 2005 ; Keller et Woobok, 2005). Habituellement, ils sont sécrétés sous
forme de mélange qui représente une structure chimique unique (Howksworth et al., 1995
;Boiron, 1996).

Les microorganismes ne produisent pas leurs métabolites secondaires avant d’avoir
terminé leur phase de croissance et d’avoir entamé la phase stationnaire, appelé idiophase. En
effet, le métabolite secondaire peut étre un produit d’un métabolite primaire du méme
microbe (Calvo et al., 2002 ; Tortora et al., 2003) qui se forme au moment ou les cellules se
divisent durant la phase de croissance logarithmique appelée trophophase(Tortora et al.,
2003).

Chez les myceétes, la production de métabolites secondaires est un processus couplé au
développement morphologique en particulier a la phase de sporulation (Calvo et al., 2002).
Qui peuvent avoir certaines activités :

1. Meétabolites qui activent la sporulation (acide linoléique et ses dérivés produit
par Aspergillus nidulans) (Calvo et al., 2002) ;

2. Pigments nécessaires (mélanine) pour la formation des spores sexuelles et
asexuelle (Kawamura et al., 1999) ;

3. Métabolites toxiques secrétés par des colonies a la période approximative de la
sporulation (la biosynthese des mycotoxines) (Alspaugh et al., 1997) pour :

— Retarder la germination des spores jusqu’a ce que les conditions
environnementales soient favorables ;

— Protéger les spores en dormance contre des amibes ;
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— Eliminer dans [D’environnement immédiat des microorganismes

concurrents pendant la germination (Demain et Fang, 2000).

Génétiquement, les génes responsables de la biosynthése des métabolites secondaires
sont habituellement arrangés dans des faisceaux contenant également les genes responsables
de la résistance a I’action toxique et parfois, des geénes précurseurs de la biosynthése
d’antibiotiques (Martin et Liras, 1989 ; Cundliff, 1989 ; Chater et Bibb, 1997 ; Martin,
1998).

Ce processus constitue chez les mycetes un régulateur global de métabolites
secondaires appelé Lae A. En effet, ce facteur a été identifié chez A. nidulans et plus
récemment chez A. fumigatus. Cette découverte a permis d’augmenter ou diminuer la
production des métabolites secondaires chez un mycete en modulant I’expression de Lae A.
Par exemple, 1I’over expression du géne Lae A augmenté considérablement la production de
pénicilline chez A. nidulans et la production de lovastatine chez I’A. terreuset la suppression
de Lae A chez A. fumigatus élimine la production du gliotoxine et d’autre métabolites
secondaires et diminue la virulence de ce mycéte pathogene (Woobok et Keller,2004 ;
Keller et Woobok, 2005).

I-3. Interaction insectes microorganismes entomopathogenes

Avec plus d'un million d'espéeces décrites (plus que pour tous les autres groupes
d'animaux combinés), les insectes sont de loin le clade animal le plus diversifié et le plus

abondant sur Terre, en terme d’espéces, d’habitat et de biomasse.

Les symbioses entre insectes et micro-organismes ont été démontrées comme pouvant
jouer un role dans les mécanismes de digestion chez I’insecte hote (Brune,2014). Des
symbioses sont également impliquées dans les mécanismes de défense des insectes face a
leurs prédateurs (Nirma, et al;2013 ; Sorres et al ; 2017). Enfin il a ét¢ montré qu’elles
contribueraient aux communications intra- et interspécifiques. En effet les micro-organismes
auraient une influence sur les systémes d’accouplement et de reproduction de leur héte. De
plus, ils auraient la capacité de réguler la pathogénicité des micro-organismes transportés chez

les insectes vecteurs de maladies (Engel et Moran ; 2013).
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Les relations entre insectes et micro-organismes sont gouvernées par des interactions

allant du mutualisme au parasitisme.

| -3.1. Les relations de mutualisme

I-3.1.1. Les symbioses protectrices

Certains coléoptéres du genre Paederus produisent une toxine appelée pédérine qui les
protége de prédateurs tels que les araignées (Figure 02). (Kellner et Dettner ; 1996) Connue
depuis les années 50, ce n’est que récemment que ses origines biosynthétiques ont été
découvertes. (Piel ; 2002) En effet la toxine n’est observée chez le coléoptére qu’en présence

d’une gammaprotéobactérieendosymbiotique du genre Pseudomonas.

Le séquencage du génome bactérien a alors révélé un cluster de genes cohérent avec
la biosynthése de la pédérine. (Piel ; 2002)Ce fut la premiéere preuve convaincante de la

capacité d’un endosymbiote a produire une toxine protégeant son hote.

Péderine

Figure 02 : Relation de symbioseprotectrice entre 1’insecte de genre Paederus et
bactériePseudomonas. (Kaltenpoth et al ; 2005 ; Kroiss etal ;2010)

(A) coléoptere du genre Paederus ;(B) toxine synthétise par la bactérie

Un autre exemple est celui du psylle asiatique des agrumes, Diaphorinacitri, et sa
betaprotéobactérie, CandidatusProfftella armatura, qui produit un analogue de la pédérine : la
diaphorine (Figure 3). (Nakabachi et al ; 2013) Bien que toxique pour les cellules de

mammiferes, le role écologique de cette toxine n’est pas connu a ce jour.

10
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Toutefois il est intéressant de noter que 1’insecte hdte présente un systéme immunitaire
simplifi¢ en comparaison d’autres insectes. (Arp et al ; 2016) La diaphorine pourrait donc

contribuer a la protection de I’insecte en complétant son systéme de défense.

-

meo THO
o 3 4 o
O I

Diaphorine

Figure 3 : Relation de symbiose protectrice entrepsylle asiatique des agrumes et
bactérieCandidatusProfftella(Kaltenpoth et al ; 2005 ; Kroiss et al;2010)

(A) Diaphorinacitri ; (B) toxine synthétise par la bactérie Diaphorine

Le cycle de vie des insectes ne favorise pas la transmission des micro-organismes
entre les différentes générations. En effet, chez bon nombre d’insectes, les femelles
abandonnent les ceufs et le seul comportement social est 1’accouplement des spécimens
adultes. Cependant, les insectes sociaux (termites, fourmis, abeilles) et certaines espéces de
guépes et blattes montrent des comportements permettant les transmissions directes et/ou
indirectes, favorisant ainsi I’évolution et 1’établissement de symbiotes spécialisés. (Martinson
et al ; 2012). La guépe solitaire Philanthus triangulum en est un parfait exemple. Elle tapisse
son nid de bactéries du genre Streptomyces qu’elle cultive dans des glandes présentes au
niveau de ses antennes. Les larves assimilent les bactéries et les distribuent au sein de leurs
cocons. La présence de ces bactéries a été décrite comme améliorant le deéveloppement
larvaire en éliminant les champignons parasites. (Kaltenpoth et al ; 2005) En effet ces
bactéries produisent un cocktail de composés antimicrobiens a large spectre d’activité,

incluant la streptochlorine et plusieurs piéricidines. (Kroiss et al ; 2010).

L’effet complémentaire de ces composés est un parfait exemple de prophylaxie

combinée dans un contexte écologique (Figure 4).

11
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Figure 04 : Relation de symbiose protectriceentre guépe Philanthustriangulum - Bactérie
Streptomyces (Kaltenpoth et al ; 2005 ; Kroiss et al;2010)

A: coupe d’antenne femelle au microscope contenant la bactérie symbiotique en rouge dans les réservoirs : B :
guépe femelle avec la bactérie Streptomyces au niveau des glandes antennaires ; C : antibiotiques isolés des

cocons

Les études des interactions mutualistes se fondent généralement sur I'idée que ces
associations symbiotiques sont des systemes bipartites, avec deux membres interagissant
isolément des autres organismes. Il n’en est rien puisque les nombreuses études menées sur
ces associations ont décrit des mutualismes trés évolués faisant intervenir plusieurs acteurs.
Les fourmis champignonnistes, parmi lesquelles on retrouve les fourmis du genre Atta «
coupeuses de feuilles », vivent en symbiose stricte avec un champignon basidiomycete
qu’elles cultivent dans des chambres souterraines. Elles lui apportent le substrat nécessaire a

son développement et s’en nourrissent en retour. (Caldera et al; 2009). Bien que ce

12
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mutualisme entre fourmis et champignons flt longtemps considéré comme impliquant deux
acteurs seulement, 1’équipe de Currie a mis en évidence la présence d’un mutualiste bactérien
et d’un parasite spécifique. (Currie ; 2001). L’association des fourmis avec cette bactérie
remonterait a des dizaines de millions d’années. (Currie et al ; 2006). En effet, les jardins des
fourmis champignonnistes sont fréquemment infectés par un champignon parasite spécialisé
et virulent du genre Escovopsis. (Currie et al ; 1999). On le retrouve uniquement dans les
jardins et déchets de ces fourmis dont il est capable de décimer une colonie enti¢re. Pour s’en
protéger, ces derniéres peuvent compter sur une bactérie du genre Pseudonocardia, présente
sur la cuticule des insectes. (Currie et al ; 1999). Cette bactérie lui est bénefique puisqu’elle
produit des composés antimicrobiens spécifiquement dirigés vers le champignon parasite. En
effet, il a été démontré que les métabolites secondaires produits par la bactérie
Pseudonocardiasp. Inhibaient le développement du champignon parasite Escovospsissp., sans
effet délétere sur le champignon cultivé par les fourmis. (Currie et al ;1 999). Ainsi elles
participent a un systeme complexe de symbiose multipartite impliquant plusieurs espéces

microbiennes.

Parmi les composeés bioactifs isolés de Pseudonocardia on retrouve la
dentigérumycine et la selvamicine, deux antifongiques produits par la bactérie associée aux
fourmis Apterostigmadentigerum (Figure 05). (Oh et al ; 2009). La selvamicine présente un
mécanisme d’action différent des autres polyenes antifongique, elle est actuellement évaluée

pour une utilisation clinique. (Van Arnam et al ; 2016).

Selvamicne o M

Dentigérumycine

Figure 05 : Relation de symbiose mutualisme entre la fourmi du genre

Apterostigmadentigerum et molécules isolés de Pseudonocardia(Oh et al ; 2009).

13
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La production d’antifongiques a également ét¢ décrite chez des actinobactéries telles
que des Streptomyces associés a des fourmis champignonnistes. Ainsi des souches isolées de
fourmis du genre Acromyrmex produisent la candicine et différentes antimycines (Figure 06).
(Barke etal ; 2011).

Figure 06 : Relation de symbiose mutualisme entre la fourmi champignonniste du genre
Acromyrmex avec bactérie Streptomycesvisible sur la cuticule (en blanc) et métabolites

produits par la bactérie (Currie et al ; 1999).

I -3.1.2. Les symbioses nutritives

Les insectes se sont adaptés a une vaste gamme de niches écologiques ou ils
prospérent souvent dans des régimes pauvres en nutriments ou réfractaires. Par conséquent,
les symbioses nutritionnelles avec des micro-organismes modifiant les nutriments
alimentaires sont répandues. Ces relations persistantes et durables contribuent au mode de vie
de I’hote. (Engel et Moran ; 2013).

Les symbioses nutritives (trophobiose, du grec trophé = nourriture et de -biose pour
symbiose) sont particuliérement bien documentées chez les insectes. Ceux se nourrissant de
matiére végétale, en particulier de bois (xylophage), peuvent abriter des communautés
microbiennes intestinales impliquées dans la dégradation de la cellulose. Ces communautés
microbiennes sont tres diversifiées et spécifiques, s’adaptant au régime de 1’hote.Les termites
se nourrissent de matieres végetales et contribuent ainsi de maniére substantielle au cycle
mondial du carbone. Les espéces de termites inférieures, considérées comme ayant un mode
de vie ancestral, se nourrissent presque exclusivement de bois. Elles vivent en symbiose avec

des protistes et bactéries intestinales. (Wong et al ; 2014). Chaque espéce de termite abrite

14
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une communauté intestinale microbienne hautement spécifique, composée de plusieurs

centaines d’espéces microbiennes. (Hongoh ; 2010).

Ces microorganismes jouent un double réle mutualiste pour leur hote. En premier lieu,
ils contribuent a la digestion de la ligno-cellulose et produisent des niveaux éleves d'acétate,
ce qui représente la principale source de carbone pour leur hote. (Warnecke et al ; 2007).
Deuxiémement, ils fournissent a leur héte de I'azote, élément généralement déficient dans la

matiere végétale en décomposition. (Breznak et al ; 1973).

Les especes de termites supérieures, appartenant a la famille des Termitidae incluent
dans leur alimentation les plantes fourrageres, la litiere, I'herbe, le sol et le lichen, en plus du
bois. (Inward et al ; 2007). Ce mode de nutrition induit des changements conséquents au
niveau du microbiote intestinal et suggére de nouvelles fonctionnalités dans le processus de
digestion. Les termites supérieurs sont capables de digérer par eux-mémes la cellulose du bois
grace a des enzymes produites dans leur tube digestif. (Wong et al ; 2014). On retrouve aussi
dans cette famille des espéces champignonnistes. Ces derniéres ont la capacité de construire
un « jardin fongique » au sein de la termitiére. (Mueller et al ; 2005). Le jardin est construit a
partir de matériel végétal partiellement digéré, qui sera dégradé par le champignon. Les
ouvrieres peuvent ensuite se nourrir du champignon qui leur apporte de surcroit les enzymes

nécessaires pour finaliser la digestion de la cellulose. (Wong et al ; 2014).

I-3.2.  Les relations de parasitisme : les micro-organismes

entomopathogenes

Les relations entre micro-organismes et insectes ne sont pas toujours bénéfiques.
Certaines communautés microbiennes peuvent étre parasites et se développer aux dépens de
leur hote, pouvant conduire a la mort de ce dernier. Ces micro-organismes pathogénes sont
appelés entomopathogenes. Les micro-organismes entomopathogenes sont une composante
importante et répandue dans 1’écosysteéme terrestre. On ne les retrouve pas exclusivement
dans les lieux d’habitat de leurs cibles. Certaines especes se retrouvent pratiquement partout

sur Terre, également au sein d’environnements extrémes. (Vega et al ; 2012).
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| -4. Les pucerons verts de rosier Macrosiphum rosae

| -4.1. Caractéristiques générales des pucerons

Les pucerons verts de rosier Macrosiphum rosae appartenant a 1’ordre des Hémiptéres,
au sous-ordre des Homoptéres (Remaudiére et Remaudiere, 1997) sont réparties en quatre
familles : Eriosomatidae (Pemphigidae), Chermesidae (Adelgidae), Phylloxeridae et
Aphididae, hétérométaboles (a métamorphose incompléte) et hémimétaboles (stades larvaires
ressemblent au stade adulte) sont phytophages (Dixon, 1998), lls colonisent une grande
variété de plantes ornementales et maraicheres (Dedryver et al. 2010). Il existe des espéces
de pucerons qui vivent sur les parties supérieures de la plante et d’autres sur les racines

(Crawley, 1992).
| -4.2. Systématique

Régne : Animalia
Embranchement : Arthropodes
Classe : Insectes

Ordre : Hémipteres
Super-famille : Aphididés
Famille : Aphididae

Genre : Macrosiphum

Espece : Macrosiphumrosae(Myers et al., 2018).
| -4.3. Description et biologie de Macrosiphum rosae

Le Puceron vert du rosier ou le Puceron des pousses de rosier (Macrosiphum rosae)
mesure entre 1,5-3,5 mm, posséde un corps fusiforme, de couleur vert ou rose a brun
rougeatre. Possede de longs appendices noirs et longues cornicules noires effilées. Son cauda
est claire allongée (Figure 07) (Peter et Bryant, 2006). Ce dernier est un cosmopolite cause
de graves dommages aux divers membres des Rosaceaeet d’autre especes végétales comme
hote(Hill, 1997). Il colonise les boutons floraux et la face inférieure des feuilles. Ce puceron
cause le ralentissement de la croissance des plants, la diminution de floraison, la diminution
de la longueur des tiges et pas de recroquevillement du feuillage comme les autres pucerons.

(Van Emden et Harrington, 2007). Ce qui réduise leur valeur décorative. Le plus important
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les dommages sont infligés aux inflorescences, en particulier a I'éclatement des bourgeons
(Jaskiewicz, 1997).

Figure 07 : Adulte aptere de Macrosiphumrosae(Peter et Bryant., 2006)

Cette espece hiverne surtout a 1’état d’ceuf sur le rosier, bien que les adultes puissants
survivre a I’hiver en conditions favorables. Au printemps et en été, colonies trés populeuses se
forment. Puis, en été, les formes ailées assurent la dissémination de 1’espéce sur d’autres
rosiers, tout en pouvant aussi migrer sur des hotes secondaires tels que chardon a foulon
(Dipsacusfullonum), houx commun (llexaquifolium),knautia et scabieuses (Scabiosa). Cette
colonisation des rosiers peut survenir tout 1’été durant, et les nouvelles colonies sont souvent
présentes jusqu’en automne, ou c’est le retour du froid qui réduit leur développement (Alford,

2012).
| -4.4. Dégats des aphides

Les dommages causés aux cultures par les pucerons sont de différent ordre et sont

produits a tous les stades phénologiques. Ils sont répartis en deux catégories (Leclant, 1982).
1 -4.4.1. Dégats directs

Les pucerons sont phytophages. Leur systeme buccal de type piqueur suceur est
composé¢ de stylets perforants. Au fur et a mesure qu’il pique la plante et enfonce ses stylets,

le puceron émet une salive qui durcit en formant un fourreau. Ce mode de nutrition peut
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entrainer au niveau de la plante un affaiblissement par perte directe de séve élaborée (Hulle et
al., 1998), éventuellement des déformations de types variés sur les feuilles et les rameaux
(Leclant, 1996). Ces deformations se résument en I'enroulement et la crispation des jeunes
feuilles et par la suite, la réduction du développement des pousses. En plus des réactions
phytotoxiques induites par la salive, les pucerons peuvent entrainer la chute des fleurs et des
jeunes fruits (Sekkat, 2007).

| -4.4.2. Dégats indirects

a) Miellat et fumagine : Les pucerons ingérent une trés grande quantité de séve pour subvenir a
leurs besoins en protéines. Le produit de la digestion, encore trés riche en sucres est excrété
par I’anus, c’est le miellat qui attire les fourmis (Leclant, 1996). Des champignons agents de
fumagine se développent sur ce substrat et entravent la respiration de la plante et son
assimilation chlorophyllienne (Hulle et al., 1998).

b) Transmission des virus: Les pucerons occupent un role de premier plan dans la
dissémination des maladies a virus. Ils sont susceptibles de transmettre un nombre important
de virus (Leclant, 1996 ; Leclant, 1982). La recherche active de la plante-hdte par les

pucerons ailés favorise également la dissémination des virus.
| -4.5. Méthodes de lutte utilises contre les pucerons

La protection des plantes comprend toutes les activités et mesures qui visent a protéger
les plantes cultivées (grandes cultures, cultures maraichéres, vergers et foréts) des maladies,
des ravageurs et de la concurrence d’autres plantes. L’objectif est d’en assurer le rendement

(Schudel, 2008).
| -4.5.1. Lutte préventive

Elles ont pour but d’éviter la propagation du parasite et d’¢liminer les sources de
contamination. Elle se fait par :
e Un contrble des végétaux aux frontiéres pour éviter ’introduction de nouvelles populations
sur un territoire.
e L’installation de brise-vent afin de minimiser le risque de dissémination par le vent (Wang et

al, 2000 ; Lambert, 2005).
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| -.5.4.2. Lutte curative

a)

b)

La lutte chimique: A [I’heure actuelle, les infestations de pucerons sont
généralement controlées a 1’aide d’insecticides de synthése tels que les
néonicotinoides et les pyréthrinoides de synthése (SAUVION et al ; 2013). Malgré
les progres realisés, les insecticides restent responsables de nombreux problémes tant
pour I’environnement (persistance de métabolites a tous les échelons édaphiques) que
pour la santé humaine (possibilité de résidus dans les eaux de distribution ainsi que
dans les aliments). De plus, 1’utilisation massive d’insecticides depuis plus d’une
trentaine d’années est a la base de la sélection de populations d’insectes résistants
(NAUEN et ELBERT ; 2003). Les scientifiques recherchent de nouvelles approches
de lutte biologique utilisant des prédateurs ou des parasitoides des pucerons.
Cependant, avec leur cycle de reproduction par parthénogenése, les pucerons ont la
capacité de diluer rapidement les attaques de leurs ennemis. Une autre voie
actuellement envisagée est la formulation de nouveaux insecticides appelés
bioinsecticides. Ces insecticides sont congus pour perturber certaines fonctions
biochimiques essentielles a la survie de I’insecte ravageur viseé.

La lutte biologique : par l'utilisation des organismes vivants (insectes, bactéries,
nématodes........ ) ou de leurs dérivés pour controler les populations de nuisibles et
empécher ou réduire les pertes ou dommages causés aux cultures.

La lutte microbiologique par les champignons entomopathogénes: Les
champignons entomopathogenes et leurs métabolites affectent plusieurs traits de la
biologie de I’insecte tels que : la survie, le développement, la fécondité et la prise de
nourriture (Amiri et al., 1999 ; Ekesi et al., 2001).

Les especes fongiques les plus étudiées dans la lutte biologique contre les pucerons
sont les ascomycetes appartenant a l'ordre des Hypocreales (Beauveria, Metarhizium,
Nomura, Verticillium et Peacilomyces). Beauveria bassianan et Metarhizium
anisopliae ont été considérés comme les plus efficaces en ce qui concerne le taux de
mortalité élevé enregistré contre les insectes (épizooties) (Burges, 1981 ; Carruthers
et Soper, 1987 ; McCoy et al., 1988).

Dans I’étude de (Abdelaziz Ouided 2019),Beauveria , Cladosporium et Verticillium
ont eu l'effet le plus puissant contre M. dirhudum avec un pourcentage supérieur a
50% (95,83, 63,98 et 51,83%, respectivement). En revanche, Aspergillus et
Metarhizium ont montré un effet égal estimé de 41,97%. Enfin, Trichoderma et
Fusarium ont eu l'effet le plus faible avec 31,44% et 20,83%, respectivement.
Beauveria a été le plus efficace avec 90% de mortalité des pucerons aprés le 7 eme

jour d’application, ce qui est conforme aux résultats obtenus et rapportés par Mburu
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synthese bibliographique

d)

et al. (2009), il a été montré, dans le méme contexte, que cette espéce présentait un
large spectre et une forte virulence, affectant I'note avec une simple action de contact.
La lutte intégrée : La lutte intégrée vise & combiner toutes les méthodes de lutte
possibles et utiles contre le ravageur. Elle comprend le piégeage, le meilleur produit
de plantation, le contréle biologique et I’utilisation rationnelle des pesticides

(Mawussi, 2008).
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Chapitrell Partie expérimentale

|1-Partie expérimentale

I1.1. Introduction

Cette étude a pour objectif d’évaluer I’influence des champignons entomopathogénes
isolés a partir des vers de farine Tenebrio molitor, carpophilus Carpophilus hemipterus et
la larve de pyrale des dattes Ectomyelois ceratoniae; sur le puceron vert des

rosiers (Macrosiphum rosae).
Il .2. Echantillonnage

Les échantillons des larves Ectomyelois ceratoniae et Carpophilus hemipterus sont
prélevés a partir des dattes stockées. Les dattes récoltées sont ouvertes a I’aide d’un scalpel
pour vérifier la présence de larves ou de nymphes de la pyrale. C’est une observation directe
a I’ceil nu ; de méme les vers de farine Tenebrio molitor sont prélevés a partir de la farine

stockées, a 1’aide d’un tamis,
Il .3. Matériel et méthodes

11 .3.1. Isolements et identifications des entomophatogenes
La partie expérimentale est réalisée au sein du Laboratoire de microbiologie, faculté

des sciences de la nature et de la vie. Université Yahia Fares, Médéa.

I1.3.1.1. Isolement
Les insectes ont été désinfectés selon la méthode de Zimmermann, (1986). Les étapes

suivantes (Figure 08):

e Dans d’eaujavel stérile 12° cl pendant 5 minutes,

e Rincés dans 1’éthanol,

e Eau distillé stérile pondant 5 minutes,

e Séché sur papier absorbant stérile ;

e Déposées dans des boites de Pétri contenant le milieu PDA (voir annexe) +

antibiotique (19).
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Figure08 : Techniques d’isolement (Original)
(A) : Désinfection des insectes, (B): Isolementdes champignons sur milieu PDA.

Les boites ont été incubées a 25°C a 1’obscurité et observées quotidiennement pendant

trois semaines. Les colonies obtenues sont purifiées puis identifiées morphologiquement.

11 .3.1.2.Purification

Les colonies fongiques obtenues ont subi une purification par le repiquage successif
nécessaires jusqu’a obtention d’une souche pure (Figure 09), confirmée par 1’observation
macroscopique et microscopique. Ces derniers ont été incubés (BINDER) a 25°C pendant 6

jours.

Figure 09 : Purification des souches fongiques (Original)

11 .3.1.3. Identification

L’identification des isolats est basée sur les observations du mycélium fongique :
» Observation macroscopique : qui permet de déterminer la couleur de la colonie

pendant le développement et a mesurer son diamétre (Figurel0).
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Figure 10 : observation macroscopique (Original)

» Observation microscopique : détecte la présence du thalle, la présence ou 1’absence
de septum, la nature de la production, les caractéristiques des fructifications et des
spores (Samson et Haesks, 1988 ; Hawkswarth, 1995 ; Hoog and Guarro, 1995 ;
Gams et al., 1998). La figure (11) montre les étapes de fixation de mycélium par la
solution de lactophénol bleu coton (voir annexe) (Packer et Thomas, 1990). A permis

la prise et I’identification du mycélium (voir chapitre résultat).

f- Levures =
’ ’ Bleu ~/x}—“l.

de méthyléne 5

L

.
t

Mélange
eau-levure. ,/},/ H—

Figure 11 : Technique de préparation des lames. (www.m.maleplate.fr)

Il .4. Test de pathogénicité

Afin d’identifier des différents isolats et mesurer la toxicit¢ des champignons par

contact, nous avons adopté la méthode de Butt et Goettel(2000) d’inoculation directe par
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trempage. Cette technique est recommandée par la FAO (organisation des nations unies pour

I’alimentation et 1’agriculture) pour évaluer la résistance des insectes aux insecticides

(Devonshire et Rice, 1988).
11 .4.1. Méthode de préparation de la solution entomopathogenes

A I’aide d’une spatule stérile de petits fragments du champignon (Penicillium sp) en
fructification des trois souches ont été prélevés par grattage de la surface de la boite introduits
dans un tube a essai contenant 9 ml d’eau distillée. Et 0.05% de Tween 80 (le tween 80 est
une solution d’agent tensioactif non ionique utilisé au tant que supplément dans divers
milieux de culture, dans une configuration de laboratoire). La solution mére a été agitée
pendant 10 minutes pour une libération maximale des spores. La concentration de la solution
entomopathogénes 10° (mére) a été évaluée a 1’aide d’une cellule hematimétrique (Figure 12)

« Cellule de malassez ».

Figure 12 : Dénombrement par la cellule de Malassez (Original)

11 .4.2. Test de pathogénicité

Pour le test de pathogénicité (Figure 13), on a adopté la méthode de Gannasi et al.,
(2006), les pucerons preleveées a partir des feuilles infestées de rosiers (Macrosiphum rosae),
ont été trempés pendant 10 secondes dans les différentes suspension du champignon
(penicillium sp) a une concentration 10° spores/ml. Les feuilles de rosiers désinfectées au
préalable avec ’eau de Javel, puis rincées plusieurs fois a 1’eau distillée sont déposées dans
les biotes de Pétri (¢= 8.5cm), en suite les pucerons traités sont répartis sur ces feuilles, a
raison de 20 individus par boite avec cing répétitions par traitement. Quant aux témoins, les
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pucerons ont été trempés dans de I’eau distillée et la solution tween a 5% avant d’étre répartis

de méme manier dans les biotes de Pétri.

Figure 13 : Test de pathogénicité (Original)

Le controle journalier de la mortalité des individus a été effectué des le premier jour
du traitement jusqu’a la mort total individu (9°™ jours). A chaque contrdle, les pucerons
morts ont été éliminés avant la sporulation du pathogéne pour éviter la transmission
horizontale de I’infection dans une méme boite.

I1.3.3. Analyse statistique

Les propriétés insecticides des onze isolats ont été estimées par le pourcentage de

mortalités obtenues.

(pucerons vivants des témoins - pucerons vivants traités) X100 Pucerons vivants des témoins
Pucerons vivants des témoins

La mortalité % =
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Chapitrelll Résultat et Discussion

Résultat

Ce travail porte sur la lutte biologique contre les pucerons verts des rosiers par des
champignons isolés a partir de : vers de farine Tenebrio molitor, carpophilus Carpophilus

hemipterus, et la larve de pyrale des dattes Ectomyelois ceratoniae.

En effet, L’incubation était dans une étuve a 25° pendent 21 jours on observe des

colonies ayant des couleurs et des formes différentes sur les boite de pétrie.

111 -1-Etude mycologique

I11 .1.1solements et identifications des entomophatogenes

L’isolement des entomopathogene réalisé a partir des vers de farine Tenebrio molitor,
carpophilus Carpophilus hemipterus et la larve de pyrale des dattes Ectomyelois ceratoniae ;
ont révélé la présence de 24 isolats fongiques représentant 03 genres : Aspergillus, Fusarium
et Penicillium. (Figure 14, tableaul).

Aspergillus
8.33%

Figure 14 : Pourcentages des isolats fongiques
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De I’ensemble des résultats obtenus, il ressort que le genre majoritaire est Penicillium
sp représente 50% des isolats fongiques avec 12 espéces d’ou :

» 07 especes a partir de vers de farine (Penicillium spl, Penicillium sp2,
Penicillium sp3 Penicillium sp4, Penicillium sp5, Penicillium sp6 et
Penicilliumsp7) ;

» 03 espéces a partir de carpophilus (Penicillium spl, Penicillium sp2 et
Penicilliumsp3) ;

» 02especes a partir de pyrale des dattes (Penicillium spl et Penicillium sp2).

Suivi par le genre Fusarium sp avec une fréquence de 41.6% regroupe 10 espéces :
» 01 espéce a partir de ver de farine (Fusarium sp) ;
» 03 espéces a partir de carpophilus (Fusariumspl, Fusariumsp2 et
Fusariumsp3) ;
» 06 especes a partir de pyrale des dattes (Fusariumspl, Fusariumsp2,

Fusariumsp3, Fusariumsp4, Fusariumsp5 etFusariumsp6).

Enfin le genre Aspergillus avec 8,33% regroupent deux especes :
» 02 especes d’Aspergillus niger.
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Tableaul : Aspect macroscopique et microscopique des fongiques.

Isolat Identification macroscopique Identification microscopique
fongique ) ) Observation microscopique o
Observation macroscopique Aspect Caractéristique Genres
(G x 40)
Souche 1
Septé et incoloremycélium;
. > Trois types de conidies :en
v' Cotonné
) forme de
v Filament blanc, faucill dies
aucillemacroconidies a
Souche2 absence des _ _ Fusariumsp
plusieurscloisons
gouttelettes d'eau ) o
transversales ;microconidies
(exsudat) . .
scalariformes;blastoconidies
A avec 0 a 3cloisons
Souche3 ¢

30




Chapitrelll

Résultat et Discussion

Tableaul : Aspect macroscopique et microscopique des fongiques. (Suite 01)

Identification macroscopique

Identification microscopique

Isolat ) ) ]
) ) ) Observation microscopique o
fongique |Observation macroscopique Aspect Caracteristique Genres
(G x 40)
Souchel
> Une organisation en
v' Poudreux brosse sous la forme d'un
v Pigmentation septum etfilament mycélien
irréguliere hyalin,des conidiospores o
Souche2 ) _ ) ] Penicillium sp
v' Présence des simples qui se terminent par
gouttelettes d'eau un crayon. Les phialides sont
(exsudat) disposées dans extrémités des
conidiospores
Souche3
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Tableaul : Aspect macroscopique et microscopique des fongiques. (Suite 02)

Identification macroscopique Identification microscopique
Isolat ) ] )
. ) ) Observation microscopique o
fongique Pbservation macroscopique Aspect Caractéristique Genres
(G x 40)
Souchel
v ras a poudreux,
velouté parfois .
> Une téte ronde, formes
cotonneux, o
; globuleuses, elliptiques,
v’ développement o ) )
Souche2 ) échinulées, verruqueuses | Aspergillus niger
fongique N
) ou longitudinales,
apparaissant de ) )
) développent en colonies
couleur noire sous
peau seche
Souche3
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I11.2.Test de pathogénicité

Les champignons les plus utilise dans la lutte biologique de genres Beauveria,
Metarhizium, Tolypocladium, Verticillium et Paecilomyces(Kamp et Bidochka,2002).Afin
d’apporte de plus a la lutte biologique nous avons choisi 1’utilisation de Penicillium
spCommeun biocide issu des trois especes d’insectes différentes a savoir :

1. Vers de farine Tenebrio molitor,
2. Cartophiles Carpophilus hemipterus,

3. Larve de pyrale des dattes Ectomyelois ceratoniae.

Les biocides essais sont été effectués au niveau de laboratoire de la faculté des

sciences a ’université de Médéa dans les conditions contrdlées.

111.3. Tests d’efficacités des traitements biocides de différents biocides des souches

penicillium sp sur la mortalité des adultes pucerons verts de rosier

12 espéces fongiques ont été isolées d’échantillons de Vers de farine Tenebrio molitor,
Cartophiles Carpophilus hemipterus, et Larve de pyrale des dattes Ectomyelois ceratoniae. A
partir de trois espéces nous avons utilisés les souches Penicillium sp sur des pucerons verts de
rosier. Des contrdles journaliers ont été effectués afin de prendre en compte les individus
morts (tableau 02) et les ¢liminés pour réduire la surcharge d’infection par Penicillium sp

jusqu’a la mortalité globale des individus.

La confirmation de la pathogénicité des champignons collectés et identifies, a été
réalisée par évaluation de leur aptitude a induire I'infection et/ou des mortalités au sein des
biocontrdls réalisées sur adultes de Macrosiphum rosae. Des tests d'entomopathogeénicité de
ces trois (03) souches entomopathogenes révéelent un effet de mortalité de I'ordre de 92% sont
enregistrées avec la souche (P) penicillium sp issue de la pyrale des dattes dés le seizieme jour
avec une forte sensibilité observée deés le premier jour(tableau02) avec la souche (C)
penicillium sp issue du carpophilus la mortalité été de I'ordre de 92% sont enregistrées a partir
cinquieme jour. Cependant, une moindre pathogénicité variant du vers de farine de 80 a 83 %

a été notée entre cinquiéme au septiéme jour (tableau 02)
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Tableau 02 : Suivi journaliers de la mortalité des individus adultes de pucerons vert de

rosier de différentes souches Penicillium sp

J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7 J8
Souche (P) penicillium sp issue de la pyrale des dattes
R1 5% 17% 41% 63% 69% 92% 100% | 100%
R2 20% 24% 40% 60% 77% 82% 90% 100%
R3 10% 21% 33% 41% 67% 71% 85% 100%
R4 10% 11% 29% 47% 57% 75% 91% 82%
R5 10% 17% 31% 43% 54% 67% 100% | 100%
Souche (C) penicillium sp issue du carpophilus
R1 10% 28% 47% 56% 85% 100% | 100% | 100%
R2 15% 35% 47% 53% 54% 64% 80% 89%
R3 0% 11% 39% 53% 60% 64% 92% 100%
R4 10% 22% 41% 47% 71% 92% 73% 100%
R5 5% 11% 13% 7% 23% 33% 55% 100%
Souche (F) penicillium sp issue du vers de farine
R1 10% 22% 29% 56% 54% 58% 83% 100%
R2 0% 0% 7% 27% 31% 36% 50% 100%
R3 0% 11% 39% 71% 80% 86% 85% 100%
R4 0% 11% 29% 60% 64% 67% 64% 100%
R5 10% 17% 38% 71% 77% 83% 82% 100%

"R1,R2,R3, R4 et R5

- répétition des biocontroles

moyenne des pucerons verts de rosier

111.4.Effet d’entomopathogéne de différentes souches Penicillium sp sur la mortalité

Le suivi des pucerons traités par la solution entomopathogene de différentes souches a

base de Penicillium sp nous a permis de remarquer une variabilit¢ mortalité moyenne

journaliere du puceron vert de rosier (Figure 15)
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Figure 15 : Effet d’entomopathogéne de différents biocides des souches penicillium sp sur la

mortalité moyenne des adultes pucerons verts de rosier

(F = ver de farine ; C = carpophilus ; P = pyrale des dattes

Sur I’ordre chronologiques on remarque que le biocide de la souche Carpophilus
(Carpophilus hemipterus) (c) a montré une mortalité moyenne importante des adultes des
pucerons verts de rosier des le troisiéme jour par contre le biocide de la souche de la larve de
vers de farine (Tenebrio molitor) (f) a montré une mortalité moyenne plus importante des
adultes des pucerons verts de rosier a partir du cinquiéme jour. Par ailleurs nous avons
observé le chevauchement de mortalité moyenne des adultes des pucerons verts de rosier des

trois biocides des souches de Penicillium sp jusqu’a le neuviéme jour.
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Discussion

La lutte contre le puceron vers des roses pose une problématique quant a la stratégie et
les moyens a utiliser ; il constitue de nouveaux défis a relever. Les méthodes de lutte
biologique, peuvent constituer une réponse aux attaques de cet insecte. En plus de 1’utilisation
des parasitoides, la lutte microbiologique pourrait étre envisageable en particulier apres les
résultats fort satisfaisants qu’elle a donnés contre d’autres ravageurs des cultures. Il s'agit
évidemment de la lutte par I’utilisation des entomopathogenes (champignons et bactéries)

inféodés a ce parasite (Saiah et al., 2011).

Approximativement750 especes de champignons décrites sont des pathogenes
obligatoires ou facultatifs sur un ou plusieurs stades de développement des insectes dans des

habitats aquatique, terrestres et souterrains (Mccoy et al,1988).

Les champignons entomopathogénes étant considérés comme des agents de mortalité
des insectes naturels, on s’intéresse dans le monde entier a leur utilisation et leur manipulation
pour la lutte biologique contre les insectes et d’autres ravageurs ,en particulier, les phases
asexuées de champignons ascomycetes sont tres étudiées en raison de leurs caractéristiques
favorisant leur utilisation comme insecticides biologiques, ces derniers peuvent étre élevés sur
des milieux artificiels(Amiri et al,1999 ;Eskesi et al,2001).

Les résultats obtenus montrent que sur I’ordre chronologiques montre que le biocide
de la souche Carpophilus (Carpophilus hemipterus) (c) a montré une mortalité moyenne
importante des adultes des pucerons verts de rosier des le troisieme jour par contre le biocide
de la souche de la larve de vers de farine (Tenebrio molitor) (f) a montré une mortalité
moyenne plus importante des adultes des pucerons verts de rosier a partir du cinquiéme jour.
Par ailleurs nous avons observé le chevauchement de mortalité moyenne des adultes des
pucerons verts de rosier des trois biocides des souches de Penicillium sp jusqu’a le huitiéme
jour. Les champignons entomopathogénes et leurs métabolites affectent plusieurs traits de la
biologie de I’insecte tels que : la survie, le développement, la fécondité et la prise de

nourriture (Amiri et al,1999 ; Eskesi et al,2001).
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Le mode d'infection de penicillium se divise en quatre étapes distinctes qui sont
I'adhésion, la germination, la différentiation ; la pénétration. L’adhésion est caractérisée par
un mécanisme de reconnaissance et de compatibilité des conidies avec les cellules
tégumentaires de l'insecte (Vey et al., 1982). La colonisation de I'hdte se fait lorsque le
champignon parvient & surmonter les mécanismes immunitaires de défense de l'insecte
(Boman et Steiner, 1981 ; Soderhall, 1981) et envahit I'nemolymphe (Ferron et al., 1993).

A la mort de I’insecte, le champignon produit un antibiotique Oosporin qui va lui
permettre de surmonter la compétition des bactéries du tube intestinal de I’insecte. La phase
saprophyte va étre caractérisée par la mummification du cadavre transformé en sclérote. Les
hyphes traversent le tégument préférentiellement au niveau inter segmentaire puis le recouvre
d’un feutrage mycellien blanc cotonneux qui va amorcer la formation des conidiospores

(Weiser, 1972)
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Conclusion

Les microchampignons entomopathogenes occupent une place privilégiée parmi les
agents microbiens de lutte biologique. En effet, leur mode d’action assez particulier, par

ingestion ou par contact, permet de contrdler efficacement tous les stades du ravageur.

Dans le présent travail qui pour objectif principal I’isolement des champignons
entomopathogenes a partir des insectes des denrées stockées et évaluations de leurs activités
biocidessur le puceron vers des roses, les résultatsd’isolement des champignons
entomopathogénes a partir des vers de farine Tenebrio molitor, carpophilus Carpophilus
hemipterus et la larve de pyrale des dattes Ectomyelois ceratoniae .La purification et de
I’identification a mis en évidence la présence de 24 isolats fongiques représentant 3 genres
Aspergillus, Fusarium et Penecilium. Le genre majoritaire est Penicillium avec une fréquence
de 50 %, suivie par le genre Fusarium avec un taux de 41 ,6% et enfin le genre Aspergillus sp
avec 8,33%.

Nous avons utilisé le Penicillium comme un biocide issu des trois especes
d’insectes différentes a savoir : Vers de farine Tenebrio molitor, Carpophilus Carpophilus
hemipterus et Larve de pyrale des dattes Ectomyelois ceratoniae. Le traitement sur
Macrosiphum rosae par Penicillium de la souche (f) vers de farine a montré une aptitude

pathogénicité importante.
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Annexe

PDA:
39¢g/1L
Tween 80 :

Le tween 80 est une solution d’agent tensioactif non ionique utilisé au tant que supplément
dans divers milieu de culture, dans une configuration de laboratoire. (wikipédia).

Lactophénol bleu coton :

(= BCL) : ce colorant est le meilleur bleu d’aniline utilisable en mycologie générale. Il est
specifique de la chitine, de la callose et du collagéne. Il colore principalement la chitine
présente dans les parois des hyphes. Chez de nombreux Ascomycetes il met également en
évidence 1’ornementation sporale (qualifiée alors de cyanophile) souvent caractéristique des
especes. L’acide lactique préserve les structures.

Cellule de Malassez :

Est un hématimétre qui permet de compter le nombre de cellules en suspension dans une
solution. Cette méthode de dénombrement ne permet de compter que les cellules dans une
solution, et non d’autres organismes tels que les Bactéries. (wikipédia).
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