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Introduction

En Algérie, la culture du palmier dattier constitue sans aucun doute une spéculation
importante sur le plan socio-economique dans l'agriculture saharienne. Elle représente la
principale ressource de vie des populations de ces régions et le pivot du systéme oasien
(Idder, 2011).

On assiste ces dernieres années a une diminution sensible de la récolte, voir méme la
disparition de I’arbre, conséquence de l'apparition et du développement de diverses
contraintes biotiques et abiotiques (Idder, 1984) matérialisée par plusieurs facteurs parmi
lesquels le climat, le sol, I’age des palmiers, la qualité de 1’eau, la fertilisation, I’irrigation, le
drainage, les maladies, les ravageurs, les opérations de conduite culturale et I’entretien (Brun,
1998).

Parmi les bio-agresseurs de Phoenix dactylifera (Linne, 1753), il est utile de citer le
bouferouaOligonychusafrasiaticus (Mc  Gregor, 1939), la pyrale des dattes
Ectomyeloisceratoniae Zeller, le bostryche Apatemonachus et la cochenille blanche du
palmier-dattier Parlatoriablanchardi(Targioni- Tozetti, 1892 ;Delassus et al,1930; Idder, 2006;
Idder-ighili et al,2013).

En cas d’attaques de ces bio-agresseurs, les pertes enregistrées sont importantes. Ces pertes
sont essentiellement dues aux attaques d'insectes qui s’introduisent dans le fruit empéchant
ainsi sa conservation et sa consommation (Azelmat, 2005). Car il réduit la quantité de la
production et altére la qualité des récoltes dont le plus important est la pyrale des dattes
(Ectomyeloisceratoniae Zeller).

Comme on le sait, la lutte contre les Insectes nuisibles revét actuellement des aspects trés
variés, et la méthode biologique, qui comporte 1’utilisation des insectes prédateurs ainsi que
I’emploi des germes pathogénes, prend une ampleur de plus en plus considérable.
L’utilisation des Champignons dits entomophatogenes qui détruisent les Insectes nuisibles, et
qui pouvant se rencontrer a 1’état libre (dans le sol, les mati¢res végétales en décomposition,
etc), manifestent une prédilection pour le corps des divers Insectes. Et la production des

enzymes parmi les modes d’action contre les insectes.

Les enzymes appartenant a la famille des hydrolases telles que, les a-amylases sont parmi les
plus importantes enzymes a 1’échelle industrielle, ce qui les rendent 1’'un des outils-clés des
biotechnologies (Little, 2004).

Toutefois, la production d’a-amylase par des procédés biotechnologiques (fermentations),

nécessite non seulement 1’identification et la sélection des microorganismes amylolytiques,
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mais €également le choix d’un substrat de fermentation a faible colt d’une part, et convenable
en point de vu composition en élément nutritifs nécessaires au développement des

microorganismes et la production d’a-amylase, d’autre part.

En effet, nous avons procédés a un Protocol expérimental qui avait pour objectif d’isoler et

d’identifier ces champignons. Et cela pour :

- lisolement, la purification et [I’identification des champignons a partir

d ’Ectomyeloisceratoniae Zeller).

-Production d’alpha amylase par fermentation en milieu liquide par ces souches, en utilisant
les déchets de carotte comme substrat de base a différentes températures (15°C, 30°C et
45°C).

——
N
| —



Partie bibliographique

1. 1.Généralités

Phoenix dactylifera L, provient du mot «phoenix» qui signifie dattier chez les phéniciens, et
dactyliferadérive du terme grec «dactulos» signifiant doigt, allusion faite a la forme du fruit
(Djerbi, 1994). C'est une espece dioique, monocotylédone arborescente, appartenant a une
grande famille d'arbre a palmes produisant des dattes (Figure 1) (Gilles, 2000 ; Mazoyer, 2002
; Zohary et al,2012)

Le genre phoenixcomporte au moins douze especes, la plus connue est I'espece Phoenix
dactylifera, dont les fruits « dattes » font l'objet d'un commerce international important
(Espirad, 2002).

L’ Algérie est un pays phoenicicole classé au sixieme rang mondial et au premier rang dans le
Maghreb pour ses grandes étendues de culture avec 160000ha et plus de 2 millions de jardins
et sa production annuelle moyenne de dattes de 500000 tonnes.

Figure 1:Palmier dattier (Buelguedj 2001).

1.2. Production de dattes
1.2.1. Dans le monde

Les principaux pays producteurs de dattes sont: Egypte, L’Trak, I’Iran, Arabie-Saoudite,
Emirats Arabes Unis, Pakistan, Algérie, Soudan. (Tableau).la production mondiale de dattes
réalisée en 2004 est de 6,7 millions de tonnes (Noui, 2007) (Tableau 1)
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Tableau 1 : Production de dattes par pays, en 2004 (Noui, 2007)

Pays Production, en quintaux
Egypte 1100000

Irak 910000

Iran 880000
Arabie-Saoudite 830000

Emirats Arabes Unis 760000

Pakistan 650000

Algérie 450000

Soudan 330000

Du point de vue quantitatif, la production algérienne représente 7% de la production

mondiale, mais du point de vue qualitatif, elle occupe le premier rang grace a la varieté

Déglet-Nour, la plus appréciée mondialement.

1.2 .2. En Algérie

La production realisée dans la compagne agricole (2000/2001) est de 4,18 millions de
quintaux (Anonyme ,2002) (Tableau 2).

Tableau 2 : Production des dattes en Algérie de la compagne agricole (2000/2001), en quintaux

(Anonyme, 2002).

Ghars et Dagla_Beida et
Wilayas Deglet--Nour Total
Analogues Analogues
(Dattes molles) | (dattes seches)
El-Oued 895450 234920 105820 1236190
Naama 0 1690 190 1880
Biskra 769620 134760 292280 1196660
Ghardaia 106000 38600 131400 276000

On Algérie prés de 58,14% de la production nationale de dattes est réalisée par les deux

wilayas, EI-Oued (29,54%) et Biskra (28,6%). La variété Deglet —Nour, occupe la premiére

place et représente 52,87% de la production totale des dattes.
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1.3. Description

La datte, fruit du palmier dattier, est une baie généralement de forme allongée, contrevenant

une seule graine dite noyau. La partie comestible (dite chaire ou pulpe) est constituée d'un :

e Péricarpe ou enveloppe cellulosique fine dénommée peau;
e Meésocarpe genéralement charnu, de consistance variable selon sa teneur en sucres ;
e Endocarpe de teinte plus claire et de texture fibreuse, parfois réduit a une membrane

parcheminée entourant le noyau.

Les démentions d la datte sont trés variables, allant de 1.5 a7 ou 8cm de longueur et leur poids
varie entre 2et 20 g selon les variétés. La couleur des dattes va du blanc jaunatre au sombre

trés foncé, presque noir, en passant par, rouges vers bruns (Figure 2) (Espiard, 2002).

pédoncule

épicarpe
meésocarpe
endocarpe

graine

Figure 2:Coupe longitudinale d’une datte (Richarde ,1972)

1.4. Les variétés de dattes

En Algérie, il existe plus de 940 cultivars de datte (Hannachi et al.1998). Les principales

variétés cultivées sont :
1.4.1. Deglet-Nour

Variété de premier choix, elle représente 47% de la production nationale. C’est une datte
demie -molle, considérée comme étant la plus appréciée sur les marchés national et

international en raison de son aspect, de son onctuosité et de sa saveur.
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1.4.2. Les variétés de datte communes

Les structures variétales de la palmeraie algérienne fait apparaitre que les variétés communes
de faible valeur marchande sont particulierement concentrées dans les zones Sud-ouest du

pays (Messar, 1996).cette catégorie de dattes comprend les dattes seches et les dattes molles.

La production de ce type de dattes est estimé a 53% elle comprend trois variétés: Ghars,
Degla-Beida et Mech-Degla (Buelguedj, 2001).

1.4.3. Les variétés secondaires

Il en existe plus de 150 sortes, les plus rependues sont : Hamra, Tinnaceur, Tegaza, Tezerzait,
et Takerouchet. Cette derniére présente un intérét particulier pour sa résistance au Bayoudah
(Boughnou, 1980).

Selon leur consistance, les dattes sont réparties en trois catégories : molle, demi -molle, et
seche (Tableau 3):

Tableau 03 : Classification des dattes selon leur consistance (Espirad, 2002).

Consistance Caractéristique Variétés et pays

Molle Taux d’humidité supérieur | Ghars(Algerie),
ou égal a 30% elles sont | Ahmar(Mauritanie),
riches en sucres invertis | Kashram et Miskrani

(fructose et glucose). (Egypte, Arabie-Saoudite

Demi-mole De 20 a30% d’humidité Deglet-Nour (Algérie),
Mehjoul(Mauritanie), et Sifri
et Zahidi (Arabie-Saoudite).

Séche Moins de 20% d’humidité, | Degla Beida et MechDegla

elles sont riches en| (Tunisie et Algérie) et

saccharose. Amesrie (Mauritanie).
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1.5. Composition biochimique de la datte
1.5.1. Constituants majeurs de la pulpe
15.11. L'eau

Elle est comprise entre 8 et 30% du poids de la chaire fraiche avec une moyenne de l'ordre de
19%(Matallah, 1970).

1.5.1.2. Les sucre

sont les constituants prédominants de la datte .l'analyse des sucres de la datte a révélé la
présence de trois types de sucres essentiels : le saccharose , le glucose et le fructose
(Matallah,1970;Estanove,1990;Acourene et Tama,1997).Ceci n'exclut pas la présence d'autres
sucres en faible proportion tels que :le galactose , le xylose et le sorbitol (Favier et al
,1993;Boudrar et al ,1997).

La teneur en sucres totaux est trés variable, elle se situe entre 60 et 80 % du poids d la pulpe
fraiche (Siboukeur, 1997). De plus Acourene et Tama (1997) ont montré une fluctuation de la
teneur en saccharose de quelques variétes de dattes Algeriennes entre 0.8 et 52.4% et celle
des sucres réducteurs entre 20 et 94% (matiére seche) .cette variation dépend de la variété et

du climat.
1.5.1.3. Les fibres

Les constituants pariétaux de la datte sont: la pectine, la cellulose, I’hémiellulose et la lignine

(Benchabane, 1996). Une portion de 25g de dattes (3fruits) fournit 2g de fibres.
La datte riche en fibres, elle en apporte 8 a 12.7% du poids sec (Al-Shahib et Marshall, 2003).
1.5.1.4. Les composés phénoliques

L’analyse qualitative des composés phénoliques de la datte a révélé la présence des acides
cinnamiques, des flavons, des flavanones et des flavonols (Mansouriet al ,2005). Ces
premiers contribuent a certaines propriétés organoleptiques majeures comme la couleur et
I'arome : aussi, ils jouent un réle déterminant sur le plan gustatif et tout particulierement sur
les sensations d'astringence et d'amertume et aussi les propriétés antibactériennes et

antivirales (Cheynier et Sarni-Manchado ,2006).
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1.5.2. Constituants mineurs de la pulpe
1.5.2.1. Proteéines

Les dattes sont caractérisée par une faible teneur en protéines .elle varie entre 0.38 et 2.5% du
poids sec (Yahiaoui, 1998;Kendri ,1999).

1.5.2.2. Les lipides

La datte renferme une faible quantité de lipides dont le taux varie entre 0.43 et 1.9% du poids
frais (Matallah, 1970).

1.5.2.3. Les éléments minéraux

La datte est l'un des fruits les plus riches en éléments minéraux essentiellement le potassium,

le magnésium, le phosphore et le calcium.
1.6. Les dégats

Les dattes abimées par des insectes ou acariens doivent étre éliminées avant le

conditionnement.
1.6.1. Les principaux ravageurs
1.6.1.1 .Parlatoriablanchardi

La présence des encroutements ovales ou allongées de couleur blanchatre sur les palmes. Les
dattes infestées ne se développent plus et se dessechent sans atteindre leur compléte maturité
(Figure 3).

Figure 3 : Dégat de Parlatoriablanchardisur la datte (http://www.ctd.tn).

( 1
L & J


http://www.ctd.tn/
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1.6.1.2. Viracholalivia

A TDintérieur des dattes attaquées (aux stades blah et les fruits mal noués), on trouve des

grumeaux d’excréments des larves, Présence des galléries au niveau des fruits infestés

Et des trous d’entrée des larves sur les fruits infestés (Figure 4).

Figure 4 : Dégats de Viracholaliviasur la datte (http://www.ctd.tn).

1.6.1.3. Oligonychusafrasiaticus

Les dattes infestées s’entourent d’une toile de filament soyeux qui retient les grains de sable

soulevés par le vent

Les dattes infestées ne completent pas leur maturation et se durcissent avec la Chute précoce

des fruits (Figure 5).

Figure 5 : Dégat d’Oligonychusafrasiaticus sur la datte (http://www.ctd.tn).
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1.6.1.4. Ectomyeloisceratoniae
A I’intérieur des dattes attaquées, on trouve des grumeaux d’excréments des larves

Les dattes attaquées se détachent facilement du régime (Figure 6).

Figure 6 : Dégats d'Ectomyeloisceratoniaesur la datte (http://www.ctd.tn).

2. L’Ectomyelois ceratoniae Zeller

2.1. Définition

La pyrale des caroubes et des dattes est un papillon appartenant a un groupe d'insecte
considéré comme étant tres important sur les plans agronomique et économique. C'est, en
effet, un ravageur qui se développe soit dans les fruits sur les arbres (palmier dattier, grenadier

et pistachier), soit sur les fruits stockés dans les entrepots.

C’est un micro-lépidoptére appartenant a la famille des Pyralidae, Le papillon adulte mesure
environ 0,8-1,0 cm de longueur, gris foncé, les ailes antérieures portent deux bandes
transversales blanchatres. La larve adulte mesure 16-18 mm de long, est rose, a une téte brune
et des protubérances segmentaires qui portent de petites soies. Leur développement larvaire
se déroule en cinq stades. Particulierement vorace et polyphage, cet insecte s’attaque aussi

bien aux cultures au niveau des champs qu’aux denrées stockées (Figure 7) (Gothilf ,1969).
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Figure 07: Pyrales de dattes (L Ectomyeloisceratoniae).(http:/www.ctd.tn).

2.2. Distribution

L’ Ectomyeloisceratoniae est une espece réepandue dans tout le Bassin Mediterranéen. Elle est
connue au Maroc, Algérie, Tunisie, Libye et Egypte. Sa présence a aussi été signalée en

Espagne, Italie, Gresce et France (Le berre, 1978).

En Algérie, E. ceratoniae, se multiplie essentiellement dans deux zones bioclimatiques. La
premiere s’étend sur les bordures littorales, d’une largeur de 40 a 80 kilométres et s’allonge
sur pres de 1000 kilomeétres. La seconde englobe I’ensemble des oasis du Sud, dont les plus
importantes sont celles de I’Oued Righ et les Zibans (Doumandji, 1981 ; Acoureneet al,
2007).

2.3. Position systématique

La taxonomie de la pyrale des dattes se base essentiellement sur les critéres
Morphologigues des adultes (Grasse, 1951 et Doumandji, 1981).
Embranchement : Arthropoda

Sous embranchement : Mandibulata

Classe : Insecta

Sous classe : Ptérygota

Division : Exopterygota

Ordre : Lepidoptera

11

——
| —



Partie bibliographique

Famille :Pyralidae

Sous famille : Phycitinae

Genre : Ectomyelois

Espece : Ectomyeloisceratoniae Zeller, 1839.

2.4. Cycle biologique

La pyrale des caroubes et des dattes hiverne dans les fruits momifiés sous forme de larve
agée. L'adulte de l'insecte apparait pendant la saison printaniére suivante afin de continuer son
cycle de développement sur plusieurs plantes hétes elle est commence par ravager les
grenades entre les mois de mai et ao(t, et s'attaque ensuite aux dattes a partir de septembre.

De juillet a septembre, la pyrale maintient son développement sur des débris divers et variés.
On peut, en effet, la rencontrer aussi bien sur les déchets végétaux que sur différents fruits

estivaux.
La pyrale des caroubes et des dattes est un ravageur qui peut éventuellement se développer

en une ou deux générations annuelles(Figure 8).
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Figure 08 : Etapes de développement des pyrales des dattes durant le cycle
biologiques .(http://www.agri.huji).

2.5. Dégat

Elle peut causer des dégats considérables pouvant atteindre 30% de la production dattier (Le
Berre, 1975 ;Idder, 1984 et Abdelmoutaleb, 2008). Le pourcentage d’attaque est de 8 a 10 %
en I’ Algérie, mais cette proportion peut atteindre jusqu'a 80% dans certains cas, (Wertheimer,
1958 ; Lepigre, 1963 ; Munier, 1973 et Doumandji, 1983).

En Tunisie, le danger de cet insecte, s’amplifie par son attaque aux cultures d’importances
agronomique et économique en particulier le palmier dattier (Phoenix dactylifera) et le
grenadier (Punicagranatum) dont les dégats peuvent atteindre

20 et 90% respectivement (Figure 09) (Dhouibi et al, 2016).
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Figure 09 : Dégats d'Ectomyeloisceratoniae sur la datte.

2.6. Les moyens de lutte

2.6 .1. Lutte génétique (Autocide)

Les pratiques culturales, les interventions phytosanitaires n’ont pas permis d’assurer une
bonne protection de la production dattier. Ceci, a suscité les chercheurs a trouver d’autres
méthodes de protection efficaces sans porter préjudice a I’écosysteme oasien.

En 1999, I’Institut National de la Protection des végétaux (INPV) a mis en ceuvre un
Programme de lutte par le biais de la technique des insectes stérile (TIS). Cette méthode
consiste a la production en masse des individus males de la pyrale des dattes dans des
conditions controlées et leurs irradiations par les rayons gamma au niveau du centre de
recherche nucléaire d’Alger.

Ces individus irradies ont été ensuite lachés dans les zones phoénicicoles (Biskra, EI-Oued et
Ouargla) (Dridiet al, 2001). D’aprés ces auteurs les résultats préliminaires sont tres

encourageants et souhaitent de généraliser cette technique.

2.6.2. Lutte microbiologique

Bacillus thuringiens et une bactérie qui agit sur les larves de la pyrale par ingestion avant leur
pénétration dans les dattes. (Dhouibi ,1991). Le Bacillus et certainement le bio pesticide le
plus commercialisé dans le monde (Riba et Silvy, 1989). C'est une bactérie du sol formant des
sports et les préparations contenant BT sont largement utiliseé comme pesticides microbien
dans I'agriculture la foresterie la BT caractériser par la production d'un cristal protéique durant
la sporulation constituer de protéine présentant une activité insecticide spécifique
(TiradoMontiel, et al,2001).

3. les champignons entomopathogénes

3.1. Généralités

Comme on le sait, la lutte contre les Insectes nuisibles revét actuellement des aspects trés

variés, et la méthode biologique, qui comporte 1’utilisation des insectes prédateurs ainsi que
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I’emploi des germes pathogénes, prend une ampleur de plus en plus considérable.
L’utilisation de micro-organismes consiste a se servir des Bactéries, surtout des Bactéries
aerobies sporogeénes, et aussi des Champignons dits entomopathogénes qui détruisent les
Insectes nuisibles. Donc On peut distinguer deux types de la lutte microbiologique, contre les
Insectes nuisibles : la lutte bactériologique et la lutte fongique.

Les champignons pathogénes d’insectes occupent une place particuliére en pathologie des
invertébrés et dans la recherche d’organismes capables de réguler les pullulations
d’invertébrés nuisibles, en santé végétale, humaine ou animale. (Ferron et al, 1991 ; Lacey et
al, 1996).

Les champignons entomopathogenes représentent plus de 700 espéces de microchampignon ;
selon starnes et al (1993). IIs jouent un r6le important dans la régulation naturelle des

populations d’insectes
On les retrouve dans les Mastigomycetes, Zygomycetes, Ascomycetes, Deutéromycétes

Les pathogenes les plus nombreux se trouvent dans la classe des Zygomycetes. Mais ceux que

I’on utilise le plus en lutte biologique font partie de la classe des Deutéromycetes
3.2. Types des champignons

De nombreuses especes de champignons peuvent engendrer des maladies sur divers
ravageurs. L’infection est provoquée par la pénétration du mycélium a travers le tégument de
I’insecte. On distingue deux types de champignons : les champignons dits 'imparfaits'
appartenant a I’embranchement des Deuteromycotina, sous classe des Deuteromycétes
comprenant les genres Beauveria, Metarhizium, Verticilium etc... et les champignons dits
'inférieurs' ou Entomophtorales appartenant a I’embranchement des Zygomycotina classe des

Zygomycetes.

3.2.1. Les champignons imparfaits

Générent d’innombrables spores qui sont disséminées de manicres passives. L’infection se
fait a travers le tégument apres développement du mycélium. La mort de I’insecte intervient
en quelques jours ou quelques semaines selon la taille de 1’hote. Ce dernier se recouvre alors
d’un duvet mycélien qui présente une couleur variable selon I’espéce. Chez le
genre Beauveria, le corps se recouvre d’un mycélium blanc prénommé Muscardine. Au sein

de ce genre, on trouve des especes extrémement fréquentes comme B. bassiana infectant de
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nombreuses espéces de Lépidoptéres (tordeuses et pyrales), de Coléoptéeres (hannetons,
doryphores, otiorhynques) ainsi que de nombreuses espéces de Diptéres. D’autres
comme B. brongniartii sont, au contraire, spécialisés dans les
Coléoptéres Melolonthidae (hannetons). Le genre Metarhizium se développe, selon les
souches, sur différentes familles de larves d’insectes (hannetons, taupins, Phoma etc ). A son
complet développement, le mycélium prend une couleur verdatre, on parle également de
'muscardine verte'. Les genres Lecanicillium et Verticilium se retrouvent fréquemment sur
les populations d’Hémipteres tels que les pucerons et aleurodes. Outre ces genres trés connus
et commercialisés en tant que biocontrdle, on trouve d’autres genres limitant les populations

de ravageurs : Paecilomyces, Isaria, Aspergillus, Tilachlidium, Tolypocladium, etc...

3.2.2. Les champignons inférieurs ou Entomophtorales

Qui contaminent les insectes ne présentent pratiquement aucun signe de leur présence sur la
cuticule de I'néte. Toutefois, on retrouve régulierement leurs hotes la téte en bas a proximité
du sommet des plantes ou sur toute la partie exposée. Cette stratégie développée par le
champignon lui permet de disséminer plus facilement les pores émis activement par ses
conidies. Selon la saison et la taille de I’hote, le cycle dure de 3 a 7 jours avec de nouvelles
sporulations en I’espace de 3 a 12 heures. Grace a cette rapidité, ces champignons peuvent
contribuer a réguler en quelques jours une population de ravageurs. Les champignons
hivernent sous forme de spores de conservation ou de fragment d’hyphes dans les insectes
contaminés. Les Entomophtorales sont souvent trés spécialisées d’un hote
(Erynia athalia avec la tenthrede de la rave ; Erynia neoaphidis avec le puceron vert du
pois, Zoophtora elateriphaga avec le taupin adulte et Entomophtora schizophora avec la

mouche des semis.
3.3. Mode d’action
3.3.1. Phase d’adition

I’adhésion est la premiére étape du processus d’infection les spores entrent en contact
passivement avec les insectes avec laide d’agents tels que le vent et ’eau 1’adhésion est
déclenché par un mécanisme de reconnaissance et de compatibilité des spores avec le
tégument de l'insecte ’infection est initiée a travers le tégument de I’insecte-hdte (Tanada et

kaya,1993 ;khachatourians,1991 ),mais les spores peuvent aussi entrer par le systémes
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respiratoire (Clark et al,1968),le tube Alimentaire(Miranpuri et khachatourians,1991)et la
cavité buccale(Figure 10) (Siebeneicher et al, 1992).

= Spores i

Attachement de Ila spore

( Sporulation externe

Germination de la spore l
Prolifération interne

\Pénélr-lion A travers la cuticule i

Figure 10 : Schéma du cycle biologique de Beauveriabassiana.

3.3.2. Phase de germination

La seconde phase d’infection est la germination. Celle-ci dépend de 1’état physiologique de
I’hote et aussi des conditions environnementales notamment les températures et 1’humidité
(Butt et Becket, 1334 ; Buttetal, 1994). La germination aboutit a la production d’appressoria,
structures terminales servant a ’ancrage de la cuticule et favorisant la pénétration. La valeur
nutritive de la cuticule joue un rdle important pour la production d’appressoria. Cependant,
des études ont démontré qu’une cuticule nutritive favorise la croissance mycélienne plutot que

la pénétration (Ferron et al, 1993 ; Magelhaes et al, 1981).
3.3.3. La phase de pénétration

Cette éetape consiste en un n franchissement de la cuticule par des combinaisons de pressions

mécaniques et enzymatiques.

La pénétration peut étre facilitée au niveau de certaines zones comme les zones articulaires,

les trachées, les blessures.

Afin darriver a I'hymolyphe, le tube de germination devra traverser I'épicuticule, la
procuticule puis I'épiderme. Cette traversée n'est possible que grace a la sécrétion par le

champignon d'enzymes comme les lipases, les protéases, les chitinases. Certaines souches
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produisent des toxines non enzymatiques comme la beauvericine, les beauverolides, les

bassianolides, les isarolides, qui vont accentuer le processus d’infection.

L’insecte d’éclanche une réaction immunitaire face aux actions enzymatiques du
mycopathogénes. Les réponses mises en ceuvre par l'insecte peuvent étre la milanisation, la
réaction cellulaire (réponse de type inflammatoire a l'infection). Et la production d'inhibiteurs
de protéases (protection contre les protéases fongiques, limitation de I'action de
prophénoloxydase a proximité immédiate du corps étranger) (Figure 11).

doo-resc—v=

i Emiculicule
- - -
= - Focubicule
t
- - - \ -~ | - - ol e
——— e —A — _—— - <.
- Tamas
as~—als

Aol e

Figure 11 : Pénétration au travers de la cuticule de ’insecte.

3.3.4. Phase de dissémination

Une fois que le champignon a franchi avec succes la cuticule et a percé I’épiderme adjacent
de la cuticule, il entre dans le systeme circulatoire ouvert de I’insecte, ’émocoele. Le
champignon se multiplie par la suite a I’intérieur de tous les organes de I’insecte-hote et il
s’accroit sous forme de blastospores. Ceci peut faciliter la dispersion et la colonisation de
I’hémocoele et optimise 1’assimilation rapide des nutriments. Il semble qu’une utilisation
efficace des sucres sanguins est nécessaire pour une croissance optimale du pathogéne. Bien
que le glucose joue un rdle central dans le métabolisme de I’insecte, il est généralement
présent a tres faible concentrations. Cependant, on trouve le tréhalose a faible concentrations
(4 a 20 mg/ml) (Schopf et Nussbaumer, 1996). L’utilisation du tréhalose par les champignons
entomopathogenes dépend de la capacité du champignon a hydrolyser le tréhalose a

I’extérieur de la cellule en deux molécules de glucose ou de I’assimiler directement

——
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L’encapsulation ne protége I’hote que contre des pathogeénes peu virulents. Dans le cas de
pathogenes virulents, 1’insecte ne parvient pas a former de granulomes typiques, ou bien le
pathogenes continue de croitre malgré son encapsulation qu’il outrepassera (Hou et Chang,

1985).

Le champignon entomopathogénes sécréte des métabolites toxiques non —enzymatiques qui
ont des activités antibactériennes, antifongiques et insecticides. Ces métabolites incluent la
beauuvericine, la bassianolide, la cyclosporine, la beauverolide, 1’isarolide et 1’0osporeine,
compétition des bacterie lesquelles peuvent accélérer le processus infectieux du champignon

et affaiblir le systéme immunitaire de ’hote (Hajeck et St-leger, 1994).

De plus, elles permettent aussi au pathogéne de surmonter la intestinales (Boucias et
Pendland, 1998). L’insecte infecté est tu¢ par asphyxie ou inanition suite a une combinaison
d’action telle la déplétion des nutriments, I’invasion des organes et la toxicose (Boucias et
Pendland, 1998). Le mycélium se forme par la suite dans I’intestin et les tubes de malpighi en
absorbant tous 1’¢lément nutritif, déshydratant I’insecte et le momifiant (Cloutier et Cloutier,
1992). Suite a la multiplication du champignon, la cavité entiere du corps de I’insecte est
remplie d’une masse fongique. Quand les conditions sont favorables, le mycélium sort de
I’insecte par les parties plus molles du corps de I’hote. 11 produit un feutrage mycélien blanc
cotonneux appelé la muscardine blanche (Weizer, 1972). Les hyphes externes produisent les
conidies qui vont étre libérées dans ’environnement permettant la reprise du cycle vital du

champignon.

4 .alpha amylase

4.1. Définition

L’a-amylase est la principale enzyme impliquéedans la dégradation de 1’amidon. Salon la
commission des enzymes (EC),L’alpha amylase estune enzyme ubiquitaire, synthétiséedans
tous les genres de la vie (Janecek 1994, 1997 ) a-amylase appartient & la troisiemeclasse, celle
des hydrolases [a-(1,4)-D- glucanohydrolase (E.C.3.2.1.1)

Elle hydrolyse, les liaisons osidiques de 1’amylose, de I’amylopéctine, de 1’amidon, du
glycogéne et d’autres polysaccharides contenant plus de trois liaisons o (1,4) DGlucose
(Keating et al, 1998 ; Dauter et al, 1999 ; Franco et al, 2000). En effet, elle attaque les chaines
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de I'amylose en coupant les liaisons a (1,4) tous les 6 glucoses, maltose et surtout d’a-

dextrines (Franco et al,2000) .
4.2. Structure de ’alpha amylase

Les a-amylases sont des métallo-enzymes a calcium (un ion calcium par moléculed'enzyme).
Ces ions sontnécessaires a l'activitéenzymatiqueet au maintien de la stabilité de la structure en

acidesaminés d enzyme qui varientd'unesouche a uneautre (Fogarty et al, 1980).

On prend comme exemple la teneur en acides aminés de  l'a-amylase de B.
amyloliquefaciens et A.  oryzae.  Structurellement, les o-amylases  sont
égalementconsidéréescomme des glycoprotéinesrenfermant 478 acidesaminésrépartis en 2
domainesglobulairesappelés A (1-380  résidus) et B (381-478  résidus)
.Cesdomainessontassociés  par  unechainepolypeptidiqueconstituéeprincipalement  de
résidushydrophobes. La partieglucidiqueestforméeessentiellement de mannose, les
résidusconstituant le site de fixation du substratainsiqueceuxconstituant le site
catalytiquesontlocalisésdans le domaine A qui montreque I' a-amylase est formée de 8
feuilletsp plissés et de 8 hélicesa (Chiba, 1988 et Burhan, 2003)( Figurel2).

Feulllets p

Site de Nixation du Ca

Helice a

Site de fixation du
substrat

Figure 12 : Structure tridimensionnelle de 1’a-amylase fongique (Priestle, 1988).
4. 3. Nomenclature de I’a-amylase
e non systématyque:(1-4) D-glucaneglucanohydrolase.

e non codifié:E.C.3.2.1.1
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e non recommandé :alpha- amylase

e synonymes: glycogenase ,endoamylase ,maxilase,taka-amylase A takatherm,
thermolase,amylothem,clarase,amylopsin, spitase,CP1,G995, keistase L 1,THC 250,
maxamy,ptyalin(Graber,1989).

4.4. Mode d'action

le mecanisme d'action de I'amylase néssicite la participation de 3fonctions du site actif
impliquant un attaquant nucléophile , un stabilateur de la charge positif de I'atome attaqué et
un donneur de proton au goupe déplace ; Ceci signifie que la rupture de la liaison osidique fait
intervenir une série d'échanges d'électrons et de protons entre certains résidu de I'enzyme et
du substrat les groupes impliqués dans la réaction du site actif sont deux acide carboxylique et

un noyau amidazale(Park et al,1997)

Ce meécanisme est une caracteéristique de I'enzyme dans les conditions expérimentales tel que

la température pH taille et d'action des alpha amylase :

e Attaque aléatoire l'amylase hydrolyse aléatoirement | les Liaisons glycosidique
libérant 2 fragments qui seront séparément attaqué

e Attaque preferée I'amylase montre une préference pour certains liaison dans le substrat

e Attaque répetitif ou multiple elle aime plus le déplacement de I'enzyme tout au long de
la chaine du substrat pour hydrolyser les Liaisons glycosidique sans se dissocier du

substrat( Berry & Paterson ,1990) .
4.5. Les différentes sources et origines de ’alpha-amylase

Les alpha-amylases sont abondantes dans tous les régnes, elles ont été isolées par extraction a
partir des tissus végétaux et animaux ou par fermentation par des cellules microbiennes (Haq
et al , 2003 et Srinivasa Rao et al, 2004) .

4.,5.1. L'origine végétale

Les L'alpha-amylases végétales possédent une importance primordiale dans le métabolisme
glucidique ou elles participent a la conversion de I'amidon en le réduisant en sucres réducteurs
qui sont la source énergétique nécessaire a la germination et elles sont généralement incapable
d'hydrolyser le maltose (Octavio et al, 2000). Ces enzymes végétales sont synthétisées par un

mécanisme cellulaire compliqué, au cours de la germination des graines qui requiert une
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activité enzymatique tres importante pour la mobilisation des réserves et le développement de
I'embryon (Brawn et al, 1993).

4.5.2. L'origine microbienne
4.5.2. 1. L'amylase fongique

La production industrielle d'enzymes a partir des microorganismes fongiques, parmi les
genres Aspergillus et Penicillium, existe depuis longtemps du fait que la premiére production
d' o-amylase a étéréussie par Takamine en 1894. L'a-amylase fongique est d'une

thermostabilité assezfaible, son optimum d'action se situe entre 50°C et 55°C (Fogarty et al,
1994).

4.5.2.2. L'amylasebactérienne

Ce type d'enzymeestobtenueprincipalement par des fermentations de Bacillacées (Milner et

al.,1997).Bacillus amyloliquefaciens, B.
licheniformisontétécaractéris€éescommesouchesproductricesd’enzymes d’a-
amylase(Bousseboua, 2002). De nombreuses amylases de

propriétésindustriellesontétedécouvertes chez des bactériesacidophiles, alcalinophiles et
thermophiles. Ces enzymes interviennentdans la transformation de I'amidon par fragmentation

rapide en clivant les liaisons a (1—4) (Nadirman et al., 2006)(Tableau 4).

Tableau 4 : Les différentes origines de 1’ L'alpha -amylase microbienne.

Enzymes microbiennes Reéférences
Bactéries
Bacillus licherniformis (Kandra er af., 2002).
FBacillies steorothermophilus (Dauter ef ., 19997
Bacills circularns (Dey er al., 2002).
Bacillus amyiloliguefaciens (Uiger et curakoglu 20017
Bacills coagulans {(Babu =t Satyanaray. 1993).
Thermomonospora _fuska (Bush et Stutzenberger. 1997).
Afteromonas haloplinkris (Feller er ai., 19927
Termus filiformis tEgas et al.., 1998).
Streptomyces rirrioss CVukelié erf al., 1992).
Moisissure
Aspergillus orvzae (Agoer ef al.,1998).
Aspergillus niger (Botton ef «f., 19907
Aspergillus flavies {Asdoo et 2l,1981 ; Khoo. 1994 : Abou
Aspergillus sajae Zeid, 1997).
Rhizoprus orvzae (Lucio ef af., 1996 : Cuveilllier, 19997
Rhizopus sp. (Soccol er el.. 1994 ; Cuveillier, 19917}
Penicillivm griscoroserrmt (Faay. 2001

[ =)
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4.6. Applications industrielles et biotechnologiques des amylases

En raison de leur productivité et leur thermostabilité, les amylases sont largement utilisées
dans I’industrie alimentaire, pharmaceutique, textile, papeterie, et détergent (Behal et al,
2006). Avec I’arrivée de nouvelles frontiéres en biotechnologie, le spectre d’application des
amylases s’est élargi vers d’autres domaines, comme la chimie clinique, médicale et

analytique (Pandey et al, 2000).
4.6.1. En bioconversion de ’amidon

Les a-amylases sont largement utiliséesdansl'industrieboulangeére, qui
interviennentdansl'hydrolyse de cettemacromolécule en sirops de glucose et fructose dans les

procédes de liquéfaction (Figure 13) (Nielsen, 2007).
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Figure 13 : Transformation enzymatique de I’amidon en sirop de glucose de maltose et de fructose

(Maktouf, 2013).

4.6.2. En boulangerie

Les amylases sont considérées comme des additifs alimentaires dans I’industrie boulangere.
L’ajout d’une petite quantité d’amylase dans la farine, permet de fournir des sucres simple et

bien assimilables pour les levures, ce qui augmente la production du gaz carbonique apres
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fermentation et conduit a I’obtention d’un pain aéré (Pandey et al, 2000).
4.6.3. En panification et biscuiterie

L’usage de l’alpha amylase « améliorant de panification » est devenue une pratique de
fabrication machinale dans I’industrie panaire, non seulement pour améliorer la qualité du
pain mais aussi pour controler le processus de fabrication. Cette industrie utilise les o-
amylases pour la régulation des activitésdiastasiques des farines par hydrolyse de I'amidon en
maltose. Cetteopérationfavorise la formation de la miesouple en boulangerieetaméliore la

texture des gateauxpatissiers et des biscuites (Malhotra et al, 2002).
4.6.4. En sucrerie

I' a- amylase est utilisée pour faciliter les opérationsd'extraction et de raffinage du saccharose
a partir de la betteraveou de la canne a sucre pour éliminer des traces d'amidongénant la
purification. Néanmoins, des a- amylases fongiques et bacteriennessonttresUtilisées pour la
préparation des siropssucrés a base d'amidon de mais et de sirops de chocolats (Martin et al,
2003).

4.6.5. En industrie des détergents

L’industrie des détergents est la premicere consommatrice des enzymes,. Les amylases
viennent en second position dans la formulation de détergent enzymatique, et elles sont
représentées dans 90% de tous les détergents liquides (Gupta, 2003 ;Hmidet, 2009 et
Mitidieri, 2006).

4.6.6. Domaine médical et pharmaceutique

Dans le domaine pharmaceutique, les amylases sont utilisées comme agent anti-
inflammatoire et aussi comme aide digestif pour éviter les dyspepsies et les fermentations
intestinales (Sanofi, 1996). Dans le domaine médical, le taux de I’aamylase dans les liquides
biologiques peut étreutilisé pour détectercertaines maladies : insuffisancecardiaque, oreillons,

cancer du pancréas (Pandey et al, 2000).
4.6.7. Production d’alcool et du biocarburant

La commercialisation d’amylases est fortement stimulée par le développement des
biocarburants de premiere génération, en particulier pour la production de bioéthanol.

L’amidon est le substrat souvent utilisé en raison de son faible prix et de sa disponibilité (Chi
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et al., 2009). Lors du processus de fabrication, ’amidon doit étre solubilisé et soumis a deux
¢tapes enzymatique afin d’obtenir des sucres fermentescibles par I’application des
microorganismes amylolytiques suivi par une fermentation ou les sucres sont converti en

éthanol en utilisant la levure Saccharomyces cerevisiae (Oner, 2006).

5. Composition de déchets de carotte

Minéraux {,Vitamines

Fibres
alimentaires

Lipides =
Protides(

Figure 14: Composition de déchets de carotte.




Matériels et Méthodes

Le présent travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Microbiologie (RDC). Faculté des
Sciences de la nature et de la vie. Il porte sur la production et I’extraction des alpha-amylase
par les moisissures entomopathogénes et la mise en évidence de I’effet de la température sur

I’activité amylasique.
1. Isolement des champignons entomopathogenes

1.1. Les larves Ectomyelois ceratoniae (zeller)

Les échantillons des larves Ectomyelois ceratoniae (Zeller) sont prélevés a partir des dattes
stockées au niveau d’usine (Sonatiba ,Zouaghi).

Les dattes récoltées sont ouvertes a 1’aide d’un scalpel pour vérifier la présence de larves ou
de nymphes de la pyrale. C’est une observation directe a I’ceil nu. Les larves sont recueillis

dans des boites de Pétri pour isoler les champignons entomopathogénes. (Figurels).

Figure 15 : larves récoltées.

1.2. Isolement des champignons entomopathogénes

Les larves ont été désinfectées dans 1% d’eau javel stérile pendant 5 minutes, puis rincés

dans 1’éthanol , et en fin dans I’eau distillé stérile pondant 5 minutes, puis séché sur papier
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absorbant stérile ; puis déposées dans des boites de Pétri contenant le milieu PDA ( Peptone
Glucose Agar) (voir annexe 1) + Gentamycine (0.1mg /l) , Les boites ont été incubées a 28°C

a I’obscurité et observées quotidiennement pendant trois semaines (Zimmermanna,1986).

1.3. Purification

Les colonies fongiques obtenues ont subit une purification, en realisant les repiquages

successifs nécessaires jusqu’a obtention d’une souche pure (Figure 16).

Figure 16: Les étapes de purification des souches fongique.

1.4. Méthodes d’identification

L’identification des isolats est basée sur les observations du mycélium fongique :

e Observation macroscopique : qui permet de déterminer la couleur de la colonie
/pendant le développement et a mesurer son diamétre.

e Observation microscopique : qui détecte la présence du thalle, la présence ou
I’absence de septum, la nature de la production et les caractéristiques des
fructifications et des spores (Samson et Haesks, 1988 ; Hawkswarth, 1995 ; Hoog
and Guarro, 1995 ; Gams et al ,1998).

Le mycélium est fixé en utilisant une solution de lactophénol bleu coton (voir
annexe 2) (Packer et Thomas, 1990). En outre, I'utilisation d’un microscope a

fluorescence a permis la prise en photo du mycélium.

2. Production et extraction de I’enzyme a-amylase
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2.1. Préparation de I’inoculum

L’inoculum correspond a la suspension sporale de la souche fongique sélectionnée. Cette
derniére, est préparée par addition de 10 ml d’eau twennée aux souches cultivées pendant
sept jours sur milieu PDA en boite de Pétri. Les spores sont récupérées superficiellement en
utilisant une anse de platine sous des conditions aseptiques. Ensuite, la détermination de la
concentration de la suspension sporale est effectuée par dénombrement des spores sur cellule
de Malassez.

2.2. Préparation du milieu de fermentation a base de déchets de carotte

Le milieu de culture est préparé a partir de farine de déchets de Carotte (Daucus carota)

Les déchets sont séchés a I’air libre (25 — 30°C) pendant 3 - 4 jours puis broyés a I’aide d’un
moulin électriqgue ménager (Katapodis et al, 2006) de maniére a obtenir une farine avec des
particules de ® : 0,5 mm pour la culture liquide par 1’addition de 1’eau distillé
(Figurel7)(Murthy et Naidu, 2010).

Figurel7: Milieu de fermentation a base de déchets de carotte.

2.3. Fermentation sur milieu liquide a base de déchets de carotte

Chaqgue souche de moisissure sélectionnée a été inoculée avec 1 ml de sa suspension sporale
(3x107spore /ml) dans un flacon contenant le bouillon de production (Farine des déchets de
carotte). Ces flacons ont été incubés pendant 3 jours aux températures suivantes : 15, 30 et
45°C .Les expérimentations sont réalisées en triple.

Aprés fermentation, les bouillons de culture ont été filtrés a travers le papier Whatman n°1
préalablement séché et pesé. Le filtrat clair ainsi obtenu représente 1’extrait enzymatique brut.

Il a été congelé pour les dosages amyloytiques. A la fin des fermentations, les paramétres (pH,
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et activité amylolytique) sont estimés. (Figure 18).

Figure 18 : Fermentation sur milieu liquide : a: inoculation  b: filtration.

2.4 Techniques analytiques
2.4.1 .Mesure du pH
Pour chaque prélévement realise lors des fermentations (flacons) une mesure de pH de

I’extrait enzymatique est réalisée a I’aide d’un pH métre préalablement étalonné (Figure 19).

Figure 19: Mesure du pH avec un pH métre.

2.4.2. Dosage des activités enzymatiques
Un volume de 0,5 ml de I’extrait enzymatique est additionn¢ de 0,5mL de substrat contenant

1% d’amidon dans du tampon phosphate de sodium 100 ml a pH 6,5 (mélange réactionnel)

( 1
L 2° )
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(Annexe 3), I’incubation est opérée dans un bain marie a 40°C pendant 30 minutes. La
réaction est arrétée par I’addition de 1 ml d’acide 3, 5-dinitrosalicylique (DNSA) suivi d’un
chauffage a 100°C pendant 10 minutes. Aprés refroidissement dans un bain de glace, 10ml
d’eau distillée sont ajoutées. La densité optique est mesurée a 575 nm. La quantité des sucres
réducteurs est déterminée sur une droite d’étalonnage préparée avec des solutions de glucose

de différentes concentrations (Annexe 4).
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Cette partie expose I’ensemble des résultats obtenus a partir de I'isolement des
champignons entomopathogénes a partir d’Ectomyeloisceratoniae(zeller) des dattes et des
fermentations a différentes températures réalisées en flacons de 250ml ; et qui ont permis

apres quelques jours.
1. Isolement, purification et identification des champignons entomopathogénes

Quatre isolats fongiques ont été obtenus des échantillons des larves récoltées représentant
4genres : Aspergillus, Cladosporium ,Metarhizium et Penicillium

Le genre majoritaire est Aspergilus avec une fréquence de 70% regroupant 3.especes :
Aspergillus spl, Aspergillus sp2 , Aspergillus sp3 ...., suivie par le genre Penicilium ,
Cladosporium etMetharizium avec un pourcentage de 10% (Figure 20 et Tableau5)

Pinicillium
10%

Cladosporium
10%

Metharizium
10%

Figure 20:Frégquence d'apparition des genres sur milieu PDA.
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Tableau 5: Aspect macroscopique et microscopique des souches fongiques

Observation

macroscopique

Observation
microscopique
x40

caracteristiques

En masse, les colonies présenter
olive. Les conidies sont de for
moins cylindrique. La fructificat
de phialides donnant naissance a
conidies ou phialospores. Les p
uniques, en paire ou en grouj
d’une chaine basale. Elles -

colonnes longues ovoides voire

Sur le milieu de culture P.
Penicillium sp. est colorée en

mycélienne est plus ou moins raj
L’observation microscopique a |
d’un mycélium cloisonné ave:
lisses ramifiés sur lesquels sont
Ces dernieres présentent a let
hyalines ou de couleur vive

masse. Elles sont de forme sph

chainettes.

——
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Les tétes conidiennes, bisérié
disposées en plusieurs colonnes
Les conidiophores sont longs
brunétres a leur moitié supérieul
globuleuses et entierement ferti
habituellement  globuleuses,

aplaties. Les phialides, plus

présentent plusieurs sites de bou

Thalle velouté, poudreux par el

conidies), vert-olive a brun-olive
Revers noir a reflets verts

Conidiophores : naissent en
quelquefois terminale sur I'hypt

ou brun.

Paroi lisse présentant parfois des

——
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L’Algérie compte environ 17 millions de palmiers produit en moyenne 600,000 tonnes de
dattes par an (source D.S.A, 2013). La variété DegletNour est I'une des cultivars les plus
appréciés au monde. L’exportation de la datte constitue un enjeu économique incontournable
et dans sa durabilité constitue un investissement dans la stabilité sociale dans les regions
Arides. La commercialisation de la datte a I’échelle internationale est confrontée a la
contrainte majeure due a la présence du ver (pyrale) de la datte. Ce dernier est classé sur la
liste A des organismes nuisibles dont la lutte est obligatoire (décret exécutif N° 95-387 du 28
novembre 1995). Chaque année, le Ministére de I'Agriculture et du Développement Rural
prend en charge le traitement de pres de 3900000 palmiers contre le Boufaroua pour tous les
cultivars et le Myelois uniquement pour la DegletNour dans toutes les zones phoenicicoles
des différentes entités écologiques. Un montant de 85,7 millions de dinars algériens a été
consenti par le ministere pour la surveillance et la lutte contre le Boufaroua et le Myelois,
dans les wilayas productrices de dattes du pays (source I.N.P.V, 2014). Seule la lutte
chimique est le seul moyen de lutte utilisé contre la pyrale des dattes, qui malheureusement
reste limitée en plus de son effet destructif de la biodiversité. L’infestation des dattes au
champ et dans les aires de stockage déprécie énormément la qualité commercante des dattes et
risque de compromettre les exportations notamment celles de la variété DegletNour(Bensalah
et Ouakid, 2015).

Plusieurs auteurs ont étudiés I’évolution de I'infestation dans des périodes différentes en
Algérie et dans d’autres pays ont trouvés des taux variables. Il est connu comme teigne de la
caroube, le ver du cou de la grenade et le papillon de la datte a travers le monde. A.
ceratoniae(Synonyme : Ectomyeloisceratoniae) est polyphytophage qui endommage de
nombreux arbres fruitiers (Warner, 1988).Wertheimer (1958) rapporte un pourcentage
d’attaque supérieur a 10% et pouvant atteindre 30% en Afrique du Nord. Pour Munier (1973),
le pourcentage de fruits véreux a la récolte est de 8 a 10%, mais cette proportion peut étre plus
élevée jusqu’a 80%.,Dans les oasis tunisien, la culture de grenadier est en voie de disparition
a cause des attaques de la pyrale qui peuvent atteindre jusqu’a 80% de la production
(khoualdia et al, 1995).,Doumandji-Mitiche (1983) signale qu’au sol, le pourcentage de fruits
attaqués est de 42,5% a Ouargla et augmente au niveau des lieux de stockage jusqu'a 64,7%.
Un taux de 2 a 10% de perte en moyenne (Nay et Perring, 2005), jusqu’a 57% dans certaines
conditions (ldderet al,2009).

La lutte contre ce ravageur pose une problématique quant a la stratégie et les moyens a

utiliser; il constitue de nouveaux défis a relever. Les méthodes de lutte biologique, peuvent
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constituer une réponse aux attaques de cet insecte. En plus de I’utilisation des parasitoides, la
lutte microbiologique pourrait étre envisageable en particulier aprés les résultats fort
satisfaisants qu’elle a donné contre d’autres ravageurs des cultures. Il s'agit évidemment de
la lutte par [Iutilisation des entomopathogénes (champignons et bactéries) inféodés a ce
parasite (Saiahet al, 2011).

Approximativement750 especes de champignons décrites sont des pathogenes obligatoires ou
facultatifs sur un ou plusieurs stades de développement des insectes dans des habitats
aquatique, terrestres et souterrains (Mccoy et al,1988).

Les champignons entomopathogénes et leur métabolites affectent plusieurs traits de la
biologie de I’insecte tels que :la survie, le développement, la fecondite et la prise de nourriture
(Amiri et al, 1999 ;Eskesi et al,2001).

2. Activité amylasique des souches fongiques

La méthode de DNS consiste I'appréciation de la quantit¢ des amylases produites dans un

milieu de culture liquide chez les souches isolée a partir de la pyrale des dattes.
2.1. Potentiel d’Hydrogene ( pH )

Chague enzyme possede un pH optimum auquel la vitesse de la réaction catalysée
estmaximale. Des légéres variations du pH autour de cette valeur entrainent une diminution de
I’activité enzymatique, en raison des modifications de I’ionisation des groupements compris
dans le site actif de I’enzyme. Des déviations plus importantes du pH, conduisent a dénaturer
I’enzyme en modifiant 1’ionisation des acides aminés et en rompant les interactions non

covalentes maintenant sa structure tridimensionnelle (Hams et al,2006).

Le Tableau6 montre les variations du pH de la culture apres fermentation dans une gamme de
température de 15°C a 45°C avec un intervalle de 15°C. D’aprés ce tableau, on remarque que
le pH reste dans ’intervalle allant de 3 Jusqu’ a 5 sous les trois températures. En parlant sur
les températures 15 °C, 30°C et a 45°C, une diminution significative du pH a été observée
apres 3 jours de fermentation pour I’ensemble de toutes les souches. Au contraire, une légere
diminution a une stabilité du pH a la neutralit¢ a été détectée a 40°C et a 45°C.
L’augmentation s’explique par production d’acides organiques. Cela indique que les souches
ont certainement utilisé mais difféeremment les déchets de carotte constituant la seule source

de carbone et donc de sucres dans le milieu. En effet, les variations du pH sont des
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indicateurs des changements dans les activités métaboliques car, le pH du milieu est affecté
par les processus métaboliques, notamment enzymatiques (Sandhy et al,2005).

Tableau 06: Résultats du pH pour les souches fermentées a différentes température

ph initial 15°C 30°C 45°C
Températures
Souches
Aspergillus niger | 5.67 3.70 3.98 3.87
Cladosporiumsp. | 5.86 4.36 4. 66 4.49
Methariziumsp 5.54 4.90 4.69 4.36
Penicillium sp 5.83 5.30 4.67 4.58

2.2. Résultats de fermentation

Résultats de 1’activité amylasique testée dans le milieu de fermentation liquide a base de
déchets de carotte a montré que la production de a- amylase différe d’une température a une
autre chez les différentes souches fongiques

En commencant par la température 15°C, la meilleure activité est remarquee chez la souche
Penicillium sp.(66.66U), suivie par la souche Methariziumsp.(62 U). Les autres, présentent au
contraire de trés faibles activités.

Par ailleurs, les rendements maximaux en a- amylase sous la température 30°C sont constatés
successivement chez les souches : Penicilliumsp. (122,25 U), Cladosporiumsp.(93,68 U) ,
Aspergillus niger (81,82U) et Metharizium(63,16U). Et chez les souches : Methariziumsp
(81,04U), Cladosporium (66,08U), Penicillium sp.(51.80U)etAspergillus niger(38.51U) sous
la température 45°C.

En effet, la comparaison des résultats de toutes les souches révele que la meilleure activité
amylasique observée est celle obtenue par la souche Penicillium sp.(122,25 U) a la

température 30°C (Figure 21).
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Figure 21 : Activité amylasique pour les souches fermentées sous les 3 températures, a : 15°C ;b :
30°C ;c: 45°C.

L’analyse des graphes ci-dessus permet de discerner éventuellement la température optimale
de la production de la o- amylase pour chaque souche utilisée. Les souches Aspergillus
nigeret Penicillium spprésentent un maximum de production a la température 30°C ou elle est

d'environ (81,82 U),(122,25U) , respectivement, tandis que les souches Cladosporiumsp et
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Methriziumsp.L’activité la plus élevée est observée sous la température 45°C ; (66.08U) et

(81,04U) successivement,

Par ailleurs, la souche Penicillium sp.donne de bons rendements équitablement sous les deux
températures 15°C (66,66U) et 30°C (122,25U),au-dela de cette température, 1’activité
amylasique diminue considérablement .Par contre, la souche Methariziumsp.donne son
meilleur résultat (81,04U) sous la température 45°C. Toutes ces différences de production
entre ces souches affirment que la température influence la sécrétion extracellulaire des
enzymes, éventuellement en modifiant les propriétés physiques de la membrane cellulaire. En
effet, la température affecte fortement la synthése d'une protéase, soit de maniére non
spécifique en influencgant les taux de réactions biochimiques ou spécifiquement par induire ou

réprimer leur production (Nardello- Ratajet al, 2003).
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Conclusion

Dans cette étude, une caractérisation des champignons entomopathogénes isolées a partir de la
pyrale de dattes a été effectuée sur milieux PDA, dans le but de sélectionner des souches

ayant la capacité de produire I’alpha amylase, par la méthode de DNS.

Pour l'isolement et la sélection des souches fongiques, 1’examen microscopique et
macroscopique, nous ont permis d’identifier quatre souches sont : Penicillium, Aspergillus,
Metharizium, Cladosporium.dont la souche Aspergillus a le facteur d'apparition élevé par

rapport aux autre souches.

Les amylases suscitent un intérét majeur grace a leur utilisation potentielle dans de nombreux
secteurs industriels. Ces enzymes ont d'une grande importance en biotechnologie et trouvent
des applications dans de nombreux domaines tels que I’agroalimentaire, médicale, détergeant,
textile etc. Grace a leur diversité d’exploitation, cette classe d’enzyme contribue avec un

apport de 30% du marché mondial de la commercialisation des enzymes industrielles.

Dans un second, I’étude de I’influence de la température sur Iactivité amylolytique, Pour
cela, les quatres souches fongiques isolées ont éte ensemencées dans un milieu ou en utilisant
les déchets de carotte comme un substrat de base, puis incubées a différentes températures : a
15°C, a 30°C, et 45°C. avec la mesure du PH avant et apres l'incubation .L’analyse des
résultats du pH et de l’activit¢ amylolytique a révele que les quartes souches sont
productrices des quantités importantes d’alpha amylase sous la température 30°C avec une
différence significative pour les trois températures mais le meilleur rendement enregistré
chez la souche Penicillium(122.25U) ,(66.66U) dans les deux température sucsicivement
30°C et 15°C suivi par Mehtarizium par une taux de production élevé de (81.04 U) dans la
temperature 45°C.

Bien que les résultants obtenus:

Confirme la possibilité d’utiliser les déchets de carotte comme substrat de base pour la
production d’a-amylase.

Produire ’a-amylase par les champignons entomopathogénes bien que le genre Penicillium,
parmi les genres fongiques les plus importants en termes de production d'alpha amylase, par

fermentation.
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Annexes

1. Milieu PDA (Potato Dextrose Agar)

Pomme deterre ............oooiiiiiiiiiiiiiii 200 g
GIUCOSE ..t 20g
AGAT Lo I5¢g
Eau distillée..................... compléter jusqu’a 1000 ml

Laver la pomme de terre pelée.
Couper en cubes dans 500 ml d’eau distillée.
Porter a ebullition pendant 1 heure.
D’autre part, faire fondre 1’agar-agar dans 500 ml d’eau distillée chaude.
Ecraser la pomme de terre, filtrer puis ajouter le filtrat a la solution d’agar.
Ajouter le glucose.
Ajuster le volume a 1000 ml.
Stériliser par autoclavage a 121°C/20 min.
2 .Lactophénol bleu coton

(=BCL) : ce colorant est le meilleur bleu d’aniline utilisable en mycologie générale. 11 est
spécifique de la chitine, de la callose et du collagene. Il colore principalement la chitine
présente dans les parois des hyphes. Chez de nombreux Ascomyceétes il met également en
¢vidence I’ornementation sporale (qualifiée alors de cyanophile) souvent caractéristique des

especes. L’acide lactique préserve les structures

3. Tompon phosphate

NaHZPOA . .. 3g/250ml d’eau distilé
NaHPOA. .. 4.7¢/250ml d’eau distilé
BaU diStile. ... ..o 500ml

Le pH ajusté est 6.5.

45

——
| —



Annexes

4 .La courbe d’étalonnage du glucose

DO DO

1.2
1 y-=0.1029x + 0,031

08 R2=0.9392—
0.6
0.4
0.2

L’absorbance de ces concentrations est mesurée a 575 nm avec le spectrophotometre, la
relation linéaire entre I’absorbance et la quantité de sucres des solutions étalons permet

d’établir une relation mathématique liant ces deux valeurs.

Cette méthode permet de déterminer la concentration en sucre réducteur présente dans les
échantillons.
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Résumé

Résumé

Le présent travail n’est qu'une initiation dans la recherche des champignons capables de
freiner le développement de cette pyrale, il consiste a isoler des champignons
entomopathogénes a partir de Ectomyelois ceratoniae (zeller), les résultats de I’isolement,
purification et de I’identification ont mise en évidence la présence des souches fongiques
représentant 4 genres : Aspergillus, Cladosporium, Metarhizium et Penicillium . L’effet de la
température sur la production de 1’a-amylase sur milieu & base de farine des déchets de
carotte, par des souches fongiques isolées a partir de Ectomyelois ceratoniae (zeller) , Pour
cela, des fermentations de trois jours a différentes températures (15, 30 et 45°C) ont été
réalisées dans des flacons ; quatre moisissures ont été utilisées pour inoculer ces derniers. Les
meilleurs résultats d’activité amylolytique sont été observés a 30°C et a 45°C, notamment
sous la premiere. De ce fait, les Souches qui ont donné les bons rendements sont : Penicillium
sp. (122,257 U) et, Aspergillus niger ( 81,82 U) a 30°C, Metharizium sp. (81,04 U) a 45°C et
Cladosporium sp. (66,08 U) a 45°C.

Mots clés : Champignons entomopathogénes, Ectomyelois ceratoniae, alpha amylase, déchets

de carotte, températures
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Résumé

Summary

The present work is only an initiation in the research of mushrooms able to slow down the
development of thisborer, it consists in isolating entomopathogenic fungi from Ectomyelois
ceratoniae (zeller), the results of the isolation, purification and of the identification showed
the presence of fungals trains representing 4 genera : Aspergillus, Cladosporium, Metarhizium
and Penicillium. The effect of temperature on the production of a-amylase on a flour-based
medium of carrotwaste, by fungals trains isolated from Ectomyelois ceratoniae (zeller), for
this, fermentations of threedays to different temperatures (15, 30 and 45 ° C) were performed
in flasks ; four molds were used to inoculate these. The best results of amylolytic activity
were observed at 30 ° C and 45 ° C, especially under the first. As a result, the strains that gave
the good yields are : Penicillium sp. (122,257 U) and Aspergillus niger (81,82 U) at 30 ° C,

Metharizium sp. (81.04 U) at 45 ° C and Cladosporium sp. (66.08 U) at 45 ° C.

Key words : Entomopathogenic fungi, Ectomyelois ceratoniae,, alpha amylase, carrot waste,

temperatures.
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Résumé

A yaadl kil e e JSE L Jliall sas ala) e 3 a8l il padll e Gl ey 3 e 58 sl deall
Jaie (e Wil &) yiall ceratoniae Ectomyelois & ykd Sl o ga g aaaill 485l 5 J jall il

lial dxy ) G4 dllee Cladosporium ;Metarhizium ;Aspergillus ;Penicillium.
Jopmiall (&g all A ladl) YL A g3y 5adl e (ool e danry 6 21 e 5l el i o
ceratoniae Ectomyelois 4> )2 0343 53e 4 )3 51 Adlida 5 )y Gl 53 G ol) 43I e85 24855 a3 13g]
Lshe da 354, 4y 5

Lsieda 0 5] s4sieda )3 03 (A b ) ol Laliall dais Juadl) i) il G Gl jhad day )|

& ua el Glae) Al AN Jull 5 J6lAalar sp)257U.122 (Penicillium_s Aspergillus
Cladosporium & 54 4x ;2 45« s Metharizium sp(81.04U) . 03 4> 3 4 s niger(81.82V)

. &b 54 4a 3 % 5iesp(66.08U)

G pdall i jaall Sl kil ceratoniae Ectomyelois 5ol sl ol Was | il W Aabisal) L)
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