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I. Introduction
En Algérie, les produits céréaliers (blé , mais ,orge ,avoine ,riz blanche) occupent une place
stratégique dans le systeme alimentaire et dans 1’économie nationale (Djermoun ,2009), leur
consommation s'estime a 230 kg /habitant/an (FAO, 2013).
Les insectes sont responsables de pertes de céréales stockées pouvant atteindre jusqu'a 10%
a I’échelle mondiale (De Carvalho et al., 2013).Par ailleurs, en Algeérie ,ces pertes peuvent
atteindre plus de 2 % (FAO, 2013).
Parmi ceux ci Rhyzopertha dominica Fab, 1792 (Coleoptera:Bostrichidae)
(Saroukolai et al., 2010; Edde, 2012),Sitophilus zeamais Motschulsky,1855(Coleoptera:
Curculionidae)(Demissie et al., 2008) et Sitophilus granarius L,1758(Coleoptera:
Curculionidae) (Piasecka-Kwiatkowska et al., 2013).
Le contrdle de ces insectes repose en grande partie sur l'utilisation des insecticides de
synthese (Kljajic et Peric, 2007;1slam et al.,2010).
Ces produits chimiques sont rentables, mais leur utilisation massive a crée des problémes tels
que le phénomene de résistance, la pollution de I'environnement et des effets indésirables sur
la santé humaine et sur les auxiliaires (Desneux et al., 2007;Pimentel et al., 2009; Islam et al.,
2010; Ali et al., 2012).
Les risques et les problémes associés a I'utilisation de produits chimiques conduisent a une
réglementation environnementale de plus en plus strictes des pesticides (Pavela et al., 2007).
Il ya donc un besoin urgent de développer des alternatives efficaces respectueuses de
I'environnement, plus sdres, faciles a utiliser et ont le potentiel de remplacer les pesticides de
synthése (Tapondjou et al., 2005).
Parmi ces alternatives, les champignons endophytes qui sont considérés actuellement comme
un des groupes biologiques les plus prometteurs en matiere de protection des plantes contre
un bon nombre des insectes ravageurs et pathogenes (Vega et al., 2009).
Dans ce contexte, la présente étude est focalisée dans la bioprospection des taxons fongiques
endophytes isolés a partir des feuilles et des tiges du laurier rose (Neruim oleander L./
Apocynaceae) pour leur activité insecticide vis-a-vis de 3 coléoptéres des denrées stockées S.
granarius,S.zeamais,R.dominica.
Ce travail est structuré en 3 parties:

> La premiere partie est consacrée a une revue bibliographique mettant ’accent sur : les

champignons endophytes, laurier rose (Nerium oleander) et les coléopteres des denrées
stockées :Sitophilus granarius,Sitophilus zeamais,Rhyzopertha dominica.

» La deuxieme partie illustre le matériel et les méthodes utilisées.
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» Ainsi qu’une troisiéme partic démontrant les résultats obtenus en ce qui concerne les
différentes expériences effectuées.

Enfin, une conclusion générale qui résume 1’ensemble des résultats obtenus.
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I1. Synthése bibliographique

I1.1. Les champignons endophytes

11.1.1. Définition

Le terme endophyte a été inventé par Heinrich Anton de Bary en 1884 (Griffin,2014),il est
composé de deux mots grecs, endon signifiant au sein et phyton désignant plante (Staniek et
al., 2008).

Ce terme est employé pour définir les microorganismes colonisants les tissus vegétaux
internes sans causer des symptomes apparents sur la plante hote (Porras Alfaro et bayman,
2011).

Les etudes récentes ont prouve que les microorganismes endophytes sont presque présents
dans toutes les plantes (Wang et Dai, 2011).

Ces microorganismes colonisent 1’espace intercellulaire ou intracellulaire, au moins pour une
partie de leur vie sans causer des symptdmes d’infection apparents (Kaul et al., 2012).
11.1.2.L"interaction endophyte-plante hote

Selon les espéces concernées, le résultat d'une interaction plante-endophytes peut aller de
I'antagonisme au mutualisme (Zabalgogeazcoa, 2008).

Les champignons endophytes englobent des saprophytes latentes ,des especes mutualistes et
des pathogénes latents (Zabalgogeazcoa, 2008).

Parmi les champignons endophytes considérés comme pathogenes latents les champignons,il
est a citer Phomopsis citri,Fusicoccum aesculi et Lasiodiplodia theobromae isolées a partir de
Citrus spp (Wright, 1998) ainsi que Phomopsis viticola isolé a partir de Vitis vinifera (Mostert
et al., 2000).Ces agents sont co-évoluées avec leurs hotes et ne sont donc pas trés virulents, et
ne causent aucun symptéme a leurs hotes,mais si la plante est stressée ou bien la sénescence
des feuilles commence,la sporulation de ces agents pathogénes commence (Sieber, 2007).
Plusieurs études récentes confirment que certaines especes endophytes sont également
décomposeurs de la litiere (Promputtha et al., 2010;Chaverri et Gazis, 2011;Purahong et
Hyde, 2011;Sun et al., 2011;Hirose et al., 2013).

Certains champignons saprophytes trouvés couramment dans les parties sénescentes de la
plante ont été isolés comme endophytes des tissus sains (Promputtha et al., 2007).

Il est a signaler que certains des endophytes ont la capacité de continuer a exister en tant que
saprophytes dans les feuilles mortes (Unterseher et al., 2013).

Ces champignons agissant comme des saprophytes latents, se développent d’une fagcon

asymptomatique a l’intérieur des tissus de leurs plantes hdtes mais dans le cas de la
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sénescence ou la mort des tissus de 1’héte, le développement et la sporulation de ces derniers
débutent (Zabalgogeazcoa, 2008).

L’association mutualistique des champignons endophytes avec leurs plantes hotes est
asymptomatique (Ting,2014),agissant contre les prédateurs, les agents pathogenes, les
herbivores et les insectes nuisibles (Lacava et Azevedo, 2014).

Ces champignons endophytes augmentent la résistance des plantes aux agents pathogénes par
la production des agents antimicrobiens et des régulateurs de croissance. lls améliorent
également la tolérance du stress biotique et abiotique (Lacava et Azevedo,2014).
En retour, les plantes hotes fournissent la structure spatiale, la protection contre la
dessiccation, les éléments nutritifs, la fourniture des photosynthétats et dans le cas de la
transmission verticale ,la diffusion dans la prochaine génération des plantes
hotes(Clay,1988;Wolock-Madej et Clay, 1991;Knoch et al.,1993; Saikkonen et al.,1998;Faeth
et Fagan,2002;Rudgers et al.,2004).

11.1.3. Principaux roles physiologiques

11.1.3.1. Contribution dans la tolérance au stress abiotique par la plante

Le stress abiotique cause la perte de plus de 50% des rendements des cultures potentiels a
1I’échelle mondiale (Boyer, 1982;Bray et al., 2000;Sturz et al., 2000;Singh et al., 2011).

le stress abiotique pourrait étre le résultat des pollutions par des métaux lourds,la
sécheresse,la salinité et les contraintes de température (Liarzi et Ezra, 2014).1l est connu que
les champignons endophytes améliorent la tolérance aux stress abiotique de leurs plantes
hotes (Saikkonen et al., 2010 ;Vesterlund et al., 2011).

11.1.3.1.1. Contribution dans la tolérance de la pollution par des métaux lourds

Le champignon endophyte Neotyphodium gansuense améliore la croissance de sa plante hote
Achnatherum inebrians sous une concentration élevée de cadmium par un mécanisme qui
implique des activités enzymatiques anti-oxydantes (Zhang et al., 2010b).De facon
similaire,le champignon endophyte des racines de Triticum aestivum (variété Sardari ,39)
Piriformospora indica réduit la teneur en cadmium dans le sol entourant les racines de sa
plante héte et améliore sa croissance (Shahabivand et al., 2012).11 en est de méme pour les
champignons du genre Neotyphodium capable d’améliorer la croissance, la production de la
biomasse et le potentiel d’accumulation du cadmium dans les racines de Festuca arundinacea
et Festuca pratensis (Soleimani et al., 2010a,b).D’autres travaux ont montré que le
champignon endophyte Sordariomycetes sp. isolé a partir de feuilles de Suaeda salsa
et introduit dans le riz Oryza sativa, améliore la croissance du riz sous une concentration

modéré de plomb par un mécanisme qui implique I’amélioration de la photosynthese et de
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l'activité anti-oxydante (Li et al., 2012).1l est a mentionner aussi que le champignon
endophyte Exophiala pisciphila H93 favorise la croissance des racines et des pousses du mais
et améliore sa tolérance sous le stress due a la présence des métaux lourds (plomb, zinc et
cadmium) (Li et al., 2011).

11.1.3.1.2. Contribution dans la tolérance de la sécheresse

La tolérance de la secheresse des plantes infectées par des champignons endophytes a été
démontrée dans plusieurs études (Arechavaleta et al., 1992;Lewis et Vaughan, 1997;
Malinowski et al., 1998;Lewis,2004;Malinowski et al., 2005).Par exemple les deux
champignons endophytes du concombre Phoma glomerata LWL2 et Penicillium sp. LWL3
augmentent la biomasse végétale dans des conditions de stress hydrique (Wagas et al.,
2012).Le méme effet est observée pour les champignons endophytes des graminées qui
augmentent le taux et la durée de croissance des racines contribuant a la protection de leurs
plantes hétes contre la sécheresse (Kuldau et Bacon,2008).De méme les champignons
endophytes Neotyphodium sp.,Acremonium sp.,Phialophora sp.et Curvularia sp. conférent
aux graminées une tolérance de la secheresse (Bacon et Hill, 1996; Bacon, 1993;West,
1994;Joost, 1995;Singh et al., 2011).

Dans des conditions de stress hydrique, les champignons endophytes de la famille des
Clavicipitaceae augmentent 1’¢lasticité des parois cellulaires (White et al., 1992),le taux de
croissance des racines et des poils absorbants et diminuent le diamétre des racines
(Malinowski et al.,1997, 1999b).

Plus récemment, des métabolites secondaires fongiques et spécifiques ont été impliqués dans
des mécanismes de tolérance a la sécheresse, telle que ’augmentation de la production des
alcaloides qui affectent le potentiel osmotique ce qui réduit les effets de la sécheresse (Bush
et al.,1997 ;Hahn et al.,2007).

Les alcaloides loline affectent le potentiel osmotique et donc de réduire les effets du stress due
au sécheresse (Bush et al., 1997).

Le niveau de ces alcaloides augmente en réponse a la chaleur ou a la secheresse qui affecte
I'équilibre osmotique et par conséquence protége les macromolécules de la dénaturation
(Malinowski et Belesky, 2000).

Un autre mécanisme possible est l'implication des protéines déhydrines (Carson et
al.,2004).Au niveau cellulaire, il y a une association des champignons endophytes avec les
dehydrins, un groupe de proteines intrinsequement non structurés formés abondamment

pendant la derniére phase d’embryogenese (Carson et al.,2004).
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Cette association aide plusieurs plantes a tolérer la secheresse ou la température (Richardson
et al., 1990).

11.1.3.1.3.Contribution dans la tolérance de la salinité

La salinisation des sols est une menace étendue de la productivité des cultures (Singh et al.,
2011).

Environ 7% de la surface du globe terrestre est couverte par de sols salins (Ruiz Lozano et
al., 1996),et 5% des terres cultivées ont un exceés en teneur des sels (Munn et al.,1999).

Le champignon endophyte de l'orge Piriformospora indica élimine les effets du stress salin
chez sa plante héte par 1’augmentation de l'activité métabolique dans les feuilles, 1’induction
de changements dans la composition des acides gras dans les feuilles, la régulation positive de
I'activité des enzymes anti-oxydantes (Baltruschat et al., 2008),I’augmentation de la biomasse
(Waller et al., 2005) et I’induction de la biosynthése de I'éthyléne dans les racines d'orge (Cao
et al., 2006).

Le champignon endophyte du concombre Paecilomyces formosus LHL10 améliore la
croissance et la tolérance de sa plante hote de la salinité par I'accumulation de proline et des
antioxydants (Khan et al., 2012a).

De la méme maniére,les champignons endophytes Phoma glomerata LWL2 et Penicillium
sp.LWL3 augmentent également la biomasse et améliorent I'assimilation des éléments
nutritifs essentiels du concombre dans des conditions du stress salin (Wagas et al., 2012).
L’association symbiotique plante héte—endophyte agit contre le stress salin par la régulation
de l’activit¢é du glutathione,le catalase,le peroxidasele polyphenol oxidase et 1’acide
abscissique, modification de l'acide jasmonique,et augmentation de la teneur en acide
salicylique (Waqas et al., 2012).

Les 2 champignons endophytes Penicillium minioluteum LHLO9 et Penicillium funiculosum
LHLO6 isolés a partir de Glycine max.L.(soja) améliorent la croissance de leurs plante hote
en régulant la biosynthése des hormones et des flavonoides (Khan et al., 2011a).ll a été
signalé aussi que le champignon endophyte du concombre Exophiala sp. LHLO8 contribue
dans la tolérance de la salinité par I’augmentation de la teneur en acide salicylique (Khan et
al., 2011b).

11.1.3.1.4. Contribution dans la tolérance a la chaleur et au froid

L'inoculation de plantes de Dichanthelium lanuginosum avec le champignon endophyte
Curvularia sp.leur confére une tolérance d’une température élevée du sol ou des plantes non

inoculés ne peuvent pas survivre (Redman et al., 2002).Des constatations similaires sont
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observées chez Cucumis sativus inoculé par Paecilomyces formosus LHL10 ou la croissance
est améliorée (Khan et al., 2012b).

Le mécanisme possible pour la tolérance de la chaleur implique des osmoprotectants tels que
le tréhalose ,la glycine ,le bétaine ,la taurine et la mélanine (pigment) (Morsy et al.,2010).
11.1.3.2. Contribution dans la tolérance au stress biotique par la plante

Le stress abiotique pourrait étre le résultat de la compétition interspécifique, parasites
invertébrés, herbivores (mammiferes), les maladies causées par des agents phytopathogenes
(Liarzi et Ezra, 2014).11 a été constaté que ces champignons améliorent la tolérance de leurs
plantes hétes (Arnold et al., 2003;Vega, 2008;Rocha et al., 2011).

11.1.3.2.1. Contribution dans la tolérance de la compétition interspécifique

Centaurea stoebe est une plante herbacée envahissante en Amérique du Nord ; la présence des
champignons endophytes du genre Alternaria améliore sa capacité concurrentielle sans
augmenter sa taille et le mécanisme par lequel ces endophytes augmentent la compétitivité de
sa plante hote est inconnue, mais elle n'est pas liée a la croissance accrue (Aschehoug et al.,
2012).

Il a été suggéré que les mécanismes de la compétition interspécifique impliquent une
augmentation de la reproduction végétative et la croissance des racines,la production des
substances allélochimiques et du rendement en graines(Kuldau et Bacon 2008;Bush et al.,
1997; Malinowski et al., 1999a).Par conséquent, une augmentation du nombre de talles, une
plus grande vitesse d'élongation des feuilles et une modification de I'architecture des racines a
été notée (Malinowski et Belesky, 2000).Dans ce sens des expériences sur terrain ont montré
que la fétuque élevée Festuca arundinacea infectée par des champignons endophytes
supprime d’autres graminées et plantes herbacées par rapport a la fétuque non infectée (Clay
et Schardl ,2002).D’autres travaux ont mentionnée que les extraits de graines de la fétuque
élevée Festuca arundinacea infectées par des endophytes inhibent la germination de Trifolium
spp. (Springer, 1997). De méme le nombre de trefle blanc Trifolium repens a diminué dans
les paturages dominés par autres plantes infectées par des champignons endophytes
(Sutherland et Hoglund, 1989).1I a été suggéré que les alcaloides loline améliorent la capacité
concurrentielle des herbes endophytes infectées en retardant la mise en place de concurrents.
Ceci est basé sur la constatation que les alcaloides loline sont le seul groupe d'alcaloides liés
aux endophytes qui réduit le taux de germination des graines de monocotylédones et
dicotylédones (Petroski et al., 1990).

Le champignon endophyte de Cinna arundinacea Neotyphodium schardlii réduit la vie de sa

plante h6te,mais augmente sa capacité de régénération (Rudgers et al., 2012).
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11.1.3.2.2. Contribution dans la protection contre les parasites invertébrés

11.1.3.2.2.1. Protection contre les insectes ravageurs

Plusieurs endophytes ont des propriétés insecticides (Kaul, 2012).Des études ont mentionné
que les métabolites secondaires des champignons endophytes tels que les alcaloides
contribuent a la toxicité des insectes, en particulier la péramine (Ball et al.,1995; Rowan et
al.,1986), I’ergovaline(Siegel et al., 1990;Wilkinson et al., 2000;Riedell et al., 1991),et les
janthitremes (Tapper et Lane, 2004).

Il est a souligner que les endophytes du genre Neotyphodium contribuent dans la résistance de
leurs plantes hétes contre Agrotis ipsilon par la sécrétion de la N-acetyl norloline et la
peramine et I’ergovaline (Baldauf et al., 2011).

Deux autres champignons endophytes Claviceps purpurea et Claviceps sp.et Chaetomium
sp.de Achnatherum inebrians en Chine possedent une activité insecticide significative contre
Aphis gossypii (Zhang et al., 2010 a,b).

L’inoculation simultanée des courges par les champignons endophytes des racines Fusarium
oxysporum Fo162 et Rhizobium etli G12 induit une résistance systémique et réduit 1’effectif
de la population Aphis gossypii Glover (Hemiptera,Aphididae) (Martinuz et al., 2012).

Une expérience de choix avec des courges montre que les pucerons préférent s’alimenter a
partir des plantes dépourvues d’endophytes, ce qui indique que Fusarium oxysporum Fol162 et
Rhizobium etli G12 affectent la préférence de la plante hote par les pucerons (Martinuz et al.,
2012).

L’inoculation du champignon endophyte M. anisopliae a I’intérieur des plantes de Brassica
napus provoque un pourcentage de mortalité respective de 35,56.7¢et63.3 apres 2,3,4 semaines
des larves phytophages de Plutella xylostella.En comparaison avec des larves qui se
nourrissent des plantes non inoculés par ce champignon ou le pourcentage de mortalité a varié
en fonction des mémes dates d’observation de fagon respective (15,18.3 et11.7) (Batta, 2013).
Le sterigmatocystine et 13-hydroxyversicolorine B secrétés par le champignon endophyte
Podospora sp. isolé a partir de Laggera alata sont utilisées contre le troisiéme stade larvaire
d'’Anopheles gambiae (Josphat et al., 2011).

Le résultat a été des valeurs de CL50 et CL90 de 13,3 et 73,5 ppm et une mortalité de 95%
des individus traités observée a une concentration de 100 ppm apres 24 h de traitement
pour le sterigmatocystine,CL50 de 294,5 ppm et une mortalité de 95% des individus traités
observée a une concentration de 1000 ppm pour le 13-hydroxyversicolorine B (Josphat et al.,
2011).
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L’alimentation et la survie de laltise du mais Chaetocnema pulicaria(Coleoptera,
Chrysomelidae) est réduite par une infection de la fétuque élevée avec N. coenophialum,et le
mécanisme proposé est I’antixénose (Ball et al., 2011). Similairement la prédation des graines
par Glyphipterix simpliciella est plus faible pour des herbes de fétuque élevée contenant des
champignons endophytes (Saari et al., 2010).1l en est de méme pour les champignons
endophytes isolés des feuilles de Picea rubens montre une toxicité contre Choristoneura
fumiferana (Lepidoptera, Tortricidae) (Sumarah et al., 2010;Porras- Alfaro et Bayman, 2011).
Le traitement des adultes d’Acanthoscelides obtectus par différentes concentrations
(25%,50%,75%,100%) du filtrat du champignon endophyte du Nerium oleander
Cladosporium sp. provoque les taux de mortalités maximales suivants:39%-41%-61%-84%
respectivement) et cela apres 48heures (Laib, 2014) .

11.1.3.2.2.2.Protection contre les nématodes

Le champignon endophyte de la tomate Fusarium oxysporum souche 162 induit la résistance
systématique contre le nématode Meloidogyne incognita (Martinuz et al., 2012) et R. similis
dans la banane par application combinée avec le champignon Paecilomyces lilacinus souche
251 et la bactérie Bacillus firmus (Mendoza et Sikora, 2009).

N. coenophialum un champignon endophyte de la fétuque élevée provoque un épaississement
des parois cellulaires endodermiques qui réduit la capacité de pénétration des racines par le
nématode Meloidogyne marylandi (Gwinn et Bernard, 1993; Kimmons et al., 1990).
L’inoculation du Fusarium oxysporum et a un moindre degré,des especes de Trichoderma
dans les racines de la tomate et du bananier réduit les populations de nématodes (Sikora et al.,
2008).

11.1.3.2.3. Contribution dans la protection contre les agents phytopathogénes

Plusieurs mécanismes sont utilisés par les endophytes pour la protection de leurs plantes
hotes contre les agents phytopathogenes (Kuldau et Bacon, 2008;Reinhold-Hurek et Hurek
2011). Parmi eux :

11.1.3.2.3.1. Induction de la résistance systémique chez la plante hote

L'endophyte induit une résistance systémique chez sa plante héte (Chen et al., 1995; Kloepper
et Beauchamp,1992; Kunkel et al., 2004;Waller et al., 2005; Serfling et al., 2007;Waller et
al., 2008) qui est un mécanisme important dans la protection de la plante contre les agents
phytopathogénes qui implique les champignons endophytes ou leurs métabolites (Kloepper et
Ryu , 2006; Compant et al., 2005).

Les champignons endophytes peuvent induire la résistance systémique de leurs plantes hotes

contre les agents pathogénes apres avoir pénétrer activement et coloniser ces derniers,
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favorisant la synthese de composes biologiquement actifs ou provoquant des changements
dans la morphologie et / ou la physiologie végétale (Hanada et al., 2010).

Les champignons endophytes peuvent également produire des métabolites secondaires qui
inhibent directement les agents pathogénes ou produisent des éliciteurs qui stimulent la plante
a produire ce type de métabolites secondaires (Liarzi et Ezra, 2014).

Les métabolites secondaires produits par les arbres et les plantes ligneuses pour leur
protection contre les agents pathogenes des plantes sont bien connus et ont été étudiés (Liarzi
et Ezra, 2014).Parmi ces métabolites les phytoalexines comme les flavonoides et les
terpénoides (Smith, 1996).

Les plantes produisent les polyphénols et des enzymes liés a la défense comme la
phénylalanine ammoniac lyase,la peroxydase,la catalase et le super oxyde dismutase et les
champignons endophytes peuvent également favoriser la production de plantes de ces
molécules (Liarzi et Ezra, 2014).

Parmi les éliciteurs produits par ces endophytes les lipopolysaccharides, les polysaccharides,
et les glycoprotéines qui stimulent la production des métabolites secondaires de défense par
leurs plantes hotes, Ces derniers suppriment efficacement les agents pathogéenes (Gao et al.,
2010, 2011).

11.1.3.2.3.2.Fortification des parois des cellules végétales de la plante hote
L'épaississement de la paroi cellulaire est due au dépdt de callose et I'accumulation de
composés phénoliques sur le site de contact avec I'agent pathogene (Benhamou et al., 1998).
Les enzymes sont également impliqués dans la synthese de lignine qui forme une barriére de
protection supplémentaire contre la pénétration par des agents pathogénes (Pankhurst et al.,
1979).

Certains champignons endophytes de 1’orge provoquent un épaississement des parois des
cellules chez leur plante hote et par conséquent limitent la pénétration par I'agent pathogéne
Verticillium longisporum (Narisawa et al., 2004).

11.1.3.2.3.3. Exclusion de niche écologique

Etant donné que les populations biologiques d'un écosystéme interagissent les uns avec les
autres,des interactions positives (commensalisme, mutualisme et synergie) peuvent permettre
a certaines populations de fonctionner comme une communauté au sein de cet habitat (Liarzi
et Ezra, 2014).

Les interactions positives entre les populations autochtones sont généralement plus
développées dans les communautés matures que dans les communautés nouvellement établies
(Liarzi et Ezra, 2014).
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Ainsi, le nouveau agent pathogene sera confrontée a des réactions négatives de la part des
populations autochtones (Sturz et al., 2000).

Les champignons endophytes protégent leurs plantes hotes par la colonisation rapide et
I’épuisement des substrats disponibles et limitées de sorte qu'aucune source nutritive ne soit
disponible pour les agents pathogénes (Pal et Gardener, 2006).

Dans les tissus de la plante hote la diversité des champignons endophytes est principalement
limitée par la concurrence entre eux pour I’alimentation ou le microhabitat,ce qui limite
Iinvasion des tissus par d'autres micro-organismes endophytes ou des agents pathogenes
(Albrectsen et Witzell,2012).

11.1.3.2.3.4. Promotion de la croissance de la plante hote pendant I'attaque de I’agent
pathogéne

I'effet positif de I'endophyte pour sa plante hote n'est pas seulement limité a la suppression de
I’agent pathogene, mais aussi a la promotion de la croissance au moment de I’infection par
I’agent pathogéne (Liarzi et Ezra, 2014).

le champignon endophyte Fusarium verticillioides module la croissance de I'agent pathogene
Ustilago maydis dans le mais et diminue son agressivité vers la plante en interférant au début
du processus d'infection (Lee et al., 2009).

11.1.3.2.3.5.Production des composants antimicrobiens

Ces champignons produisent une variété de composés antimicrobiens provoquant une
anomalie de croissance des hyphes de l'agent pathogene (Ting, 2014).
Les composants antimicrobiens sont des substances de faible poids moléculaire, actifs a de
faibles concentrations contre d'autres micro-organismes (Guo et al.,, 2000).
Par exemple Trichoderma virens souche 223 produit un chitinase contre le pathogéne
Ceratocystis paradoxa sur la canne a sucre (Romao-Dumaresq et al., 2012).1l en est de méme
pour le champignon endophyte Phoma sp. isolé a partir de différentes plantes médicinales qui
a été signalé comme une source prometteuse de composés antimicrobiens (Kaul, 2012).

Parmi ces composés antimicrobiens produits par Phoma sp.isolé a partir Arisaema erubescens
le 3,6,7- trihydroxy-a-tétralone ,cercosporamide, b-sitostérol,le trichodermine (Wang et al.,
2012).

Ces composés isolés ont démontré wune activité antifongique contre Fusarium
oxysporum,Rhizoctonia solani,Colletotrichum gloeosporioides et Magnaporthe oryzae et
antibactérienne contre les bactéries pathogénes Xanthomonas campestris et Xanthomonas

oryzae (Wang et al., 2012).
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Les sesquiterpenes, diterpénes et triterpénoides sont les principaux terpénoides produites par
les champignons endophytes et qui possedent une activité antimicrobienne (Kaul, 2012).

Le champignon endophyte Phomopis cassiae isolé a partir de Cassia spectabilis produit
cing sesquiterpenes de cadinane,le 3,9,12-trihydroxycalamenenes; 3,12-
dihydroxycalamenene;3,12-dihydroxycadalene et 3,11,12-trihydroxycadalene.
ce dernier est le composé le plus actif contre les champignons phytopathogenes (Silva et al.,
2010).

Le champignon Xylaria sp. isolé a partir de Piper aduncum également produit deux
sesquiterpenes de presilphiperfolane ayant une activité antifongique (Silva et al., 2010).
Liu et al. (2008) ont rapporté que Xylaria sp.YX-28 isolé a partir de Ginkgo biloba produit
I'acide 7-amino-4-méthylcoumarine (C10H9NO2) ayant une activité antibactérienne et
antifongique contre de nombreux micro-organismes pathogeénes.
Le champignon endophyte Chaetomium globosum isolé a partir G.biloba produit les
chaetomugiline D, chaetomugiline A et chaetoglobosine C (Qin et al., 2009).

Ces composés sont des dérivés de 1’azaphilone chlorée et ont une activité significative contre
Artemia salina et Mucor miehei (Qin et al., 2009).

F. solani isolé a partir de Taxus baccata produit le 1-tétradécéne et le 8 octadecanone,
,8 pentadécanone, octylcyclohexane et le 10 nonadecanone avec une activité antibactérienne
et antifongique (Tayung et al., 2011).

Li et al. (2012) ont rapporté deux alcaloides qui possédent une activité antifongique le 12b-
hydroxy-13a-methoxyverruculogene TR-2 et le 3- hydroxyfumiquinazoline A produites par le
chahmpignon endophyte du Melia azedarach A. fumigatus LN-4.

Deux métabolites 1’asperfumoide et 1’asperfumine isolés a partir d’Aspergillus fumigatus
CY018 un champignon endophyte du Cynodon dactylon inhibent le développement de
Candida albicans (Liu et al., 2004).

Acremonium zeae un endophyte de mais a montré une activité antifongique significative
contre Aspergillus flavus, Fusarium verticollioides et une activité antibactérienne contre la
plupart des bactéries Gram-positives (Wicklow et al., 2005).

Cette activité est due a la production par ce champignon des métabolites antibiotiques qui
sont les pyrrocidines A (C31H37NO4) et B (C31H39NO4) (Wicklow et al., 2005).
Le naphtaquinone antibactérien Javanicine (C15H1406) présentant une activité contre
Pseudomonas sp. a été isolé a partir de Chloridium sp. un endophyte d’Azadirachta indica
(Kharwar et al., 2008).
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Le cryptocandin (C15H82N8017) est un composant produit par le champignon endophyte
Cryptosporiopsis cf. quercina a effet antifongique contre C.albicans,Trichophyton
rubrum,Sclerotinia sclerotiorum , Botrytis cinerea (Strobel et al., 1999).

11.1.3.2.3.6. Hyper parasitisme et prédation

L’hyperparasitisme est une stratégie écologique utilisé par les endophytes pour protéger leurs
plantes hotes pendant laquelle l'agent pathogéne est directement attaqué et détruit par un
endophyte particulier (Tripathi et al., 2008).1l a été observé que les champignons endophytes
parasitent les hyphes des champignons phytopathogenes en pénétrant ces derniers et en
sécretant la lyase pour décomposer leurs parois cellulaires (Grosch et al., 2006).

Par exemple, Trichoderma sp.est capable de parasiter les hyphes de Rhizoctonia solani
(Grosch et al., 2006). La prédation microbienne est une maniére plus génerale de
suppression des agents phytopathogénes ou certains endophytes montrent un comportement
de prédation dans des conditions nutritives limitées (Benhamou et Chet, 1997).

Par  exemple, Trichoderma sp. produit une série denzymes  capables
d’attaquer directement contre les parois cellulaires de champignons phytopathogénes
(Benhamou et Chet, 1997).

I1.2. Nerium oleander L. (1753)

11.2.1.Noms communs

4143 (arabe) ,laurier rose (Francais) ; rose bay (Anglais) (Halimi,1997).

11.2.2.Synonymes

Nerion oleandrum St.-Lag., Nerium carneum Dum.Cours, Nerium flavescens Spin Nerium
floridum Salisb, Nerium grandiflorum Desf, Nerium indicum Mill., Nerium japonicum Gentil
,Nerium kotschyi Boiss, Nerium latifolium Mill, Nerium lauriforme Lam, Nerium luteum
Nois. ex Steud, Nerium madonii M.Vincent, Nerium mascatense A.DC, Nerium
odoratissimum Wender, Nerium odoratum Lam, Nerium odorum Aiton, Nerium splendens
Paxton, Nerium thyrsiflorum Paxton, Nerium verecundum Salisb, Oleander indica
(Mill.)Medik, Oleander vulgaris Medik.

11.2.3. Taxonomie

Selon Zipcodezoo (2012) laurier rose est classé comme suit :

Domaine: Eukaryota ,Royaume: Plantae ,Sous-royaume :Viridaeplantae,Phylum:
Tracheophyta ,Sous-phylum:  Euphyllophytina  ,Infraphylum:  Radiatopses ,Classe:
Spermatopsida ,Sous-classe: Asteridae ,Superordre: Gentiananae ,Ordre: Gentianales
,Famille: Apocynaceae ;Sous-famille: Apocynoideae ,Tribu: Wrightieae ,Genre: Nerium

Espéce:Nerium oleander L.
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11.2.4.Description

Nerium oleander est un arbuste a feuilles persistantes (Bandara et al., 2010) atteignant 2-6 m
de hauteur (Kawalekar et al., 2012) et 2.5 a 4.5 m de largeur (Orecchio et Amorello,2009)
(Figurel).

La Tige est ramifiée et de couleur grisatre; feuilles sont coriaces, linéaires, lanceolées, vert
foncé, & nervation réticulée, courtes et étroites, opposées ou verticillées par 3 (Kawalekar et
al., 2012).

Les fleurs poussent en grappes a I'extrémité de chaque branche, de couleur blanche, rose a
rouge (Pankhurst, 2009) de 5 cm de diameétre environ et possede 5 pétales, en corymbes
terminaux, ont une corolle infundibuliforme a gorge rose s’évasant en 5 lobes étalés et ornés
d’un appendice a 3-4 dents courtes, s’épanouissent de fin juin a début septembre, sont de
teinte rose ou blanche, disposées en corymbe (Delille, 2007) (Figure 1).

Ils sont souvent mais pas toujours parfumées (Bingtao et al., 2009).le fruit mesure 10 a 12 cm
de longueur et 6 a 8 millimetres de diamétre comporte deux follicules allongés soudés
jusqu’au début de la déhiscence (Pearn, 1987) (Figure 1).

La graine est duveteuse, est surmontée d’une aigrette sessile qui en facilite la diffusion (Paris

et Moyse ,1971;Bruneton, 2001;Hussain et Gorsi., 2004) (Figure 1).
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e

Figure 1.Différentes parties de N. oleander L. a. Jeune arbustre,b.
feuilles,c.fleurs ,d.fruits ,e.graines (photos personnelles).
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11.2.5. Ecologie et distribution géographique

Nerium oleander L. (Apocynaceae) est largement distribué dans la région méditerranéenne,
I'Asie subtropicale, et le sud-ouest des Etats-Unis (Siddiqui et al., 2012).

Cette espece est souvent cultivée dans les jardins comme plante ornementale, cloture et brise-
vent (Perry et Metzger, 1978; Sharma et al., 2010).

Elle pousse sur des sols bien drainés, le long des cours d’eau et les ravins secs des zones
cotiéres et intérieures a une hauteur de 800 m au niveau de la mer (Orecchio et Amorello,
2009).

Elle tolere la sécheresse et parfois un léger gel (-10°C) (Soundararajan et Karrunakaran,
2010).

11.2.6.Activité insecticide

Les petits producteurs de Sud-Ouest de la France avaient coutume de mettre dans les sacs de
grains des plantes odorantes comme la menthe , 1’ail ou laurier rose (EImodafar et al., 2000).
N.oleander est utilisé d’une maniére traditionnelle sous forme de boutures par les agriculteurs
dans la région de Constantine pour limiter les dégats des vers blancs (Madaci et al., 2008).

Les boutures de N.oleander ont un effet répulsif sur les larves de Rhizotrogini sp., elles sont
repoussées a une profondeur de 20cm (Madaci et al., 2008).

Les larves de Schistocerca gregaria s’alimentant avec N. oleander ne pouvaient pas muer et
leurs développement a été affectée avec un taux de mortalité de 50% enregistré au 4°™ jour et
100% au 12°™ journée (Bagari et al., 2013).

Le traitement des adultes de Callosobruchus chinensis avec différentes concentrations (0,1%,
0,5%,1%,2,5%,5%)de 1’extrait de N.oleander provoque une mortalité de (0,18,18,81,95%)
respectivement (Aboelghar et Elsheikh, 1987).

Egalement, I’utilisation de I’extrait de cette plante avec différents concentrations (1%,2%,3%)
contre les larves des moustiques des genres Anopheles,Aedes,Culex provoque des mortalités
qui varie entre 0 et 100% aprés 72H du premier traitement (Lokesh et al., 2010).

L'extrait aqueux des feuilles provoque une toxicité pour les quatre stades larvaires et les
nymphes d’Anopheles stephensi (Roni, 2012).

11.2.7. Activité antifongique

I’extrait éthanolique de N. oleander avec différentes concentrations (0,3-0,9%) montre une
activitt.  antifongique contre les  champignons  Alternaria  alternata,Fusarium
oxysporum,Fusarium solani,Rizoctonia solani avec une capacité d’inhibition qui varie entre

8,7% pour Alternaria alternata et 90,3% pour Fusarium oxysporum (Hadizadeh, 2009).
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Le traitement du bois de Fagus orientalis L. et Pinus sylvestris L. avec des extraits de feuilles
et les fleurs de laurier rose provoque une perte de poids entre 5,54 et 10,98% pour P. placenta
et entre 5,02 et 28,25% pour T.versicolor par contre les échantillons de bois non traité a une
perte de poids comprise entre 27,37 et 30,66% pour P. placenta et 8,64 et 24,06% pour T.
versicolor (Goktas et al., 2007).

L'extrait brut de N.oleander montre une Activité antifongique Contre Aspergillus flavus, A.
fumigatus, A. Niger, Fusarium moniliforme, Penicillium expansum et Rhizopus oryzae avec
des zones d'inhibition de 20,12,5,5,15,10 mm respectivement (Elsawi et al., 2010).
11.2.8.Activité antibactérienne

Les différents types d’extraits de N.oleander montrent une forte activité antibactérienne
contre Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli (Hussain et Gorsi
,2004) ,contre Escherichia coli (PTCC 1047), Staphylococcus épiderme (PTCC 1114),
Staphylococcus aureus (PTCC 1112), Bacillus cereus (PTCC 1247), Erwinia carotovora
(PTCC 1675), Bacillus pumillus (PTCC 1319) (Germi et al., 2013).
et aussi contre S. lutea et K. pneumoniae (Abu Hena Mostafa Djamel et al., 2012).

11.3. Les espéces des coléopteres des denrées stockées choisies

11.3.1. Rhyzopertha dominica (Fabricius,1792)

11.3.1.1.Noms communs

s _all sl 486 (arabe) (Elhadjismail,2014) ;Capucin des grains (Francais) ; Lesser grain
borer (Anglais) (Elhadjismail, 2014).

11.3.1.2.Synonymes

Synodendron dominicum Fabricius,1792, Synodendron pusillum Fabricius,1798.Ptinus
fissicornis Marsham,1802, Ptinus picus Marsham ,1802, Rhyzopertha pusilla Stephens,1830,
Apate rufa Hope,1845-47 ,Apate pusilla Fairmaire,1850, Bostrychus moderatus Walk.,
Dinoderus frumentarius Motschulsky,1857, Dinoderus pusillus Horn,1878, Rhyzoperta
dominica (F.), Rhyzopertha dominica Lesne, 1896, Rhyzopertha rufa Waterhouse
,1888,Rhyzopertha pusilla Fabricius, Synodendron dominica Fabricius.

11.3.1.3. Description des stades biologiques

11.3.1.3.1. L’ceuf

L'ecuf est généralement blanc au moment de la ponte, tournant au rose ou brun avant

I'éclosion, de forme ovoide, de 0,6 mm de longueur et 0,2 mm de diametre (Potter, 1935).
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11.3.1.3.2.La larve

Il ya généralement quatre stades larvaires, les larves sont scarabaeiformes, les deux premiers
stades ne sont pas recourbés, les troisieme et quatriéme stades ont la téte et le thorax
recourbés vers I'abdomen (Potter, 1935).

Les diameétres de la téte de la premiére au quatriéme stade sont de 0,13, 0,17, 0,26 et 0,41 mm
et la longueur des larves sont de 0,78, 1,08, 2,04 et 3,07 mm, respectivement (Potter, 1935)
A I'éclosion la larve présente une épine pygidiale caractéristique, de couleur jaune (Delobel et
Tran,1993) (Figure 2 a).

A maturité, elle est de couleur blanchatre et avec une téte brunatre et des mandibules plus
sombres et armées de trois dents distinctes (Delobel et Tran, 1993).
L'antenne comporte deux articles distincts seulement et la cuticule est revétue d'une pilosité
brun péle (Delobel et Tran, 1993).

11.3.1.3.3.L’adulte

Les adultes (Figure 2 b) sont de 2-3 mm de diameétre, brun rougeétre et cylindrique (Potter,
1935) mince et de forme semblable a une balle (Hagstrum et al.,2012).

Les élytres sont paralléles, et le pronotum possede des dents (Potter,1935) ornés de lignes de
gros points enfoncés (Delobel et Tran,1993).

La téte n'est pas visible (Potter,1935) et remonté sous le thorax (Hagstrum et
al.,2012).I'antenne a 10 segments les 3 derniers forment une massue (Hagstrum et al.,2012).

a b

Figure 2. R.dominica a,Larve L4,b.Adulte (USDA,1986).
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11.3.1.4. Taxonomie

Selon Zipcodezoo (2014) le capucin des grains est classé comme suit :

Domaine: Eukaryota ,Royaume: Animalia ,Sous royaume: Bilateria ,Branche: Protostomia
Infraroyaume: Ecdysozoa ,Superphylum: Panarthropoda ,Phylum: Arthropoda
,Subphylum:  Mandibulata ,Infraphylum: Atelocerata ,Superclasse: Panhexapoda
Epiclasse: Hexapoda ,Sousclasse: Dicondylia ,Infraclasse: Pterygota ,Ordre: Coleoptera
Sous ordre: Polyphaga ,Infra ordre: Bostrichiformia ,Superfamille:
Bostrichoidea ,Famille: Bostrichidae ,Genre: Rhyzopertha ,Espece : Rhyzopertha dominica.
11.3.1.5.Gamme d'hotes

Les capucins des grains infestent tous les types de céréales,mais préferent le blé, le mais ou le
riz (Hagstrum et al., 2012),lls se nourrissent aussi sur les arachides,les noix,les féves, le
cacao, les haricots ainsi que des produits transformés tels que les pattes, le tabac et les épices
séchées ;lls se développent bien dans la farine crée par l'infestation initiale d’autres
coléopteres (Hagstrum et al., 2012).

R.dominca peut s’alimenter sur des glands de Quercus muehlenbergii ,les fruits de Celtis
occidentalis, Prunus angustifolia, Juglans nigra et Symphoricarpus orbiculatus (Nansen et
al., 2004 ; Jia et al., 2008).

11.3.1.6.Biologie

La ponte commence environ 15 jours aprés 1’émergence et peut durer pendant 4 mois, les
femelles survivent pendant plusieurs jours aprés la ponte (Mason, 2003a).
La femelle pond jusqu'a 500 ceufs qui sont disposés a I'extérieur des grains souvent en
groupes, le développement des ceufs prend 32 jours a 18,1 °C, mais seulement cing jours a 36
° C (Hagstrum et al., 2012).

La teneur en humidité du grain est critique pour la ponte et le développement, le blé ayant une
teneur en humidité inférieure a 8% n'est pas adapté a la ponte (Hagstrum et al., 2012). Apres
Iéclosion les jeunes larves creusent a l'intérieur des grains et se nourrissent de ces derniers,
I’insecte a de quatre a cing stades larvaires ou deux a sept (Hagstrum et al., 2012).

Les températures limites pour le développement des larves sont de 18,2 °C et 38,6 °C
(Arbogast, 1991).

Le développement larvaire est plus rapide sur grains entiers que sur un repas a base de la
méme graine et prend habituellement 27- 31 jours a 28 °C et 46 jours a 25°C, les jeunes larves
ne peuvent pas penétrer dans les grains intacts (Mason, 2003a;Hodges, 1986).

La nymphose est effectuée dans la cavité d'alimentation a I'intérieur de grain et I’insecte prend
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la forme d'un adulte progressivement,elle dure d'environ 5-6 jours a 28°C et 8 jours a 25°C
(Mason, 2003a).

Les adultes restent généralement dans la graine pendant quelques jours avant I’émergence
(Hagstrum et al., 2012). La durée de vie de l'adulte peut atteindre les 240 jours (Mason,
2003a).

11.3.1.7. Distribution géographique

L’insecte est cosmopolite,il existe en Australie,en Amérique, en Europe et en Afrique
(Balachowsky et Mesnil, 1936). Il se trouve particulierement dans les zones tempérées et
tropicales (Rees, 2007).

11.3.1.8.Dégats

R. dominica est un ravageur potentiel qui cause des pertes dans la quantité et la qualité de
graines stockées (Sanchez-Marinez et al., 1997) et cela demande des codlts financiers
immenses pour lutter contre ce ravageur (Cuperus et al.,1990;Anon,1998).

Des expériences en laboratoire ont estimé que R. dominica consomme 0,15 g de blé pendant
sa vie (Campbell et Sinha, 1976).

Storey et al. (1983) ont fait un échantillonnage des graines de blé, mais et avoine a partir des
différentes fermes en USA entre 1976 et 1979, ils estiment que R. dominica était présent dans
2,6% des échantillons de blé, 0,4% des échantillons de mais et 0,5% des échantillons
d'avoine.

Les échantillons incubés de telle sorte que tous les stades immatures pourraient se développer
jusqu'au stade adulte avant tamisage ensuite ils enlevent et comptent tous les adultes.

Pour le blé, ces mémes auteurs ont trouvé 160 insectes / kg de blé, 7 insectes / kg de mais et

23 insectes / kg d'avoine.

Figure 3. Dégats causés par R.dominica sur des graines d’orge (Photo personnelle).
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11.3.2. Sitophilus granarius (Linnaeus, 1758)

11.3.2.1. Noms communs

dlai wlldusw (arabe) (Elhadjismail, 2014) ,Granary weevil (Anglais) ;Charancon du blé
(Frangais) (Delobel et Tran, 1993).

11.3.2.2. Synonymes

Curculio granarius Linnaeus,1758,Curculio contractus Geoffroy,1785,Calandra granaria
Gistl,1848.

11.3.2.3. Description des stades biologiques

11.3.2.3.1. L’@Euf

Il est opaque, blanc brillant, ovoide a forme de poire, plus large en dessous qu’au centre avec
une longueur 0,68 au 0,80 mm et une largeur d'environ 0,33 mm (Coton, 1921).

11.3.2.3.2. La larve

Elle est d’une longueur de 2-3mm de long, tres bombées en dessus et plates en dessous avec
une téte brunatre et hémisphérique et des mandibules a pointes plus foncée et munies d’une
dent subapicale interne tres prononcée précédée d’une autre petit dent (Balachowsky et
Mesnil, 1936).

Les larves ont un labre transverse, des palpes maxillaires gros et arrondies, appliqués non
divisés dorsalement, munis de 2 petites articles et un prothorax non divisée dorsalement, méso
et métathorax présentant chacun 2 lobes en dessus, un antérieur et un postérieur
(Balachowsky et Mesnil, 1936) (Figure 4 a).

11.3.2.3.3. L’adulte

Il est de 4 mm de long, brun foncé, ovale ,avec des longues pattes et une téte prolongé par un
long rostre ,les élytres sont striées et ponctuées de gros points, la deuxiéme paire des ailes est

absente, le thorax avec des perforations ovales (Rees,2007) (Figure 4 b).
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Figure 4.S.granarius a,Larve L4,b.Adulte (USDA,1986).
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11.3.2.4. Taxonomie

Selon Zipcodezoo (2014) le charangon du blé est classé comme suit :

Domaine: Eukaryota ,Royaume: Animalia,Sous royaume: Bilateria,Branche: Protostomia
Infraroyaume: Ecdysozoa,Superphylum: Panarthropoda,Phylum: Arthropoda
,Subphylum: Mandibulata, Infraphylum: Atelocerata ,Superclasse:
Panhexapoda,Epiclasse: Hexapoda,Sousclasse: Dicondylia,Infraclasse: Pterygota,Ordre:
Coleoptera,Sous  ordre: Polyphaga ,Infra  ordre:  Cucujiformia ,Superfamille:
Curculionoidea ,Famille: Curculionidae,Sous famille : Rhynchophorinae,Genre: Sitophilus
Espéce: Sitophilus granarius.

11.3.2.5. Gamme d'hétes

IIs se nourrissent de grains de céréales intactes et brisées y compris I'orge, le sarrasin, le mais,
le millet, I'avoine, le riz, le seigle et le blé ; lls sont également signalés dans les graines de
tournesol et les fruits du chataigner (Lyon, 2011).

IIs ne peuvent pas se développer dans un matériau finement broyé comme la farine, mais
peuvent survivre dans de nombreux matériaux fabriqués a base de céréales tels que les pattes
(Hagstrum et al., 2012).

11.3.2.6. Biologie

Les femelles de S.granarius pondent 150 a 300 ceufs pendant leur vie et les déposent
individuellement dans des cavités que la femelle fore dans les grains de céréales et scelle par
un bouchon cireux sécrété par cette derniére (Longstaff, 1981).

Les femelles de S. granarius préferent pondre leurs ceufs dans des graines propres plutét que
dans des grains sur lesquels des charancgons se sont nourri auparavant (Niewiada et al., 2005).
Elle pondent également leurs ceufs loin de I'embryon pour les protéger d'autres coléoptéres
(Niewiada et al., 2005).

L’embryon se développer pendant environ 4-14 jours avant I'éclosion, en fonction de la
température et de I'numidité (Longstaff, 1981).

Lorsque plus d'un ceuf sont pondus, un seul adulte éemergera de chaque grain en raison de
cannibalisme entre les larves, quatre-vingt pour cent des ceufs éclosent lorsque les conditions
sont bonnes, les ceufs pondus par les femelles agées ont des taux d'éclosion inférieurs aux
femelles plus jeunes (Arbogast, 1991).

Il ya quatre stades larvaires, la larve du premier stade larvaire en s’alimente en creusant un
tunnel dans la graine, la nymphose a lieu a I'intérieur du grain (Longstaff, 1981).

A la fin de quatriéme stade, la larve utilise un mélange de sciure et son propre sécrétion pour

former une cellule de chrysalide (Longstaff, 1981).
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Dans des conditions normales de développement, les larves de charangon permettent a leurs
excréments de s'accumuler autour d'elles a I'intérieur du grain dans lequel elles se nourrissent;
Cependant, si la teneur en dioxyde de carbone est supérieure a 5%, le quatrieme stade larvaire
fait un petit trou dans le grain et éjecte une grande partie des excréments (Longstaff, 1981).

A la fin de développement 1’adulte creuse son chemin hors de la graine en laissant un trou
d'émergence avec des bords irréguliers (Bousquet, 1990 ; Kirkpatrick et Wilbur, 1965).
Apres avoir quitté la graine, les femelles libérent une phéromone sexuelle pour attirer les
males et réaliser I'accouplement (Mason, 2003b).

Les adultes vivent sept a huit mois dans les silos de stockage, se déplacant autour de la masse
de grains tout au long de la journée (Hagstrum et al., 2012).

11.3.2.7.Distribution géographique

S. granarius se trouve dans le monde entier,il existe en Australie,en Amérique, en Europe,en
Afrique et dans toute la région tropicale (Balachowsky et Mesnil,1936).

11.3.2.8. Dégats

S. granarius se développe en s’alimentant sur la graine entiere, ne laisse que les cosses et la
farine en cas d’une forte infestation, ainsi que les trous de sorties des adultes (Campbell et
Sinha, 1976) (Figure 5).

Les pertes peuvent atteindre 3-5 % du poids total des grains (Balachowsky et Mesnil, 1936).

Les excréments comme les matieres fécales et de produits urinaires et les exuvies polluent la

masse des grains faisant ces derniers impropres a la consommation (Campbell et Sinha, 1976).

Figure 5. Dégéts causés par S.granarius sur des graines de blé dur (Photo personnelle).
11.3.3. Sitophilus zeamais (Motschulsky, 1855)
11.3.3.1. Noms communs
5, 4w s (Arabe) (Elhadjismail, 2014);Charancon du mais (Frangais), maize weevil (Anglais)
(Delobel et Tran, 1993)
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11.3.3.2. Synonymes
Calandra chilensis Philippi et Philippi, 1864, Calandra platensis Zacher,1922,Cossonus
quadrimacula Walker,1859.

11.3.3.3. Description des stades biologiques

11.3.3.3.1. L’Euf

Les ceufs sont blancs cremes et & peine visible a 1'eeil nu (Hagstrum et al., 2012).

11.3.3.3.2. La larve

La larve est d’une couleur blanche créme, avec une téte brune et apode (Hagstrum et al.,
2012),de 2-3mm de long, tres bombées en dessus et plates en dessous avec une téte brunatre
et hémisphérique et des mandibules a pointes plus foncée et munies d’une dent subapicale
interne trés prononcée précédée d’une autre petit dent (Balachowsky et Mesnil, 1936) (Figure
6 a).

11.3.3.3.3.L’adulte

L’adulte mesure 3-4 mm, brun foncé a noir avec des élytres portant chacun une tache orange,
oéme

les ailes de vol ( paire des ailes sous les élytres) est présente, le thorax avec des

perforations de forme circulaire (Rees, 2007) (Figure 6 b).

Figure 6. S. zeamais a.Larve L4 , b.Adultes(Alejandro, 1988).
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11.3.3.4. Taxonomie

Selon Zipcodezoo (2014) le charangon du mais est classé comme suit :

Domaine: Eukaryota,Royaume: Animalia,Sous royaume: Bilateria ,Branche: Protostomia
Infraroyaume: Ecdysozoa,Superphylum: Panarthropoda,Phylum: Arthropoda,
Subphylum:  Mandibulata,Infraphylum: Atelocerata,Superclasse:Panhexapoda,Epiclasse:
Hexapoda,Sousclasse: Dicondylia,Classe :Insecta,Infraclasse: Pterygota,Ordre: Coleoptera
Sous ordre :Polyphaga,Infra ordre: Cucujiformia,Superfamille: Curculionoidea,Famille:
Curculionidae,Sous famille : Rhynchophorinae,Genre: Sitophilus,Espéce : Sitophilus
zeamais

11.3.3.5. Gamme d'hétes

On trouve les charancons de mais couramment sur le mais, il peuvent aussi se nourrir des
céreales comme le blé, I'orge, le sorgho, le seigle et le riz (Hagstrum et al., 2012).

lIs préférent les grains entiers, mais se nourrissent également de produits céréaliers
transformés, y compris les pates (Hagstrum et al., 2012).

S. zeamais supporte un taux élevée d’humidité de son hote et peut méme se nourrir des
pommes (Longstaff, 1981;Maceljski et Korunic, 1973).

11.3.3.6.Biologie

Les ceufs sont pondus au cours de toute la durée de la vie adulte, bien que 50% peut étre
déposée dans les 4-5 premiéres semaines; chaque femelle peut pondre jusqu'a 150 ceufs
(Longstaff, 1981).

Les ceufs sont déposés individuellement dans de petites cavités creusées dans les grains de
céréales par la femelle; chaque cavité est rendue étanche par une sécrétion cireuse produite
par cette derniére, protégeant ainsi l'ceuf (Longstaff, 1981).

La période d'incubation de I'ccuf est d'environ 6 jours a 25°C (Howe, 1952).
Les ceufs sont pondus a des températures entre 15 et 35 °C (avec un optimum autour de 25 °
C) et a une humidité du grain de 10%; cependant, les taux de ponte sont trés bas en dessous de
20°C ou supérieure a 32°C, et au-dessous d'environ 12% d'humidité (Birch, 1944).
Apres I'éclosion, la larve commence a se nourrir a l'intérieur du grain, et creuse un tunnel en
se nourrissant (Birch, 1944;Howe,1952).

Il ya quatre stades larvaires dans le blé a 25°C et 70% d'humidité relative, la nymphose a lieu
apres environ 25 jours, bien que les périodes de développement sont treés prolongées a des
températures basses (par exemple 98 jours a 18 °C et 70% HR) (Birch, 1944;Howe, 1952).
La nymphose a lieu dans le grain; l'adulte nouvellement développé creuse son chemin,

laissant un grand trou de sortie caractéristique (Birch, 1944;Howe, 1952).
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La durée de développement total varie de 35 jours dans des conditions optimales a plus de
110 jours dans des conditions defavorables (Birch, 1944; Howe, 1952).

La durée de vie des adultes varie de plusieurs mois a un an (Longstaff, 1981).

11.3.3.7. Distribution géographique

Sitophilus zeamais est répandu dans le monde entier (Balachowsky et Mesnil, 1936), il existe
en Australie, en Afrique, en Asie et en Europe (Champ et Dyte, 1976).11 est plus fréquent en
régions tropicales et subtropicales (Rees,2007) .

11.3.3.8.Dégats

En mais stocké, de fortes infestations par ces insectes peuvent causer des pertes de poids des
grains de 30-40% (Arbogast et Trone, 1997).

La larve Produit une poudre blanchatre abondante qui rend le mais impropre a la

consommation (Freeman, 1980) (Figure 7).

Figure 7. Dégats causés par S.zeamais sur des graines de mais (Photo personnelle).
11.3.4. Méthodes de lutte disponibles contre les ravageurs des denrées stockées
11.3.4.1. Lutte préventive
Une fois le lieu de stockage a été vidé et nettoyé physiquement (balayage du sol, enléevement
des toiles d'araignée et de la poussiere, collecte et élimination de grains qui restent dans le
lieu),il est nécessaire d’éliminer les populations résiduelles d'insectes par I'utilisation de
I’azaméthiphos ou un mélange de fénitrothion et le carbaryl (Abdelaziz, 2011).
11.3.4.2. Lutte curative
11.3.4.2.1. Lutte physique
11.3.4.2.1.1. Lutte par le froid
La température optimale pour le développement des insectes des denrées stockés est entre 25-
33 ° C (Abdelaziz, 2011).
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Les basses températures < 10 °C retardent le développement de ces insectes et donc réduisent
leurs effectifs a un niveau ou ils ne peuvent pas causer des dégats considérables (Abdelaziz,
2011).

Egalement elles bloquent leurs développement, réduisent leurs alimentations, fécondité et
survie (Logstaff et Evans,1983).

11.3.4.2.1.2. Lutte par la chaleur

Une température de grains de 60 & 65°C, pendant 15 minutes est nécessaire pour tuer tous les
insectes de céréales stockees (Abdelaziz, 2011).

Ces températures peuvent endommager la qualité boulangére et la faculté germinative de la
plupart des graines (Evans, 1987) donc, la température du grain doit étre soigneusement
mesuré et contr6lé (Abdelaziz, 2011) pour réaliser une désinsectification sans causer des
dommages aux derniers (Evans et al., 1983).

La méme température minimum doit étre atteinte pour tuer les insectes en utilisant l'une de
ces méthodes (Abdelaziz, 2011).

La méthode la plus simple et la moins colteuse est probablement de chauffer les graines dans
un sechoir a lit fluidisé (Abdelaziz, 2011).

Elle est la seule méthode de désinsectisation a haute température utilisé pour le traitement de
plus de 100 tonnes /heure et qui consiste a traiter les produits en lits fluidisés a haute
température (60° C a 180° C); la température propre du produit n'atteignant pas 65° C a 70° C
(Neeson et Banks, 2004).

Ce choc thermique dure 8 secondes suivi d'un refroidissement rapide, entraine une totale
mortalité des insectes sans affecter les qualités technologiques du produit (Abdelaziz, 2011).
11.3.4.2.1.3. Modification de I'atmosphere du milieu

Il s'agit d'abaisser le taux d'oxygene de lI'atmospheére intergranulaire jusqu'a un taux létal pour
tous les stades des insectes des denrées stockées (< 1 % d'O,) (Marzke et al., 1970; Storey,
1973,1975; Jayas et al., 1991).

Généralement les insectes des stocks sont tues lorsque le taux d'oxygene est inférieur a 2 % du
volume de I'atmosphére intergranulaire, stade auquel le gaz carbonique (CO,) aura atteint un
taux d'environ 15 % (FAO, 2013).

11.3.4.2.1.4. Utilisation de matiéres inertes

Les poussiéres ou les matiéres inertes sont des poussieres chimiquement non réactives qui
tuent les insectes par dessiccation de leurs corps, soit par endommager (terres de diatomées)
ou absorber (aérogel de silice) de la couche cireuse de l'insecte qui empéche une perte

excessive d'humidité du grain et de ’air intergranulaire (Abdelaziz, 2011).
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Elles ne sont pas toxiques pour les humains et les animaux et peuvent fournir une protection
continue contre les infestations par les insectes, n'affectent pas la les qualités technologiques
des graines (Abdelaziz, 2011).

Les poussiéres inertes ont été utilisés pendant des siecles par les peuples autochtones en
Ameérique du nord et en Afrique pour lutter contre les insectes des denrées entreposés (Fields
et Muir, 1996).

La terre de diatomees (DE) sont les restes fossilisés de diatomées qui sont des plantes
aquatiques microscopiques unicellulaires, ils ont une faible toxicité pour les mammiféres (par
exemple,la toxicité pour un rat par voie orale DL50>5000 mg/kg) (Subramanyam et
Hagstrum, 1995).

L’aérogel de silice est produit par le séchage d'une solution aqueuse de silicate de sodium
(Quarles, 1992).

Le sable et les autres composants du sol sont également utilisés comme des matiéres inertes
(Golob et Webley, 1980).

11.3.4.2.1.5.”’irradiation ionisante

Les rayonnements ionisants créent des ions par la rupture de liaisons chimiques (Faruki et al.,
2007).

lIs frappent les électrons hors de leurs orbites entrainant une douche d'électrons, créant des
ions et des radicaux qui causent des dommages supplémentaires aux grandes molécules
biologiques telles que I'ADN et provoque par conséquent un arrét de développement
d'organismes irradiés et endommagement des sites de division cellulaire qui incluent les
gonades et I'intestin moyen chez I'insecte adulte (Hallman, 2012).

A des doses de 10 Kgy ils arrétent les fonctions de ces organes ce qui provoque un arrét de
reproduction et d'alimentation chez I’insecte (Hallman, 2012).

Deux types de radiations ionisantes sont utilisés pour lutter contre les insectes des denrées
stockées ,le rayonnement gamma qui peut étre produit par un isotope radioactif tel que le
cobalt-60 et le rayonnement béta,qui est un faisceau d'électrons, peut étre génére
électriguement (Hallman, 2012).

L’irradiation avec un faisceau d'électrons est généralement plus sdr et plus facile a utilisé car
il peut étre activé et désactivé pendant que 1’isotope émettre les rayonnements assurant donc
la protection de I’utilisateur (Fields et Muir, 1996).

Toutes les étapes de cycle de vie des insectes sont touchees par ce type de rayonnement, la

température du grain est augmenté de moins de 0,1°C et sa valeur nutritive n’est pas affectée
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a des doses faibles, il ne laisse pas des résidus de produits chimiques nocifs dans la graine
(Abdelaziz, 2011).

L’inconvénient de cette méthode est que les insectes adultes continuent a vivre pendant un
certains temps et la graine est tuée par l'irradiation nécessaire pour lutter contre les insectes
(Abdelaziz, 2011).

Les rayons béta (faisceaux d'électrons) pénétrent une couche de grains seulement a 0,6 cm et
il n'y a aucune protection résiduelle de réinfestation par des sources externes (Abdelaziz,
2011).

La mort immeédiate pour les insectes de produits entreposés nécessite des doses plus élevees
que pour leur stérilisation (Abdelaziz, 2011).

11.3.4.2.2. Lutte mécanique

Le transilage, le secouage, le passage au tarare, permettent d'éliminer une partie des insectes
contenus dans les stocks et surtout les adultes libres mais ils laissent subsister une partie des
larves et des ceufs; elles ne peuvent donc pas étre envisagées pour un stockage de longue
durée, a moins d'étre frequemment renouvelées, ce qui les rend colteuses (FAO,2013).
11.3.4.2.3. Lutte biologique

La lutte biologigue est une composante tres importante de la lutte intégrée des ravageurs de
denrées stockées (Flinn et al., 1998).

De nombreuses especes d'ennemis naturels des insectes se produisent dans I'écosystéme de
produits stockés et ces espéces représentent des agents potentiels de lutte biologique contre les
organismes nuisibles (Brower et al., 1996).

Xylocoris flavipes (Reuter) est un prédateur cosmopolite de différents insectes nuisibles des
denrées stockées a savoir Tribolium castaneum (Coleoptera, Tenebrionidae), T. confusum
(Coleoptera, Tenebrionidae), Crytolestes pusillus (Coleoptera,Laemophloeidae), Rhyzopertha
dominica (Coleoptera ,Bostrichidae) et Trogoderma granarium
(Coleoptera,Dermestidae) (Ahmed et al., 1991;Rahman et al., 2009).

Les ennemis naturels des insectes des denrées stockées comprennent aussi des guépes
parasitoides appartenant aux familles des Braconidae, Ichneumonidae, Pteromalidae,
Bethylidae et Reduviidae (Abdelaziz, 2011).

Parmi eux,les parasitoides Peregrinator biannulipes (Hemiptera, Reduviidae) (Montrouzier)
et Lariophagus distinguendus Forster utilisé contre Sitophilus granarius (Upadhyay et
Ahmad, 2011) et Theocolax elegans (Flinn et Hagstrum, 2002).
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8 semaines Apres la réalisation des lachers de I’hyménoptére parasitoide Theocolax elegans
(Westwood) une mortalité de la population entiere de Sitophilus zeamais a été observée dans
le mais stockée (Flinn et al.,2005).

Des lachers de Xylocoris flavipes provogue une réduction de 99% des populations de
Oryzaephilus surinamensis dans le mais et 90-98% de Tribolium castaneum dans
I’arachide.Dans le blé stocké ,96% de la population de Sitophilus Oryzae a été supprimé par
des laches du parasitoide Anisopteromalus calandrae (Abdelaziz, 2011).

Egalement plusieurs champignons et bactéries entomopathogenes sont utilisées contre les
insectes de denrées stockées (Diaz-Gomez et Rodriguez, 2000).

Les insecticides microbiens sous forme de spores et de toxines sont plus sdres et tres
specifiques (Upadhyay et Ahmad, 2011).

La plupart des toxines efficaces sont produites par des souches de Bacillus thuringiensis
(Upadhyay et Ahmad, 2011) et provoguent une mortalité massive chez les insectes des
denrées stockées de ’ordre des Iépidopteres (Lacey, 2001).

11.3.4.2.4.Lutte par Dutilisation des régulateurs de croissance des insectes
Les hormones de croissance et leurs analogues sont utilisés pour lutter efficacement dans un
environnement fermé contre plusieurs papillons et les coléopteres des produits entreposés
(Loshiavo, 1976; Williams et Amos, 1974). Ils perturbent la reproduction et le comportement
de ponte chez ces insectes (Upadhyay et Ahmad, 2011).

L’hydrophene montre une inhibition compléte de la progéniture de Sitophilus granarius (L.) a
une dose de 10-20 mg / kg (Upadhyay et Ahmad, 2011).

L’hormone juvénile méthopréne et pyriproxylen et l'ecdysone RH-5849 montrent une
excellente activité contre les souches résistantes et sensibles a I’insecticide Actellic de
Tribolium castaneum, Rhyzopertha dominica et Sitophilus oryzae (Kostyukovsky et al.,
2000).

11.3.4.2.5.Lutte par ’utilisation de I'0zone gazeux (O3)

L'ozone gazeux (O3) est capable de pénétrer entre les grains entreposées, fortement oxydant,
instable et se décompose rapidement a I'oxygene sans laisser de résidus (Tiwari et al., 2010).
La dose générale de l'ozone nécessaire pour contrdler tous les stades de 11 especes de
ravageurs des denrées stockées librement exposées est d’environ 35 ppm pendant six jours
(Hansen et al., 2012).

Toutefois, les stades immatures de Rhyzopertha dominica, Sitophilus granarius et Sitophilus
zeamais protégés a I’intérieur des grains nécessite une dose de 135 ppm pendant huit jours a
20°C (Hansen et al., 2012).
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L'ozone se dégrade en oxygene rapidement pendant une période inférieur a 1 h (MCclurkin et
Maier, 2010).

La température, I’humidité relative et la vitesse de I'air sont des facteurs déterminant le temps
de demi-vie de I'ozone, I’ozonation des grains sera plus efficace dans la présence d’un courant
d’air, a basse temperature et a une faible humidité (MCclurkin et Maier, 2010).
11.3.4.2.6.Lutte par Dutilisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont une activité insecticide, inhibition de la ponte et de la croissance
des insectes des denrées stockées (Verma et al., 2000),une capacité répulsive et toxique a des
valeurs de LC trés faibles ( Upadhyay et al., 2007).

Le salycylate de méthyle un composant de I’huile essentielle extrait a partir de
Securidacalonga pedunculata est répulsive et toxique contre Sitophilus zeamais et
Rhyzopertha dominica (Jayasekara et al., 2005).

Le méthyle allyle disulfure et le trisulfure de diallyle obtenus a partir des huiles essentielles
d'ail sont également utilisés pour lutter contre les ravageurs des produits entreposés (Huang et
Subramanyam, 2004).

Le constituant volatil di-n-propyle disulfure extrait des graines d’Azadirachta indica est
toxique, lorsqu'il est appliqgué comme fumigant contre les adultes de Tribolium castaneum ,les
larves et les adultes de Sitophilus oryzae (Abdelaziz, 2001).

L'huile essentielle extrait des feuilles de Curcuma longa L. montre une toxicité, affecte la
reproduction et I’alimentation et réduit la ponte et 1'éclosion des ceufs des insectes des céréales
stockées (Sharma et al., 2000).

11.3.4.2.7. Lutte chimique

La lutte chimique ou la fumigation par des insecticides est I'une des méthodes la plus efficace
dans lequel les insectes nuisibles sont exposés a un environnement gazeux et toxique
(Upadhyay et Ahmad, 2011).

Ces produits chimiques sont rentables, mais leur utilisation massive a crée des problémes tels
que le phénomene de résistance, la pollution de I'environnement et des effets indesirables sur

la santé humaine et sur les auxiliaires (Ali et al., 2012).
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I11. Matériel et méthodes

I11.1. Matériel biologique

111.1.1. Matériel animal

Les trois especes choisis S.granarius,S.zeamais,R.dominica sont des ravageurs potentiels des
céréales en Algérie.

Les souches d’origine de ces insectes proviennent des différents entrepdts de stockage de la
région de Skikda.

111.1.2. Matériel végétal

Des feuilles et des tiges agées et fraiches du N. oleander sont collectées a partir d’une plante
saine issue d’une végétation naturelle dans la région de Djnane el aneb a Skikda en décembre
2013.

111.2. Méthodes

111.2.1. Elevage de masse des insectes

Le but de cet élevage est 1’obtention d’un grand nombre d’insectes adultes des trois especes
choisies utiles pour réaliser les manipulations.

Un nombre indéterminé des individus de S.granarius sont placés dans des bocaux en verre,
sur des grains de blé.

Ces bocaux sont mis dans une étuve a une température de 26° C (£ 2° C) et une humidité
relative de 75 % (£ 5%) (Dinuna, 2008) (Figure 8 a).

Pour S.zeamais (nombre indéterminé) sont placés dans des bocaux en verre, sur des grains de
mais. Ces bocaux sont mis dans une étuve a une température de 28°C et une humidité relative
de 65 % (Danho et Haubruge, 2003) (Figure 8 b).

Concernant 1’¢levage de R.dominica les adultes (nombre indéterminé) sont placés dans des
bocaux en verre, sur des grains de blé endommagés préalablement.

Ces bocaux sont mis dans une €tuve a une température de30 + 2°C et une humidité relative de
70-80% (Gonzales, 2014) (Figure 8 c).
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Figure 8. Elevage de masse des insectes a. S.granarius,b. S.zeamais,c. R.dominica

111.2.2. La stérilisation superficielle
L’objectif de cette étape est I’¢limination des hyphes et des spores des champignons
épiphytes.
La procédure générale de réalisation de la stérilisation superficielle est décrite par (Petrini et
al., 1992).
Les différentes étapes de cette procédure et comme suit :

» Lavage du matériel végétal a I’eau courante.

> Immersion du matériel végétal dans 1’éthanol.

> Stérilisation par hypochlorite de sodium NAOCL dilué.

> 2 °™immersion du matériel végétal dans 1’éthanol.
111.2.3. Isolement des champignons endophytes de N. oleander L.
La procédure d’isolement des champignons endophytes de N. oleander a été decrite par
(Huang et al., 2007) et se résume comme suit :

Pour les feuilles :

> Un total de 20 feuilles de N.oleander a été d'abord lavé a I'eau courante, les feuilles ont
été coupées en segments (5x5 mm).

> Ces échantillons sont ensemencés sur un milieu de culture PDA (Potato Dextrose
Agar) (Figure 9).

Pour les tiges :

» Un total de 20 tiges du N. oleander a été d'abord lavé a I'eau courante, les tiges ont été
coupées en morceaux (10 mm de longueur) ;
» Ces échantillons sont egalement ensemencés sur un milieu de culture PDA (Potato

Dextrose Agar) (Figure 9).
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Figure 9. Isolement des champignons endophytes de N. oleander L. a. feuilles, b. fragments
foliaires ,c.fragments foliaires fixés sur PDA,d. tiges,e. Coupeaux des tiges, Coupeaux des tiges fixés
sur PDA (photos personnelles).

La fréquence de colonisation (FC): La fréquence de colonisation ou d'infection, exprimée

en % est calculée en se basant sur la méthode de Fisher et Petrini (1987), donnée comme suit:
FC % = (N¢ / N¢) x 100

Sachant que: N¢: le nombre de segments colonisés par une espéce ou un groupe fongique.

N¢: le nombre total des segments.

111.2.4. Obtention des cultures fongiques pures

La purification des souches est effectuée par prélévement d’un hyphe terminal et le

réensemencer dans un milieu de culture neuf (PDA), la souche est ensemencée au centre de la

boite de pétri (Guiraud, 1998).Apres 1’ensemencement des champignons les souches sont

incubées a 25°C pendant 3 a 6 jours.

111.2.5. Identification des mycotaxons endophytes

L’identification de souches fongiques a été basée sur la morphologie des hyphes et de la

colonie,les caractéristiques des spores et les structures de reproduction si ces

fonctions étaient perceptibles (Wei, 1979;Carmichael et al., 1980;Barnett et Hunter, 1998).
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111.2.6. Conservation des souches
Les cultures sont maintenues pendant 1 semaine a 30 °C puis stockées a 4 °C pour favoriser la
viabilité et limiter les possibilités de variations (Bouchet et al., 1999).
111.2.7. Induction de I'activité protéolytique
111.2.7.1. Induction de P’activité protéolytique sur milieu de culture solide
L’objectif de cette partie est de sélectionner les champignons dotés d’une activité
protéolytique.
Selon Lopez-llorca et al. (2002) la procédure de cette méthode est la suivante:
» Prélévement d'un fragment de colonie (5x5 mm) du champignon ;
> Ensemencement des fragments au centre de chacune des boites de pétri qui contiennent
préalablement le milieu solide révélateur de 1’activité protéolytique (Lopez-llorca et
al.,2002) ;
> Incubation a l'obscurité a 25°C dans une étuve a I’obscurité ;
> Aprés 48 h, nous mesurons le diamétre de chaque colonie ainsi que le diamétre du halo
translucide qui correspond a la zone de dégradation de la gélatine, et qui témoigne
I'activité protéolytique, en d'autre terme la synthese des protéases.
Pour les 12 jours d’expérience, nous calculons pour chaque observation effectuée, I'index
protéolytique de Lopez-llorca et al. (2002),donné comme suit:
Index protéolytique = Le diametre de la colonie (mm)/Le Diamétre du halo (mm)
Enfin, on trace la courbe de l'activité protéolytique.
111.2.7.2.Induction de I’activité protéolytique dans un milieu de culture liquide
Dans cette partie les champignons qui sont dotés d’une bonne activité protéolytique sur milieu
de culture solide sont mis dans un milieu liquide (Latgé ,1974) a fin d’induire la synthése des
protéases dans ce milieu et donc avoir des filtrats contenant les protéases secrétés par ces
champignons.
111.2.8. Induction de I'activité chitinolytique
111.2.8.1. Préparation de la chitine colloidale en poudre
La préparation de la chitine colloidale en poudre se fait par les étapes suivantes :
111.2.8.1.1.Préparation de la chitine
Cette partie est réalisée selon la méthode de Shimahara et Takiguchi (1988)
On utilise comme source de la chitine les carapaces des crevettes (Figure 10) et on procéede

comme suit :
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111.2.8.1.1.1. Préparation des coupeaux de carapaces

Se fait selon la procédure suivante :

>

>
>
>

Nous raclons les carapaces.
Nous ringons les carapaces a plusieurs reprises a l'eau courante.
Nous procédons au broyage des carapaces en copeaux d'environ 0,5 cm? de diamétre.

Nous séchons a l'air a température ambiante.

Figure 10.Coupeaux des carapaces des crevettes (photo personnelle).

111.2.8.1.1.2. Déminéralisation avec de I'acide chlorhydrique

A pour but I'élimination des sels inorganiques contenues dans les carapaces (Figure 11) et se

fait selon la procédure suivante :

les copeaux secs de la carapace de la crevette (20 g) sont mis dans 1 litre d'acide
chlorhydrique 2N.

Le mélange est maintenu pendant 2 jours a température ambiante avec des agitations
fréquentes pour éviter le flottement des coupeaux due au CO; issu de la réaction.
I'acide chlorhydrique épuisé est échangé pendant la réaction.

les copeaux secs de la carapace de la crevette deminéralisés sont recueillis et lavés

avec de I'eau déminéralisée jusqu'a neutralité.
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Figure 11.Déminéralisation avec de I'acide chlorhydrique (photo personnelle).
111.2.8.1.1.3. Déprotéinisation avec de I'hydroxyde de sodium aqueux.
o les copeaux secs de la carapace de la crevette déminéralisés sont ajoutés a 1 litre de 1
N aqueuse d'hydroxyde de sodium (Figure 12).
e Le mélange est porté a ebullition pendant 36 h avec agitation occasionnelle.
e Des quantités appropriées d'eau doivent étre ajoutées comme produit de vaporisation.

e Lasolution alcaline épuisée est échangée pendant la réaction.

Figure 12. Déprotéinisation avec de I'nydroxyde de sodium aqueux (photo personnelle).
111.2.8.1.1.4. Elimination des lipides et des pigments
e Les copeaux sont ajoutés a 500 ml d’éthanol a 95% et le mélange est chauffé pendant
6 heures (Figure 13) ;
e Les copeaux de la chitine décolorés sont ensuite recueillis, lavés avec de I'éthanol et

séchés a l'air libre.
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Figure 13. Elimination des lipides et des pigments (photo personnelle).

111.2.8.1.2. Blanchissement de la chitine

La préparation de la chitine blanchie se fait selon la méthode de Hsu et Lockwood (1975)

La procédure de cette méthode est la suivante:

>

Y

>
>

60g de chitine a été agité avec 300 ml d'eau de Javel (hypochlorite de sodium a
5,25%) pendant 10 minutes.
Ajout de 5litres d'eau du robinet au mélange.

Filtration sur papier filtre.

Elimination de I'eau de Javel par la répétition de 1’ajout de 1’eau de robinet et la

filtration sur papier filtre au moins 5 fois.

Séchage de la chitine a I'air libre pendant la nuit.

Ensuite la chitine blanchie et séchée a été broyée.

111.2.8.1.3. Préparation de la chitine colloidale.

La préparation de la chitine colloidale se fait selon la méthode de Hsu et Lockwood (1975)

>
>
>

YV V V V

40 g de chitine blanchie a été dissoute dans 400 ml de HCI concentré.
Agitation du mélange pendant 30 a 50 min.

Précipitation de la chitine sous forme d'une suspension colloidale en ajoutant
lentement 2 litres d'eaua 5- 10 ° C.

La suspension a été recueilli par filtration sur un papier filtre.

Lavage de la suspension par 5 litres d'eau du robinet.

2°™ filtration de la suspension sur papier filtre.

Le lavage a été répétée au moins trois fois .
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111.2.8.1.4. Préparation de la chitine colloidale en poudre
La préparation de la chitine colloidale en poudre se fait selon la méthode de Hsu et
lockwood(1975)
» 2 Litres de la suspension de la chitine colloidale est placée sur une couche mince puis
congelé a -5°C.
> Apres la congélation la suspension est séchée dans une étuve a 25°C pendant 3 -4
jours.

» Apres sechage, la chitine colloidale est facilement désintégrée en poudre (Figure 14).

Figure 14. Chitine colloidale en poudre (Photo personnelle).

111.2.8.2. Induction de Pactivité chitinolytique sur milieu de culture solide

L’objectif de cette partie est de sélectionner les champignons dotés d’une activité
chitinolytique

Le milieu de culture solide révélateur de 1’activité chitinolytique utilisé est proposé par Hsu et
lockwood (1975)

Aprés autoclavage du milieu on ajoute NAOH(5N) pour ajuster le pH du milieu de culture a 8
On utilise la procédure de Lopez-llorca et al. (2002) préalablement citée, seulement 1’halo
translucide correspond a la zone de dégradation de la chitine colloidale.

Pour les 12 jours d’expérience, nous calculons pour chaque observation effectuée, I'index
chitinolytique de Moscoso et Rosato(1987), donné comme suit:

Index chitinolytiqgue=Le diameétre du halo (mm)/ le diamétre de la colonie (mm)
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111.2.8.3. Induction de I’activité chitinolytique sur milieu de culture liquide
Dans cette partie les champignons qui sont dotés d’une activité chitinolytique sur milieu de
culture solide sont mis dans le milieu liquide proposé par Latgé (1974), afin d’induire la
synthese des chitinases dans ce milieu et donc avoir des filtrats contenant les chitinases
secretes par ces champignons.
111.2.9. Choix des mycotaxons candidats pour la mise en évidence de I'activité insecticide
Les champignons endophytes choisis pour le test d’activité insecticide en ce basant sur les
résultats d’induction de 1’activité chitinolytique et/ou protéolytique sur milieu de culture
solide.
C'est-a-dire les champignons choisis sont tous dotés d’une activité protéolytique et/ou
chitinolytique .
111.2.10. Préparation des filtrats des mycotaxons choisies
Les cultures sont, par la suite, placées a I'obscurité dans une étuve (25°C). Elles sont soumises
chaque jour a des agitations intermittentes (Figure 15) pour une durée d'une heure (1 h), afin
d'homogénéiser le milieu et la biomasse fongique.
D¢s ’obtention d’une biomasse fongique importante (apres 7 a 15 jours), les cultures sont
récupérées puis filtrées en série. Les filtrats des cultures fongiques sont préparés selon la
méthode de Stekoll et West, (1978) est donnée comme suit:

e Nous récupérons la culture fongique homogeénéisée.

e Nous filtrons la culture a travers un papier filtre stérile de type Whatman no. 2 (Figure

16) pour eliminer les résidus mycéliens et éviter la contamination par les spores.

LB]

>
—
L |

Figure 15. Les agitations pour homogénéiser le milieu et la biomasse fongique (photo personnelle).
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Figure 16. Filtration des milieux des cultures fongiques (photo personnelle).
111.2.11.Les essais de traitement
111.2.11.1.0rganismes cibles
Des essais de traitement ont été effectués sur Sitophilus granarius, Sitophilus zeamais et
Rhyzopertha dominica
111.2.11.2.Dispositif expérimental
Le dispositif expérimental (Figure 18) adapté pour ce travail est basé sur-la technique dite
VCE Ventilated Bioassay Chamber (Butt et Goettel, 2000) (Figure 17).
Le traitement est réalisé par pulvérisation directe, appliqué sur les insectes adultes mis dans
des boites de pétri a raison de 20 par boite.
Le filtrat appliqué suivant son type et le gradient de concentration (quatre concentrations pour
chacun des filtrats; (25%, 50%, 75%, 100%) avec un nombre de répétition de 5 pour chaque

concentration et 5 répétitions traitées a I'eau distillée et considérées comme des témoins.

Figure 17.Unité VCE (photo personnelle).
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Figure 18. Dispositif expérimental (photo personnelle).
111.2.11.3. Calcul du taux de mortalité
Le taux de mortalité (%) est déterminé pour chaque traitement aprés 2 h, 12 h, 24 h, 48h suite
a la pulvérisation.
Le calcul du taux de mortalité tient en compte la formule de la mortalité corrigée d’Abbott,
1925:
Mc =100 x [(Mo —Mt)/ (100 —-Mt)]
Ou Mc = mortalité corrigée en pourcentage ; Mo = mortalité observée dans ’essai
Mt = mortalité observée dans le témoin
111.2.12. Paramétres étudiés
Nous avons choisi essentiellement deux parameétres:
e Effet des filtrats sur S.granarius,S. zeamais, R. dominica.
e Effet du gradient de concentration sur la mortalit¢ de ces insectes a I'échelle
chronologique (apres 2 h, 12h, 24 h,48h du traitement).
111.2.13.Analyse des données
Pour cette étude I’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman et Keuls sont effectués
pour révéler les différences et les liens entre le type de filtrat et le gradient de concentration
L’étude de corrélation est effectuée en illustrant la droite de régression entre :
> la croissance radiale et les deux activités protéolytique et chitinolytique des souches
fongiques sélectionnés.
> la mortalité des insectes ciblés et les deux activités protéolytique et chitinolytique des
souches fongiques sélectionnés.
Toutes les analyses statistiques ont été réalisées par ’utilisation du module XLSTAT 2009 de

Microsoft Office.
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IVV.Résultats et discussion
IV.1.Composition et fréquence de colonisation des isolats fongiques endophytes du
Nerium oleander

1V.1.1. Résultats

On a pu isoler 27 taxons différents de champignons endophytes dont 20 a partir de la tige, 3
a partir des feuilles et 4 a partir des deux parties au méme temps (Tableau 1).

Le genre le plus dominant est Fusarium spp. (6 especes) avec une fréquence de colonisation
totale de 23,23 % suivie par Alternaria spp. (5 espéces) 18,59 %,Torula spp. (3 espéces) et
Mycelia sterilia (3 espéces) 9,29% chacun,Thielavia sp ;Annellophora sp;Bipolaris sp 6,97%
Phoma sp 465 %

sp ;Cladosporium sp ;Colletotrichum sp ;Curvularia sp 2,32% chacun (Figure 19).

chacun,Chaetomium spp (2 espéces) et chacun,Rhizoctonia

® Alternara spl 8 Alternaria spd
@ Alternara sp3 8 Alternaria spd
® Altemaria spd @ Apnallophora sp
@ Bipolars sp @ Chastomum spl
9 Chastomium spl 8 Cladosporium sp
4,65 2:322:324,652,32 32 465
:  Colletotrichum sp  Curvulariasp
4,65
@ Fusarium spl ® Fusarjum spd
W Fusarfum sp3 © Fusarum spd
@ Fusarum spf & Fusarium sp6
2,32
2132 W Mycalia sterilia sp i & Myecalia stertlia sp2
1,32 W Mycalia sterilia sp 3 © Phomasp
32 : : L
W Rhizoctomia sp W Thislavia sp
W Torulaspd W Torwla spd
U Torulaspd

Figure 19. Fréquence de colonisation des champignons endophytes de Nerium oleonder.
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Tableau 1. Composition générale de la mycoflore endophyte détectée chez N.oleander.

Mycotaxon (Phylum) Ilustration (photos personnelles) Partie Auteur

Alternaria spl
(Ascomycota)

Alternaria sp2
(Ascomycota)

Alternaria sp3

(Ascomycota) .
Tige (Nees, 1816)

Alternaria sp4
(Ascomycota)

Alternaria sp5
(Ascomycota)

Annellophora sp Feuille (Hughes, 1952)

(Ascomycota)

Bipolaris sp

(Ascomycota) (Shoemaker ,1959)

Chaetomium sp1l Tige

(Ascomycota)
(Kunze, 1817)

Chaetomium sp2
(Ascomycota)

44


http://www.google.dz/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CBwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.creative-bioarray.com%2FProducts%2FPharmaceutical-Culture-Collection-list-217-Annelophora%2520sp..htm&ei=B5jKU92jDuOy0QXQnYDoDw&usg=AFQjCNF9Mrjj0M8gnk6spKD5GzY2Y7OiWQ&bvm=bv.71198958,d.d2k

Résultats et discussion

Suite du Tableau 1

Mycotaxon (Phylum)

Ilustration (photos personnelles)

Partie

Auteur

Cladosporium sp
(Ascomycota)

Colletotrichum sp
(Ascomycota)

Tige

(Link ,1816)

Curvularia sp
(Ascomycota)

Fusarium spl
(Ascomycota)

Feuille

(Corda,1831)

(Boedijn, 1933)

Fusarium sp2
(Ascomycota)

Fusarium sp 3
(Ascomycota)

Tige

(Link ,1809)

Fusarium sp4
(Ascomycota)

Tige+feuille

Fusarium sp5
(Ascomycota)

Fusarium sp6
(Ascomycota)

Tige

45




Résultats et discussion

Suite du Tableau 1

Mycotaxon (Phylum)

Ilustration (photos personnelles)

Mycelia sterilia sp 1

Partie

Auteur

Mycelia sterilia sp 2

Mycelia sterilia sp 3

Phoma sp
(Ascomycota)

Thielavia sp
(Ascomycota)

Torula spl
(Ascomycota)

Torula sp2
(Ascomycota)

Torula sp3
(Ascomycota)

Tige

(Saccardo,1880)

(Zopf ,1876)

(Pers ,1794)
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IV.1.2. Discussion

L’intérét de cette partie de notre étude est de connaitre la composition générale et la fréquence
de colonisation des champignons endophytes détectés chez Neruim oleander L.

Nous avons,en effet pu isoler et identifier et déterminer la fréquence de colonisation des
champignons endophytes isolés a partir des tiges et des feuilles de Neruim oleander L.

Les champignons endophytes se trouvent dans les tissus de la plupart des plantes étudiées
(Wang et Dai, 2011).

Comparativement a cette partie de notre étude quelques travaux ont porté sur 1’isolement,
I’identification et le calcul de la fréquence de colonisation des champignons endophytes de
Neruim oleander L.

Huang et al. (2007) ont pu isoler des champignons endophytes  Chaetomium sp,
Cladosporium sp, Colletotrichum sp, Phoma spl et Phoma sp 2 a partir des tiges et
Ascomycete sp, Mycelia sterilia spp a partir des feuilles , Torula sp et Hyphomycete sp a
partir des 2 parties au méme temps.

Selon le méme auteur les fréquences de colonisation sont : 2.38% ,4.76% ; 2.38% ; 4.76 %;
4.76% ;4.76% ;2.38% ;49 ,99 %; 16.67% ; 11.90% respectivement.

Ramesha et al.(2013) ont pu isoler des champignons endophytes Curvularia brachyspora,
Curvularia sp, Fusarium sp, Fusarium semitectum a partir des tiges et des fleurs , Drechslera
sp, Cladosporium spl, Cladosporium sp2, Thielavia terricola et 3 Mycelia sterilia a partir des
tiges ;Torula sp, Alternaria alternata,Colletotrichum sp, Cylindrocephalum sp, Aspergillus
sp, Penicillium sp, Cochliobolus sp, et Chaetomium sp a partir des fleurs ;Bipolaris sp et
Mycelia sterilia sp a partir des feuilles .

Selon le méme auteur les taux de colonisation par des champignons endophytes sont 54%
pour les fleurs, 39% pour les tiges et 7% pour les feuilles.

Laib (2014) a pu isoler le champignon endophyte Cladosporium sp a partir des feuilles.
Huang et al. (2008) ont pu isoler les champignons endophytes Ascomycete sp, Colletotrichum
sp, Hyphomycete sp, Phoma sp et Torula sp et Ramesha et al.(2014) ont pu isoler le

champignon Cochliobolus kusanoi a partir des différents parties.

47



Résultats et discussion

IV.2.Mise en évidence de I’activité protéolytique des champignons endophytes du
N .Oleander

1V.2.1.Reésultats

Des 27 champignons endophytes isolés 7 seulement sont dotés d’une activité protéolytique

présentée par un halo translucide entourant les colonies fongiques (Figure 20)

a b c d e f g

Figure 20. Souches fongiques endophytes dotées d’une activité protéolytique présentée par un halo
translucide entourant les colonies fongiques a. Alternaria sp 5 .,b. Cladosporium sp.,c. Curvularia
sp.,d. Fusarium sp 1 .,e. Fusarium sp3 .,f. Torula spl.,g. Torula sp2.

1V.2.2.Discussion

L’activité protéolytique est trés importante voire primordiale pour les champignons
endophytes, elle est reflétée par la production ou l'induction d'enzymes protéolytiques telles
que les aminopeptidases et exopeptidases qui jouent le role le plus importants dans le
processus d’infection de I’hote (Mustafa et Kaur, 2009).

Dans le cas des champignons entomopathogeénes les protéases sont des facteurs importants de
virulence et jouent un role important dans la dégradation de la cuticule de I’insecte (Pérez et
al., 2014).

En se basant sur les informations précitées, I’intérét de cette partie de notre étude est de
sélectionner les champignons endophytes dotés d’une activité protéolytique afin de rechercher
les souches a activité insecticide probable.

Nous avons, en effet pu sélectionner les souches dotés d’une activité protéolytique.

La formation d’un halo translucide autour de la colonie est le résultat de la dégradation de la
gélatine par les souches fongiques et signifie que ces dernieres possedent une activité
protéolytique (Lopez llorca et al., 2002 ; Sapna Bai et al., 2012).

Les micro-organismes constituent une excellente source de protéases extracellulaires
(Saboti“c, 2007) qui agissent comme un catalyseur dans I'hydrolyse de protéines de grande
taille en molécules plus petites pour I’utilisation ultérieure par le microorganisme (Rao et al.,
1998).

Comparativement a cette partie de notre étude, plusieurs travaux ont porté sur la recherche

des souches fongiques qui ont le potentiel de produire des protéases.
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Le champignon endophyte Alternaria alternata isolé a partir Eremophilia longifolia est doté
d’une bonne activité protéolytique a un ph variant de 3 a 9 (Zaferanloo et al., 2014).

Le champignon endophyte Cladosporium sphaerospermum isolé a partir Opuntia ficus indica
montre une faible activité protéolytique (Bezerra et al., 2012).

Le champignon endophyte Cladosporium cladosporioides isolé de la méme plante montre
une forte activité protéolytique (Bezerraet al., 2012).

Le champignon Curvularia lunata est dote d’une activité protéolytique et secréte une protease
Curl 1 (Tripathi et al., 2009) et un autre champignon du méme genre est trouvé producteur de
protéases par Sharma et al.(2006)

Plusieurs souches fongiques qui appartiennent au genre Fusarium spp sont dotées d’une
bonne capacité de production des protéases (Vishwanatha et al., 2009).

Une protéase alcaline a été purifié des filtrats de champignon endophyte Fusarium sp. BLB
isolé a partir Hibiscus sp (Ueda et al., 2007).

Le champignon endophyte Fusarium lateritium isolé & partir Opuntia ficus indica montre une
bonne activité protéolytique (Bezerra et al., 2012).

Johri et al.(1985) Ont mentionné que les especes fongiques du genre Torula spp sont de
meilleures producteurs de protéases.

Le champignon Torula thermophila secrete une protéase alkaline (Karavaeva et al., 1975).
I1VV.3. Evolution de I’activité protéolytique des champignons endophytes sélectionnés
1V.3.1.Résultats

L’activité protéolytique des souches fongiques endophytes est illustrée par D’index

protéolytique calculé sur 12 jours successifs (Figure 21).

30
25
s —&— Alternaria sp 5
o
= 20
%‘ = Cladosporium sp
2 15 .
o === curvularia sp
Q.
é 10 =>¢=Fusarium spl
= s = Fusarium sp3
=@®=Torulasp 1
0 - ' Torula sp2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Jours

Figure 21. Représentation graphique de ’activité protéolytique des souches fongiques selectionées
illustrée par I’index protéolytique calculé sur 12 jours successifs.
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On constate que I’induction d'activité protéolytique :

Pour Alternaria sp5 commence dés le premier jour et continue & augmenter jusqu’au 3 °™ ot

elle diminue périodiquement puis elle reprend son augmentation au 4 “™ pour atteindre sa

valeur maximale =6.8 au 12°™ jour .

zéme 9éme

Pour Cladosporium sp commence a partir du jour et continue a augmenter jusqu’au

ou elle diminue périodiquement puis reprend son augmentation au 10°m pour atteindre sa

valeur maximale=22 au 12°™ jour .

Pour Curvularia sp commence a partir du 2°™ jour et continue a augmenter jusqu’au 5°° ol

elle diminue, puis elle reprend son augmentation au 7™ pour atteindre sa valeur maximale=9

au 12°™ jour .

Pour Fusarium sp 1 commence dés le 2°™jour et continue a augmenter jusqu’au 3°™ ot elle
5éme

diminue, puis elle reprend son augmentation au

12°™ jour .

pour atteindre sa valeur maximale=6 au

Pour Fusarium sp 3 commence dés le 1% jour et continue & augmenter jusqu’au 3™ ot elle

diminue puis reprend son augmentation au 5°™ pour atteindre sa valeur maximale=8 au 12°™

jour .

2°me 3™ ol elle

Pour Torula spl commence a partir du jour et continue a augmenter jusqu’au

diminue ,puis reprend son augmentation au 4°™ pour atteindre sa valeur maximale=7 au 12°™
otme 4%™ o0 elle

jour .Pour Torula sp 2 commence au jour et continue a augmenter jusqu’au

diminue puis reprend son augmentation au 5°™

12°™ jour .

pour atteindre sa valeur maximale=12 au

IV.3.2.Discussion

L’objectif du suivi de 1’évolution de I’activité protéolytique des souches fongiques est de
connaitre leurs potentiels de dégradation du substrat protéique en fonction du temps et donc
savoir son comportement probable sur la cuticule d’insecte, contenant des protéines comme
composants essentiels (Binod et al.,2007).

Nous avons donc pu évaluer 1’évolution de 1’activité proteéolytique des souches fongiques
sélectionnées dans la partie précédente en fonction du temps.

Les endophytes sont des sources potentielles des métabolites secondaires bioactives incluant
les enzymes utilisés dans le domaine agricole (Zaferanloo et al.,2014).

Parmi ces enzymes les protéases qui sont des enzymes hydrolytiques qui dégradent les
macromolécules protéiques en molécules de faible poids moléculaire faciles a utiliser comme

nutriments par les champignons (Dunaevskii et al.,2006),constituant un facteur clé
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déterminant la virulence de la souche fongique (Mustafa et Kaur,2009) et un mécanisme de
résistance fournit par les champignons endophytes a leurs plantes hotes (Tan et Zou ,2001).
De nombreuses espéces fongiques sécretent des protéases lorsqu'elles sont cultivées
dans un milieu contenant la gélatine comme une seule source d'azote (Reichard et al., 1990 ;
Lopez llorca et al.,2002 ).

La production d’enzymes comme les protéases dépend de 1’age et I’espéce de la colonie
fongique (Matsumoto,2006) ce qui explique la variation observée de 1’activité protéolytique
en fonction du temps et du type du champignon étudié.

IV.4.Mise en évidence de D’activité chitinolytique des champignons endophytes du
N .Oleander

1V.4.1.Reésultats

Des 27 champignons endophytes isolés 7 seulement sont dotés d’une activité chitinolytique

présentée par un halo translucide entourant les colonies fongiques (Figure 22).

e (‘\ B -~
a b c

L\/;
f

d e g

Figure 22.Souches fongiques endophytes dotées d’une activité chitinolytique présentée par un halo
translucide entourant les colonies fongiques a. Curvularia sp.,b. Fusarium spl.,c. Fusarium sp2.,d.
Fusarium sp3.,e. Fusarium sp4 .,f. Fusarium sp5.,g. Fusarium sp6.

1VV.4.2.Discussion

Les chitinases sont produites par plusieurs espéces fongiques (Pedraza et Lopes, 1991; Patidar
et al., 2005; Yamazaki et al, 2008; Kern et al., 2009; Ghanem et al., 2010) et possedent une
activité hydrolitique de la chitine qui est décomposée en molécules a faible poids moléculaires
comme le chitotetraose, le chitotriose et le chitobiose (Binod et al., 2007).

Les chitinases de champignons pathogénes sont des facteurs de virulence et jouent un réle
important durant I'infection (Seidl, 2008) et leur production de chitinase est une
caractéristique commune de la plupart des champignons entomopathogénes (Yang et al.,
2007).

En se basant sur les informations précitées I’intérét de cette partie de notre étude est de
sélectionner les champignons endophytes dotés d’une activité chitinolytique afin de
rechercher des souches a activité insecticide probable.

Nous avons, en effet pu sélectionner des souches dotées d’une activité chitinolytique.
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Les chitinases peuvent étre induit en présence de chitine comme source de carbone dans le
milieu (Coutifio et al., 2010).

L’halo clair correspond a la zone de dégradation de la chitine colloidale par les chitinases
secreteées par les champignons (Agrawal et Kotasthane, 2012).

Comparativement a cette partie de notre étude, plusieurs travaux ont porté sur la recherche
des souches fongiques entomopathogenes qui ont le potentiel de produire des chitinases.

les chitinases sont secrétées par plusieurs champignons entomopathogénes (Ulhoa et Peberdy
1991; Fang et al., 2005) incluant B. bassiana, Trichoderma harzianum, Aspergilus fumigates,
Lecanicillium lecanii, Metarhizium anisopliae, Fusarium sp (Matsumoto, 2006) Trichoderma
spp (Agrawal et Kotasthane, 2012).

Dans le méme cadre de comparaison Govinda Rajulu et al. (2011) ont démontré que les
champignons endophytes Aureobasidium pullulans,Beltrania rhombica,Botrytis  sp,
Chaetomium sp, Colletotrichum acutatum, Cryptosporiopsis sp, Fusarium sp, Glomerella sp,
Lasiodiplodia theobromae, Phomopsis sp,Xylaria sp isolés a partir de differentes plantes
constituent une bonne source de chitinases.

IVV.5.Evolution de P’activité chitinolytique des champignons endophytes sélectionnés
1V.5.1.Résultats

L’activité chitinolytique des souches fongiques endophytes sélectionnés est illustrée par 1’index
chitinolytique calculé sur 12 jours successifs (Figure 23).

25

20 T —&— Curvularia sp
J. == Fusariumsp 1
15 o=

== Fusarium sp2
== Fusarium sp3

== Fusarium sp4

=@ Fusarium sp5

Fusarium sp 6

Figure 23. Représentation graphique de ’activité chitinolytique des souches fongiques selectionées
illustrée par I’index protéolytique calculé sur 12 jours successifs.
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On constate que I’induction d'activité chitinolytique :

Pour Curvularia sp commence dés le premier jour et continue a augmenter pour atteindre sa

valeur maximale=22 au 12°™ jour .

Pour Fusarium spl commence dés le 2°™ jour et continue a augmenter jusqu’au 3°™ ,diminue
puis reprend son augmentation au 5 °™ et 6 “™ jour et diminue une autre fois pendant 3
jours,puis elle reprend une autre fois son augmentation pour atteindre sa valeur
maximale=0.12 au 12°™ jour .

Pour Fusarium sp 2 dés le premier jour et continue 2 augmenter jusqu’au 3°™ ol elle
diminue puis reprend son augmentation au 4°™
12°™ jour .

Pour Fusarium sp 3 commence dés le premier jour et continue & augmenter jusqu’au 3°™ ot

pour atteindre sa valeur maximale=0.42 au

elle diminue périodiquement puis reprend son augmentation au 5 *™ jour pour atteindre sa

valeur maximale=0.15 au 12°™ jour .

Pour Fusarium sp 4 commence dés le ptme jour et continue a augmenter pour atteindre sa

valeur maximale=1.38 au 12°™ jour .

2°me M ou elle

Pour Fusarium sp 5 commence dés le jour et continue a augmenter jusqu’au 5

diminue puis reprend son augmentation au 7°m
12°™ jour .

Pour Fusarium sp 6 commence dés le 2°™ jour et continue & augmenter jusqu’au 5°™ ou elle

pour atteindre sa valeur maximale=0.22 au

diminue puis reprend son augmentation au 7°™ pour atteindre sa valeur maximale=16.38 au
12°™ jour .

IV.5.2.Discussion

L’objectif du suivi de I’évolution de I’activité chitinolytique des souches fongiques est de
connaitre leurs potentiels de dégradation du substrat chitinique en fonction du temps et donc
savoir son comportement probable sur la cuticule d’insecte, contenant de la chitine comme
composant structurel essentiel (Yang et al., 2013).

Nous avons donc pu évaluer 1’évolution de 1’activité chitinolytique des souches fongiques
sélectionnées dans la partie précédente en fonction du temps.

Les champignons endophytes constituent une bonne source de chtinases (Govinda Rajulu et
al. ,2011) qui dégradent la chitine en hydrolysant les liaisons B -1, 4- glycosidiques entre les
molecules de N-acétyl glucosamine (Kitamura et Kamei ,2003) et sont considérées comme
facteur important de pathogenicité (Nguyen et al., 2009) et une caractéristique commune de la

plupart des champignons entomopathogénes (Yang et al., 2007).
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De nombreuses espéeces fongiques sécretent des chitinases lorsqu'elles sont cultivées
dans un milieu contenant la chitine colloidale comme source de carbone (Agrawal et
Kotasthane, 2012).

La production des chitinases dépend de I’age de 1’espéce de la colonie fongique (Matsumoto,
2006) ce qui explique la variation observée de I’activité chitinolytique en fonction du temps
et du type du champignon étudié.

IV.6.Evolution de la croissance radiale des colonies fongiques sélectionnées dans les
différents milieux de culture utiliseés.

1V.6.1.Résultats

Au cours des jours d’observation, nous avons pu enregistrer 1’évolution de I’extension radiale
des colonies fongiques sélectionnées dans les milieux solides d’activité protéolytique (Figure
24) et chitinolytique (Figure 25).

30
25

—&— Alternaria sp 5
20

—fli— Cladosporium sp
15 == Curvularia sp

== Fusarium spl

==Torula spl

Diametre de la colonie (mm)

=@—Torula sp2

Fusarium sp3

Jours

Figure 24. Evolution de la croissance radiale des colonies fongiques sélectionnées sur une période de
12 jours dans le milieu d’activité protéolytique.

L’extension radiale de la colonie fongique dans le milieu d’activité protéolytique :

Pour Alternaria sp 5 débute vers le 2 ™ jour , se stabilise pendant le 3*™ jour et reprend

vers le 4°™ jour puis se stabilise une 2 °™ fois pendant le 7°™ jour puis reprend une 2 “™

fois pour atteindre une valeur maximale de 8,6 mm au 12 eme jour.

Pour Cladosporium sp débute vers le 2 eme jour pour atteindre une valeur maximale de 22 mm

au 12 °™ jour.

Pour Fusarium sp 1 débute vers le 2 *™ jour pour atteindre une valeur maximale de 6,4 mm

au 12 ™ jour .
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2 eme

Pour Fusarium sp 3 débute vers le jour ,se stabilise pendant les 3™ 4°™ et 5 M jour

puis reprend jusqu’au 10 éme jour ou elle se stabilise une deuxieme fois puis elle reprend

une 2 *™ pour atteindre une valeur maximale de 7,8mm au 12 *™ jour .

Pour Curvularia sp débute vers le 2 ™ 3eme

jour ,se stabilise pendant le jour et reprend une 2

®Me fois pour atteindre une valeur maximale de 8,8 mm au 12 °™ jour.
Pour Torula sp 1 débute vers le 3 eme jour pour atteindre une valeur maximale de 6,8 mm aul2
*me jour .

Pour Torula sp 2 débute vers le 2 *™ jour pour atteindre une valeur maximale de 10,8 mm au

12°™ jour .
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Figure 25. Evolution de la croissance radiale des colonies fongiques sélectionnées sur une période de
12 jours dans le milieu d’activité chitinolytique.

L’extension radiale de la colonie fongique dans le milieu d’activité chitinolytique :
Pour Curvularia sp débute vers le 2 ®™

2 eme

jour pour atteindre une valeur maximale de 22,4 mm

aul jour .

Pour Fusarium spl débute vers le 3 *™ jour , se stabilise du 6 *™ au 9 “™jour et reprend vers

le 10°™ ou elle atteint une valeur maximale de 4,2 mm puis stabilise une deuxiéme fois.

Pour de Fusarium sp2 débute vers le 2™ jour pour atteindre une valeur maximale de 7,8 mm

au 12°™ jour.

Pour Fusarium sp3 débute vers le 2 ©™

12°™ jour .

jour pour atteindre une valeur maximale de 5,2 mm au

Pour Fusarium sp4 débute vers le 3™ jour pour atteindre une valeur maximale de 15,4 mm

au 12°™ jour .

55



Résultats et discussion

Pour Fusarium sp5 débute vers le 3 “™ jour pour atteindre une valeur maximale de 3,8 mm au
12°™ jour.

Pour Fusarium sp6 débute vers le 2 eme jour pour atteindre une valeur maximale de 38,8 mm
au 12°™ jour .
IV.6.2.Discussion

Les courbes de croissance constituent un outil utile pour mieux comprendre les
caractéristiques de champignons filamenteux dans différents milieux nutritifs (Meletiadis et
al.,2001).L’objectif du suivi de I’évolution de la croissance radiale des champignons dans le
milieu d’activité protéolytique ou chitinolytique est de connaitre leurs potentiels de
développement sur un substrat protéique et chtitinique d’ou sa capacité de se développer sur
la cuticule de I’insecte ciblé.

L’exosquelette de 1’insecte est composée principalement de protéines et de chitine et
constitue une barriére physique contre les prédateurs et les conditions environnementales
(Binod et al., 2007) et la capacité des champignons de se développer sur elle est primordiale
pour les classer comme entomopathogene (Sapna Bai et al., 2012).

Le modele de croissance exponentielle est partagé entre la quasi-totalité des champignons
filamenteux (Prosser, 1994) qui appartiennent au Ascomycota englobant les genres Fusarium
spp, Alternaria spp, Cladosporium spp,Curvularia spp,Torula spp (Abarca et al., 2004;
Taylor ,1995).

Ce modele comprend cing phases distinctes de la croissance : la phase de latence, la premiére
période de transition, la phase logarithmique, la seconde période de transition, et la phase
stationnaire (Meletiadis et al., 2001).

La croissance des champignons filamenteux est ralentie par un manque ou un taux faible de
glucose dans le milieu (Mller et al., 2000) ce qui explique la croissance lente des colonies
fongiques dans notre expérience.

Egalement La croissance des colonies est affectée par une interaction complexe entre les
conditions environnementales (par exemple, température, pH, salinité, etc.), les taux
d'absorption des éléments nutritifs et la conversion en biomasse, et la biophysique de la
croissance de la colonie (Lew, 2011) et I’espéce fongique (Matsumoto, 2006) ce qui explique

la variation dans la croissance observée entre les différents champignons.
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IV.7.Relation entre la croissance radiale et I’activité protéolytique des champignons

endophytes sélectionnés

1VV.7.1.Resultats

1 12 13 14 15 16 I7 18 19 J10111 J12

Jours

g

Figure 26.Des doubles graphes montrant la relation entre le diamétre de la colonie et I’activité
protéolytique des champignons endophytes sélectionnés a.Alternaria sp5, b.Cladosporium sp,
c.Curvularia sp, d.Fusarium sp1, e. Fusarium sp3 ,f.Torula sp1,g.Torula sp2.

D’aprés ces doubles graphes (Figure 26) ’activité protéolytique :

Pour Alternaria sp5., Cladosporium sp., Fusarium spl., Fusarium sp3 ., Torula spl., Torula

sp2 .,commence avec la croissance radiale et continue a augmenter en paralléle avec cette

derniére.
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Pour Curvularia sp commence avec la croissance radiale, diminue vers le 5°™ jour et reprend

son augmentation au 7°™ jour pour atteindre une valeur maximale au 12°™ jour tandis que

pendant la période s’étendant du 5°™ au 12°™ la croissance radiale continue & augmenter sans

ralentissement.
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Figure 27.Droites de la régression linéaire montrant la relation entre la croissance radiale et ’activité
protéolytique des champignons endophytes selectionnés a.Alternaria sp5, b.Cladosporium sp,
c.Curvularia sp, d.Fusarium sp1, e. Fusarium sp3, f.Torula sp1, g.Torula sp2.
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D’apres ces droites de la régression linéaire (Figure 27) nous ne constatons que la valeur de r
(coefficient de corrélation de Pearson) :

Pour Alternaria sp5., Cladosporium sp., Fusarium spl =0,98,pour Curvularia sp =0,95,pour
Fusarium sp3 = 0,93, pour Torula sp1= 0,97, pour Torula sp2=0,99 se trouve dans ’intervalle
0,5 a 1 donc il ya une forte corrélation positive entre la croissance radiale et 1’activité
protéolytique de ces champignons endophytes .

I\VV.7.2.Discussion

Pour déterminer les performances enzymatiques protéolytiques en fonction de 1’age, I’espece
des champignons endophytes on cherche a connaitre la relation qui existe entre I’activité
protéolytique et la croissance des colonies fongiques endophytes .

Les micro-organismes constituent une excellente source de protéases extracellulaires (Gupta et
al., 2002) qui agissent comme un catalyseur dans I'hydrolyse de protéines de grande taille en
molécules plus petites pour ’utilisation ultérieure par le microorganisme (Rao et al., 1998).
D’aprés les résultats obtenus ,1’activité protéolytique de différentes souches commence avec sa
croissance radiale et continue a augmenter en parallele avec cette derniere.

Le maximum d’activité protéolytigue chez 12 souches de champignons filamenteux
Ophiostoma piceae 387E, 387J et 387N; Ophiostoma ainoae 701A; Ophiostoma pihferum 55H;
Ophiostoma piceae 212735 ;Ophiostoma populinum; Ceratocystis adiposa 251B; Altemaria
tenius 2G; Trichoderma harzianum E58 ;Aureobasidium pullulans 132Q; Cladosporium
cladosporioides 273D; a été enregistrée dans la phase active(phase logharithmique) de la

croissance des champignons (Breuil et Huang,1994) ce qui confirme les résultats obtenus.
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IV.8.Relation entre la croissance radiale et P’activité chitinolytique des champignons
endophytes sélectionnés
1V.8.1.Resultats
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Figure 28.Des doubles graphes montrant la relation entre le diamétre de la colonie et I’activité

chitinolytique des champignons endophytes sélectionnés a. Curvularia sp, b. Fusarium sp1, c.
Fusarium sp2, d. Fusarium sp3, e. Fusarium sp4, f. Fusarium sp5, g. Fusarium sp6.

D’apreés ces doubles graphes (Figure 28) ’activité chitinolytique :
Pour Curvularia sp., Fusarium sp2., Fusarium sp4 commence avec sa croissance radiale et
continue a augmenter en paralléle avec cette derniére.

Pour Fusarium spl commence avec sa croissance radiale et continue a augmenter en paralléle
avec cette derniere jusqu’au 10 jour ou elle diminue légerement tandis que la croissance
radiale qui continue a augmenter et se stabilise périodiquement.

3éme

Pour Fusarium sp 3 commence avec sa croissance radiale, diminue au jour au

contrairerement & la croissance radiale puis reprend au 5°™ jour et continue & augmenter en

paralléle avec cette derniére jusqu’au 12 *™ jour.

60




Résultats et discussion

Pour Fusarium sp5 commence avec sa croissance radiale, diminue au 5éme jour avec une

stabilisation de la croissance radiale puis reprend au 76me jour et continue a augmenter en

parall¢le avec cette derniére jusqu’au 1

2 %™ jour.

Pour Fusarium sp 6 commence avec sa croissance radiale, diminue au 3éme jour avec une
radiale puis reprend au 8™ jour et continue a augmenter en

augmentation de la croissance

parall¢le avec cette derniére jusqu’au 1
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Figure 29.Droites de la régression linéaire montrant la relation entre la croissance radiale et I’activité
chitinolytique des champignons endophytes sélectionnés a. Curvularia sp, b. Fusarium sp1, c.
Fusarium sp2, d. Fusarium sp3, e. Fusarium sp4, f. Fusarium sp5, g. Fusarium sp6.
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D’apres ces droites de régression linéaire (Figure 29) nous ne constatons que la valeur de
r (coefficient de corrélation de Pearson) :

Pour Curvularia sp=0,73 , pour Fusarium sp1=0,99 , pour Fusarium sp2=0,95,pour Fusarium
sp3=0,8, pour Fusarium sp4= 0,96, pour Fusarium sp5= 0,94, pour Fusarium sp6=0,89 donc
il ya une forte corrélation positive entre la croissance radiale et ’activité chitinolytique pour
ces champignons endophytes.

IV.8.2.Discussion

Pour déterminer les performances enzymatiques chitinolytiques en fonction de 1’dge de
I’espéce des champignons endophytes on cherche a connaitre la relation qui existe entre
I’activité chitinolytique et la croissance des colonies fongiques endophytes .

Une large gamme de micro-organismes a la capacité de dégrader la chitine en produisant les
chitinases pour la nutrition, lI'antagonisme et la lutte contre les parasites (Faramarzi et al.,
2009).

D’aprés les résultats obtenus ’activité chitinolytique de différentes souches commence avec
sa croissance radiale et continue a augmenter en paralléle avec cette derniere.

L’activité chitinolytique des champignons entomopathogénes B. bassiana, Trichoderma
harzianum, Aspergilus fumigatus, Lecanicillium lecanii, Metarhizium anisopliae, Fusarium
spp augmente en fonction du temps (Matsumoto, 2006).

La production de chitinase a lieu lors des phases de croissance logarithmique de différents
champignons ( Ghanem et al., 2011) ce qui confirme nos résultats.

IV.9.Mise en évidence de D’activité insecticide des filtrats d’activité protéolytique et
chitinolytique vis a vis Rhyzopertha dominica,Sitophilus granarius et Sitophilus zeamais
Pour cette partie les filtrats des mycotaxons qui sont dotées d’une activité protéolytique et /ou
chitinolytique sont testés pour leur activité insecticide vis a vis Rhyzopertha
dominica,Sitophilius granarius et Sitophilus zeamais et les résultats ainsi obtenus sont
représentés sur les figures (30,31,32,33,34,35,36,37,38,39,40,41).
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1VV.9.1.Résultats
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Figure 30. Mortalité en (%) des insectes traités avec différentes concentrations du filtrat d’activité
protéolytique d’Alternaria sp5.

Pour le traitement de Rhyzopertha dominica par le filtrat d’activité protéolytique d 'Alternaria
sp5.I’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance a 95%) ont révelé :

A 2 heures une différence significative entre toutes les concentrations du filtrat.

A 12 heures une différence non significative entre les concentrations 75% et 100% et une
différence significative entre les autres concentrations du filtrat.

A 24 heures une différence non significative entre les concentrations 75% et 100% et entre
50% et 75% et une différence significative entre les autres concentrations du filtrat.

A 48 heures différence non significative entre les concentrations 25% et 100% et entre 25%
et 75% et une différence significative entre les autres concentrations du filtrat.

Pour le traitement de Sitophilus granarius par le filtrat d’activité protéolytique d’Alternaria
sp5.I’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance & 95%) ont révelé :

A 2 heures une différence significative entre toutes les concentrations du filtrat.

A 12 heures une différence non significative entre les concentrations 75% et 100% et une
différence significative entre les autres concentrations.

A 24 heures une différence non significative entre les concentrations 75% et 100% et une
différence significative entre les autres concentrations.
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A 48 heures une différence non significative entre les concentrations 50 % et 75% ,50% et
100% ,75% et 100% et une différence significative entre les autres concentrations

Pour le traitement de Sitophilus zeamais par le filtrat d’activité protéolytique d’Alternaria
sp5.I’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance a 95%) ont révele :

A 2 heures une différence non significative entre tous les concentrations du filtrat.

A 12 heures une différence non significative entre les concentrations 75% et 100% et une
difference significative entre les autres concentrations

A 24 heures une différence non significative entre les concentrations 75% et 100% et une
différence significative entre les autres concentrations

A 48 heures une différence non significative entre les concentrations 50% et 75 %et entre
75% et 100%

A partir des résultats obtenus (Figure 30) nous avons constaté que le filtrat d’activité
protéolytique du champignon endophyte Alternaria sp5 a une activité insecticide variable vis-
a-vis Rhyzopertha dominica,Sitophilus granarius et Sitophilus zeamais cette variation
d'activité (exprimée en mortalité observée chez les individus) est déterminée également sur
une échelle chronologique et en fonction des différentes concentrations .

L’effet du filtrat change selon la concentration utilisée et le temps, la concentration 100%
semble la concentration la plus efficace contre les insectes ciblés aprés 48heures du premier
traitement avec des taux de mortalité de 86% pour Rhizopertha domininca ,84% pour
Sitophilus granarius et 84% pour Sitophilus zeamais enregistrés aprés 48 heures d’essai.
1VV.9.1.2.Discussion

L’intérét de cette partie de notre travail est de rechercher des souches endophytes de Nerium
oleander L qui possédent une capacité insecticide contre 3 insectes des denrées stockées
Rhizopertha domininca ,Sitophilus granarius ,Sitophilus zeamais.en effet, nous avons pu
évaluer Pactivité insecticide du filtrat d’activité protéolytique d” Alternaria sp5 présentant
des concentrations croissantes .

Des taux de mortalité maximale de 86% pour Rhizopertha domininca ,84% pour Sitophilus
granarius et 84% pour Sitophilus zeamais enregistrés apres 48 heures d’essai.

Ceci laisse suggérer qu’Alternaria sp5 pourrait étre utilisé en matiére de lutte biologique
contre les insectes précites.

On suggere que la mortalité des insectes est peut étre du aux protéases, mycotoxines ou autres

molécules a potentiel insecticide produite par Alternaria sp5.
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Les protéases dégradent la cuticule de I’insecte et constituent un facteur important de
virulence des champignons entomopathogenes (Pérez et al., 2014).

Les 2 protéases du champignon entomopathogene Beauveria bassiana prl et pr2 agissent en
collaboration pour dégrader 1’épicuticule de 1’insecte (St. Leger et al., 1996; Campos et al.,
2005; Kaur et Padmaja ,2008).

Les mycotoxines provoquent des maladies pour le ravageur par la modulation des réponses de
défense de ce dernier, permettant la colonisation de son tissu et ont un impact négative sur les
insectes qui se nourrissent de plantes hétes infectées par le champignon endophyte producteur
de ces molécules (Johnson et al., 2013).

Les toxines d’ Alternaria alternata ont des effets négatifs sur la reproduction de Macrosiphum
rosivorum (Yang et al., 2012).

L’extrait brut (toxine) d’Alternaria alternata souche 7484 pulvérisé a une concentration de
50,0 ug / ml stimule la résistance de Rosa chinensis contre Macrosiphum rosivorum (Yang
etal., 2012).

Une diminution de [Deffectif des larves, un retard de développement et
diminution du taux d’émergence des adultes du ravageur Henosepilachna vigintioctopunctata
a été remarquée lorsqu’ils s’alimentent des feuilles Withania somnifera infectées par le
champignon A. alternata (Sharma et al., 2012).

Un autre type de molécules insecticides sont les molécules inhibitrices d’acétylcholinestérase
qui sont utilisées en l'agriculture dans le contrdle des insectes et des arthropodes nuisibles
(Singh et al., 2012) en agissant sur leurs systémes nerveux provoquant leur mort (Singh et al.,
2014).

Le champignon endophyte Alternaria sp Cas 1(JX177676) isolé a partir Ricinus communis est
doté d’une activité inhibitrice de I’acétylcholinestérase avec un taux d’inhibition de 78%
(Singh et al., 2012).

Plusieurs champignons endophytes du genre Alternaria spp isolées a partir Azadirachta
indica, Ocimum tenuflorum, Withania somnifera, Vinca rosea, Ficus carica, Spindus
detergens, Psidium guajava, Ricinus communis produisent des inihibiteurs
d’acetylcholinesterase qui ont une capacité d’inhibition variant de 3% a 85% (Singh et al.,
2014).

Comparativement a cette partie de notre étude, plusieurs travaux ont porté sur l'utilisation des
filtrats fongiques du genre Alternaria spp en matiére de lutte contre les insectes.

La pulvérisation du filtrat du champignon Alternaria sp Cas 1(JX177676) isolé a partir

Ricinus communis  a différentes concentrations (5, 10, 15, and 20 ul/ml) provoque une
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mortalité croissante des larves de Spodoptera litura en fonction du dose utilisée (Singh et al.,
2012).

Des extraits des filtrats d’ Alternaria alternata a différentes concentrations 5, 10, 15, 20, 25
pl/ml ajoutés aux régime alimentaire de provoquent des effets néfastes sur la viabilité,le
developpement et la croissance des larves de Spodoptera litura (Kaur et al., 2013).

Les espéces du genre Alternaria produisent des molécules insecticides (Singh et al., 2012) et
sont prouvées comme entomopathogéne pour Thrips tabaci et Oulema gallaeciana
(Machowicz-Stefaniak et Miczulski, 1985), pour Anopheles sp et Culex sp (Rybalchenko et
Gopkalo,1980).

Podova et al (1977) ont isolé une substance insecticide puissante a partir de cultures
stationnaires des différents souches d’Alternaria spp qui inhibent le développement de
Drosophila melanogaster.

Christias et al (2001) ont démontré le potentiel aphicide d’Alternaria alternata
Une souche d’Alternaria tenuis est signalée comme entomopathogéne Oulema gallaeciana
par Miczulski et Machowicz-Stefaniak (1977).

Alternaria sp a été isolé de 3eme et 4eme stade larvaire d'Aedes ,d’Anopheles et de Culex spp
(Rybalchenko et Gopkalo, 1980).

Alternaria alternata a été isolé a partir des cadavres de Zyginidia pullula (Ozino, 1982) et des
adultes hivernants de Corythuca ciliata (Ozino et Menardo, 1984), signalé comme pathogéne
pour les thrips (Raizada, 1976) et comme faible pathogéne de Oulema gallaeciana
(Machowicz-Stefaniak et Miczulski, 1985).

Alternaria infectoria et Alternaria alternata ont été signalés comme un agent de lutte
biologique des cochenilles et des pucerons (Shabana et Ragab , 1997; Christias et al., 2001).
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IV.9.2.Mise en évidence de P’activité insecticide du filtrat d’activité protéolytique de
Cladosporium sp vis a vis Rhyzopertha dominica, Sitophilus granarius et Sitophilus
zeamais

1VV.9.2.1.Résultats

Rh_)-'zopenfha dominica Si&)pkibﬁ gmmln'us Si{opkilus Zeamais
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Figure 31.Mortalité en (%) des insectes traités avec différentes concentrations du filtrat d’activité
protéolytique de Cladosporium sp.

Pour le traitement de Rhyzopertha dominica ,Sitophilus granarius ,Sitophilus zeamais par le
filtrat d’activité protéolytique de Cladosporium sp. I’analyse de la variance (Anova) et le test
de Newman-Keuls (avec un intervalle de confiance a 95%) ont révélé a 2 h,12h,24h et 48h
des différences significatives entre toutes les concentrations du filtrat.
A partir des résultats obtenus (Figure 31), nous avons constaté que le filtrat d’activité
protéolytique du champignon endophyte Cladosporium sp. a une activité insecticide variable
vis-a-vis Rhyzopertha dominica,Sitophilus granarius et Sitophilus zeamais,cette variation
d'activité (exprimée en mortalité observée chez les individus) est déterminée également sur
une échelle chronologique et en fonction des différentes concentrations.
L’effet du filtrat change selon la concentration utilisée et le temps, la concentration 100%
semble la concentration la plus efficace contre les insectes ciblés avec des taux de mortalité de
86% pour Rhizopertha domininca 86% pour Sitophilus granarius et 87% pour Sitophilus
zeamais enregistrés apres 48 heures d’essai.
1VV.9.2.2.Discussion
L’intérét de cette partie de notre travail est de rechercher des souches endophytes de Nerium
oleander L qui possédent une capacité insecticide contre 3 insectes des denrées stockées

Rhizopertha domininca , Sitophilus granarius ,Sitophilus zeamais .
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En effet nous avons pu évaluer I’activité insecticide du filtrat d’activité protéolytique de
Cladosporium sp présentant des concentrations croissantes.

Un taux de mortalité maximale de 86% pour Rhizopertha domininca ,86% pour Sitophilus
granarius et 87 % pour Sitophilus zeamais enregistrés aprés 48 heures d’essai.

Ceci laisse a suggérer que Cladosporium sp pourrait étre utilisé en matiere de lutte biologique
contre les insectes précités.

On suggére que la mortalité des insectes est peut étre du aux protéases, mycotoxines ou autres
molécules a capacité insecticide produites par ce champignon.

Les protéases dégradent les protéines de la cuticule (St. Leger et al.,1998).

Les mycotoxines sont des métabolites  secondaires de faible poids moleculaire,
principalement des peptides cycliques qui possédent des propriétés insecticides (Strasser et
al.,2000 ;Vey et al., 2001).

Les champignons entomopathogénes secrétent des mycotoxines dans des milieux de cultures
artificiels (Mazet et al.,1994;Vey, 1998 ;Vey et al., 2001).

Le champignon endophyte Cladosporium uredinicola isolé a partir de Tinospora cordifolia
secréte un mycotoxine a effet négatif sur 1’émergence des adultes, la longévité et la
reproduction de Spodoptera litura (Thakur et al., 2013).

Des études récentes (Thakur et al., 2013) ont montré que les plantes de chou-fleur infectées
par le champignon endophyte Cladosporium sp.ont un effet négatif sur la prise alimentaire
et le développement de S. litura.

Cladosporium sphaerospermum isolé a partir Aegiceras corniculatum (L.) secréte des
alcaloides, des composés phénoliques et quinines (Kjer, 2010),ces composés ont été
démontrés comme répulsifs de S. litura (Morimoto et Komai , 2006).
Les Inhibiteurs de 1’ acetylcholinesterase est utilisée en agriculture pour le contrble des
insectes ravageurs en agissant sur leurs systémes nerveux provoquant leurs morts (Singh et
al., 2014).

Le champignon endophyte Cladosporium cladosporioides LF70 isolé a partir Huperzia
serrata secrete I’huperzine A a capacité inhibiteur de ’acetylcholinesterase (Zhang et al.,
2011).

Les champignons endophytes Shiraia sp et Cladosporium cladosporoides isolées des feuilles
d’ Huperzia serrata produisent I’inhibiteur de 1’acétylcholinestérase 1’huperizine (Zhu et al.,
2010 ; Zhang et al.,2011).

Des extraits des filtrats des champignons endophytes des genres Chaetomium sp, Guignardia

mangiferae, Pestalotiopsis guepinii, Phomopsis sp, Physalospora sp, Xylaria sp isolés a partir
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des plantes des familles Anacardiaceae, Apocynaceae, Leguminosae et Palmae sont dotés
d’une activité inhibitrice de 1’acétylcholinestérase (Rodrigues et al., 2004).

Comparativement a cette partie de notre étude, il existe des travaux qui ont porté sur
I'utilisation des filtrats fongiques du genre Cladosporium spp en matiére de lutte contre les
insectes.

Le traitement des adultes d’Acanthoscelides obtectus par différentes concentrations
(25%,50%,75%,100%) du filtrat du champignon endophyte du Nerium oleander
Cladosporium sp provoque les taux de mortalités maximales suivants:39%-41%-61%-84%
respectivement) et cela aprés 48heures (Laib, 2014) .

Des champignons endophytes entomopathogenes du genre Cladosporium spp sont isolés a
partir de différentes parties des plantes de café (Vega et al., 2008).

Les champignons entomopathogenes du genre Cladosporium spp. ont été isolés a partir
différents insectes (Abdel-Baky 2000; Abdel-Baky et Abdel-Salam, 2003; Abdel-Baky et al
,1998; Lagowska,1995;Pan et al.,1989; Perea et al., 2003;Rojas et al., 1998; Thumar Kapadia
et al.,1994) et acariens (Cabrera et al., 2005; Van der Geest et al .,2002).
Cladosporium oxysporum est pathogene aux insectes (Zi-Chao et Zhuang-Tu, 1980; Bellotti,
1983; Samways, 1983).

Cladosporium herbarum montre une bonne activité insecticide contre Aleurodicus coccis,
Bemisia sp., Aleurothrixus sp, et Dialeurodes sp (Rojas et al., 1998).

Plusieurs études ont démontré la capacité insecticide de Cladosporium spp contre les
aleurodes, les pucerons, les homopteres (Abdel-Baky et al. 1998; Baoyu et al., 1997; Pan et
al., 1989; Thumar et Kapadia, 1994).

Cladosporium sp cause la mortalité de 82.2% des nymphes d’Aleurothrixus aepium dans des
conditions de terrain (Farias et Filho ,1987).

Le pourcentage de Bemisia spp infecte 10.0% a 28.0% dans les conditions du terrain et 80%
dans les conditions de laboratoire (Abdel-Baky et al., 1998).

Cladosporium cladosporioides cause une mortalité de 20-57% de Hemiberlesia pitysophila
dans les conditions du terrain et 39% dans les conditions de laboratoire (Pan et al., 1989).

Il ya des rapports qui démontrent le réle de Cladosporium spp. dans la réduction de la taille de
la population de pucerons (Baoyu et al., 1997; Lagowka, 1995;Vallejo et al., 1996).
Abdel-Baky et al. (1998) ont enregistre trois espéces de Cladosporium (C. uredinicola, C. et

C. cladosporioides chlorocephalum) qui infectent Bemisia spp., Aphis gossypii et Empoasca
sp.
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Bahar et al. (2011) ont démontré le potentiel insecticide de Cladosporium sp. contre
Helicoverpa armigera (Hubner), Aphis gossypii et Bemisia tabaci (Gennadius) .
Cladosporium cladosporioides provoque une mortalité de 20-57% de Hemiberlesia
pitysophila (Homoptera: Diaspididae) dans des conditions de terrain et 38,9% dans les tests
de laboratoire (Pan et al., 1989).

Samways et Grech (1986) ont trouvé que C. oxysporum isolé de Planococcus citri (Risso) est
pathogene pour une gamme d'insectes homopteres.

C. cladosporioides a une activité acaracide contre Tetranychus urticae et Paracoccus
marginatus (Jeyarani et al., 2011).

1V.9.3.Mise en évidence de I’activité insecticide des filtrats d’activité protéolytique et
chitinolytique de Curvularia sp vis a vis Rhyzopertha dominica, Sitophilus granarius et
Sitophilus zeamais

1VV.9.3.1.Résultats
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Figure 32.Mortalité en (%) des insectes traités avec différentes concentrations du filtrat d’activité
protéolytique de Curvularia sp.

Pour le traitement de Rhyzopertha dominica par le filtrat d’activité protéolytique de
Curvularia sp.I’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman et Keuls (avec un
intervalle de confiance a 95%) ont révéleé :

A 2 heures une différence significative entre toutes les concentrations du filtrat.

A 12 heures une différence non significative entre les concentrations 75% et 100% et une

différence significative entre les autres concentrations.
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A 24 heures une différence non significative entre les concentrations 75% et 100% et une
différence significative entre les autres concentrations.

A 48 heures une différence non significative entre toutes les concentrations du filtrat.

Pour le traitement Sitophilus granarius par le filtrat d’activité protéolytique de Curvularia sp.
I’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de confiance
a 95%) ont révélé :

A 2 h et 12 h une différence non significative entre les concentrations 75% et 100% et une
difference significative entre les autres concentrations.

A 24 h et 48h une différence significative entre toutes les concentrations du filtrat.

Pour le traitement de Sitophilus zeamais par le filtrat d’activité protéolytique de Curvularia
sp.l’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance a 95%) ont révéle :

A 2 h,12h,48h une différence significative entre tous les concentrations du filtrat.

A24h une différence non significative entre les concentrations 75% et 100% et une différence

significative entre les autres concentrations.
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Figure 33. Mortalité en (%) des insectes traités avec différentes concentrations du filtrat d’activité
chitinolytique de Curvularia sp.

Pour le traitement de Rhyzopertha dominica par le filtrat d’activité chitinolytique de
Curvularia sp.I’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un
intervalle de confiance a 95%) ont révélé une différence significative entre toutes les
concentrations du filtrat.
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Pour le traitement de Sitophilus granarius par le filtrat d’activité chitinolytique de Curvularia
sp. I’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance a 95%) ont révelé :

A 2 h une différence non significative entre les concentrations 75% et 100% et une différence
significative entre les autres concentrations.

A 12h, 24h,48h une différence significative entre toutes les concentrations.

Pour le traitement de Sitophilus zeamais par le filtrat d’activité chitinolytique de Curvularia
sp. P’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance a 95%) ont révele :

A 2 h une différence non significative entre les concentrations 25% et 50% et une différence
significative entre les autres concentrations.

A 12h, 24h,48h une différence significative entre toutes les concentrations.

A partir des résultats obtenus figures (32,33) nous avons constaté que les 2 filtrats d’activité
protéolytique et chitinolytiqgue du champignon endophyte Curvularia sp ont une activité
insecticide variable vis-a-vis Rhyzopertha dominica, Sitophilus granarius et Sitophilus
zeamais cette variation d'activité (exprimée en mortalité observée chez les individus) est
déterminée également sur une échelle chronologique et en fonction des différentes
concentrations.

L’effet des filtrats du Curvularia sp. change selon la concentration utilisée et le temps, la
concentration 100% semble la concentration la plus efficace contre les insectes ciblés avec
des taux de mortalité enregistrés apres 48 heures d’essai :

Pour le filtrat d’activité protéolytique 92% pour Rhizopertha domininca ,92% pour Sitophilus
granarius et 94% pour Sitophilus zeamais .

Pour le filtrat d’activité chitinolytique les taux de mortalité sont 96% pour Rhizopertha
domininca ,98% pour Sitophilus granarius et % 94 pour Sitophilus zeamais .
1VV.9.3.2.Discussion

L’intérét de cette partie de notre travail est de rechercher des souches endophytes de Nerium
oleander L qui possédent une capacité insecticide contre 3 insectes des denrées stockées
Rhizopertha domininca ,Sitophilus granarius,Sitophilus zeamais .

En effet, nous avons pu évaluer I’activité insecticide des filtrats d’activité chitinolytique et
protéolytiques de Curvularia sp. présentant des concentrations croissantes.

des taux de mortalitt maximales sont enregistrés aprés 48 heures d’essai pour le filtrat
d’activité protéolytique 92% pour Rhizopertha domininca ,92% pour Sitophilus granarius

,94% pour Sitophilus zeamais et pour le filtrat d’activité chitinolytique les taux de mortalité
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sont 96% pour Rhizopertha domininca ,98% pour Sitophilus granarius et 94% pour
Sitophilus zeamais.

Ceci laisse a suggérer que Curvularia sp. pourrait étre utilisé en matiére de lutte biologique
contre les insectes précites.

On suggere que la mortalité des insectes est peut étre du aux chitinases et /ou protéases
produites par ce champignon.

Les chitinases sont produites par plusieurs espéces fongiques (Pedraza et Lopes, 1991; Patidar
et al., 2005; Yamazaki et al, 2008; Kern et al., 2009; Ghanem et al., 2010), reconnus comme
bioinsecticide (Pérez et al.,2014) et jouent un rdle important durant l'infection (Seidl, 2008).
Elles dégradent la chitine en molécules a faible poids moléculaires comme le chitotetraose,
le chitotriose et le chitobiose (Binod et al., 2007).

Les chitinases agissent de différentes facons contre les insectes soit par voie digestive par la
pénétration dans I’intestin d’insectes causant ainsi des blessures de la membrane peéritrophique
qui se traduira par ’inhibition de la prise alimentaire et conduit par conséquent a la mort
(Binod et al., 2007)ou par contact en décomposant la cuticule des insectes (Pérez et al., 2014).
Les champignons entomopathogenes sont utilisés dans la lutte biologique contre différents
insectes et leurs activité insecticide dépend de leur arsenal enzymatique incluant les protéases
et chitinases qui ont comme r6le de dégrader la cuticule de I’insecte (Pérez et al., 2014).

Les champignons entomopathogenes Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana (Kang et
al., 1999) Lecanicillium muscarium CCFEE 5003 (Fenice et al.,1997) Trichoderma spp
(Agrawal et Kotasthane, 2012) produisent des chitinases dans un milieu de culture liquide
contenant la chitine colloidale comme source de carbone.

Curvularia lunata est trouvé entomopathogéne contre Nezara viridula (Insecta: Heteroptera)
parasitant Vigna unguiculata (Singh et al., 1991).

Comparativement a cette partie de notre étude, il existe des travaux qui ont porté sur
I'utilisation des filtrats fongiques en matiére de lutte contre les insectes.

Une mortalité de 70% des larves de Helicoverpa armigera par I’application topique du filtrat
du Trichoderma harzianum & concentration de chitinase 2000 U ml *(Binod et al., 2007)
L’utilisation du filtrat contenant les chitinases de Trichoderma harzianum a differents
concentrations contre Helicoverpa armigera reduit fortement 1’effectif des différents stades
de développement de cet insecte (Binod et al., 2007).

Les filtrats de Beauveria sulfurescens possédent une activité cytotoxique contre les cellules de

I'insecte Mamestra brassicae (Mollier, 1994).
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Une mortalité dose dépendante des adultes de Culex quinquefasciatus , Aedes aegypti et
Anopheles stephensi a été enregistrée apres 24 heures de traitement par des filtrats de
champignon entomopathogene Culicinomyces clavisporus (Singh et Prakash, 2012).

Cette mortalité varie entre 33.3 % pour une concentration de 4ul/cm? et 93.3% pour une
concentration de 9 pl/cm? pour Culex quinquefasciatus, entre 40,4% pour une concentration
de 2ul/cm?® et 100% pour une concentration de 10 pl/cm? pour Aedes aegypti et entre 70,4 %
pour une concentration de 3 pl/cm? et 95% pour une concentration de 7 pl/cm? pour
Anopheles stephensi (Singh et Prakash, 2012).

IV.9.4.Mise en évidence de Pactivité insecticide des filtrats d’activité protéolytique et
chitinolytique du genre Fusarium spp vis a vis Rhyzopertha dominica,Sitophilus granarius
et Sitophilus zeamais.

1VV.9.4.1.Résultats
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Figure 34. Mortalité en (%) des insectes traités avec différentes concentrations du filtrat d’activité
protéolytique de Fusarium spl.

Pour le traitement de Rhyzopertha dominica par le filtrat d’activité protéolytique de Fusarium
spl.l’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance a 95%) ont révélé a 2 h,12h,24h,48h une différence significative entre toutes les
concentrations du filtrat.

Pour le traitement de Sitophilus granarius par le filtrat d’activité protéolytique de Fusarium
spl.l’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance a 95%) ont révelé a 2 h,12h,24h,48h une différence significative entre toutes les

concentrations du filtrat.
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Pour le traitement de Sitophilus zeamais par le filtrat d’activité protéolytique de Fusarium
spl.l’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance a 95%) ont révelé a 2 h,12h,24h,48h une différence significative entre toutes les

concentrations du filtrat.
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Figure 35. Mortalité en (%) des insectes traités avec différentes concentrations du filtrat d’activité
chitinolytique de Fusarium spl.

Pour le traitement de Rhyzopertha dominica par le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium
spl.l’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance a 95%) ont réveélé :

A 12 h et 48h une différence non significative entre les concentrations 25% et 50% et une
différence significative entre les autres concentrations.

A 2h et 24h une différence significative entre toutes les concentrations.

Pour le traitement de Sitophilus granarius par le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium
spl.l’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance a 95%) ont révéle :

A 12 h et 48h une différence non significative entre les concentrations 25% et 50% et une
différence significative entre les autres concentrations.

A 2h et 24h une différence significative entre toutes les concentrations.

Pour le traitement de Sitophilus zeamais par le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium
spl. I’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance a 95%) ont révele :

A 2h une différence significative entre toutes les concentrations.
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A 12 h ,24h et 48h une différence non significative entre les concentrations 25% et 50% et

une différence significative entre les autres concentrations.
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Figure 36. Mortalité en (%) des insectes traités avec différentes concentrations du filtrat d’activité
chitinolytique de Fusarium sp2.

Pour le traitement de Rhyzopertha dominica par le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium
sp2. I’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance a 95%) ont révéleé :

A 12 h ,24h et 48h une différence non significative entre les concentrations 25% et 50% et
une différence significative entre les autres concentrations.

A 2h une différence non significative entre les concentrations 25% et 50% et entre 75% et
100% et une différence significative entre les autres concentrations.

Pour le traitement de Sitophilus granarius par le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium
sp2.I’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance a 95%) ont réveélé :

A 12 h ,24h et 48h une différence non significative entre les concentrations 25% et 50% et
une différence significative entre les autres concentrations.

A 2h une différence non significative entre les concentrations 25% et 50% et entre 75% et
100% et une différence significative entre les autres concentrations.

Pour le traitement de Sitophilus zeamais par le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium
sp2.l’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance a 95%) ont réveélé :

A 2h une différence non significative entre les concentrations 75% et 100% et une différence

significative entre les autres concentrations.
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A 12 h ,24h et 48h une différence non significative entre les concentrations 25% et 50% et

une différence significative entre les autres concentrations.
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Figure 37. Mortalité en (%) des insectes traités avec différents concentrations du filtrat d’activité
protéolytique de Fusarium sp3.

Pour le traitement de Rhyzopertha dominica par le filtrat d’activité protéolytique de Fusarium
sp3. l’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance a 95%) ont révéleé :

a 2 h,12h,24h,48h une différence non significative entre les concentrations 75% et 100% et
une différence significative entre les autres concentrations.

Pour le traitement de Sitophilus granarius par le filtrat d’activité protéolytique de Fusarium
sp3.’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance a 95%) ont révéle a 2 h,12h,24h,48h une différence non significative entre les
concentrations 75% et 100% et une différence significative entre les autres concentrations.
Pour le traitement de Sitophilus zeamais par le filtrat d’activité protéolytique de Fusarium
sp3,’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance & 95%) ont révelé :

A 2h,12h,48h une différence non significative entre les concentrations 75% et 100% et une
différence significative entre les autres concentrations.

A 24 h une différence significative entre toutes les concentrations du filtrat.
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Figure 38. Mortalité en (%) des insectes traité avec différentes concentrations du filtrat d’activité
chitinolytique de Fusarium sp3.

Pour le traitement de Rhyzopertha dominica par le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium
sp3.l’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance a 95%) ont réveélé :

A 2 h,24h et 48h une différence non significative entre les concentrations 25% et 50% et entre
75% et 100% et une différence significative entre les autres concentrations.

A 12h une différence non significative entre les concentrations 75% et 100% et une différence
significative entre les autres concentrations.

Pour le traitement de Sitophilus granarius par le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium
sp3. I’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance a 95%) ont révéle :

A 2 h,12h et 24h une différence non significative entre les concentrations 25% et 50% et entre
75% et 100% et une différence significative entre les autres concentrations.

A 48h une différence significative entre tous les concentrations.

Pour le traitement de Sitophilus zeamais par le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium
sp3.’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance a 95%) ont réveélé :

A 12 h ,24h et 48h une différence non significative entre les concentrations 25% et 50% et
entre 75% et 100% et une différence significative entre les autres concentrations.

A 2h une différence non significative entre les concentrations 75% et 100% et une différence
significative entre les autres concentrations.
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Figure 39. Mortalité en (%) des insectes traité avec différentes concentrations du filtrat d’activité
chitinolytique de Fusarium sp4.

Pour le traitement de Rhyzopertha dominica par le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium
sp4. I’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance a 95%) ont réveélé une différence significative entre toutes concentrations du filtrat.
Pour le traitement de Sitophilus granarius par le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium
sp4. I’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance a 95%) ont révélé une différence significative entre tous concentrations du filtrat.
Pour le traitement de Sitophilus zeamais par le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium
sp4. ,I’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance a 95%) ont révéleé :

A 12 h ,24h et 48h une différence non significative entre les concentrations 75% et 100% et
une différence significative entre les autres concentrations.

A 2h une différence significative entre toutes les concentrations du filtrat.
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Figure 40. Mortalité en (%) des insectes traités avec différentes concentrations du filtrat d’activité
chitinolytique de Fusarium sp5.

Pour le traitement de Rhyzopertha dominica par le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium
sp5.I’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance a 95%) ont réveélé :

A 2h et 12h une différence significative entre toutes les concentrations du filtrat.

A 24 h une différence non significative entre les concentrations 25% et 50% et entre 75% et
100% et une différence significative entre les autres concentrations.

A 48 h une différence non significative entre les concentrations 75% et 100% et une
différence significative entre les autres concentrations.

Pour le traitement de Sitophilus granarius par le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium
sp5.I’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance a 95%) ont réveélé :

A 2h et 12h une différence significative entre toutes les concentrations du filtrat.

A 24 h une différence non significative entre les concentrations 25% et 50% et entre 75% et
100% et une différence significative entre les autres concentrations.

A 48 h une différence non significative entre les concentrations 75% et 100% et une
différence significative entre les autres concentrations.

Pour le traitement de Sitophilus zeamais par le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium
sp5 I’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance a 95%) ont réveélé :
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A 2h une différence non significative entre les concentrations 50 % et 75%,50% et 100%,75
% et 100% et une différence significative la concentration 25% et les autres concentrations du
filtrat.

A 12h une différence non significative entre les concentrations 50 % et 75%,75% et 100% et
une différence significative entre les autres concentrations du filtrat.

A 24 h une différence non significative entre les concentrations 25 % et 50%,75% et 100% et
une différence significative entre les autres concentrations du filtrat.

A 48h une différence non significative entre les concentrations 75% et 100% et une différence

significative entre les autres concentrations du filtrat.
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Figure 41.Mortalité en (%) des insectes traités avec différentes concentrations du filtrat d’activité
chitinolytique de Fusarium sp6.

Pour le traitement de Rhyzopertha dominica par le filtrat d’activité chitinolytique de
Fusarium sp 6.I’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un
intervalle de confiance a 95%) ont révélé :

A 2h,12h,24h une différence significative entre tous les concentrations du filtrat

A48h une différence non significative entre les concentrations 50 % et 75% et une différence
significative entre les autres concentrations.

Pour le traitement de Sitophilus granarius par le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium
sp 6.I’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance & 95%) ont révelé :

A 2h et 24h une différence significative entre tous les concentrations du filtrat.
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A12h une différence non significative entre les concentrations 25% et 50% et une différence
significative entre les autres concentrations.

A 48 h une différence non significative entre les concentrations 75% et 100% et une
difference significative entre les autres concentrations.

Pour le traitement de Sitophilus zeamais par le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium
sp6.I’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman-Keuls (avec un intervalle de
confiance a 95%) ont révelé :

A 2h une différence non significative entre les concentrations 75% et 100% et une différence
significative entre les autres concentrations.

A 12h une différence non significative entre les concentrations 50% et 75% et une différence
significative entre les autres concentrations.

A 24h une différence non significative entre les concentrations 25% et 50% et entre 50% et
75% et une différence significative entre les autres concentrations.

A 48h une différence non significative entre les concentrations 50% et 75% et une différence
significative entre les autres concentrations.

A partir des résultats obtenus figures (34 ,35,36,37,38,39,40,41) nous avons constaté que les
filtrats des champignons endophytes du genre Fusarium spp. (spl,sp2,sp3,sp4,sp5,sp6) ont
une activité insecticide variable vis-a-vis Rhyzopertha dominica,Sitophilus granarius et
Sitophilus zeamais cette variation d'activité (exprimée en mortalité observée chez les
individus) est déterminée également sur une échelle chronologique et en fonction des
différentes concentrations.

L’effet des filtrats changent selon la concentration utilisée et le temps, la concentration 100%
semble la concentration la plus efficace contre les insectes ciblés avec des taux de mortalité
apres 48 heures d’essai de:

85% pour Rhizopertha domininca ,85% pour Sitophilus granarius et 89% pour Sitophilus
zeamais enregistrés pour le filtrat d’activité protéolytique de Fusarium spl.

98% pour Rhizopertha domininca ,80% pour Sitophilus granarius et 80% pour Sitophilus
zeamais enregistrés pour le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium spl .

90 % pour Rhizopertha domininca ,90% pour Sitophilus granarius et 90 % pour Sitophilus
zeamais enregistrés pour le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium sp2 .

86% pour Rhizopertha domininca ,86% pour Sitophilus granarius et 87% pour Sitophilus
zeamais enregistres pour le filtrat d’activité protéolytique de Fusarium sp3 .

94% pour Rhizopertha domininca ,94% pour Sitophilus granarius et 92% pour Sitophilus

zeamais enregistrés pour le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium sp3 .
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85% pour Rhizopertha domininca ,85% pour Sitophilus granarius et 87% pour Sitophilus
zeamais enregistrés pour le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium sp4 .

88% pour Rhizopertha domininca ,88% pour Sitophilus granarius et 89 % pour Sitophilus
zeamais enregistrés pour le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium sp5 .

91% pour Rhizopertha domininca ,91% pour Sitophilus granarius et 89% pour Sitophilus
zeamais enregistrés pour le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium sp6 .
1VV.9.4.2.Discussion

L’intérét de cette partie de notre travail est de rechercher des souches endophytes de Nerium
oleander L qui possédent une capacité insecticide contre 3 insectes des denrées stockées
Rhizopertha domininca ,Sitophilus granarius ,Sitophilus zeamais .

en effet, nous avons pu évaluer I’activité insecticide des filtrats d’activité protéolytique et
chitinolytique des champignons du genre Fusarium spp présentant des concentrations
croissantes.

L’effet des filtrats changent selon la concentration utilisée et le temps, la concentration 100%
semble la concentration la plus efficace contre les insectes ciblés avec des taux de mortalité
aprés 48 heures d’essai de :

85% pour Rhizopertha domininca ,85% pour Sitophilus granarius et 89% pour Sitophilus
zeamais enregistrés pour Le filtrat d’activité protéolytique de Fusarium spl.

98% pour Rhizopertha domininca ,80% pour Sitophilus granarius et 80% pour Sitophilus
zeamais enregistrés pour Le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium spl .

90 % pour Rhizopertha domininca ,90% pour Sitophilus granarius et 90 % pour Sitophilus
zeamais enregistrés pour le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium sp2 .

86% pour Rhizopertha domininca ,86% pour Sitophilus granarius et 87% pour Sitophilus
zeamais enregistrés pour le filtrat d’activité protéolytique de Fusarium sp3 .

94% pour Rhizopertha domininca ,94% pour Sitophilus granarius et 92% pour Sitophilus
zeamais enregistrés pour le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium sp3 .

85% pour Rhizopertha domininca ,85% pour Sitophilus granarius et 87% pour Sitophilus
zeamais enregistrés pour le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium sp4 .

88% pour Rhizopertha domininca ,88% pour Sitophilus granarius et 89 % pour Sitophilus
zeamais enregistrés pour le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium sp5 .

91% pour Rhizopertha domininca ,91% pour Sitophilus granarius et 89% pour Sitophilus
zeamais enregistres pour le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium sp6 .

Ceci laisse a suggérer que les champignons du genre Fusarium spp pourraient étre utilisés en

matiére de lutte biologique contre les insectes précités.

83



Résultats et discussion

On suggéere que la mortalité des insectes est peut étre du aux proteases,chitinases,
mycotoxines ou autres métabolites a capacité insecticide produites par ces champignons.

Les protéases sont considérées comme les enzymes les plus importants dans le processus
d’infection de 1’hdote (Mustafa et Kaur, 2009) incluant les aminopeptidases et exopeptidases
qui dégradent les protéines de la cuticule d’insecte en acides aminées utilisées par la suite
dans la nutrition du champignon entomopathogene (Wang et al., 2002).

Les chitinases sont produites par plusieurs espéces fongiques (Pedraza et Lopes, 1991; Patidar
et al., 2005; Yamazaki et al, 2008; Kern et al., 2009; Ghanem et al., 2010), reconnus comme
bioinsecticide (Pérez et al.,2014) et jouent un rdle important durant I'infection (Seidl, 2008).
Elles dégradent la chitine en molécules a faible poids moléculaires comme le chitotetraose,
le chitotriose et le chitobiose (Binod et al., 2007)

Elles agissent de différentes facons contre les insectes soit par voie digestive par la
pénétration dans I’intestin d’insectes causant ainsi des blessures a la membrane péritrophique
qui se traduira par ’inhibition de la prise alimentaire et conduit par conséquent a la mort
(Binod et al., 2007),0u par contact en décomposant la cuticule des insectes (Pérez et al.,
2014).

Les champignons produisent un large éventail de toxines qui peuvent contribuer positivement
dans le contexte agricole contre plusieurs ravageurs (Johnson et al., 2013).

Les enniantins et le beauvericine sont les deux mycotoxines a capacité insecticide secrétées
par les champignons du genre Fusarium spp (Jian Xu et al., 2009).

Les enniatines A, Al, B, B1 sont des composés bioactifs qui ont de propriétés insecticides
(Grove et Pople, 1980) et sont produites par Fusarium subglutinans (Bottalico et Perrone,
2002),Fusarium proliferatum (Plattner et Nelson, 1994) et Fusarium tricinctum (Watjen
et al., 2009).

Le champignon endophyte Fusarium redolens Dzf2 isolée a partir le rhizome of Dioscorea
Zingiberensis secréte le beauvericine qui est considéré comme un mycotoxine a potentiel
insecticide et peut étre utilisé comme bioinsecticide en agriculture (Jian Xu et al., 2011).

Les trichothécénes (T-2) sont des mycotoxines produites par les champignons du genre
Fusarium spp qui ont un effet insecticide contre Tribolium spp et Ostrinia nubilalis (Gertrud
etal., 1983).

Le champignon F. larvarum souche 2139 a une haute activité insecticide (> 60%) enregistrée
apres 10 minutes aprés de son application (formulation solide) contre Schizaphis graminum
(Ganassi et al., 2000) et une bonne activité insecticide contre Saissetia oleae (Stornelli et
al.,1998)
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Il produit des métabolites insecticides tels que le monocerin, fusaretin 6-méthyl éther et
fusaretin 6,7-diméthyl éther (Claydon et al., 1979 ; Grove et Pople , 1979 ; Grove et Pople ,
1981 ) qui ne sont pas toxiques pour les mammiféres donc il pourrait étre un bon agent de
lutte biologique de S. graminum (Ganassi et al., 2000).

Egalement un autre composant insecticide est ’acide fusarique secrété par les champignons
pathogénes du genre fusarium (Burmeister et al., 1985).

Comparativement a cette partie de notre étude, il existe des travaux ont porté sur l'utilisation
des filtrats fongiques en matiere de lutte contre les insectes.

Les filtrats de Fusarium oxysporum, Lagenidium giganteum, Trichophyton ajelloi,
Culicinomyces clavisporus provoquent une mortalité de 99% des adultes de Culex
quinquefasciatus a des concentrations de 52,48 % ;11 ,3% ;66,06 ; 8,7% respectivement
(Singh et Prakash., 2011).

Plusieurs champignons du genre Fusarium ont été signalée comme étant entomopathogénes
(Miczulski et Macowicz-Stefaniak, 1977; Lynch et Lewis, 1978; Gilliam et al., 1990).

Des champignons endophytes entomopathogens du genre Fusarium spp provoquent une
mortalité de 56 % sous forme de poudre et 63% sous forme liquide (filtrat) des ceufs de
Conopomorpha cramerella (Snellen) (Lepidoptera: Gracillariidae) (Nur et al., 2014).

Le champignon Fusarium solani est trouvé comme entomopathogene de Tetanops

myopaeformis (Majumdar et al., 2008).
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1V.10.Relation entre D’activité protéolytique et insecticide des filtrats d’activité
protéolytique des champignons sélectionnés.
1V.10.1.Résultats
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Figure 42. Droites de régression linéaire montrant la relation entre 1’activité protéolytique et
insecticide contre Rhyzopertha dominica pour le filtrat d’activité protéolytique d’Alternaria Sp5
a.concentration 25%,b.concentration 50% ,c.concentration 75 % , concentration 100 % .
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Figure 43. Droites de régression linéaire montrant la relation entre I’activité protéolytique
et insecticide contre Sitophilus granarius pour le filtrat d’activité protéolytique d’Alternaria sp5.
a.concentration 25%,b.concentration 50% ,c.concentration 75 % , concentration 100 % .
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Figure 44. Droites de régression linéaire montrant la relation entre I’activité protéolytique et
insecticide contre Sitophilus zeamais pour le filtrat d’activité protéolytique d’Alternaria sp5
a.concentration 25%,b.concentration 50% ,c.concentration 75 % , concentration 100 % .

D’aprés ces droites de régression Figures (42,43,44) nous constatons que r (coefficient de
corrélation de Pearson) se trouve dans I’intervalle 0,5 a 1 donc il ya une forte corrélation
positive entre 1’activité protéolytique et insecticide contre Rhyzopertha dominica, Sitophilus

granarius et Sitophilus zeamais pour le filtrat d’activité protéolytique d Alternaria spS5.
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Figure 45.Droites de régression linéaire montrant la relation entre I’activité protéolytique et
insecticide contre Rhyzopertha dominica pour le filtrat d’activité protéolytique de Curvularia sp.
a.concentration 25%,b.concentration 50% ,c.concentration 75 % , concentration 100 % .
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Figure 46. Droites de régression linéaire montrant la relation entre 1’activité protéolytique et
insecticide contre Sitophilus granarius pour le filtrat d’activité protéolytique de Curvularia sp.
a.concentration 25%,b.concentration 50% ,c.concentration 75 % , concentration 100 % .
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Figure 47.Droites de régression linéaire montrant la relation entre I’activité protéolytique et
insecticide contre Sitophilus zeamais pour le filtrat d’activité protéolytique de Curvularia sp.
a.concentration 25%,b.concentration 50% ,c.concentration 75 % , concentration 100 % .

D’aprés ces droites de régression figures (45,46,47) nous constatons que r (coefficient de
corrélation de Pearson) se trouve dans I’intervalle 0,5 a 1 donc il ya une forte corrélation
positive entre 1’activité protéolytique et insecticide contre Rhyzopertha dominica, Sitophilus

granarius et Sitophilus zeamais pour le filtrat d’activité protéolytique de Curvularia sp.
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Figure 48.Droites de régression linéaire montrant la relation entre I’activité protéolytique et
insecticide contre Rhyzopertha dominica pour le filtrat d’activité protéolytique de Fusarium sp3.
a.concentration 25%,b.concentration 50% ,c.concentration 75 % , concentration 100 % .
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Figure 49.Droites de régression linéaire montrant la relation entre 1’activité protéolytique et

insecticide contre Sitophilus granarius pour le filtrat d’activité protéolytique de Fusarium sp3.

a.concentration 25%,b.concentration 50% ,c.concentration 75 % , concentration 100 % .
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Figure 50.Droites de régression linéaire montrant la relation entre 1’activité protéolytique et
insecticide contre Sitophilus zeamais pour le filtrat d’activité protéolytique de Fusarium sp3.
a.concentration 25%,b.concentration 50% ,c.concentration 75 % , concentration 100 % .

D’aprés ces droites de régression figures (48 ,49 ,50) nous constatons que r (coefficient de

corrélation de Pearson) se trouve dans l’intervalle 0,5 & 1 donc il ya une forte corrélation

positive entre 1’activité protéolytique et insecticide contre Rhyzopertha dominica, Sitophilus

granarius et Sitophilus zeamais pour le filtrat d’activité protéolytique de Fusarium sp3.
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Variables (axes F1 et F2 : 97,54 %)
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Figure 51. ACP montrant la relation entre 1’activité protéolytique et insecticide contre R.dominica
pour les differentes filtrats des champignons endophytes sélectionnées.
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Figure 52. ACP montrant la relation entre I’activité protéolytique et insecticide contre S.granarius
pour les differentes filtrats des champignons endophytes sélectionnées.
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Variables (axes F1 et F2 : 92,88 %)
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Figure 53 . ACP montrant la relation entre 1’activité protéolytique et insecticide contre S.zeamais pour
les differentes filtrats des champignons endophytes sélectionnées.

D’aprés ces ACP figures (51,52,53) en constate qu’il ya une corrélation positive entre
I’activité protéolytique et insecticide contre R.dominica, S.granarius, S.zeamais pour les
filtrats d’activité protéolytique de d’Alternaria sp5 ,Curvularia sp et Fusarium sp3
seulement.

1VV.10.2.Discussion

Pour mieux savoir la vraie raison des mortalités enregistrées pour les 3 insectes ciblés
Rhyzopertha dominica,Sitophilus granarius,Sitophilus zeamais on cherche a connaitre la
relation entre I’activité protéolytique et insecticide des filtrats des champignons sélectionnés
Pour les champignons Alternaria sp5,Curvularia sp et Fusarium sp3 I’analyse des
composants principaux (ACP) et la régression linéaire entre la mortalité des 3 espéces
d’insectes ciblés et l’activit¢ protéolytique pour les 4 concentrations utilisées
(25%,50%,75%,100%) du filtrat d’activité protéolytique montre une forte corrélation positive
entre ces deux parametres (mortalité enregistrée et 1’activité protéolytique).

On peut donc suggérer que la mortalité des 3 espéces d’insectes ciblés pour Alternaria sp5,
Fusarium sp3 est du aux protéases,mycotoxines ou autres composes a capacité insecticide
secretés par ces champignons et aux protéases pour Curvularia sp.

Pour Cladosporium sp et Fusarium spl I’activité insecticide n’a aucune relation avec leurs

activités proteolytiques.
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La mortalité donc pour ces deux champignons précités est peut etre due aux mycotoxines ou
autres composés a capacité insecticide secretés par ces champignons.

Les protéases sont des enzymes qui agissent par la degradation de la cuticule de I’insecte et
constituent un facteur important de virulence des champignons entomopathogenes (Pérez et
al., 2014).

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires possédent des propriétés insecticides en
agissant par la modulation des réponses de défense del’insecte, permettant la colonisation de
son tissu (Johnson et al., 2013).

Il provoquent egalement des effets nefastes sur les insectes qui se nourrissent de plantes hotes
infectées par le champignon endophyte producteur de ces molécules (Johnson et al., 2013).
IV.11.Relation entre Dactivité chitinolytique et insecticide des filtrats d’activité
chitinolytique des champignons sélectionnés.

1V.11.1.Résultats
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Figure 54.Droites de régression linéaire montrant la relation entre 1’activité chitinolytique et
insecticide contre Rhyzopertha dominica pour le filtrat d’activité chitinolytique de Curvularia sp.
a.concentration 25%,b.concentration 50% ,c.concentration 75 % , concentration 100 % .
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Figure 55.Droites de régression linéaire montrant la relation entre 1’activité chitinolytique et
insecticide contre Sitophilus granarius pour le filtrat d’activité chitinolytique de Curvularia sp.
a.concentration 25%,b.concentration 50% ,c.concentration 75 % , concentration 100 % .
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Figure 56.Droites de régression linéaire montrant la relation entre 1’activité chitinolytique et
insecticide contre Sitophilus zeamais pour le filtrat d’activité chitinolytique de Curvularia sp.
a.concentration 25%,b.concentration 50% ,c.concentration 75 % , concentration 100 % .

95




Résultats et discussion

D’apres ces droite de régression figures (54,55,56) nous constatons que r (coefficient de

corrélation de Pearson) se trouve dans I’intervalle 0,5 & 1 donc il ya une forte corrélation

positive entre 1’activité chitinolytique et insecticide contre Rhyzopertha dominica,Sitophilus

granarius et Sitophilus zeamais pour le filtrat d’activité chitinolytique de Curvularia sp.
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Figure 57.Droites de régression linéaire montrant la relation entre I’activité chitinolytique et
insecticide contre Rhyzopertha dominica pour le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium sp2.
a.concentration 25%,b.concentration 50% ,c.concentration 75 % , concentration 100 % .
(R%=0,432) (R*=0,585)
140 140
# o0 L g =
~
] 5 w0
g = . g = I
g &0 - E 50
40 = 40
g 2 E =
g 0 f t t t t t t g 0 t t t t t t t
= ] 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04 = ] 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04
Activité chitinolytique
Activité chitinolytique
e Actives Modéle Actives Modéle
Int. de conf. {Moyenne 95%) Int. de conf. (Obs. 95%) Int. de conf. (Moyenne 95%) Int. de conf. (Obs. 95%)
a _
_ b _
(R*=0,441) (R*=0,413)
140
L &
ﬁ t;g r § 120 F
e [ * =
£ ot E oo
B » 2
E 20 t t t t t t t % 20 t t t t + t t
g 0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04 g 0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04
Activité chitinolytique Act ivité chitinolytique
& Actives Modéle ¢ Actives Modéle d
Int. de conf. (Moyenne 95%) Int. de conf. (Obs. 85%) Int. de conf. (Moyenne 95%) Int. de conf. (Obs. 85%)

Figure 58.Droites de régression linéaire montrant la relation entre 1’activité chitinolytique et
insecticide contre Sitophilus granarius pour le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium sp2.
a.concentration 25%,b.concentration 50% ,c.concentration 75 % , concentration 100 % .
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Figure 59.Droite de régression linéaire montrant la relation entre I’activité chitinolytique et insecticide
contre Sitophilus zeamais pour le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium sp2. a.concentration
25%,b.concentration 50% ,c.concentration 75 % , concentration 100 % .

D’aprés ces droites de régression figures (57,58,59) nous constatons que r (r : coefficient de

corrélation de Pearson) se trouve dans I’intervalle 0,5 a 1 donc il ya une forte corrélation

positive entre 1’activité chitinolytique et insecticide contre Rhyzopertha dominica, Sitophilus

granarius et Sitophilus zeamais pour le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium sp 2.
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Figure 60.Droite de régression linéaire montrant la relation entre I’activité chitinolytique et insecticide
contre Rhyzopertha dominica pour le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium sp3. a.concentration
25%,b.concentration 50% ,c.concentration 75 % , concentration 100 % .
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Figure 61.Droites de régression linéaire montrant la relation entre I’activité chitinolytique et
insecticide contre Sitophilus granarius pour le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium sp3.
a.concentration 25%,b.concentration 50% ,c.concentration 75 % , concentration 100 % .
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Figure 62.Droite de régression linéaire montrant la relation entre 1’activité chitinolytique et insecticide
contre Sitophilus zeamais pour le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium sp3. a.concentration
25%,b.concentration 50% ,c.concentration 75 % , concentration 100 % .

D’aprés ces droites de régression figures (60,61,62) nous constatons que r (coefficient de

corrélation de Pearson) se trouve dans I’intervalle 0,5 a 1 donc il ya une forte corrélation

positive entre 1’activité chitinolytique et insecticide contre Rhyzopertha dominica,Sitophilus

granarius et Sitophilus zeamais pour le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium sp3.
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Figure 63.Droites de régression linéaire montrant la relation entre 1’activité chitinolytique et
insecticide contre Rhyzopertha dominica pour le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium sp6.
a.concentration 25%,b.concentration 50% ,c.concentration 75 % , concentration 100 % .
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Figure 64.Droites de régression linéaire montrant la relation entre 1’activité chitinolytique et

insecticide contre Sitophilus granarius pour le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium sp6.

a.concentration 25%,b.concentration 50% ,c.concentration 75 % , concentration 100 % .
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Figure 65.Droites de régression linéaire montrant la relation entre 1’activité chitinolytique et
insecticide contre Sitophilus zeamais pour le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium sp6.
a.concentration 25%,b.concentration 50% ,c.concentration 75 % , concentration 100 % .

D’aprés ces droites de régression figures (63,64,65) nous constatons que r (coefficient de

corrélation de Pearson) se trouve dans I’intervalle 0,5 a 1 donc il ya une forte corrélation

positive entre 1’activité chitinolytique et insecticide contre Rhyzopertha dominica,Sitophilus

granarius et Sitophilus zeamais pour le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium sp6.
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Figure 66. ACP montrant la relation entre 1’activité chitinolytique et insecticide contre R. dominica
pour les differentes filtrats des champignons endophytes sélectionnées.
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Figure 67. ACP montrant la relation entre 1’activité chitinolytique et insecticide contre S.granarius
pour les differentes filtrats des champignons endophytes sélectionnées.
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Figure 68. ACP montrant la relation entre 1’activité chitinolyitique et insecticide contre S.zeamais
pour les differentes filtrats des champignons endophytes sélectionnées.

D’aprés ces ACP figures (66,67,68) en constate qu’il ya une corrélation positive entre
I’activité protéolytique et insecticide contre R.dominica, S.granarius, S.zeamais pour les
filtrats d’activité chitinolytique de Curvularia sp ,Fusarium sp2, Fusarium sp3 ,Fusarium

sp6 seulement.

1VV.11.2.Discussion

Pour mieux savoir la vraie raison des mortalités enregistrées pour les 3 insectes ciblés
Rhyzopertha dominica, Sitophilus granarius,Sitophilus zeamais on cherche a connaitre la
relation entre I’activité chitinolytique et insecticide des filtrats des champignons sélectionnés
(dotés d’une activité chitinolytique).

L’activité insecticide pour les 4 concentrations du filtrat de Curvularia sp et Fusarium
(Sp2,Sp3,Sp6) utilisees contre les 3 insectes ciblés commence avant leurs activités
chitinolytiques et continue a augmenter a partir 24heures en paralléle avec cette dernieres.
Pour Curvularia sp et Fusarium (Sp2,Sp3,Sp6) 1’analyse des composants principaux et la
régression linéaire entre la mortalité des 3 espéces d’insectes ciblés et I’activité chitinolytique
pour les 4 concentrations utilisées (25%,50%,75%,100%) du filtrat d’activité chitinolytique
montre une forte corrélation positive entre ces deux paramétres (mortalité enregistrée et

I’activité chitinolytique).
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Ont peut donc suggerer que la mortalité enregistrée des 3 insectes ciblés pour le champignon
Curvularia sp est due aux chitinases produites par ce champignon et aux chitinases,
mycotoxines ou autres composees a capacité insecticide pour Fusarium (Sp2,Sp3,Sp6) .
Pour Fusarium (Sp1,Sp4,Sp5) ’activité insecticide de ces champignons n’a aucune relation
avec leurs activités chitinolytiques.

On peut donc suggérer que la mortalité enregistrée des 3 insectes ciblés pour ces
champignons est du aux mycotoxines ou autres composées a capacité insecticide.

Les chitinases sont des enzymes produites par plusieurs espéces fongiques (Pedraza et Lopes,
1991; Patidar et al., 2005; Yamazaki et al, 2008; Kern et al., 2009; Ghanem et al., 2010) et
qui ont une capacité insecticide en agissant soit par voie digestive par la pénétration dans
I’intestin d’insectes causant ainsi des blessures de la membrane péritrophique qui se traduira
par DI’inhibition de la prise alimentaire et conduit par conséquent a la mort (Binod et
al.,2007)ou par contact en décomposant la cuticule des insectes (Pérez et al., 2014).

Les mycotoxines sont produites par plusieurs champignons et agissnet en provoquent des
maladies pour le ravageur par la modulation des réponses de défense de ce dernier, permettant
la colonisation de son tissu et ont un impact négative sur les insectes qui se nourrissent de
plantes hotes infectées par le champignon endophyte producteur de ces molécules (Johnson et
al., 2013).

104



Résultats et discussion

118



?‘q%%%%%%%%%%%%z@?
9

CONCLUSION
ET

PERSPECTIVES
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V. Conclusion et perspectives
Dans ce modeste travail, nous avons pu mettre en évidence des champignons endophytes
associés aux feuilles et aux tiges du laurier rose Nerium oleander L.
On a pu isoler 27 espéces différentes de champignons endophytes dont 20 a partir de la tige
et 3 a partir des feuilles et 4 a partir les deux parties de la plante au méme temps.
Le genre le plus dominant est Fusarium spp (6 especes) avec une fréquence de colonisation
totale de 23,23 % suivie par Alternaria spp (5 especes) 18,59 %, Torula spp (3 espéces) et
Mycelia sterilia (3 espéces) 9,29% chacun,Thielavia sp ;Annellophora sp ;Bipolaris sp 6,97%
chacun, Chaetomium spp (2 especes) et Phoma sp 4,65 %chacun, Rhizoctonia
sp ;Cladosporium sp ;Colletotrichum sp ; Curvularia sp 2,32% chacun.
Des 27 champignons endophytes isolés 7 sont dotés d’une activité protéolytique et 7 sont
dotés d’une activité chitinolytique.
Torula spl ,Torula sp2 sont dotés d’une bonne activité protéolytiqgue mais aucune activité
insecticide n’a été enregistrée pour ces 2 champignons.
Les filtrats issus des champignons Alternaria sp5, Cladosporium sp, Curvularia sp, Fusarium
spl,Fusarium sp2, Fusarium sp3, Fusarium sp4 ,Fusarium sp5,Fusarium sp6 démontrerent
une activité insecticide variable vis-a-vis Rhyzopertha dominica, Sitophilus granarius et
Sitophilus zeamais.
Cette variabilité est peut étre due principalement a la nature des métabolites produits par ces
champignons (protéases,chitinases,mycotoxines,autres composants chimiques).
Nous avons constaté que la mortalité des insectes ciblés est positivement proportionnelle avec
les concentrations des filtrats et le temps, la concentration100% semble la concentration la
plus efficace contre ces insectes aprés 48 heures de traitement.
Nous avons constaté que les activités protéolytiques et chitinolytiques sont liées positivement
a la croissance radiale de ces champignons.
Nous avons essayé d’interpréter ’effet insecticide des filtrats préparés en s’appuyant sur
1’étude de leurs activités proteolytiques et chitinolytiques et nous avons constate que :

» TDactivité protéolytique pour Alternaria sp5, Curvularia sp, Fusarium sp3 est liée

positivement a la mortalité enregistrée pour les insectes ciblés.
» Pour Cladosporium sp et Fusarium spl I’activité insecticide n’a aucune relation avec
leurs activites protéolytiques.
» lactivité chitinolytique pour Curvularia sp, Fusarium (sp2,sp3,sp6) est liée

positivement a la mortalité enregistrée pour les insectes ciblés.
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» Pour Fusarium (Sp1,Sp4,Sp5) ’activité insecticide de ces champignons n’a aucune
relation avec leurs activités chitinolytiques .

Ces résultats démontrent que Curvularia sp, Fusarium sp3 peuvent étre utilisé comme
mycoinsecticides de contact, que ce soit sous forme de filtrats,tandis que Alternaria sp5,
Cladosporium sp, Fusarium spl,sp2,sp4,sp5,sp6 peuvent refléter une activité biologique autre
qu’enzymatique(mycotoxines,inhibiteurs ~ d’acétylcholinestérase ~ par  exemple ?),c’est
pourquoi des analyses biochimiques des filtrats préparés doivent étre effectuées.

Il est recommandé dans les futures études de réaliser des travaux plus approfondis qui auront
pour objectifs:

e Réaliser davantage des études sur la mycoflore endophyte du laurier rose et
également diversifier les parties du végétal a investiguer (racines, fruits,fleurs) ;

e Cibler dautres organismes ravageurs afin d'évaluer le spectre d'action des filtrats ;

e Inoculer des céréales sur champs par ces champignons et voir la réaction entre les
insectes des denrées stockées face aux graines issues de ces plantes apres récolte.

e Enfin,il serait plus fiable et plus productif de caractériser la nature chimique des
substances impliquées dans l'activité insecticide ce qui nécessite I’implication des
méthodes plus performantes comme la chromatographie en phase gazeuse (CPG), la
chromatographie en phase liquide (HPLC) et I’¢lectrophoréese (SDS-PAGE).
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Résumé
La présente étude a pour objet 1’étude de 1’activité insecticide des champignons endophytes isoles a partir des feuilles et des
tiges de laurier rose Nerium oleanderL .(Apocynaceae ,Gentianales) vis avis 3 coléoptéres des denrées stockées Rhyzopertha
dominica Fab,1792 (Coleoptera:Bostrichidae) ,Sitophilus granarius L, 1758 (Coleoptera:Curculionidae) et Sitophilus zeamais
Motschulsky,1855 (Coleoptera:Curculionidae) .
L’activité insecticide est évaluée a ’aide d’une mesure de 3 paramétres : ’activité protéolytique, I’activité chitinolytique et
I’effet des 2 types de filtrats issus de ces champignons avec 4 différentes concentrations :25%,50%,75%,100%.
Les résultats montrent que Les champignons Alternaria sp5, Cladosporium sp,Curvularia sp,Fusarium spl,Fusarium sp2,
Fusarium sp3 ,Fusarium sp4 ,Fusarium sp5 ,Fusarium sp6 sont dotés d’une bonne activité protéolytique et /ou chitinolytique et
une bonne activité insecticide contre ces insectes.Torula spl, Torula sp2 sont dotés d’une bonne activité protéolytique mais
aucune activité insecticide n’a été enregistrée pour ces 2 champignons.
L’effet des filtrats change selon la concentration utilisée, la concentration100% semble la concentration la plus efficace contre
ces insectes avec un taux de mortalité enregistré aprés 48 heures d’essai pour Rhizopertha dominica qui varie entre 84% pour
le filtrat d’activité protéolytique d' Alternaria sp5 et 94% pour le filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium sp3
Pour Sitophilus granarius la mortalité enregistré apres 48 heures pour la méme concentration varie entre 84% pour le filtrat
d’activité protéolytique d' Alternaria sp5 et 98% pour le filtrat d’activité chitinolytique de Curvularia sp
Pour Sitophilus zeamais la mortalité enregistrée aprés 48 heures pour la méme concentration varie entre entre 80% pour le
filtrat d’activité chitinolytique de Fusarium sp3 et 94% pour les 2 types de filtrats de Curvularia sp.
Mots  clés :Nerium  oleander,Activit¢  insecticide,Champignons  endophytes,Rhyzopertha  dominica,Sitophilus
granarius,Sitophilus zeamais.
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Abstract

This study focuses on the study of the insecticidal activity of endophytic fungus isolated from the leaves and stems of Nerium
oleander L  (Gentianales  ,Apocynaceae) against 3  stored product beetles Rhyzopertha  dominica
Fab,1792(Coleoptera:Bostrichidae), Sitophilus granarius L,1758 (Coleoptera:Curculionidae) and Sitophilus zeamais
Motschulsky,1855 (Coleoptera:Curculionidae).

Insecticidal activity was assessed by using three parameters; the measure of proteolytic activity, chitinolytic activity and the
effect of the two types of culture filtrates from these fungus with four different concentrations:25%,50%,75%,100%.

The results shows that the fungus:Alternaria sp5, Cladosporium sp,Curvularia sp,Fusarium spl,Fusarium sp2,Fusarium
sp3,Fusarium sp4,Fusarium sp5,Fusarium sp6 have a good chitinolytic or or /and proteolytic activity and good insecticidal
activity against these insects.

Torula spl,Torula sp2 have a good proteolytic activity but they have not any insecticidal activity.

The effect varies depending on the culture filtrate concentration, the concentration100% seems the most effective against these
insects with a mortality rate after 48 hours of testing for Rhizopertha dominica ranging from 84% for the culture filtrate of
proteolytic activity of and 94% for the culture filtrate of chitinolytic activity of Fusarium sp3
For Sitophilus granarius the mortality recorded after 48 hours for the same concentration ranging from for 84% the culture
filtrate of proteolytic activity of Alternaria sp5 and 98% for the culture filtrate of chitinolytic activity of Curvularia sp
For Sitophilus zeamais the mortality recorded after 48 hours for the same concentration ranging from 80% for culture filtrate of
chitinolytic activity of Fusarium sp3 and 94% for the two types of culture filtrates of Curvularia sp.

Keywords:Nerium oleander,Insecticidal activity,Endophytic fungi,Rhyzopertha dominica, Sitophilus granarius,Sitophilus
zeamais.
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