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Introduction

La lutte biologique est apparue vers le début du vingtiéme siecle , C’est un moyen de
lutte contre des ennemis naturels des ravageurs pour maintenir la densité du ravageur au
dessous des niveaux dommageables par l'utilisation des organismes vivants dans le but de
limiter des divers ennemis des cultures (rongeurs, insectes, nématodes, maladies des plantes et
mauvaises herbes),cette lutte est basée sur I'exploitation de I'Homme et larelation
naturelle entre la cible indésirable et auxiliaire qui le tue et limite son développement d’un
point de vue écologique et économique, par contre les insecticides chimiques sont nocives
pour la santé humaine , animal et pour I’environnement (lomer et al.,2001)

les micro-organismes utilisés sont les virus, les bactéries, les champignons
entomopathogeénes ,les nématodes et les protozoaires , ils sont présent dans I’environnement
et infectent leur hote a travers la cuticule et les ouvertures naturelles ou par 1’ingestion , ces
auxiliaires se multiplient dans 1I’hdte et causent des dommages , ils ont une résistance capable
de s’adapter dans le milieu et de continuer leur cycle de vie (jourdheuil et al.,1992). Le
champignon Beauveria bassiana est utilisé mondialement comme agent microbien de lutte
biologique contre plusieurs insectes (Boucias et al.,1998) , il est efficace comme
mycoinsecticide en milieux aquatique et en agriculture depuis 1965 contre plusieurs ravageurs
tel que cochenille du manioc ,ainsi pour lutter contre les pucerons verts du pécher qui ont de
nombreux hote tel que pomme de terre ,la betterave etc... (devonshire et al.,1998).

L’objectif globale de ce travail est 1’étude de la lutte biologique par Beauveria bassiana
contre les pucerons verts du pécher (Myzus persicae ) et la cochenille du manioc
(Phenacoccus manihoti) et processus d’infection a partir des analyses CLSM , MET , MEB et
EMS.
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Chapitre 01 : Les insectes

1. Myzus persicae
1.1 Généralités sur les pucerons verts du pécher

Les pucerons verts du pécher, appartiennent au groupe des insectes nuisibles le plus
important, ils sont des suceurs de la séve. Ils font partie a I’ordre des Homoptera et répartis
en plus de 4000 espéces (Harmel et al., 2008; Kamphuis et al., 2013) . lIs produisent des
dommages a leur plante hote directement par modification de leur métabolisme et
consommation des nutriments du phloéme (tissu vasculaire) et indirectement par la

transmission des virus pathogeénes des plantes (Ng et Perry, 2004; Kamphuis et al., 2013).

Figure 1.Morphe ailé de Myzus persicae (Hullé,2019)

1.2 Description

Myzus persicae (Sulzer), est une espece exceptionnelle et cosmopolite, extrémement
polyphage capable de cultivées dont le pécher, le colza, la pomme de terre et la betterave ou
coloniser plus de 400 espéces végétales sauvages (Roy et al.,2018) considérer comme un
vecteur de virus, il a une large variabilité génétique qui a des propriétés comme la couleur,
relation avec la plante héte , cycle de vie et méthodes de résistance aux insecticides (van
Emden et Harrington, 2007). Il a des origines asiatique comme son héte primaire prunus
persica et il est maintenant distribuer au monde par ce qu’il suivi son hdte partout d’aprés
Capinera (2008), cet insecte est hemimétabole et les différents stades larvaires ont la méme
morphologie et le méme mode de vie que les adultes. les larves ont de couleur verte mais vite
devenues jaunatres, les ailés ont une tete noir , le thorax et abdomen vert jaunatre avec large
dorsale noir .1l mesure entre 1,8 et 2,1 mm en long (capinera,2008). Par contre les femelles
sont parthénogénétiques apteres adultes ont une taille petite a taille moyenne de couleur jaune
verdatre a diverses nuance de vert , rose, rouge ou noir(van Emden et Harrington, 2007)
mesure entre 1,7 a 2 mm en long et les cornicules sont longues et inégalement enflées sur

toute leur longueur .les appendices sont pales , les ceufs sont de mesures 0,6mm de long et
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0,3mm de large de forme ovale et de couleur jaune ou vert aprés ils deviennent noir
(Capinera, 2008).
1.3 Systématique
Selon Resh et Cardé (2009) la position systématique est la suivante :
Tableau 1 : Présente la systématique de Myzus persicae (Resh et Carde,2009) .

Régne Animalia

Embranchement Arthroopoda

Classe Insecta

Ordre Homoptera

Famille Aphididae

Genre Myzus

Espeéce Myzus persicae (Sulzer, 1776)

1.4 Mode de reproduction

Les pucerons se multiplient de fagon clonale a partir de la fin d’hiver jusqu'a
I’automne , ne donnant naissance qu’a des femelles parthénogenétiques vivipares .Le puceron
meére porte les embryons de ses filles qui elles-mémes portent déja les embryons de ses petites
filles. On parle de générations « emboitées » ce qui permet de minimiser le temps de
génération, clonalité, viviparité et emboitement des générations permettent un taux de
multiplication extrémement rapide des populations durant la phase parthénogénétique de leur
cycle. Ainsi, le temps de génération est deux semaines et chaque génération avec une fertilité
de dizaines de descendants, qui forment rapidement des colonies trés denses de plusieurs
dizaines de milliers d’individus. Ce sont ces colonies que 1’on peut observe sur les tiges des
plantes pendant les mois d’été. Tous ces individus sont génétiquement identiques entre eux.
Malgré cette multiplication rapide et efficace, les pucerons ont un de probléme de d’ordre
physiologique : les individus parthénogénétiques vivipares ne régulent pas leur températures
corporelle et ils sont sensibles au froid et arrétent de se développer dans les températures au
dessous de 4c°et meurent lorsque la température est négative. Les femelles
parthénogénétiques automnales, appelées sexupares, dans la période d’automne ou la
température est basse et leur fonctionnement hormonal modifié et donnent naissance a des
descendant clonaux mais sexués, males ou femelles fécondables et ovipares. Apres
I’accouplement permettant I’échange des gameétes, les femelles pondent des ceufs qui résistent

au froid. Ces ceufs, déposés sur une plante hote particuliére restent au repos tout I’hiver .A la
o]
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fin de I’hiver, ¢’est de nouveau une femelle parthénogénétique vivipare qui éclot et qui est a
I’origine de nouvelles générations clonales. Donc on a deux modes de reproduction c'est-a-
dire une phase sexuée pendant ’automne et une phase asexuée parthénogénétique durant la
belle saison (Hullé ,2019).

9' \»c‘ = s A partir du mois de mars, les o

S blrent des pucerons femelles appe

A partir du moss d'octobre, les femelies pucerons

fécondées par des males, pondent d

Pendant tout I'été, les fondatrices érigent
des colonies par
asexuées par parthénogendse, sans intervention d'un male

v passent alors tout I 'hive : ; 2 - )
$y passent alors tout Ihiver nage. thies produisent des pucesons femelies

Figure 2.Description du mode de reproduction des pucerons (Hullé,2019)

1.5 Cycle de vie

La variation du cycle de vie des pucerons vert implique des méthodes alternatives pour
hiverner (holocyle et anholocycle), et peut avoir de considérables significations écologique,
génétique et économique. Dans les régions tempérée 1’holocycle avec reproduction sexuée et
hiverner des ceufs sur prunus (héte primaire), par contre 1’anholocycle fonctionne dans les
climats chauds(Blackman, 1974). plus de 20 générations annuelles dans les climats doux. Au
printemps, lorsque les plantes sortent de leur dormance et commencent a pousser, les ceufs des
pucerons éclosent et les larves préléevent les eléments nutritifs de fleurs, de jeunes feuilles et
de tiges et perturbe I’équilibre des hormones de croissance et cela provoque la déformation
des feuilles et méme la mort des jeunes plantes . Dans les climats frais, les adultes retournent
vers Prunus spp. En automne c’est ’accouplement et les ceufs sont déposés c’est la seule

génération qui permet la production des ceufs qui sont parthénogénétiques (Capinera, 2008).
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Figure 3.Colonie de Myzus persicae — Individus parthénogéntiques vivipares(Hullé,2019)

1.6 Dégats

Myzus persicae a lieu de pécher les prunus comme héte primaire et colonise des
plantes herbacées tel que tournesol ,la betterave ,pomme de terre pendant la belle saison
comme héte secondaire (Hullé,2019),comprenant sa distribution, la gamme de ses hétes plus
de 400 especes , les mécanismes des dégats causés aux plantes, cycle de vie, la capacité de
dispersion et ’acquisition d’une résistance aux insecticides grace a I’utilisation intensif des
insecticides (Bass et al., 2014). lls sont des polyphage avec une large variabilité et une grande
plasticité phénotypique (Weber, 1985).les pucerons verts attaquent cing familles: Asteraceae,
Brassicaceae, Fabaceae, Malvaceae, Rosaceae et les Solanaceae (Singh et al.,2015). En
s’attaquant aux tissus jeunes des plantes, ce puceron peut atteindre tres hautes densités en

causant des dégats directs et indirects comme transmission de plus de 100 virus.
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Figure 4. Symptémes typiques induits par le Plum pox virus (Garcia et al,2013)
(A) une feuille de prunier domestique ;
(B) des fruits de pruniers domestiques ;
(C) une chute prématurée des fruits de pruniers domestiques ,
(D) un fruit d'abricot ;( E) un noyau d'abricot ,

(F) des fruits de péche ,(G)une feuille de pécher ; (H) des feuilles de prunier japonais .

Figure 5.Pucerons de la pomme de terre (Clinique des plantes,2016).
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Tableau 2 : Les symptomes directes et indirectes de Myzus persicae

Types des dégats Symptomes Source

Directe -Stresse hydrique Saljoqi (2009)
-Flétrissement
-Réduction de la taille et la | Petitt et Amilowitz (1982)
feuille
-Enroulement des feuilles Sauge et al.( 1998)
-Réduction de la photo | Ochieng (2011)
synthese
-Perturbation dans la | Sauge et al. (1998)
croissance des racines
-Retard de la croissance Petitt et Amilowitz (1982)
-Rendement réduit (Raman, 1988)

Indirecte -Transmission des virus Ramsey (2007)
-PLRV (potato leaf roll | Mowry (2005)
virus)
-Sharka Maison et al. (1982)

1.8 La lutte naturelle des pucerons

Les prédateurs et les parasitoides, souvent appelés Aphidophages attaquent les
pucerons (VOIKI et al., 2007). Ainsi que les coccinelles (coleoptera : coccinellidae) qui sont
des ennemis naturels .les mouches des fleurs (Diptera: Syrphidae), les chrysopes
(Neuroptera: Chrysopidae), les guépes parasites (Hymenoptera: Braconidae),les
champignons entomopathogénes tel que B bassiana infectent et tuent les pucerons a travers la
cuticule (Volkl et al., 2007). Ces organismes sont bénéfiques et permet a contrbler les
populations des pucerons (Wadhams et al., 1999).le maintien des espéces végétales contrdlent
les pucerons dans des zones marginales de champs, des bandes enherbées qui permet de créer

des réservoirs d’auxiliaires aphidiphages a proximité des cultures (Alhmedi et al., 2007).
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1.9 Résistance aux insecticides

Depuis longtemps Les carbamates , les pyréthrinoides et les néonicotinoides sont
utilisés sur les cultures colonisées par le puceron vert du pécher, des phénoménes de
résistance aux insecticides ont été clairement identifiés :
e Une résistance métabolique, c'est-a-dire une surproduction d’enzymes permet de retarder et
capable de dégrader les molécules insecticides dans le corps de I’insecte, avant méme qu’elles
agissent. (Roy et al.,2018)
e Des résistances de cible, on parle d’une mutation qui touche des protéines ciblées par
I’insecticide qui inhibe le fonctionnement de protéine qui a un role vital pour ’insecte . ce
mécanisme permet de diminuer P’efficacité d’insecticide, Ce développement de résistance est
amélioré par le caractére de polyphage et par son mode de reproduction ( Roy et al.,2018) Le
puceron vert du pécher tolére aujourd’hui des doses bien au-dela des doses mortelles pour un
individu (Barres et Mottet,2018).

2. Phenacoccus manihoti
2.1 Genéralités sur cochenille du manioc

La cochenille du manioc (Phenacoccus manihoti par Matile-Ferrero 1977), son origine
est 'Amérique du Sud a atteint le statut de ravageur apres une introduction en Afrique. Ce
ravageur se développe rapidement, et provoque une destruction générale sur le manioc en
Afrique (Hahn et Williams, 1973). car le manioc est la principale source de glucides (racines)
et de protéines et vitamines (feuilles) (Sylvestre et Arraudeau, 1983).En 1980, le Projet de
lutte biologique a I'échelle de I'Afrique dirigé contre le nouveau ravageur a été initié a
I'Institut international d'agriculture tropicale (IITA) (Herren, 1982). Les explorations au
Paraguay et au Breésil ont donné un complexe d'ennemis naturels (Loehr et Varela, 1982;

Yaseen, 1982 ) comprenant le parasitoide Epidinocarsis lopezi.
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Figure 6. Infestation par Phenacoccus manihoti et les symptémes associés sur manioc
en Asie. (Parsa et al.,2012)

2.2 Description
s Les ceufs
Les ceufs sont jaune dorés et enfermés dans des ovisacs laineux situés a I'extrémité
postérieure des femelles adultes. Les mesures de longueur 0,30et 0,75mm et de largeur entre
0,15 et 0,30 mm (Matile-Ferrero, 1978; Nwanze, 1978).
s Larve
Les antennes sont a 6 segments aux premiers stades et a 9 segments aux stades suivants. Les
mesures de la longueur 0,40-0,75mm et de la largeur 0,20-0,30 mm pour les premiers stades;
1,00-1,10 mm et 0,50-0,65 mm pour les deuxiémes stades ; 1,10-1,50 mm et 0,50-0,60 mm
pour les troisiemes stades; et 1,10-2,6 mm et 0,50-1,40 mm pour les quatriemes
stades/adultes nouvellement émergés (Matile-Ferrero, 1978; Nwanze, 1978).
% Adulte
Les femelles adultes de la cochenille du manioc sont ovoides, rose-rose et saupoudrées de
cire blanche et poudreuse; les yeux sont relativement proéminents, les pattes sont bien
développées et de taille égale (Matile-Ferrero, 1978). La segmentation du corps de la
cochenille est apparente. Les segments du corps portent des filaments de cire blancs latéraux
et caudaux tres courts sous la forme de renflements qui donnent un aspect denté au contour du

corps.
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2.3 Systématique

La cochenille du manioc a été signalée pour la premiere fois en 1973 dans les régions
africaines de Kinshasa et de Brazzaville (République du Congo) (Hahn et Williams, 1973;
Sylvestre, 1973). L'insecte était inconnu a ensuite été décrit et nommé en 1977 sous le nom de
Phenacoccus manihoti (Matile-Ferrero, 1977).

Tableau 3. Présente la systématique de phenacoccus manihoti (CABI,2020).

Domaine Eukaryota

Phylum Arthropoda

Classe Insecta

Ordre Hemiptera

Famille Pseudococcidea
Genre Phenacoccus

Espeéce Phenacoccus manihoti

2.4 Cycle de vie et la reproduction

Le cycle de vie a été étudié au Congo par Fabres et Boussiengue enl1981, les
populations de cochenilles commencent a se développer en février et il y a neuf générations.
La genération la plus importante est celle de la saison seche. Le nombre de la population
chutent au début de la saison des pluies, lorsque de nombreuses cochenilles sont emportées
par la plante. Dans les champs de manioc. P. manihoti se reproduit par oviparité
parthénogénétique. Le cycle de vie se compose d'un ceuf et de quatre stades larvaires, le
quatriéme étant la cochenille adulte (Nwanze et al., 1979 ; Iheagwam, 1981 ; Lema et Herren,
1985 ; Le RU et Fabres, 1987 ; Schulthess et al., 1987) les résultats expérimentaux en
laboratoire montrent que la température optimale environ 28°C, aucun développement au-
dessus de 35°C et un taux de reproduction net d'environ 500 ceufs dans une durée de vie
moyenne de 20 jours. L'incubation des ceufs dure environ 8 jours. La période de
développement moyenne de I'ceuf a 'adulte dure environ 33 jours. Les sites les plus favorisés
pour la ponte sont les extrémités des pousses terminales, les surfaces inférieures des feuilles et
les pétioles des feuilles. Les ceufs éclosent en chenilles tous les stades préferent les surfaces
inférieures des feuilles complétement déployées (Nwanze, 1978).

Les pointes de manioc déformées par l'alimentation offrent un environnement
protecteur pour les cochenilles qui se nourrissent de la séve (Calatayud et Le Ri ,1997). Les

rampants se déplacent activement a l'intérieur de la plante vers les surfaces supérieures des
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feuilles d'ou ils sont facilement emportés par le vent et le transport de matériel de plantation
de tiges infesté par I'nomme sont les principales méthodes par lesquelles l'insecte est dispersé
sur de longues distances.
2.5 Les especes affectées et les hotes

La cochenille du manioc préfére fortement le manioc et les autres especes de Manihot.
Les especes Talinum triangulare, Croton et Poinsettia sont particulierement adaptées a
I'élevage et aux expériences en laboratoire.

Bien qu'il ait été collecté sur des plantes de diverses familles, comme les agrumes et la
tomate, mais ne puisse survivre plus d'une génération sur des plantes autres que Manihot
(Williams et Granara de Willink, 1992).

2.6 Symptomes

Sur le manioc, le ravageur provoque un rabougrissement, une déformation et une perte
des feuilles, un dépérissement et un affaiblissement des tiges utilisées pour la propagation des
cultures (CABI,2020).
2.7 La lutte biologique contre la cochenille du manioc

La lutte biologique classique a été l'approche principale et la plus appropriée au
probleme des ravageurs. Parmi les ennemis naturels le plus réussi introduits pour lutter contre
le ravageur le parasitoide Apoanagyrus lopezi, specifique de P. manihoti, qui a un impact
biologique et écologique. (Herren et Lema, 1982 ; Lema et Herren, 1985 ; Herren et al.,
1987a ; Neuenschwander et Zweigert, 1994),
2.8 Résistance de la plante hote

Le manioc contient deux composants importants dont les niveaux augmentent en
réponse a une infestation de cochenilles. La teneur en cyanure agit comme un phagostimulant
pour la cochenille, tandis que la rutine a un effet antibiotique sur le ravageur. Il a été constaté
que lutilisation de paillis et de fumier augmentait la résistance du manioc contre les

infestations de cochenilles (Tertuliano et al., 1999).
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1. L’historique

L’étre humain a toujours voulu éliminé ses ennemis, 1a on parle des ravageurs, il y a
environ 10000 ans, depuis le début de I’agriculture les fermiers ont eu des obstacles comme
les organismes nuisibles. Les chinois sont les premiers a utilisés la lutte biologique dans le
monde. Dans les vergers d’agrumes, les fermiers utilisaient des fourmis tisserandes
(Oecophylla smaragdina Fabricius) indigénes qui consommaient une variété de ravageurs
pour protéger les fruits (Peng, 1983).vers la fin du 19éme au 21eme siécle des découvertes et
recherches se font sur les prédateurs , parasitoides et les maladies s’attaquant aux ravageurs
(Waage, 2004). En Florida 1868, la cochenille australienne (Icerya purchasi Maskell), un
insecte parasite qui suce la séve des arbres d’agrumes, apres les dommages qui résultent de la
cochenille en Australie a cause de manque des moyens de lutte ,un entomologiste induisit une
coccinelle naturellement prédatrice (Rodolia cardinalis Mulsant), qui a permis d’aller au
premier grand succes de la lutte biologique classique (Jourdheuil et al., 1991).

Aprés la deuxieme guerre mondiale, ils ont développés les propriétés insecticides
chimiques de DDT (dichloro-diphényle-trichloro-éthane). Suite au développement de
résistance des insectes visés et ’apparition de nouveaux prédateurs et les effets des pesticides
sur les organismes non visés et surtout sur I’homme ,Le livre de Rachel L. Carson, Silent
spring (1962), a signalé et conduit a ’expulsion du DDT en 1972 et donne des question sur

I’avenir des pesticides (Jourdheuil et al., 1991).

Figure 7.Lutte biologique (Maqueda,2020).
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En 1951 La premiere réussite Contre une mauvaise herbe le millepertuis par
introduction de deux espéces de chrysoméles (coléoptére herbivore) (Bourchier, 2004).

Au Québec et en Ontario, depuis 1984, le Bacillus thuringiensis est le produit unique
qui est utilisés grace a sa variété contre les insectes, la tordeuse et certaines dipteres et
coléoptéres (Smirnoff, 1991). Ainsi, en 1986, I’Ontario décide de refouler 1'usage des
pesticides sur les foréts car ils ont des effets nocifs mais elle a encouragée a développer et
améliorer bacillus thuringiensis au niveau industriel de trichogrammes contre la tordeuse de
I’épinette (Choristoneura sp.) et construire un marché important (Lambert,2010)

1.1 Définition de lutte biologique

C’est utilisation d’organismes vivants, d’ennemis naturels tel que prédateurs , des
parasitoides les bactéries les micromycétes et protozoaire tel que les virus ou leurs produits
pour inhiber ou éliminer les dommages et les dégats causés par des espéces nuisible et

ravageurs (suty,2010). Le but de la lutte biologique est de réduire et de contrdler les

populations des ravageurs pour lequel les dommages sont économiquement acceptables
(Waage,2004)

Figure 8.La lutte biologique : les insectes au service de la planete. (Consoglobe,2020).

1.2 Les stratégies de la lutte

Avant d’aller plus loin dans la lutte biologique il y a d’autres stratégies tel que la lutte
conventionnel c’est & dire la lutte avec des pesticide chimique, son but est ’élimination totale
de tous ravageurs présents (Actu-Environnement, 2010).par la suite il y a la lutte intégré
inclus des stratégies tel que la lutte biologique, utilisations des pesticides chimiques. son but

est de réduire les dommages aux cultures et les menaces a I’environnement et a la santé
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humaine (EPA, 2009b), et enfin la lutte autocide par males stérile qui garde leur caractére

sexuel, ces males entrent en concurrence avec des males sauvages (Suty, 2010) .

1.3 Les méthodes de la lutte biologique

On distincte trois méthodes :

> Classique : consiste a introduire un antagoniste exotique dans un milieu (Cloutier et

Cloutier, 1992). Pour lutter contre un organisme nuisible, et pour controler le ravageur a

long terme. cette méthode nécessite une recherche avant I’attaque spécifique au ravageur

exotique et non au organisme indigéne (Weeden et al., 2007).

> Néoclassique : permet d’introduire un organisme exotiques contre des organismes

indigénes.

> Par conservation : inclus toutes les méthodes qui consistent a augmenter les populations

d’organismes indigeénes (suty,2010) .

1.4 Les étapes de recherche en lutte biologique

Pour la recherche en lutte biologique on a plusieurs étapes:

>

identifier et étudier I’écologie de 1’espece cible

cherche les ennemis de I’espéce cible et les cultiver dans un milieu sécurisé

faire des tests d’efficacité, spécificité, elle prend plusieurs années d’étude

faire admirer et accepter I’introduction des agents de lutte par comité d’experts
introduire les agents de lutte biologique dans la zone spécifique on mentionnant la
date, lieux et la quantité

Effectuer un suivi pour confirmer la réussite et I’évaluation et les effets de I’agent de

lutte dans une période de cing a dix ans (Suty,2010).
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1. Généralité sur les champignons entomopathogenes

La plupart des champignons entomopathogeénes appartiennent a [’ordre des
Hypocreales. Il existe entre 700 et 1 000 espéces de champignons qui possedent des effets
pathogenes chez les insectes ravageurs agricoles et forestiers (St Leger & Wang, 2010).Ces
champignons sont importants dans la régulation naturelle des populations d’insectes (Ferron,
1978 ; Wraight et Roberts, 1987). Les espéces des genres Beauveria, Metarhizium,
Verticillium ,Erynia, Hirsutella, Entomophtora et Entomophaga , sont les plus utilisées en
lutte biologique, elles infectent les insectes par pénétration directes a travers la cuticule
(Goettel, 1992). Leur sensibilité envers les conditions environnementales (rayonnement
solaire, température, humidité) reste leur principal inconvénient (Silvy et Riba, 1999).

Ils sont des eucaryotes hétérotrophes avec des noyaux, des organites bien définis et
une paroi cellulaire chitineuse. Et ils sont incapables de fixer le carbone et I’azote, donc ils
doivent absorber les composés organiques a partir d’autres organismes. Ils peuvent avoir deux
modes de vies, soit comme saprophytes, en consommant les matieres organiques mortes, ou
comme parasites des animaux, des plantes et autres champignons.

Ces champignons ont deux types de reproduction, la reproduction asexuée (stade
anamorphique) et la reproduction sexuée (stade téléomorphique). Ces champignons sont
dimorphiques possédent deux morphologies distinctes qui dépend des conditions
environnementales dans lesquelles elles croissent. Dans un cas, on retrouve les hyphes,
D’autre part, on retrouve les conidiophores qui se forment sur la partie aérienne du mycélium.
Ces structures contiennent des cellules infectieuses de forme sphérique ou ovale. Quelques
champignons peuvent produire des blastospores unicellulaires formées par le bourgeonnement
des hyphes (Thomas et al., 1987).

2 . Champignon entomopathogéne Beauveria bassiana
2.1 Historique

Dans les années 1800 la maladie calcine ou muscardine blanche causait un probleme
en France et en Italie (Redaelli et Visocchi, 1940) . En 1835, agostino bassi qui est
entomologiste italien a découvert la cause primordiale de la maladie de pérbine qui transforme
des atteintes de verre a soie d’ltalie en momies blanche ,I’aspect d’une couche poudreuse
blanche qui enrobe le cadavre a permis au descripteur pour nommé la maladie blanche de
muscardine. Balsamo en 1835 a confirmé et nommé cette espéce Botrytis paradoxa Balsamo
et plus tard Botrytis bassiana Balsamo (Balsamo,1835). Ensuite, cette espéce a été nommé a

son propre genre Beauveria Vuillemin a été établie sur la base de B. bassiana Vuillemin
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comme espéce type. Ce champignon entomopathogene infecte 700 espéces y compris les
arthropodes, les insectes et les acari (Inglis et al. 2001; Zimmermann 2007).

Le genre beauveria était censé contenir I’espéce bassiana qui est trés commune et
omniprésente, a moins commun B. brongniartii, et un rare B. album sont placés dans le
Deuteromycota parce que leur stades sexuelle étaient inconnus (DeHoog, 1972). Et il y a aussi
d’autres espéces comme amorpha, aledonica, velata et vermiconia (deHoog et Rao
1975; Samson et Evans 1982; Bissett et Widden, 1986; Rehner et all., 2006). Le genre
Beauveria est cosmopolite de champignons arthropodes-pathogénes nécrophages du Sol qui
comprend des especes écologiquement et économiquement importantes (Rehner et al. 2011 ;
Kepler et al. 2017 ; Chen et al. 2018).

Figure 9. Vue microscopique des spores et des hyphes du champignon Beauveria

bassiana.(sabbahi,2008).
Les spores constituent 1’unité infectieuse, alors que les hyphes sont présentés sous forme des
filaments. La photo a été prise sous microscopie photonique a un grossissement de x 400.
2.2 Description

C’est un microchampignon entomopathogéne qui a été décrit par Jean Beauverie en
1911 et établie par vuillemin 1912 dans ’ordre des Hyphomycétes, Il cause la maladie de
muscardine blanche (Steinhaus,1956). Il est cosmopolite, ubiquitaire et saprophyte (Ishii et
al., 2015; Ortiz-Urquiza et al., 2010; Sabbahi, 2008).
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Figure 10. Unite infectieuse :Spore de Beauveria bassiana (de Kouassi,2001)

Génétiquement son génome est constituée de chromosome 7 ou 8 selon isolats, la taille de son
génome est entre 34 et 44 Mb (viaud et al.1996).Morphologiquement, cette espece est
caractérisée par la couleur blanche cotonneuse, Ses conidies sont a base renflées mais
I’extrémité sous forme de filaments en zigzag qui sont des hyphes transparents et septaux de
diametre entre 2 et 2,5um. Le conidiophore produit des spores en donnant un aspect denticulé
et il y a deux types de spore, les condiospores en presence d’oxygene sous forme sphérique ou
ovales et les blastospores en absence d’oxygene sous forme ovale et les deux sont pathogenes
pour les insectes (Weiser, 1972 ; Lipa, 1975).

Ce champignon est également psychrophile (Bidochka et al., 1998) car il croit et
sporule sur une large variété de milieux de culture et peut étre conservé a des températures de
5° & 8°C sans toutefois perdre sa viabilité et sa capacité de sporulation (Tong-kwee et al.,
1989). B bassiana est trés utilisée en lutte biologique et peut infecter une large gamme
d’insecte, (Meyling et al.,2009).

Il se multiplie par reproduction asexuée (Sabbahi, 2008; Ziani, 2008) En effet, il
présente aucun danger pour I’environnement, la santé humaine, les mammiféres, les oiseaux

et les plantes (Saranraj & Jayaparakash, 2017) .
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2.3 Systématique
La position systematique de Rehner et Buckley(2005) est la suivante :

Tableau 4 : La position systématique de Beauveria bassiana (Rehner et Buckley,2005)

Régne Fungi

Phylum Ascomycota
Sous-phylum Pezizomycota
Classe Sordariomycete
Sous-classe Hypocreomycetidae
Ordre Hypocreale
Famille Cordycipitaceae
Genre Beauveria

Espéce Beauveria bassiana

2.4 Métabolites secondaires
La prolifération, la croissance cellulaires et la reproduction cellulaire sont gérés par le

métabolisme primaire. Cependant, la sécrétion des métabolites secondaires apparaissent dans
le cas d’épuisement des nutriments dans le milieu (Cortés-Sanchez & Mosqueda-Olivares,
2013). Ces metabolites sont des peptides, des acides organiques, des antibiotiques, des
pigments, (Lopes et al., 2013). les pigments permettent une résistance au lumiére ultraviolette
(Chintapenta et al., 2014).Ce champignon sécréte des enzymes importantes comme les
chitinases, les lipases et les protéases. Cependant, ils produisent des enzymes vitales tel que
I'amylase, I'asparaginase, la cellulase, la galactosidase (ayodeji et al.,2020) .

Cette espéces a la capacité de produire de la beauvericine, du bassianolide, de la bassiacridine
ainsi que des pigments jaunes comme la ténelline et la bassianine. il produit aussi I'ocosporéine
de pigment rouge non peptidique qui est un métabolite biologiquement actif qui présente une
faible toxicité chez I'nomme (Amin et al., 2010; Chavez-lbafiez et al., 2014; Patocka, 2016;
Vega et al., 2008). Ces métabolites ne sont pas essentiels a la croissance et au développement
de B. bassiana. En fait, ils sont exploités pour leur activité antifongique, antitumorale ou
antibactérienne (Chintapenta et al., 2014). Les métabolites secondaires jouent un réle
important dans la diversification fongique et I'adaptation a plusieurs niches écologiques (da
Costa Souza et al., 2016).d'autres métabolites impliqués dans la pathogenése et la virulence

qui ont utilisés dans les domaines industriels, pharmaceutiques et agricoles(Xu et al., 2009).
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2.5 Mode d’infection

Beauveria bassiana peut infecter son hote par un simple contacte, y a des facteurs
mycotoxines non enzymatique qui accélerent I’infection comme les métabolites secondaires
(robert,1981) apres tuer I’insecte, le champignon produit un antibiotique pour augmenter la
compétition des bactéries du tube intestinal de I’insecte. La phase saprophyte va étre
caractérisee par la momification du cadavre transformé en sclérote. Les hyphes traversent le
tégument préférentiellement au niveau inter-segmentaire puis le recouvre d’un feutrage blanc
cotonneux (Weiser, 1972).on distingue cing phases (figure 2):
2.5.1La phase d'adhésion est la premiére étape du processus d'infection, elle se déclenche
par un mécanisme de reconnaissance et de compatibilité des spores avec les cellules
tégumentaires de 1’insecte (Vey et al., 1982).I’hydrophobine produite par B bassiana qui joue
un role de médiatrice lors de 1’adhésion des conidies a la surface de la cuticule (Hegedus et

al., 1992, Wang & St Leger, 2007).
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Figure 11. Présentation générale du processus d'infection chez les insectes par Beauveria
bassiana. (Hernandez et al.,2020)

2.5.2 La phase de germination est La formation d'un tube germinatif dépend des conditions
environnementales (tempeérature,lumiere du soleil, humidité, pluie, vent) et la composition
biochimique de la cuticule (Latge et al., 1987).permette de développer la pénétration qui est

soutenue par des lipases, des protéases et chitinases qui sont des enzymes hydrolytiques.
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2.5.3 La phase de différentiation est une phase importante dans le processus d'infection. qui
sert de point d'ancrage et de ramollissement de la cuticule ce qui a pour effet de favoriser la
pénétration de la spore (Magalhaes et al., 1989).

2.5.4 La phase de pénétration Une fois que le champignon a pu accéder a I’hémocele, il
commence a utiliser les nutriments disponibles pour sa croissance et sa reproduction. une fois
que I’insecte est mort la cuticule est percée a nouveau de I’intérieur pour que les
conidiophores apparaitre et peuvent infecter d’autre insectes (Borges et al., 2010; Mascarin &
Jaronski, 2016; Valero-Jiménez et al., 2016; Daza et al., 2019; Litwin et al., 2020) .

2.5.5 Phase de Prolifération dans I’hémocele, ils doivent se confronter a une compétition
avec la flore bactérienne et fongique de I’intestin de I’insecte (Boucias et al., 1988). Grace a
I’acquisition de produire des enzymes et toxines qui ont des propriétés antifongique et
antibactérienne et insecticides comme beauvericine et bassianolide (Vey et al., 2001), les
isarolides et 1’oosporine (Xu et al., 2008). Finalement, la mortalité des insectes et formation
de la muscardine blanche grace a des hyphes qui traversent les couches de 1’exosquelette
(Litwin et al., 2020) .

Figurel2. Beauveria bassiana (Michael,W,2013)

2.6 Facteurs qui influencent B. bassiana

Les principaux facteurs limitant B bassiana sont abiotiques tel que la température ,
I’humidité et les radiation UV, peuvent provoquer une perte de son efficacité et influence la
formation d’inoculum et sa conservation, il y a aussi les conditions climatiques qui touchent
la physiologie du champignon , sa capacité d’infecter 1’h0te ,la progression de 1’infection,
sporulation sur le cadavre et capacité de dispersion (Sabbahi,2008).
La température et 1’humidité affectent la survie de B bassiana (fargues et
al.1997a,b ;Ouedraogo et al.1997 ;vidal et al.1997), la température optimale est entre 20°c et

25°c, I’efficacité de ce champignon contre les insectes nécessite une humidité élevé (walstad
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et al.1970) peut faire son développement avec humidité existante dans insecte hote ou la
surface corporelle de I’héte (faria et wraight ,2001). cependant les rayons UV peut affecter
I’efficacité de B bassiana, la lumiere du soleil affecte la persistance des conidies sur le
feuillage et peut directement affecter la composition génétique de champignon (McCoy el al.,
1990).Le pH influence la persistance et 1’efficacité de la virulence des champignon
entomopathogénes (Inglis et al.,2001) la variation a éte noté entre 5et 6 (Tarocco et al.,2005)
et entre 6et 8,5 (Galani ,1988).
2.7 Avantages de Beauveria bassiana

Le micro-champignon est un agent important de lutte biologique, il peut infecter I'hte
sans étre ingéré. (Wraight et Roberts, J 987). En outre, la persistance des conidies dans le sol
peut assurer un contrdle a long terme en provoquant la mycose sur les générations suivantes
de I'n6te (Gaugler et Lashomb, 1989). Au niveau de la biosécurité, plusieurs études ont

prouvées que ce mycete n'est pas dangereux pour les vertébrés (Faria et Wraight, 2001).

2.8 Roles de Beauveria bassiana

Beauveria est considéré en tant qu’endophyte (Wagner et Lewis,2000) B. bassiana
pousse dans des tiges de mais, et conduit a une mortalité considérable chez les larves de la
pyrale du mais( Ostrinia nubilalis). par la suite été signalée dans le cacao (Posada et Vega
2006), le palmier dattier (Gomez-Vidal et al.2009), le café (Posada et al.2007), la tomate
(Ownley et al.2008), le raisin (Jaber 2015), la banane (Akello et al.2009), le haricot (Akutse et
al.2014), le sorgho (Tefera et Vidal 2009), le pin (Reay et al.2010), le coton (Gurulingappa et
al.2010). aussi peut étre transmis par des grains ce qui conduit a une protection contre la
guépe a galle (Iraella luteipes)(Quesada-Moraga et al. 2014).La colonisation endophyte de
Beauveria sur coton permet une élimination des pucerons et leur reproduction (Gurulingappa
et al. 2010). et réduit développement de [I'Helicoverpa zea (Lopez et Sword
2015).Colonisation endophyte des tissus végétaux par Beauveria peut déclencher une défense
systémique induite chez les plantes hotes ce qui permet d’affecter les herbivores nuisibles
(Goettel et al. 2008; Vidal et Jaber 2015).Cependant I'endophyte fongique sera protégé des
stress abiotiques environnementaux a l'intérieur de la plante, favorisant une persistance plus
longue et moins d'inoculum pour initier la colonisation de I'hdte (Lohse et al.2015).
2.9 Utilisations de Beauveria bassiana

B bassiana est agent pathogéne des insectes fongiques exploité pour la lutte
biologique, en raison de leur distribution omniprésente .Cette espece représente pres de 70%

de tous les mycoinsecticides commerciaux (Faria et Wraight 2007), généralement les produits
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a base de Beauveria sont des poudres mouillables (WP) suivies de formulations en suspension
concentrée (CS) et en suspension émulsionnable (ES) (Ekesi et al.2007)

Tableau 5 : Quelques produits exemplaires de B bassiana et leurs utilisations (Mascrin et
Jaronski,2016)

Produit Formulation | Ravageur cible Concentrations | Inscription
et dosage
recommandé
Bovebio WP Cosmopolites souillant, 1.48 x 10° CFU/ | Brésil
Dalbulus maidis, g (application
tétranyque ortie Bemisia rate: 0.74—
tabaci biotype B 8.14 x 10*2 coni
dia/ha)
BotaniGard | WP Pucerons, 1épidopteres se 4.4 x 10 conidi | Etats-Unis,
ES nourrissant de feuillage, alg or Espagne,
CS coléoptéres se nourrissant | 2.16 x 10° coni | Grece, Italie,
de feuilles, cicadelles, dia/mL Canada,
cicadelles, cochenilles, (application Mexique,
sauterelle, criquet mormon, | rate: 4.0— approuve en
criquet, criquet taupe; 8.0 x 10*? conidi | Allemagne,
punaises des plantes, a/ha) Suisse,
psylles, scarabées, Corée,
Iépidoptéres perceurs de Autriche

tige, thrips, charancons,
aleurodes, pyrale du mais

Naturalis—L | CS Fourmi, puceron, 2.3 Corée,
Iégionnaire, ver de la 6.9 x 107 conidi | Mexique,
capsule, tordeuse, punaise | a/mL Etats-Unis,
chinch, mouche noire des (application Royaume-
agrumes, doryphore de la rate: 2.3— Uni,
pomme de terre, pyrale du | 6.9 x 10%° conidi | Autriche,
mais, ver gris, Elateridae, | a/ha) Italie,
hanneton européen, larves Suisse,
de mouche de la grue Espagne,
européenne, fleahopper, Grece

moucheron champignon,
sauterelle, scarabée vert
juin, scarabée japonais,
feuille - cicadelle,
arpenteuse, punaise du
Lygus, cochenille, mille-
pattes, acarien, grillon
taupe, hanneton masqué du
nord, psylle du poirier,
psylle, charangon des
racines, mouche du rivage,
tordeuse des gazon,
punaise du truie, coccinelle
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2.10 Milieux de cultures de B bassiana

Différents milieux peuvent étre utilisés pour la production des isolats de B bassiana

(Tableau3) . les milieux liquides sont les plus utilisés dans la production de masse.(Goettel et

Roberts,1992).

Tableau 6 : Les différents milieux utilisés pour la production des isolats de B bassiana

Les milieux

Les références

Sorgho , féve de haricot , bagasse de manioc,
farine de seigle, farine de manioc, riz,
bagasse de canne a sucre résidus de torula.

Calderon et al.,1995 : soccol et al.,1997

Blé, orge , avoine

Jenkins et al.,1998

Carcasse de crevette séchées

Suresh et chandrasekaran,1998

Grain écrasé ou entier de mais

Kang et al .,2005

Mélange de sciure du boie , de cosse de riz et
deriz blé.

Puzari et al.,1990 ;sahayaraj et
namasivayam,2008.
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Elle s’agit d’un mode opératoire et résultats de I’article : Infection and colonization of

tissues of the aphid Myzus persicae and cassava mealybug Phenacoccus manihoti by the

fungus Beauveria bassiana

Les auteurs: Alongkorn Amnuaykanjanasin, Jiraporn Jirakkakul,Cheerapha
Panyasiri, Pairat Panyarakkit, Prachumporn Nounurai, Duriya Chantasingh, Lily

Eurwilaichitr, Supapon Cheevadhanarak & Morakot Tanticharoen (2012).
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1.Elevage d'insectes et culture fongique

Le puceron vert du pécher et la cochenille rose du manioc ont été obtenus a l'origine
aupres du ministere de I'Agriculture de Thailande, puis maintenus en élevage sur des plants de
chou frisé et des citrouilles, respectivement, dans une serre de l'usine pilote BIOTEC. La
souche BCC2660 de Beauveria bassiana a été obtenue aupres de BIOTEC Culture Collection
(BCC). La souche fongique a été cultivée et maintenue sur PDA (Difco, USA) a 25 °C. La
région d'espacement interne transcrite de I'ADN ribosomique nucléaire du champignon a été
séquencée (numéro d'accession GenBank KC112383), et la séquence a confirmé que le
champignon était B. bassiana. Des conidies aériennes ont été doucement grattées d'une
culture &gée de 7 a 10 jours dans 10 ml d'eau distillée, puis mises en suspension dans 0,1 % de
Tween 80 (Fluka, Royaume-Uni) et 0,2 % d'huile de noix de coco (Parisut, Thailande). La
concentration a été ajustée a 1 x 108 conidies mI~* pour une utilisation comme inoculum.
(Amnuaykanjanasin et al.,2012)
2. Traitements contre les insectes

Deux séries de 30 a 40 pucerons verts du pécher et 40 cochenilles roses ont été
traitées avec une suspension de conidies de B.bassiana BCC2660 et du dérivé marqué green
fluorescent protein (GFP), Les insectes ont été inoculés soit par une immersion de 10 s dans
I'inoculum, soit avec trois pulvérisations de I'inoculum. Vingt insectes témoins ont été traites
avec la méme solution sans conidies. Les pucerons inoculés ont éte places sur des feuilles de
chou frisé et cochenilles sur des morceaux de citrouille. Les plantes de citrouilles ont ensuite
été transférées dans des boites en plastique et conservées dans un grand carton a 25 °C et 80
% HR. La microscopie optique et a balayage et électronique a transmission a été utilisée pour
surveiller le processus d'infection de B. bassiana sur et dans le puceron au moins cing fois :
24, 48, 72, 96 et 120 h post-inoculation (P1). CLSM a été utilisé pour suivre l'infection
fongique et la distribution dans la cochenille du manioc a des intervalles de 24 heures pendant
12 jours Pl. Trois a cing pucerons ou cochenilles ont été observés a chaque fois
(Amnuaykanjanasin et al.,2012) .
3. Microscopie optique et électronique

Pour la microscopie optique, les insectes ont été placés dans une goutte de bleu de coton a

0,05 % dans du lactophénol (Fluka) pour colorer les cellules fongiques, puis observés avec un
microscope Olympus CX31 et une optique a fond clair (Olympus, Japon). La distribution et
les types et formes cellulaires du champignon et le pourcentage de pucerons infectés morts

ont été enregistrés pour chaque période d'observation.
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Des pucerons infectés et sains ont également été observés par la microscopie électronique a
balayage (MEB) et microscopie électronique a transmission (MET). Nous avons fixé et
préparé des échantillons comme décrit par Hoppert et Holzenburg (1998). Brievement, les
pucerons inoculés ont été collectés a 24, 36, 48, 72 et 96 h post inoculation (PI), puis fixés
avec 2,5 % de glutaraldéhyde [Electron Microscopy Sciences (EMS), USA] et 2 % de
paraformaldéhyde dans un tampon phosphate (0,1 M KH2PO4 et Na2HPO4, pH 7,2), puis
fixé dans 1 % OsO4 .Pour le MEB, les échantillons ont été déshydratés avec un gradient
d'éthanol jusqu'a 100 % d'éthanol, puis séchés au point critique avec du CO2 (modele de
sécheur HCP-2; Hitachi, Japon) et recouverts d'un revétement par pulvérisation d'or-
palladium (modele de revétement JFC-1100 ; Jeol , Japon). Les photographies ont été prises
avec un MEB (modéle JSM-35CF ; Jeol) a 20 kV. Pour la MET, les éprouvettes ont été
infiltrées avec une résine époxy (EPON Resin ; Epoxy Resins, USA). Des sections de 70 & 85
nm ont été tranchées avec un couteau en diamant (Pelco, USA) et un microtome Reichert
Ultracut E (Reichert, Autriche). Les coupes ont été colorées avec de l'acétate d'uranyle aqueux
(EMS), suivi par du citrate de plomb (EMS) et visualisées avec un MET (modele JEM-1230;
Jeol) a une tension d'accélération de 80 kV. (Amnuaykanjanasin et al.,2012) .

Expression constitutive du géne synthétique de la protéine fluorescente verte (sgfp) chez
B. bassiana a I'aide de la transformation médiée par Agrobacterium .

Pour construire une protéine fluorescente verte un vecteur binaire pour la transformation
fongique, la cassette barre (promoteur gpdA, séquence de codage barre et terminateur trpC) a
été excisée de pPZP-Anbar (don aimable du Dr Charley Christian Staats, Université fédérale
de Rio Grande do Sul, Brésil) avec EcoRI et Hindlll (Fermentas, Lituanie), puis purifiés sur
gel et ligaturés a pUC18 digéré avec les mémes enzymes de restriction. Ce plasmide
recombinant a éte appelé pBar.

Ensuite, la séquence de codage a barres a été retirée de pBar par digestion avec Ncol et
Sacll et remplacée par la séquence de codage sgfp, qui a été amplifiée a partir du plasmide
pCT74 (Lorang et al. 2001) en utilisant les amorces SGFP-F-Ncol (5l-
GTCAGCCATGGTGAGCAAGGGGCGAGGAG-3'; le site Ncol introduit est souligné) et
SGFP-R-Sacll (5'-TACGATCCGCGGTCAGCTAGAGGATCCCCTTGTACAGC-3'; le site
Sacll introduit est souligneé).

La réaction PCR a été réalisée dans 50 pl contenant 1 x tampon optimisé DyNAzyme EXT
(New England BioLabs, USA), 0,2 mM de chaque dNTP, 1,5 mM Mg, 0,4 mM de chaque
amorce et 1 U d'’ADN polymérase DynaZyme EXT (New England BioLabs). Le programme
de cyclage thermique consistait en 5 min a 95 °C ; 35 cycles de 1 min a 94 °C, 1 min a 55 °C
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et 1 mina 72 °C ; et 10 min a 72°C. Le produit PCR a éte purifié sur gel et ligaturé aux sites
Ncol et Sacll de pBar comme décrit. Ce plasmide résultant a é&té nommé pBar-sGFP.

La cassette gpdA promoteur-sgfp-trpC terminateur a été excisée de pBar-sGFP avec EcoRl
et Hindlll. La cassette sgfp a ensuite été traitée avec un fragment de Klenow d'ADN
polymérase | (New England BioLabs) pour créer des extrémités franches et ligaturée a pPZP-
Anbar restreint par EcoRI qui a également été traité avec le fragment de Klenow. Le vecteur
binaire résultant a été appelé pPZP-sGFP-Bar.

La souche de type sauvage BCC2660 de B. bassiana a été transformée avec pPZP-sGFP-
Bar en utilisant la transformation médiée par Agrobacterium (Wang et al. 2010) avec
quelques modifications comme sulit.

Deux bouchons hyphes (6 mm de diametre) ont été placés dans 1 ml d'eau et agités pendant
10 s, puis 500 pl de cette suspension ont été places dans 50 ml de SDY (Difco). Le mélange a
été agité a 200 tr/min, 28°C pendant deux jours. La souche EHA105 d'Agrobacterium
tumefaciens a été cultivée dans un bouillon Luria-Bertani (Difco) contenant 50 g de
kanamycine ml-1 (Laboratoires A.N.B., Thailande) a 28 °C pendant deux jours ou jusqu'a une
DO660 de 0,15.

Des blastospores (200 pl de 1 x 106 spores ml-1) de B. bassiana ont été mélangés avec 200
pl d'Agrobacterium tumefaciens qui portait le plasmide pPZP-sGFP-Bar. Ce mélange a été
pipeté sur papier filtre recouvert d'un milieu d'induction (de Groot et al. 1998) contenant de
I'acétosyringone (Sigma-Aldrich, USA). La culture a été incubée a 28°C pendant deux jours,
puis le papier filtre a été transféré sur un milieu minimal gélosé (Epstein et al. 1998)
contenant 100 pg de glufosinate d'ammonium ml—1 (Zhejiang Yongnong Chem, China) et
250 pg de céfotaxime ml— 1 (Siam Pharmaceutical, Thailande).

La culture a ensuite été incubée a 28 °C pendant 5 a 7 jours. Apres deux de ces cycles de
culture pour la résistance au glufosinate, les transformants putatifs ont été sélectionnés sur le
méme milieu sélectif. Les isolats résistants au glufosinate ont été criblés pour la fluorescence
de la GFP avec un microscope a fluorescence Zeiss Axiophot (Zeiss, Allemagne) équipé d'un
ensemble de filtres FITC (excitation de 450 a 490 nm, barriere de 515 a 565 nm).
(Amnuaykanjanasin et al.,2012)

4. Microscopie confocale a balayage laser

CLSM a été réalisée en utilisant le systeme F\VV1000 Fluoview (Olympus, Japon). Toutes les
images ont été enregistrées a une résolution de 1 024 x 1 024 pixels. Toutes les images ont été
prises a l'aide d'un objectif a immersion dans I'huile 20x, 40x ou 100x avec un zoom

numérique 1-3x.
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Les parametres de I'image étaient les suivants : puissance laser : 10-25 %, iris : auto, HV,
400-600 et gain : 1. Pour chaque image, la tension de décalage a été ajustée jusqu'a ce que
l'arriere-plan apparaisse noir ou presque. Le filtrage de Kalman (n = 4 ou 6) était
généralement utilisé pour améliorer le rapport signal sur bruit des images. Lorsque le canal de
lumiére transmise (TD) a été utilisé pour capturer des images de contraste d'interférence
différentielle, le laser argon-ion a été réglé a 559 nm. Une série z a été utilisée pour collecter
des images a différentes profondeurs d'échantillons. Pour chaque image, dix coupes ont été
collectées avec des pas de focale de 1 um. Les images ont été capturées et stockées sous
forme de fichiers TIFF par le logiciel OLYMPUS FLUOVIEW Ver.3.1a (Olympus).
(Amnuaykanjanasin et al.,2012) .
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1. Infection de Myzus persicae par Beauveria bassiana

La taille minuscule et le tissu transparent de ce puceron ont facilité une observation
claire et non invasive au microscope optique et électronique pour documenter le processus
d'infection fongique de 0 a 120 h PIl. Immédiatement aprés l'inoculation, des conidies
fongiques étaient visibles a la surface des appendices des insectes ainsi que sur la téte, le
thorax ou l'abdomen, et au bout de 12 h, certaines avaient germé. A 24 h PI, de nombreuses
conidies attachées avaient germé sur la cuticule. Plutdt que de pénétrer dans la cuticule de
I'insecte, les tubes germinatifs et les hyphes avaient pénétré dans le corps de l'insecte par des
ouvertures naturelles telles que le stigmate (Figurel3a, b), la cauda (Figure 13. c) et la

cornicule (Figure13.d,e) (Amnuaykanjanasin et al.,2012)

Figure 13. micrographie lumineuse de I’infection de Beauveria bassiana sur le

puceron apres coloration de bleu de coton-lactophénol (Amnuaykanjanasin et al.,2012)

v' CS: conidies gonflés
S : stigmate
gt : tube germinatif ; barre 10um
co : la cornicule
d ; plan de surface
e : plan interieur

hy : hyphes ; barre 20pum

NSNS NN

cm : masses conidiales teintés de bleu ; barre 10pum
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Dans l'analyse SEM, les conidies avaient adhéré a la plupart des parties du corps du
puceron, en particulier prés des soies sur la surface pliée (Fig. 14.a), ce qui fournit des
crevasses adaptées a la fixation des conidies. La germination des conidies et la croissance des
hyphes ont souvent été observées pres de la membrane intersegmentaire des pattes de l'insecte
(Fig. 14.b). Les hyphes étaient également entrés dans I'hdte par les cornicules (Fig. 14.c, d),

conformément & nos données de micrographie optique (Fig.13d, e).

Figure 14. SEM de la surface des pucerons 24 a 96 h aprés l'inoculation avec Beauveria
bassiana. (Amnuaykanjanasin et al.,2012)

v" Image(a) cn :Conidies a I'emboiture entre la coxa (Cx) et le corps de l'insecte et a la
base de la soie (S). Barre 5 um comme en b, d et f; barrette incrustée 50 um.

v Image(b) Conidies germées (gc) autour de la coxa des antennes.

v" Image(c) a 48 h PI, de nombreuses conidies avaient germé et les tubes germinatifs
s'étaient allongés du c6té de la cornicule. Barre 15 pm.

v" Image(d) Conidie a I'extrémité de la cornicule, apparemment entourée de cellules
bactériennes en forme de cocci (bac).

v" Image(e) A 72 h PI, les hyphes (hy) avaient colonisé et recouvert les piéces buccales
suceuses (zone encadrée; barre 150 m). Barre 10 m.

v' Image (f) A 96 h IP, au niveau des segments coxaux, des conidies étaient présentes sur

un rachis de type zigzag (ra) .
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Entre 48 et 72 h PI, chez des pucerons vivants infectés, il a été vérifié que le champignon se
trouvait a l'intérieur du corps de I'hdte, initialement sous forme d'hyphes, et poussait de
maniére minimale dans I'némocele. Nous avons souvent observé des corps hyphes et des
blastospores dans I'hnémoceéle des pattes (Fig. 15). La croissance superficielle de tubes
germinatifs courts sur les pattes des pucerons (indiquée par des fleches noires sur la figure (3
a, b) semble avoir été a l'origine de ce développement. La colonisation au niveau de la
membrane intersegmentaire s'est propagée aux segments de jambe adjacents, aux tarses et aux
tibias (Fig.15b). A lintérieur du tibia, des corps hyphes de différentes tailles et formes
circulaient dans I'némocele de la jambe (Fig.15c—f). Les hyphes qui se sont développés
initialement a l'intérieur du corps de l'insecte s'étaient également fragmentés (indiqué par la
pointe de fleche sur la figure (15d). Nous avons en fait observé deux cellules fongiques alors
qu'elles s'eloignaient l'une de l'autre .De méme, des hyphes ont été trouvés dans un homogénat
de pucerons qui ne présentaient aucun signe de développement fongique externe. Egalement a
48-72 h PI, la plupart des pucerons inoculés avaient cesse de s'alimenter et passaient plus de
temps a explorer la chambre d'élevage que les pucerons non inoculés. Les pucerons témoins
ont également continué a se nourrir. De plus, nous avons observé que les pucerons infectes
produisaient moins de descendants que les pucerons non inoculés. (Amnuaykanjanasin et
al.,2012)
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Figure 15. Formation des hyphes par Beauveria bassiana dans I'hémoceéle de la patte du puceron
a 60 h Pl (Amnuaykanjanasin et al.,2012) .

v" Image (@) un microscope optique composé vue avec une optique a fond clair

v Image (b-f) avec une coloration au bleu coton-lactophénol.

v' (a) Les pattes antérieures d'une nymphe vivante et malade ont été colonisées de
I'extérieur par le champignon a deux endroits (fleches).

v (b) Hyphes externes colorés en bleu (fleches noires) dans le tarse (Ta) et nombreux
hyphes (hb) dans le tibia (Ti) pres du site d'infection externe de la jambe. Barre 5um.

v (c) Gros plan sur trois corps hyphes.

v (d) Dans la méme patte, des hyphes se fragmentent en hyphes/blastospores plus courts
(téte de fleche).

v (e) Deux longs hyphes (hl).

v' () hyphe de forme irréguliere (hi, fleche noire) au site prédominant d'infection chez
ce puceron. La premiére a la quatrieme (4eme) soies latérales du tibia sont illustrées.

Les barres mesurent 2 pm en c—f
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Figure 16. MET de cellules de Beauveria bassiana dans Myzus persicae gravement malade a 72
h Pl. (Amnuaykanjanasin et al.,2012) .

e Image (a) Corps hyphes et blastospores (bs) de différentes tailles dans I'hémoceéle.
Barre 5um.

e Image (b) Les corps hyphes (hb) ont pénétré le corps gras (Fb) (téte de fleche noire).
Le tissu des pucerons autour de la zone colonisée était dégradé. Tissu musculaire (M).

e Image (c) Les corps hyphes et les blastospores ont pénétré dans la paroi intestinale (G)
et se sont développés a proximité des embryons (E).

e Image (d) Cellules fongiques autour du muscle (M) de la face dorsale de I'abdomen.

e Image (e) Les blastospores se sont développées et ramifiées dans I'némolymphe.

e Image (f) Les blastospores s'étaient reproduites dans le bouillon SDY. Les corps
hyphes allongés qui ont été produits dans l'insecte n'avaient pas de paroi cellulaire
bien définie (fleches noires dans a-d), tandis que les blastospores produites in vivo (e)
et in vitro dans le bouillon SDY (f) ont une paroi cellulaire plus définie (blanc

fleches). Barres 2um en b—f
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L'analyse MET a indiqué que 72 h apres l'inoculation, plusieurs organes et tissus internes
de certains pucerons avaient été fortement colonisés par B. bassiana. Des hyphes et des
blastospores de différentes formes et tailles ont été détectés (Fig.16a). Dans certaines zones,
les blastospores se trouvaient pres des muscles (Fig. 16 b, d) et avaient pénétré les corps
adipeux (Fig.16b), et quelques hyphes étaient présents prés des embryons de pucerons
(Figl6c). Les blastospores qui flottent librement dans I'hémolymphe étaient pour la plupart
sphériques ou ovales et reproduites par bourgeonnement (Fig.16e). Fait intéressant, les
blastospores circulant dans I'hémolymphe (Fig.16e) semblaient avoir des parois bicouches
plus épaisses, similaires aux blastospores produites dans SDY (Fig.16f), mais différentes de
celles infectant les tissus solides (Fig.16a—d). (Amnuaykanjanasin et al.,2012)

A 96-120 h PI, la plupart des pucerons étaient morts. Une croissance importante des hyphes
a souvent été observée a l'intérieur des deux segments de patte les plus proches du corps de
I'insecte (coxa et trochanter) (Fig.17a, b). De méme, des mycéliums denses avaient colonisé
I'intérieur de nombreux pucerons morts, de la téte a lI'anus, méme chez des insectes morts qui
n'avaient pas de croissance fongique externe. Certains pucerons gravement infectés
présentaient également une paralysie avancée. lls étaient renversés ou ne pouvaient déplacer
que leurs appendices .A la mort des pucerons ou prés de celle-ci, les piéces buccales étaient
remplies de mycélium et de conidies (Fig.17e). Les mycéliums émergeant de cadavres de
pucerons ont produit des conidies aériennes sur un rachis en forme de zigzag (Fig.17f).

(Amnuaykanjanasin et al.,2012)
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Figure 17. Micrographies optiques du trochanter (T) et de la coxa (Cx) d'une patte de deux

pucerons morts remplis d'hyphes (hy) de B bassiana a 96 h PI. (Amnuaykanjanasin et al.,2012)
v Des conidies colorées au bleu de coton au lactophénol (cn) peuvent étre observées sur

les pattes (pointes de fleche). Barre 10 pum.
2.Microscopie confocale a balayage laser et distribution de B. bassiana exprimant sgfp
dans la cochenille rose du manioc P. manihoti

Des six transformants obtenus apres deux cycles de sélection, l'isolat GFP3 avait la
fluorescence verte la plus forte. En isolant une seule conidie (Choi et al. 1999), nous avons
ensuite genéré une seule souche de conidie de B. bassiana exprimant sgfp, GFP3-1 (déposéee
dans BCC, accession BMGC155). Nos traitements contre les insectes ont indiqué que les
souches de type sauvage et exprimant sgfp provoquaient de la méme maniere une mortalité de
50 a 60 % de la cochenille du manioc en sept jours. Le CLSM de cochenilles inoculées avec
la souche GFP3-1 a révélé que la distribution du champignon était similaire a la distribution
au sein des pucerons infectés. Cependant, la pathogenése et la mort des insectes étaient
beaucoup plus lentes chez les cochenilles que chez les pucerons. A cing jours PI, la plupart
des cochenilles inoculées étaient encore en vie et peu de cellules fongiques étaient présentes
dans I'n6te. La majorité des cellules fongiques a la surface de I'héte étaient des conidies, qui
avaient soit gonflé, soit produit des tubes germinatifs courts, soit n‘avaient pas changé du tout.

Les cochenilles infectées avaient commencé a mourir au bout de six jours Pl. Les hyphes,
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pour la plupart courts, avec des extrémités effilées, s'étaient largement multipliés, notamment
dans I'némocele de la jambe des segments de la coxa, du trochanter et du fémur (Fig.18a—d).
A sept jours PI, les hyphes avaient commencé a produire des hyphes longs et minces
(Fig.18e). Chez les cochenilles mortes, le champignon était limité a certaines zones du corps
de I'hdte, la cavité buccale (Fig.19a, c) et les pattes (Fig.19d, €) (ou il a probablement pénétré
I'n6te), I'hémolymphe (fléches sur la figure 19b) ou les tissus solides périphériques (pointes de
fleche sur la figure 19b). Dans I'hémolymphe, seules des blastospores étaient présentes, alors
que des hyphes ou de longs hyphes étaient présents sur ou autour des tissus et organes solides
(Fig.19b). A des stades ultérieurs, les hyphes se sont multipliés dans le fémur des pattes
infectées de deux cochenilles (Fig.19d, €). Curieusement, les nombreux hyphes longs étaient
de forme et de taille trés uniformes dans le fémur infecté et orientés parallélement les uns aux
autres et au grand axe de la jambe (Fig.19d). A 11 jours PI, le champignon s'est développé
plus rapidement, formant souvent un réseau d'’hyphes dans les segments de jambe (Fig.19e)
dans lesquels le site d'infection d'origine semblait avoir été a la jonction entre le trochanter et

le fémur. (Amnuaykanjanasin et al.,2012) .
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Figure 18. CLSM pour localiser Beauveria bassiana exprimant sgfp (souche GFP3-1) dans

I'hnémocele des pattes de cochenilles mortes. (Amnuaykanjanasin et al.,2012)

e Image (a, b )Coupes optiques selectionnées a des intervalles de 1-pum montrant des hyphes
courts, 1 a 2 cellules, fluorescents verts (hb) de B. bassiana dans toute la coxa (Cx), le
trochanter (T) et le fémur (F) de la jambe a six jours PI. Le champignon est également
présent au niveau de la membrane intersegmentaire (fleches blanches, b, ). La charniére
coxotrochantérienne (H) a été observée chez( b). Barre 10 um.

e Image (c) A sept jours aprés J.-C., les hyphes avaient commencé & produire des hyphes
minces (pointes de fleches). Barre 20 um. Toutes les images montrent la fluorescence

verte de la GFP, l'autofluorescence rouge du tissu d'insecte et le signal lumineux transmis
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Figure 19. CLSM de la souche GFP3-1 exprimant sgfp de Beauveria bassiana dans des

cochenilles mortes du manioc a sept jours Pl. (Amnuaykanjanasin et al.,2012).

e Image (a, b) Le champignon n‘a été observé que dans certaines parties de I'hote, y compris
la cavité buccale du labium (L en a ; yeux d'insecte, E) et la patte (en b).

Des blastospores unicellulaires de forme ovale étaient présents dans I'hémolymphe (entre les

pointes de fleches noires). Des hyphes allongés, souvent multicellulaires, ont été trouvés pres

du tissu solide (fleches noires). En médaillon de la face ventrale de la cochenille montrant

I'emplacement des images a et b.

e Image (c) Gros plan de la grande levre (L) en (a), délimitée par des pointillés, avec de
nombreux hyphes. Barre 80 um .en (a—c et d) Fémur (F) d'une patte d'insecte, site de
croissance importante des hyphes aprés la mort de I'hdte, avec de longs hyphes, de taille et
de forme similaires.

e Image (e) Masse hyphale (hy) dans le fémur d'une autre cochenille. L'origine de I'infection
était apparemment au niveau de l'articulation entre le trochanter et le fémur (téte de fleche

blanche). Barres 20 umen (e et f)
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Il'y a une différence de développement d’infection chez le puceron et la cochenille du
manioc malgré que le processus d’infection initiale par le champignon entomopathogéne B.
bassiana était similaires chez les deux insectes.

1. La pathogenése du champignon ascomycéte B. bassiana

Le champignon pénétre a travers la membrane intersegmentaire des pattes par ce qu’ils
sont moins solide et moins résistante ou a travers des ouvertures naturelles telles que la cavité
ou stigmates. Apres la pénétration dans I’insecte , un petit nombre des hyphes sont produits.
Une fois que la population initiale des hyphes surmonte toute réponse de défense des insectes
apres 24h puis de 96-120h aprés la mort de I’insecte, B. bassiana passe a une phase
mycélienne ; des hyphes minces et longs, qui se développent pour former un vaste réseau
d'hyphes dans la cavité de l'insecte. Cette phase semble se produire plusieurs jours plus tot
chez le puceron que chez la cochenille. (Amnuaykanjanasin et al.,2012)

Chez les pucerons infectés, les pattes étaient l'un des sites les plus fréquents
d'infection fongique, peut-étre parce que les pattes ont une densité plus élevee d'épines ou de
structures ressemblant a des cheveux pour ancrer les conidies. De plus, les alvéoles des pattes
peuvent fournir un milieu favorable on parle de I’humidité qui permet la germination et la
croissance sur la surface de I'nbte. Les tubes germinatifs sont également capables de pénétrer
la peau moins sclérifiée et moins résistante au niveau de l'alvéole. le champignon peut trouver
une riche source de nutriments a partir de I'némolymphe. Le champignon a souvent colonisé
le ler et le 2eme segment (coxa et trochanter), peut-étre parce qu'un énorme écart entre le
trochanter et le fémur (le 3eme segment) fournit un substrat pour la fixation et la croissance
des conidies.

2. Microscopie confocale a balayage laser

Des micrographies confocales des cochenilles infectées par B. bassiana ont également
montré que le champignon se développait bien dans la coxa, le trochanter et le fémur. CLSM
a indiqué que le champignon s'est développé dans la membrane intersegmentaire de la jambe,
qui était moins ou non solide. Ces observations suggerent que la croissance de B. bassiana a
progressé le long de la patte et probablement entrainé une colonisation ultérieure de
I'abdomen de l'insecte. Le champignon a également envahi les deux insectes par des
ouvertures naturelles - chez les pucerons, a travers la queue, les cornicules, les piéces buccales
ou les stigmates, et chez les cochenilles, la cavité buccale du labium a deux segments était un
site de croissance fongique important (peng et al ,2002).

Nous avons également observé des hyphes qui avaient été libérés de I'abdomen de pucerons

vivants qui présentaient des symptémes de maladie, et les pucerons ont alors commencé a
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mourir rapidement.les hyphes produits in vivo ont un mécanisme d'adaptation a I'héte qui
nécessite 48 h pour se développer. les amibes tuent les champignons mais B. bassiana est
capable de croitre et de survivre au sein de cet organisme amiboide et qui ne nécessite pas
d'insecte pour survivre (bidochka.,2010) .
3. la paroi des hyphes et blastospores

Notre preuve de microscopie électronique a transmission (MET) a suggéré que la paroi
cellulaire des hyphes produits in vivo prées du tissu périphérique solide était distincte de la
paroi des blastospores produites in vivo dans I'hémocéle et de celles produites in vitro. La
paroi fongique est composée de deux couches : une couche externe dense aux électrons et une
couche interne transparente aux électrons. La rigidité et la résistance de la paroi, qui protege
la cellule dans son environnement sont conférées par la chitine, le (1,3)-glucane et le
galactomannane (Griffin 1994). Alors que les blastospores qui circulaient dans I'némolymphe
avaient une structure de paroi bien définie, les hyphes qui se developpaient dans un tissu
solide n'avaient apparemment pas cette paroi définie. Ainsi, une I'hypothése montre que chez
un insecte hote, la synthése de la paroi des hyphes dépend en partie du potentiel osmotique
environnant.
4. La virulence de B bassiana

De plus, tous les isolats hautement virulents ont montré une croissance des hyphes
plus rapide que les faibles virulents. La croissance plus rapide des hyphes se traduit
généralement par colonisation des insectes infectés entrainant une augmentation virulente. des
résultats obtenus que la virulence des isolats de B bassiana en laboratoire est plus efficace que
dans les conditions de serre grace aux facteurs tel que I’humidit¢é a 90% (Shipp et al.,
2003),la température qui est importante dans la croissance et la propagation des

champignons(Orozco-Avitia et al.,2013).

43



Conclusion




Conclusion

L’utilisation de la lutte biologique est intéressante et importante dans le domaine de la
santé humaine et animal et respecte 1’écosystéme, par ce qu’elle vise pas 1’éradication mais
plutdt le maintien des organismes nuisibles par rapport aux pesticides chimiques. B bassiana
est parmi les agents majeurs de la lutte biologique cosmopolite, elle infecte les pucerons verts
du pécher et les cochenille du manioc a travers la cuticules et les ouvertures naturelles .

Le point le plus intéressant du fait qu'il peut infecter I'ndte par ingestion ou par simple
contact contrairement aux autres auxiliaires de lutte micro-biologiques. Ce mode d’action
particulier rend tous les stades (oeuf, larve, adulte) sensibles. B. bassiana peut se produire en
masse a moindre codt et peut étre appliqué avec les méthodes conventionnelles. De plus, Il
n'est pas dangereux pour les vertébrés et certains isolats .

Grace a la biodiversité de B bassiana, il serait intéressant de faire des modifications
génétiques in vitro sure cette souche pour cibler d’autre espéces et pour une lutte biologique
efficace , et mieux étudier les propriétés antifongique.
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+ Résumé

La lutte biologique est 1’utilisation d’un organisme vivants contre des ravageurs nuisibles
comme Myzus persicae et phenacoccus manihoti , le processus d’infection initial par
Beauveria bassiana (champignon entomopathogene) est similaire chez les deux insectes .
L’utilisation de microscope électronique montre que les pattes et les ouvertures naturelles sont
les sites les plus fréquents, la mort des insectes était plus lent chez les cochenille du manioc
que chez les pucerons vert du pécher, MET explique que la paroi des hyphes fongique est
distincte que la paroi des hyphes de I’hémolymphe, plus la croissance des hyphes est rapide
plus ils sont hautement virulents.
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+ Abstract

Biological control is the use of a living organism against harmful pests like Myzus

persicae and phenacoccus manihoti, the initial infection process with Beauveria bassiana
(entomopathogenic fungus) is similar in both insects.
The Uses of electron microscopy shows that legs and natural openings are the most frequent
sites, insect death was slower in cassava mealybugs than in green peach aphids, MET explains
that the wall of fungal hyphae is distinct from the hyphal wall of the hemolymph, the faster
the hyphae grow the more highly virulent they are.
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