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Résumé

Les insectes et leurs effets nuisible sur les plantes sous serre et en plein champs induire
l'utilisation de la lutte chimique qui a des effets néfastes sur la santé humain et
I'environnement.pour cela transmué en lutte biologique qui utilise les microorganismes
(Exemple : Champignon).Dans la présente étude, deux champignons entomopathogenes,
Beauveria bassiana et Verticillium lecanii, ont été testés pour leur efficacité contre les aleurodes
et les pucerons. La mortalité causee par B. bassiana était plus élevée que celle de V. lecanii.
Les mortalités causées par les filtrats étaient significativement plus élevées que celles causees
par les conidies des deux champignons; en cas d'aleurode, la mortalité causée par B. bassiana
était significativement plus élevée que celle de V. lecanii, Par contre, en cas de puceron, la
mortalité causée par V. lecanii était 1égérement supérieure a celle de B. bassiana. Il en va de
méme pour les formulations, aprés I'évaluation des recherches. Montre que Verticillium lecanii
et Beauveria bassiana sont les plus efficaces contre les pucerons et l'aleurode. Dans des
conditions des milieux .Pour terminer conseillé de généraliser I'utilisation des champignons

entomopathogénes en lutte biologique et ¢a pour ses multiples avantages.

Mot clés : entomopathogéne,lutte biologique,B.bassiana,V.lecanii , pucerons,

aleurodes
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Abstract

Insects and their harmful effects on plants in greenhouses and in open fields induce the
use of chemical control which has harmful effects on human health and the environment. For
this transmuted into biological control which uses microorganisms (Example: Mushroom). In
the present study, two entomopathogenic fungi, Beauveria bassiana and Verticillium lecanii,
were tested for their efficacy against whiteflies and aphids. Mortality caused by B. bassiana
was higher than that of V. lecanii. Mortalities caused by filtrates were significantly higher than
those caused by conidia of both fungi« In the case of whitefly, the mortality caused by B.
bassiana was significantly higher than that of V. lecanii, on the other hand, in the case of aphid,
the mortality caused by V. lecanii was slightly higher than that of B. bassiana. The same goes
for formulations, after the research evaluation. Shows that Verticillium lecanii and Beauveria
bassiana are the most effective against aphids and whitefly. In environmental conditions.
Finally recommended to generalize the use of entomopathogenic fungi in biological control and

that for its multiple advantages.

Keywords: entomopathogen, biological control, B. bassiana, V. lecanii, whitefly,

aphids
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Liste des abréviations :

°c : degré celsius

KUm: micro-metre

Ampc : Adénosine momophosphate cyclique
ANOVA : analyse unidirectionnelle de variance
B.bassiana :Beauveria bassiana
B.brongniartii : Beauveria brongniartii
I.fumosorosae: Isaria fumosorosae
M.acridum: Metarhizium acridium
M.brunneum: Metarhizium brunneum
M.majus: Metarhizium majus
M.pingshaense: Metarhizium pingshaense
M.robertsii: Metarhizium robertsii

ml : millilitre

nm : nano-metre

PDA : pomme de terre dextrose agar

pH : potential d’Hydrogene

PKA : protéine kinase A

Prl : subtilisin-like sérine protéase Prl
Pr2 : trypsin-like protéase Pr2

RH : I’humidité relative

UV : les radiations ultra-violettees

V.lecanii : Verticillium lecanii
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Introduction

Les insectes étaient en possession de la terre depuis des millions d’années lorsque

I’homme est apparu.

Ils avaient traversé des époques d’une durée prodigicuse sans perdre de leur viabilité et sans
que jamais leur nombre ait diminué. Avec ce tard venu ; qui prétendait bientét dominer toute la terre ;

il n’est surprenant qu’une lutte se soit vite engagée (Berland,1948).

Quelque insectes (comme les pucerons) sont des vecteurs de nombreuses maladies virales des

plantes et favorisent la prolifération de maladies fongiques.

Le seuil économique pour ce type de ravageurs est généralement trés bas, dans certains

culture ; on ne tolére méme pas leur présence (Comeau, 1992).

La lutte contre ces maladies est donc aujourd’hui un enjeu majeur .Ce d’une part , en
comprenant le mécanisme des transmission de la maladie pour contréler ; par contre , du fait du mode
de propagation indirect (pichard,2008).C’est généralement trés compliqué, méthodes de contrdle
telles que les insecticides , les lampes ultraviolettes , les appareils a ultrasons , les insectifuges et les
moustiquaires ...etc. utilisées pour repousser avec succes ces insectes nuisibles variables (Matthewet
et al.,2007).

L’utilisation massive des insecticides chimiques comporte cependant de nombreux
inconvénients (Larhbali et al.,2010) ; en dépit des grands succes réalisées par ces insecticides dans le
contrdle des insectes ,leur utilisation quotidienne a créé une résistance chez de nombreuses espéces
pour ces produits en plus que ces derniers sont considérés comme un facteur qui provoque la pollution
du sol, nutriments et 1’air ; ainsi que des effets néfastes pour I’homme, I’animal et le végétal
(Rajkumar et al .,2005).

Pour minimiser les répercussions négatives des pesticides chimiques, de nouvelles orientation
sont considérées ; la lutte biologique ; précisément par utilisation de microorganismes
entomopathogénes est une alternatives trés prometteuse pour assurer une protection phytosanitaires
performante (Arkam, 2019).c’est une méthode qui peut étre efficace et sans risque sur

I’environnement et sur la santé humaine.

Les champignons entomopathogénes ont la capacité d’affecter individuellement leur hote a
travers la pénétration intérieure dans un insecte (Lacey et al., 1996). Beauveria bassiana ,
Verticillium lecanii et autres champignons sont révélés étre les champignons les plus prometteurs a
cet égard (Wraight et al.,2007).

B.bassiana et V.lecanii sont des champignons les plus étudiées et connus sous le nom d’un

agent de biocontrdle virulent d’une large gamme de foréts, de cultures sur terrains et organismes
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nuisibles de la maison verte. Ces entrepreneurs étaient tout aussi efficaces dans les habitats du désert,

de I’agriculture et des forets (Annamalai et al., 2016 et Dogan et al.,2017).
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Chapitre 1 : Généralités sur les champignons

1. Géneralités :

Les champignons ou “Fungi” ; ce sont des micro-organismes nucléés; eucaryotes;
hétérotrophes (Robert, 2008) ; filamenteux, non photosynthétiques et non mobiles (absence des
flagelles) ( Nicklas et al, 2000) .

Ils possédent une paroi cellulaire imprégnés de chitine ou parfois de cellulose (McCoy et al,
1988) .

Constituant un groupe autonome au sein de monde vivant ; indépendant des bactéries ; des
organismes regroupé sous le nom “Protistes” Des végétaux et des animaux (Raspail, 2008). Certains
vivent en symbiose avec les végétaux ; d’autres sont des parasites des végétaux ou des animaux,

d’autres sont saprophytes ; se développent sur les déchets organiques (Nicklin et al, 2000)

Les microbiologistes utilisent le terme « champignon » pour désigner des organismes
eucaryotes ; porteurs des spores ; incluant des espéces macroscopiques et d’autres microscopiques,
d’aspects filamenteux ou Levuriformes (Chabasse et al, 2002). Les scientifiques qui étudient les
champignons sont les mycologues (du grec Mykes; champignon et logos; discours), la discipline

scientifique concerné est « la mycologie ».

Ce sont des organismes Ubiquistes retrouvés dans tous les écosystemes (Hawks Worth,
2004), on les trouve par tout ou il y a de I’humidité; ils ont une grande importance ; tant bénéfique que

nuisible pour les hommes (Prescott et al, 2010).

Les champignons sont des décomposeurs hétérotrophes unicellulaires ou multicellulaires a
parois cellulaires épaisse qui mangent de la matiére en décomposition et font des enchevétrements de

filaments.

La plupart des membres du royaume champignons mangquent du flagelle ; les structures sont

complétement absentes a tous les étapes de leur cycle de vie (Alexopoulos et C. W. Mims, 1979)

La seule exception est les Chytrids ;qui produisent des gamétes flagellés. L'absence de flagelle
est donc une synpomorphie qui unit tous les autres groupes de champignons. Cela a eu un impact

énorme sur la biologie fongique.
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La grande majorité des champignons se présentent sous forme filamenteuses ; caractérisée par
une structure tubulaire, ramifié et Plurinucléé. Le diametre des hyphes varié considérablement en
fonction des conditions de I'environnement ; de leur position dans la colonie, et surtout d'une espéce a
l'autre ; de 3-4 micrométres a plus de 10 micromeétres de type cloisonné ou non cloisonné (Chabasse
et al., 2002).

La reproduction des champignons est complexe ; refletent ainsi I'nétérogénéité de leur mode
de vie ; elle peut étre sexuée ou asexuée, Bien que certains champignons alternant entre les deux types
de reproduction (Nesteretal., 1998).
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Chapitre2: les champignons entomopathogénes
1. Définition :

Ce sont des eucaryotes avec des noyaux et des organites bien définis et une paroi cellulaire
chitineuse ; ils se présentent parfois sous forme des cellules individuelles mais le plus souvent sous

forme filamenteux avec une reproduction sexuée ou asexuée (Ksentini, 2009).

Parmi les microorganismes utilisées en lutte biologique plus de 700 espéces de
microchampignons sont entomopathogeénes (Starnes et Al.,1993) et jouent un rdle important dans

la régulation naturelle des populations d'insectes (Wraight et Robert,1987).

Il s’agit des agents pathogenes qui provoquent des maladies chez les insectes ceux qui
s'attaquent a des ravageurs présentent donc un intérét pour la lutte biologique surtout en raison du
caractere épidémique de leurs attaques (Lydie, 2010).

Les premiers observations scientifiques des champignons entomopathogenes  ont

lieu aux environs des années 1830 ; avec I'ouvrage de Bassi (1835) sur la muscardine du ver a soie.

IIs provoquent des infections chez un large éventail d'insectes et des acariens, ils produisent des

spores qui infectent leur hdte par germination sur sa surface ; puis de plus en plus dans son corps.

La mort prend entre 4 et 10 jours selon le type de champignons et le nombre de spores sur

le cadavre qui se dispersent et continuent leur cycle de vie sur les nouveaux hotes.
2. Les caractéres généraux des champignons entomopathogenes :

D’aprés ferron (1975) et selon la classification d’ Ainsworth et Bisby (1971) et Howksworth
et Al (1983) les champignons entomopathogénes appartiennent a quatre groupes : les champignons

imparfaits, les entomophtorales, les coelomycétes et les ascomycétes.

A présent la systématique ou I'étude de la diversité biologique en vue de sa classification,
se concentre a la lumiére des découvertes récentes sur une classification phylogénétique remplagant

la classification classique (Saiah, 2014).

La classification classique établie des groupes ou des taxons en fonction d'un simple critére de
ressemblance globale. Une classification phylogénétique suppose que I'on regroupe les étres vivants en

fonction de leurs liens de parenté (Vega et al., 2012).
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A la suite de I'avénement de la biologie moléculaire de nombreux concepts taxonomiques ont
changé, cela va conduire a I'abandon des termes «Deutéromycetes' ou ""Fungi Imperfectii*'(Black
well et al, 2006)

On désigne sous le nom" Fungi Imperfectii** I'ensemble des champignons qui ne présentent
pas de fructification sexué mais se reproduisent uniquement par voie végeétative, au moyen de spores

asexuée (conidies) ou par simple fragmentation du mycélium (Boiron, 1996).

De nombreuses especes parasites et la plupart des moisissures banales appartiennent a ce groupe
de myceétes. Il ne s'agit pas d'un groupement naturel mais d'un ensemble artificiel rapprochant des
champignons (environ 200) appartenant a des classes variées sur l'unique base de "l'absence de

reproduction sexuée visible" (Punt et al., 2002).

IIs sont caractérisée par un thalle a mycélium septé ou unicellulaire (levure) ; une reproduction
asexuée parfois absente (mycélium stérile) ; ce groupe inclut d'importants contaminants alimentaires,

un grand nombre d'espéces sont capables de produire des métabolites toxiques (Samson et Al., 1981).

La sous division des deutéromycétes regroupe les ascomycetes et les basidiomyceétes qui sont
des champignons filamenteux a hyphes cloisonnés ; se reproduisent d'une fagon végétative dont on ne

connait pas leur forme de reproduction sexuée « champignons imparfaits »(Ksentini, 2009).
Les deutéromyceétes sont divisés en trois classes :

- Les blastomycétes qui regroupent I'ensemble des champignons levuriformes.

- Les coelomycétes qui rassemblent les champignons filamenteux dont les cellules conidiogénes
sont contenues dans les organes protecteurs appelés pycnides.

- Les hyphomyceétes qui sont des champignons filamenteux ; stérile ou produisant des spores
directement sur les hyphes ou sur des conidiophores simple ou agrégé (Moniliales)
(Botton1990).

IIs sont des champignons pour lesquels les conidies naissant de cellules banales ou de
cellules spécialisés souvent portées par un filament différenciés « conidiophores », certains

hyphomycetes (Rhizoctonia, Sclerotium) ne forment jamais de spores donc ils sont

classés dans le groupe Micelliasterilia.

Chez les champignons hyphomyceétes, environ 500 espéces (Starnes et al., 1993)
parmi lesquels les genres: Beauveria ,Metarhizium,Verticellium,Paecilomyces et

Entomophtora sont les plus utilisés en lutte biologique (Kamp et Bidocheka,2002).
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Fungi
Gymnomy Amastigo Mastigo
|
Zygomyco Basidiom Ascomyco Deuterom
Blastomyce Coelomy Hyphomy
Moniales
Moniliac Dematiacea

Beauveria ;Metharizium ;Verticillium ;Paecilomyc

Figure 1 : Classification des champignons (selon BOTTON et al.,1990)

Les champignons imparfaits génerent d’innombrables spores qui sont disséminées de

manieres passives. L’infection se fait a travers le tégument aprés 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 1’espéece.

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
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infectant de nombreuses espéces de Lépidopteres (tordeuses et pyrales), de Coléopteres
(hannetons, doryphores, otiorhynques) ainsi que de nombreuses espéces de Diptéres. D’autres comme

B. brongniartii sont, au contraire, spécialisés dans les Coléopteres 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 fréqguemment sur les populations
d’Hémipteres tels que les pucerons et aleurodes. Outre ces genres trés connus et commercialisés en tant
que biocontréle, on trouve d’autres genres limitant les populations de ravageurs : Paecilomyces, Isaria,

Aspergillus, Tilachlidium, Tolypocladium, etc...

3. Les facteurs qui influencent la croissance des champignons

entomopathogeénes :

Le potentiel infectieux des champignons entomopathogénes comme agent de lutte biologique

dépond de leur propriétés physiologiques de la population de 1’hote et des conditions des milieux

(Ferronetal., 1991).
3.1. Les facteures de I’environnement :

L’éfficacité des champignons contre les insectes est souvent influencée par des

conditions environnementales.
3.1.1. Lalumiére:

Les radiations ultraviolettes sont le principal facteur abiotique limitant la viabilité de
conidies sur le feuillage. L’exposition aux rayons ultraviolets peut influencer de maniére
significative la mortalité¢ des larves d’Ostrinianubilalis (ravageur de mais) par des isolats de B.

bassiana en interférent avec leur propriétés physiologiques (Cagani et Svercel, 2001).

La lumiére de soleil d’une longueur d’onde de 290 a 400 nm affecte la persistance des
conidies sur le feuillage et peut directement affecter la composition génétique de
champignons(MC Coy et al.,1990).Malgré son effet nocif sur la persistance des conidies ; la
lumiére peut stimuler certaines étapes du cycle évolutif des champignons entomopathogénes
cultivés in vitro ou in vivo (Silvy et Riba,1989), de plus ; afin d’assurer une protection contre
ces rayons; les Coelomycetes tels que le genre Aschersonia, produisent des cellules

conidiogénes dans des pycnides fortement pigmentés (MC Coy et al.,1990).
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3.1.2. Latempérature :

La température est un autre facteur important qui peut affecter le taux de germination ; la
croissance ; la sporulation et la survie des hyphomycetes entomopathogenes .Hastuti et ses
collaborateurs (1999) ont démontré que 100 % des larves de Paropsischarybdis (Coleoptera
chrysomelidae) sont tuées par Beauveria bassiana apres une incubation de 21 jours a

35°c, alors que 93% des larves sont mortes a une tepérature d’incubation de 15°c.

La température optimale qui assure la survie d’un champignon differe selon les
taxons .Ainsi ; les spores des entomophtorales semblent étre plus sensibles que les

spores de la plupart des deutéromycetes.

Geénéralement les tompératures dessus de 35°c empechent la croissance et le
développement des mycétes entomopathogenes, les coninidies de B.bassiana ne

peuvent pas survivre plus que 15 minutes a 40°c (MC Coy ,1990).
3.1.3. L’humidité relative :

L’humidité environnementale est un parametre important pour la germination des conidies

dans la nature ; elle affecte aussi la persistance et la survie des champignons entomopathogénes.

La pluparts de ces champignons exigent au moins 95% de I’humidité relative a la surface

de I’insecte afin de germer (Hallsworth et Magan, 1999).

Un certain nombre d’études indiqué que les conditions seches juste apres I’application des

champignons entomopathogénes sont moins pathogénes.

L’humidité relativement élevée dans les endroits abrités fournit un microenvironnement

favorable pour le développement des spores.
3.2.Facteurs lié a ’héte :

11 est maintenant reconnu que tous les stades de développement de I’insecte, de 1I’ceuf jusqu’a
I’adulte ; peuvent étre sensibles a I’infection fongique. L’épizootie fongique survient
généralement a de forte densités de la population hote favorisant ainsi la probabilité de contact
entre le pathogéne et I’hote ; de méme qu’entre les insectes infectées et non infectée (Ferron et

al., 1991).
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La virulence et la spécificité de 1’hote sont deux éléments essentiels dans le choix d’un bon
candidat a la lutte biologique, a une échelle industrielle les épreuves biologiques standardisées
de laboratoire sont essentielles afin de vérifier le potentiel insecticide des préparations produites

et de suivre leur stabilité de conservation (Braga et al., 2001).
4. mode d’action

Généralement les champignons entomopathogeénes tuent ou réduisent la vigueur des hotes
qu’ils infectent, ces ennemis naturels sont plus efficaces lorsque I’insecte ciblé est préalablement

affaibli par un autre facteur comme un stress nutritif.

Compte tenu de leur mode de transmission de leurs besoins abiotiques ; ils sont
généralement trés efficaces lorsque la densité des populations d’insectes ciblés est trés élevés ;
quoi qu’il en soit le systéme immunitaire des insectes peut fortement influencer la pathogénicité
de ces ennemis naturels.la cuticule de I’insecte est une barriére structurellement et

chimiquement complexe pour la pénétration des champignons (Clarkson et Charnby, 1996).

Le champignon infecte 1’insecte par contact et n’a pas besoin d’étre ingéré par son héte pour

causer 1’infection.

En général ; le processus d’infection des champignons est divisé en quatre phases distinctes
soit les phases d’adhésion, de germination, de différenciation et de pénétration mis en évidence

par microscopie électrique.
4.1. La phase d’adhésion :

Constitue la premiere étape du processus d’infection, elle se déclenche par un mécanisme
de reconnaissance et de compatibilité des conidies avec le tégument de I’insecte qui contient des
récepteurs de nature glycoprotéique spécifique pour une espéce fongique qui doit effectuer
(Tannada et Kaya, 1993 ; Vey et al., 1982).

Ce phénoméne peut étre déclenché par des toxines des polysaccharides fongiques
extracellulaires ; des lectines et des enzymes extracellulaires (Boucias et Pendland,
1991).Aussi produite les chitinases qui sont capables de degrader la cuticule des insectes

ravageurs (Luis Vicent et Toni, 1999).

La réussite de I'infection dépend, entre autre ; de la quantité de I'inoculum ; des conditions
climatiques et de la densité de I'ndte (ST Léger et Frank ,1992).
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4.2. La phase de germination :

Le champignons se multiplie rapidement par bourgeonnement ou scission des hyphes ce qui
produit des cellules de type levure (Butt, 1990) ; disséminées dans tout le corps de 1’insecte
(Greathead et al., 1994) .

Cette phase dépond de conditions environnementales et également de la physiologie de
1’héte (composition biochimique de la cuticule) qui peut favoriser ou inhiber la germination
(Smith et Grula, 1982).

4.3. La phase de différenciation :

C’est une phase importante dans le processus d’infection ; au cours de cette phase ; la spore
germée produit une structure appresoriale qui sert de point d’ancrage et de ramollissement de la

cuticule ce qui a pour effet de favoriser la pénétration de la spore.

La production des appressorias est dépendante de la valeur nutritive de la cuticule de 1’h6te
(Magalhaes et al ., 1989).

4.4. La phase de pénétration :

Elle consiste a la pénétration des microchampignons dans 1’hdte a travers des orifices
naturels ; la cuticule ou par ingestion. En général la cuticule de I’insecte est une barriére

structurellement et chimiguement complexe pour la pénétration des champignons.

L’épicuticule contient une protéine stable au phénol et est couverte d’une couche cireuse

contenant des acides gras ; des lipides et des stérols (Anderson ,1979 ; Oudard ,1999).

La procuticule contient de nombreuses fibrilles de chitine enfouies dans une matrice
protéique, celle-ci peut représenter jusqu’a 70% du poids sec de la cuticule il n’est pas
surprenant ; vu la complexité de la cuticule que les champignons entomopathogénes aient besoin
d’une série d’enzymes hydrolytiques pour assurer la pénétration cuticulaire et fournis la

nourriture nécessaire a la croissance.

On connait surtout la protéase ;cette enzyme a une forte activité sur la cuticule des insectes
et est la prédominante produite pendant la formation de I’appressorium (ST Léger et
al.,1993).Lorsque I’insecte morte , le champignons sécréte un antibiotique « L’oosporine » qui
lui permet de surmonter la compétition des bactéries intestinales ; ils s’ensuit une momification

du cadavre transformé en sclérote , phase nommé saprophyte (Groden et al.,1977).
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Figure 2: Mode de pénétration des champignons
entomopathogenes dans la cuticule des insectes (Clarkson et
Charmley,1996

5. Les métabolites bioactifs des champignons entomopathogenes :

La plupart des microorganismes produisent des composeés bioactif appelés métabolites secondaires
(Demain et al.,1983); elle peut tout produit a activités antibiotiques, pharmaceutique et toxiques
(Mycotoxines) (Jae-Hyuk et Keller,2005).

5.1. Les toxines :

Les mycotoxines sont des composés naturels toxiques, élaborés par de nombreuses espéces de
moisissures. Ce sont des métabolites secondaires produits par les champignons et n’ayant pas de
role évident dans 1’économie de la cellule vivante qui les synthétise. Le terme « mycotoxine » est
apparu pour la premiére fois pour décrire les toxines impliquées dans une maladie, inconnue a
1I’époque, qui a tué pres de 100 000 volailles en Angleterre au début des années 1960 (Blout, 1961).
Rapidement, ce terme a été adopté pour désigner I’ensemble des toxines sécrétées par les

champignons.

Chez certains champignons entomopathogénes il y a une production des mycotoxines, les
toxines sont souvent supposées étre des armes biologiques soit pour la défense des microorganismes,

soit pour l'attaque de I'n6te. On distingue deux types de toxines :

e Les endotoxines qui sont des toxines produits a l'intérieur de la cellule
e Lesexotoxines qui sont des toxines secrétées dans le milieu de culture par les cellules durant

la phase active de leur croissance (Bourges et Jussey,1971).
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Plusieurs mycotoxines ont été identifiés et/ou isolées de filtrats de culture ou de mycélium de :
Beauveria, Metarhizium,Fusarium, Aspergillus,Isaria et Entomophtora (Ignoffo,1988).

Parmi les mycotoxines déja identifié on distingue :

5.1.1. Les destruxines:

Dans la gamme des champignons entomopathogénes on a retrouvé le deutéromycete
"Metarhizium anisopliae " ,ce dernier produit des toxines appelés destruxines qui sont des
cyclodepsipeptides composés d'un squelette de cing acides aminés et d'un D-a hydroxyde acide
(Robert,1981).il est généralement accepté que ces toxines jouent un réle important dans le
déroulement de la pathogéne du champignon, pouvant méme causer la mort de I'héte
(Robert,1981,Vey et al.,1987).

elle produite plusieurs composés toxiques tels que : la prodestruxine , les destruxines
A,B,C,D et la desmethyldestruxine B (Mohamed et Nelson,1985), elle s‘attaquent au
coléoptéres, lépidoptéres et Hémiptéres (Ignoffo,1988).

De plus les destruxines possédent une bonne toxicité sur une large spectre d'insectes
cibles (Furges et Robert,1986) et semblent pouvoir étre une alternative valable au insecticides
chimiques (Robert,1981).
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Figure 3 : la structure chimique des destruxines ( Pais et al.,
1981)

5.1.2. Lacordycépine:

Produite principalement par Cordyceps militaris,et méme produits par plusieurs especes de
Cordyceps qui ont été trouvés sur des espéces de diptéres,coeloptéres et lépidopteres
(Ignoffo,1988).

5.1.3. Les aflatoxines :

Ce sont des toxines produites par A.flavus ,A.parasiticus ; on distingue les aflatoxines
B1,B2,G1 etG2 .A.flavus est un organisme ubiquiste qui constitue un contaminant d'aliments et de
produit des aflatoxines (Wraight,1982).
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Dautre part,ces substances constituent pour les vertébrés des cancérigenes
hypatiques(Vey,1970).Un mélange d'aflatoxines provoquent une réduction de fertilité Chez les
moustiques (Aedes aegypti) (Wraight et al.,1982).

Chez les Iépidopteres,les coeloptéres le aflatoxines administrés a forte doses provoquent une

paralysie et des cas de mortalités rapide (Vey,1970).
5.2. Les enzymes :

Plusieurs enzymes de champignons peuvent étre d'intérét considérable dans la pathologie

des insectes.En effet :

5.2.1. Les lipases :

Une enzyme lipolytique a été purifié a partir de Metarhizium anisopliae, L'épicuticule,
la couche externe de la cuticule de I'insecte, est de nature hydrophobe et agit comme la premiere
barriére contre les attaques microbiennes. Un mélange hétérogene de lipides, d'esters et d'acides
gras est le principal constituant de la cuticule des insectes. Les lipases sont responsables de
I'nydrolyse des liaisons ester des lipoprotéines, des graisses et des cires présentes a l'intérieur

du tégument de l'insecte .

Divers types d'insectes ont été largement contrdlés par les lipases extracellulaires
produites par M. anisopliae

5.2.2. Les protéases :

enzymes qui sont considérées comme les plus importantes dans le processus
infectieux (Kaur.G,2009) .

Lorsque I'epicuticule se décompose par les lipases le champignon produit de grandes quantités

de protéase Prl ,qui dégrade le matériel protéiques.

Les protéines solubilisées sont dégradées par les aminopeptidases et les exopeptidases

jusqu'en acides aminés ; servant de nutriments au champignons entomopathogénes (ST.Leger,1994) .

Les activités de Prl et Pr2 ont été déterminer en B.bassiana , M.anisoplaie, C.militaris et
Verticellium lecanii.,ces protéases sont sécrétées pendant la premiére étape de dégradation de la
cuticule et ils stimulent le signale lors de la mécanisme de transduction en activant la protéines kinase
A (PKA) médie par Ampc (Gang,2009).

Les enzymes protéolytiques les plus étudiés sont : subtilisin-like sérine protéase Prl et

trypsin-like protéase Pr2 (Vey,1989).
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Les deux protéases sont exprimées au cours de la premiere étape de I'infection, qui commence
lorsque les conidies contactent la cuticule des insectes (ST Leger,1986)  Prl est une enzyme qui
adsorbe sur la cuticule via des liaisons électrostatiques non spécifiques a travers des groupes chargés
positivement (STLeger RJ,1996), capable de dégrader les cuticules. L'autre protéase importante est

Pr2, une sérine protéase avec une spécificité pour les résidus basiques.

Cette enzyme clive préférentiellement du c6té carboxyle de acides aminés chargés
positivement (STLeger RJ,1996) et présentant moins capacité a dégrader les cuticules des insectes.
Ce fait fait de Prl le enzyme la plus active; cependant, les deux protéases peuvent fonctionner en
synergie dans la dégradation de la cuticule (Chernley,1998).

Figure 4 : la structure
tridimensionnelle des protéases (Rao et al.,
1998)

5.2.3. Les chitinases :

qui sont largement distribuées dans les plantes, les bactéries, les champignons, les insectes et
les vertébrés (Huang,2005)

Ils agissent en synergie avec les protéases afin de dégrader la cuticule de linsecte
(ST.Leger,1991) et sont associés aux différents stades des champignons entomopathogénes par exemple

la germination,la croissance des hyphes,la nutrition et la défense contre les concurrents (Adams,2004).

L’infection de la cuticule [une quantité considérable d'amylase a partir d'd'Aspergillus flavus
(Bourges et Jussey, 1971).
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Tous ces enzymes semblent étre toxiques pour les insectes et endommagent avec une grande

vitesse et spécifiguement quelques fonctions physiologiques par I'hydrolyse de certaines protéines
(Bourges et Hussey, 1971).

En plus de ces enzymes on distingue la présence des toxines protéiques, pigments nécessaire
pour la formation des spores sexuelles et asexuelles (mélanine) et des acides (Vey, 1989).
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Chapitre 3: La lutte microbiologique

1. La lutte microbiologique :

La lutte microbiologique, c’est 1’utilisation de micro-organismes et virus contre d’autres
micro-organismes, mais aussi contre des nématodes, des insectes, des plantes adventices ou
invasives. Moins connue du public, elle apparait avec le développement de la microbiologie et de la
pathologie végétale a la fin du 19éme siecle. L’idée que des microorganismes pathogénes d’insectes,
produisant des maladies chez les ravageurs, puissent étre utilisés pour les contréler fut proposée par
Le Conte (1872) aux Etats-Unis et Pasteur (1874) en France, rejoints en cela par Metchnikov,
Krassil’schik, Paillot et d’Hérelle, que I’on compte au nombre des précurseurs de cette forme de
lutte. 1l faudra cependant attendre le milieu du 20éme siécle et les développements technologiques
de moyens de production de ces micro-organismes pour en voir les premiers succés avec les
premiéeres productions commerciales de micro-organismes pathogéne d’une grande variété

d’insectes.

La lutte biologique, précisément par l'utilisation de micro-organismes entomopathogénes
est une alternative trés prometteuse pour assurer une protection phytosanitaire par l'ubiquité
naturelle des agents microbiologiques dans les écosystémes,

Leur grande variété, leur dissémination facile, leur spécificité d'action et aussi leur

persistance dans l'environnement.

Elle a pour objectifs de ramener une population ciblée a un niveau "acceptable” En utilisant
des micro-organismes mais aussi de macro-organismes Ou encore des toxines produites par des
micro-organismes. C'est au 19 eme siécle que les premiéres introductions de prédateurs de

moustiques ont eu lieu.

Parmi ces prédateurs; citons les libellules et les poissons mangeurs de larves de moustiques
(Gambusia affinis) (Si banda et al., 2013)

Malheureusement ; avec l'apparition des insecticides de synthése en 1940, la lutte

biologique contre les moustiques n'a eu lieu qu'a partir des années 1960

Lors de la prise de conscience des dommages écologiques que pouvaient engendre les

insecticides de synthése (Becker et al., 2010)

Le contréle des ravageurs par l'utilisation d'autres organismes vivants, ennemis naturels est
nommé¢ lutte biologique, I'Introduction d’un ennemi naturel d’origine exotique pour lutter contre un
ravageur, genéralement exotique lui aussi, visant un contrdle permanent du ravageur c'est la lutte

biologique classique ou par introduction, la lutte biologique par augmentation consiste a augmenter
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de la densit¢ d’ennemis naturels par lachers réguliers. Les lachers peuvent étre soit inoculatifs

(inoculation en début de saison d’un petit nombre d’individus qui vont se reproduire),

soit inondatifs (lachers massifs pour contréle unique et immédiat, la Lutte biologique par
conservation est une méthode favorisant 1’action des ennemis naturels déja présents dans le Systéme,
ce controle utilisé principalement des insectes, bactéries, nématodes et champignons (Cloutier,
1992).

2. L'utilisation des champignons entomopathogénes en lutte biologique :

Parmi les micro-organismes utilisés en lutte biologique ; plus de 700 espéces de micro
champignons sont entomopathogenes (Sternes et al., 1993) et jouent un réle important dans la
régulation naturelles des populations d'insectes (Wraight et Robert, 1987).

Le plus grand nombre de pathogénes se trouvent dans la classe de Zygomycétes, mais le

plus utilisés en lutte biologique provient des Deuteromycétes (Fungi Imperfecti) (Goettel, 1992).

IIs ont un intérét agronomique considérable dans la lutte biologique contre les ravageurs de
culture et sont donc I'objet d'etudes de plus en plus poussés ; les champignons entomopathogénes
sont des agents de lutte tres intéressant du fait de leur aptitude a infecter I'nGte par ingestion ou par
simple contact rendant tous les stades : oeufs, larves, adulte (Carruthers et Super, 1987).

Ils peuvent étre produits en masse a moindre codt et peuvent étre appliquée avec les

méthodes conventionnelles (Khachatourians, 1987).

Les champignons entomopathogenes les plus utilises :

3.1. Metarhizium anisopliae :

D'apres (Metchnikoff) Sorokin ; depuis les observations originales de Johnson (1915),
confirmées par Veen (1968), une forme majoritaire (dimension des conidies 7-16 x 2,5-3 um) ainsi

qu'une forme minoritaire encore dite "anisopliae” (3-5x 2-3 pm)

Gams et Rozsypal (1973) ont décrit une nouvelle espéce Metarhizium flavoviride
caractérisee par la teinte vert-jaune de sa spore typiquement verte foncée chez Metarhizium
anisopliae et par la morphologie de ses conidies de forme grossierement ellipsoide et de taille

intermédiaire (7-9x4, 5-5, 5 um).

Metarhizium Sorokin (Hypocreales: Clavicipitaceae) est un genre de champignons
ascomycetes, distribué dans le monde entier et reconnu comme un agent de lutte biologique contre
les insectes (Goettel, Eilenberg, & Glare, 2005).
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Les conidiophores sont ramifiés mais sont parfois simples chez certaines espéces, avec des
sommets de branches portant une a plusieurs phialides qui peuvent étre tronquées ou allongées. Les
conidies peuvent étre hyalines, lilas, brunes ou vertes et former des chaines (Kepler et al., 2014 ).
Ces structures varient en forme (cylindrique, globuleuse, ellipsoidale) et en taille (a partir de 4,0 -
14,5 x 2,0 - 5,0 um). M. majus est I'espéce avec les plus grandes conidies (8,5 - 14,5 x 2,5 - 2,0 um)
et M. acridum est I'espece avec les plus petites conidies (4,0 - 5,5 x 2,0 - 3,0 um) (bischo ff et al.,
2009 ; Driver et al.,2000 ). Les conidies sont généralement les seules caractéristiques
morphologiques distinctives au sein de ce genre, mais la morphologie des conidies est indiscernable
entre les especes étroitement apparentées, telles que M. anisopliae ( Figure 2 ), M. brunneum, M.

pingshaense et M. robertsii .

C'est un champignon entomopathogéne essentiel, cette sous espece a été décrite pour la
premiére fois en 1879 par Metchnikoff (Tu Loch, 1976) dans les conditions naturelles, le
Metarhizium se trouve dans le sol ou les conditions humides permettent une croissance
filamenteuses et la production de spores infectieuses (conidies) qui infectent les insectes vivants

dans le sol au contact (Driver et al., 2000).

Cette champignons est devenu le Pierre angulaire de plusieurs programmes de lutte
intégrées ; notamment dans les secteurs agricoles ou la présence de résidus de pesticides dans les
aliments constituent une source de préoccupation majeure. M. anisopliae est inoffensif pour la santé

humaine, en plus d'étre sans danger pour I'environnement. (Faria et al., 2001).

Plusieurs facteurs favorisent une plus grande utilisation de M. anisopliae ,en particulier
l'augmentation des colts sociaux résultants de I'utilisation massifs des pesticides chimiques et de la

production des nouveaux insecticides chimiques.
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Figure 5 : Observation du genre metarhizium anisopliae A) M.
anisopliae sous un microscope optique (Gx100) B) culture de M. anisopliae sur
un milieu PDA.

3.2. Verticillium lecanii :

Le genre Verticillium possede des conidiophores strictement verticillés a des phialides
allongées, et peuvent porter des pénicilles tout a fait semblables avec les phialides longues et

verticillés.

Verticillium lecanii possede une thalle a croissanclente ; floconneux ,blanc a jaunest pale,
revers incolore ; jaune foncé, phialides isolées ou en verticilles ,pointure de 12-40 x1-3 um
conidies elliptiques a cylindriques de 2,5-10 um de long et 1-1, 25 um de large. Pas de
chlamydospores (Button et al, 1990).

Verticillium lecanii produisent des spores couvertes d'une substance visqueux, cylindrique
avec des apex ronds et rassemblées en petits amas, germent sur les insectes et les mycétes (hyphes)
( Greathead et al., 1994).

La capacité de germination des spores pourraient étre influencé par plusieurs facteurs tels
que l'dge de spores, la température et I'numidité relative, dans la plupart d’expériences ; les
propriétés des souches fortement pathogénes et virulence et sont des souches qui possedent un taux

de germination rapide (Drummond, 1987).

Beaucoup d'études ont rapporté que la température optimale pour la croissance du
champignons est de 25° ¢ alors que son ralentissement est enregistré de 4°c et I'inhibition entre 4-

7°c.

Le meilleur développement de ce champignon est obtenu a Ph neutre, et I'inhibition de

certains souches est remarqué a Ph=3.
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La germination des conidies étaient aprés 3 jours d'incubation pour toutes les souches (Luis
Vicente, 1999).

Le Verticillium lecanii est omniprésent distribué dans les sols (Hall, 1981).En outre on le
connait qu'il a une large gamme d'héte par exemple on distingue les insectes, les mycetes

phytopathogenes et les parasites des plantes ) .Shinya, 2008)

Il est un champignon commun qui peut affecter les arthropodes ; entre outre ce champignon
a été décrite pour la premiére fois sur les mouches blanches en 1915 et sur des acarides et des
nématodes et aussi trouvé comme saprophytes, qu'est un organisme vivant dans un matiere

organique mort.

C'est le seul Hyphomycéte qui cause réguliérement la mortalité des aphides dans les

conditions normales (Milner, 1997).

Srivastava et al (1985) estiment que Verticillium lecanii utilisé pour la lutte biologique
contre les pucerons sur chrysanthémes de serre, il est actif sur Puccinia horiana aussi. Certains
cultivars de chrysanthémes sont résistants et la sélection pour la résistance continue (Redemaker
et Jong, 1985,1987).
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Figure 6 : Développement du champignon entomopathogéne
Verticillium lecanii sur les ravaaeurs hotes des pucerons( Silvy et

3.3. Beauveria bassiana :
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C'est un microchampignon pathogéne pour de nombreux insectes, sa pathogénicité a été
démontrée pour la premiére fois par Agostino Bassi de Lodi (1835), le précurseur des études des
maladies infectieuses en démontrant pour la premiére fois qu'un micro-organisme peut étre

responsible de maladie infectieuse chez I'animal.

Beauveria sp. a €té décrit par la suite par Jean Beauveria en 1911, le genre a été établit par

Vuillemin et fut classé dans I'ordre des Hyphomyceétes.

Les especes de Beauveria produisent les colonies cotonneuses blanches a jaunatre, les
conidies (spores) sont soutenues par de longs filaments qui sont des hyphes transparents et septaux
avec avec un diameétre de 2,5 — 25 um ,en présence d'air le champignon produit des conidiospores
de forme sphérique ou ovale mais en milieu anaérobie, il produit des blastospores de forme ovale
(Weiser, 1972,Lipa, 1975).

Par multiplication végétative, initialement solitaires ou disposée en petits bouquets de 2-5
éléments le long des filaments végétatifs ou sur courtes ramifications. Les cellules conidiogénes
apparaissent trés rapidement agrégées en bouquets denses ; ces cellules a croissance Sympodiale
présentent une partie basale légerement dilatée de 3-6 um de long sur 2,5-3, 5 um de large.

L'aspect est plus ou moins géniculé, les conidies unicellulaire sont hyalins et lisses,

globuleuses a sub-globuleuses ; elles mesurent 2-3 um de long sur 2-2, 5 um de large.

Le champignon Beauveria bassiana infecté I'insecte par contact et n'a pas besoin d'étre

ingérée par son hote pour causer l'infection ( Boucias et Pandland, 1991).

Lorsque l'insecte meurt, le champignon secréte un antibiotique, I'oosporine qui lui permet
de surmonter la compétition des bactéries. Il s'ensuit une momification du cadavre transformé en

sclérote, phase nommé saprophyte (ST.Leger et al., 1993).

Contrairement aux insecticides chimiques qui tuent rapidement les insectes, la plupart des

mycetes entomopathogenes mettent quelques jours avant de tuer leur hote.
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Figure 7 : Charangon muscardine infecté par B. bassiana dans
un champ de riz. ( Noémie,2010)

3.3. Isaria fumosoroseus:

Isaria fumosorosea, un champignon entomopathogéne bien connu, est distribué dans le monde
entier. Il était auparavant connu sous le nom de Paecilomyces fumosoroseus, cependant, maintenant il
a été transféré au genre lIsaria ( Zimmermann, 2008 ). En raison de sa large gamme d'hétes, il est

devenu

un agent de lutte biologique prometteur et son potentiel en tant qu'agent de lutte biologique,
autre que I'immunité, a été testé pour lutter contre divers insectes ravageurs, y compris Diaphorina citri
(Avery et coll., 2011 ), Bemisia tabaci ( Huang et coll.,2010 ), Trialeurodes vaporariorum ( Gokge
et Er, 2005 ), et P. xylostella ( Huang et coll., 2010 ).

Les champignons entomopathogénes, Isaria farinosa et Isaria fumosorosea, étaient connus
depuis plus de 30 ans sous les noms de Paecilomyces farinosus et Paecilomyces fumosoroseus. Les deux
champignons ont une distribution mondiale et une gamme d'hotes relativement large. Alors que I.
farinosa est actuellement d'une importance mineure dans la recherche et en tant qu'agent de lutte
biologique, 1. fumosorosea est considéré comme un complexe d'espéces et diverses souches sont
utilisées avec succes pour la lutte biologique contre plusieurs insectes ravageurs, principalement les
aleurodes (Tsea , 2000).

Elle est caractérisée par des conidiophores érigés isolement ou en groupes appartient de la
famille ds phialospores, se distinguant par leurs cellules conidiogénes en forme de bouteille (phialides)
produisant des spores en chaine a leur extrémités, ces spores ont une forme ovoide, une longueur de 3 &

4 um ,un diamétre de 14 2 um .

Ces champignons ont un développement trés dépendant des conditions climatiques

(température, rayonnement) et sont caractérisés par un grand potentielle adaptatif (Ferron et al., 1991).
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Parmi ces champignons entomopathogénes, I. fumosorosea est considérée comme l'une des
espéces de champignons prometteuses a utiliser comme lutte biologique contre les insectes ravageurs et
divers mycopesticides a base de I. fumosorosea ont été développés dans le monde entier (

Zimmermann, 2008).

Paecilomyces lilacinus

Isaria farinosus

Figure 8 : Observations macroscopiques et microscopiques des différents espéces
du genre lsaria ( Michalaki et al.,2007)

Les champignons entomophthorales appartiennent au phylum de zygomycota et de la classe
des zygomycetes qui est constitué de plusieurs especes zoopathologique et en raison de leur haute
capacité pour lutilisation dans le contr6le biologique des ravageurs dans l'agriculture. Ces
champignons se trouvent partout, principalement dans les habitats terrestres a l'exception des
nombres de genres Ancyliste qui se trouvent dans les eaux.(Balade, 1993).

Les conidies des entomophthorales sont relativement de plus grand taille avec une couche
de mucus sur leur surface et ils germent rapidement un nombre relativement faible des conidies est

produit par cadavre d'insectes infectées ( Pelle et al., 2001)

L'ordre des entomophthorales se reproduit d'une maniere asexuée par des spores asexuée ou
d'une maniére sexuée par Union de filaments sexuels dans les extrémités qui dilatées fusionnent

pour former une zoospores pluricellulaires (Chabasse et al., 2002).
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Ils causent principalement des épizooties chez les insectes foliaires et les acariens (Pelle et
al., 2001) par exemple ;les espéces Erynia neophidis et Conidiobolus corlratus causent la mortalité
de 70% de nymphes et des adultes de Pemphigus pense.

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

spores émises activement par ses conidies.

Selon la saison et la taille de I’héte, 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 contamines. Les Entomophtorales
sont souvent trés spécialisées d’un hote (Erynia athalia avec la tenthréde 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.

Figure 9 : développement de Entomophtora
muscae sur la Scathophaga scercoraria ( Hajek et al.,
1995)
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Matériels et méthodes

1. Populations d’aleurodes et de pucerons:

La mouche blanche a été élevée sur des semis de tomates en pot selon la méthode décrite par
Borisade (2015).

Des adultes d'aleurodes ont été relachés dans ces plantes 14 jours aprés la transplantation, les
plantes de tomates en pot étaient recouverts de moustiquaire (maillage=0,0322*0,0105) pour empécher

les insectes de traverser les pots.

Les plantes ont été maintenus dans des conditions de laboratoire de 24 +- 2 °c ; 55+-3%
d'’humidité relative et de photopériode de 16:8 (lumiére : obscurité)."la photopériode et la ponte ont été

observés de fagon continue”(Salih et al.,2006)

Myzus persicae (sulser) communément appelé pucerons vert du pécher ; a été prélevé sur des
feuilles de chou en serre a I'Académie chinoise des sciences agricoles,a Beijing en Chine et a été déplacé
vers des plantes de haricots déja mis en pots sous de moustiquaire maintenus a 24° ¢, 45_60% d'RH et
16:8 (lumiére : obscurité) photopériode en laboratoire (Khan et coller,2012).

Les plantes ont été remplacées chaque semaine pour fournir une nutrition suffisante aux insectes

d'élevage.
2. lIsolats fongiques :

Trois isolats fongiques de B.bassiana et de V.lecanii présentés au tableau 1 ont été évaluées par
rapport a l'aleurode et au pucerons.les isolats fongiques ont été maintenus dans des tubes inclinés a 4°c

sur la gélose de dextrose de pomme de terre Agar (PDA) .
Les isolats ont été cultivés a 25°c pendant 14 jours et entreposés a 4°c .
2.1.  Suspension conidiale:

Des suspensions conidiales des différents isolats de B.bassiana et de V.lecanii ont été préparées
en récoltant des conidies a partir de plaques de cultures le 20 éme jour de culture en solution de Tween
a0.02% .

Les suspensions ont été vigoureusement agitées et filtrées a travers un linge de fromage stérile.
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L'hemocytometre a été utilisé pour compter les conidies en suspension au microscope et

finalement ajusté a 108 conidies /ml.

La viabilité des conidies a été vérifiée selon la méthode décrite par Hywell_Jones et Gillespie
(1990).

2.2.  Filtrat fongique:

Les filtrats des isolats des deux champignons ont été préparées en suivant la méthode décrite
par Khan et Al.,(2012).

Quatre millilitres des suspensions conidiales de tous les isolats ont été versés séparément dans
100ml de milieu liquide d'Adamek et incubés pendant trois jours dans un incubateur agitateur a 150 rpm
pour la préparation de 1% de culture secondaire.

2,5ml de culture primaire ont été mélangés avec 250 ml de milieu liquide d’Adamek et incubés

pendant 6 jours a 26° ¢ dans un incubateur a agitation a 150 rpm .

La solution a été filtrée ; centrifugée a 10000 rpm a 4°c pendant une demi-heure et filtrée de

nouveau a l'aide de Millipore corps de potes de 0,45ym.
3. Essai biologique de filtrat :

Chaque traitement consistait en deux plantes attaquées par des pucerons (70_ 90 pucerons par

plante).

Les plantes ont été pulvérisées avec 3 ml de filtrat de chaque traitement, le contréle a été

pulvérisé uniguement par milieu.

Quatre feuilles ont été coupées de chaque traitement et placées dans des boites de pétri (une
feuille dans une boite de pétri), entreposées a 24°c et de 100% d'RH avec une photopériode de 16:8 a

été maintenue.

La méthode de trempage des feuilles a été utilisée pour les aleurodes maintenant 20 aleurodes

par boite de pétri.

La concentration et la période d'incubation étaient les mémes que pour les pucerons, la mortalité

a été consignée quotidiennement pour tous les isolats fongiques .
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4. Essai biologique des conidies :

La virulence des isolats fongiques contre les pucerons a été détectée aprés une douche conidiale
sur des feuilles de chou placées dans des plaques de pétri et attaquées par pucerons (40_50 pucerons par
feuille).

Les plagues ont été mises dans une boite de pétri contenant 1% d'agar pour aider a la germination
des conidies en maintenant 100%d’RH, la concentration des spores était maintenu a 150 a 200 spores
par millilitre carré et le comptage a été effectué a travers les champs de bordereaux placés dans des plats

de pétri.

Les mortalités d'aleurodes et de pucerons ont été observées aprées chaque 24 h pendant 6 jours

continus.

Les pucerons et les aleurodes morts ont été recueillies dans des boites de pétri et conservés dans
I'obscurité a 100% d'RH ; les individus ayant une croissance fongique sur leurs corps aprés plusieurs

jours de stockage ont été considérés morts.

Les feuilles non traitées ont été utilisées pour lutter contre les pucerons et les boites de pétri non

traités ont été considérés comme aleurodes, il y a eu 3 réplication pour tous les isolats.
5. Analyse des données :

Les données ont été analysées par analyse unidirectionnelle de variance (ANOVA) en utilisant
un plan complétement randomisé, les données ont été analysées statistiquement a I'aide d'un logiciel

statistique.
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Résultats

Les deux champignons entomopathogenes ont causés des mortalités des deux insectes nuisibles.

La mortalité causé par B.bassian (46,33%) était plus élevé que V.lecanii (41,47%), les
mortalités causées par filtrage était significativement plus élevé que ceux des conidies des deux

champignons.

Dans le cas d'aleurodes ; la mortalité causé par B.bassiana était beaucoup plus élevé que celui
de V.lecanii .De méme la mortalité par filtrage était significativement plus élevé que celle par conidies

des deux champignons (Fig 10)
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Figure 10 : I'effet des formulations des champignons entomopathogénes sur le pourcentage des

mortalités des mouches blanches

D'autre part,dans le cas des pucerons la mortalité causé par V.lecanii était légérement supérieur

a celui de B.bassiana .

Similaire est le cas des formulations, la mortalité causé par les conidies était supérieur a celle

du filtrat des deux champignons, mais la différence était non significatif.(Fig 11)

32




Résultats

mFiltrat= W Comdia

60

40

%o Mortality of aphid

20

B. bassiana V. lecanii

Entomopathogenic fungi

Figure 11 : Ieffet des formulations des champignons entomopathogénes sur le
pourcentage des mortalités des pucerons

En ce qui concerne les traitements,la mortalité maximale des mouches blanches a été obtenu
avec le traitement de B.bassiana Bb01 suivie de V.lecanii VI01 et B.bassiana Bb02 lorsqu'ils sont

appliqués comme filtrat.
Le traitement de V.lecani V3 a causé la mortalité maximale suivie de V.lecanii V2 .

Les formulations de filtrat ont causés des mortalités plus élevées par rapport a I'application des
conidies(Fig.12)
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Figure 12 : I’effet des champignons entomopathogénes et leurs
formulations sur le pourcentage des mortalities des mooches blanches
(Aleurodes)

Les intervalles de temps ont également influé sur la mortalité de 1’aleurode, la mortalité était

significativement plus élevée aprés l'exposition aux 6 jours par rapport a 3 jours.

Les mortalités individuelles des mouches blanches aux deux intervalles a la fois sont indiquées

dans le tableau suivant :

Tableau 1: I’effet des champignons entomopathogénes sur le pourcentage des mortalités
des mouches blanches

Treatment % Mortality of aphid in
Filtrate after Conidia after
3 days 6 days 3 days 6 days
B. bassiana Bb01  35.00b 75.25ab 27.50c 66.87ab
B. bassiana Bb02  37.50b 81.00ab 38.07b 55.81b
B. bassiana Bb03  40.55ab  68.88bc 28.57¢ 59.52b
V. lecanii V101 39.28b 72.02abc  47.39a 66.55ab

V. lecanii V2 50.00a 85.79a 22.96¢ 80.10a
V. lecanii V3 39.02b 59.14c 25.56¢ 67.61ab
Control 4.16¢ 10.41d 7.95d 8.33c

34




Résultats

Au contraire ; les traitements en cas de mortalité par pucerons ont été a I'égalité les uns avec les
autres a quelques exceptions prés.les mortalités des pucerons sont observés avec les traitements

V.lecanii V2 suivie par B.bassiana Bb02.

Les traitements restants ont presque donné les mémes mortalités. A quelques exceptions pres ;
aucune statistique des différences significatives ont été observés entre les mortalités avec les deux

formulations comme indiqué sur la figure suivante :
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Figure 13 : effet des champignons entomopathogénes et leurs formulations sur le
pourcentage des mortalités des pucerons

Les durées ont également étudient les effets significatifs sur la mortalité des pucerons ; aprés 6

jours les mortalités étaient significativement plus élevé que ceux observés apres 3 jours.

Les mortalités individuelles moyennes de pucerons obtenus aprées que les deux intervalles sont

indiqués dans le tableau suivant
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Tableau 2 : I’effet des champignons entomopathogénes sur le pourcentage des mortalités

Treatment

B. bassiana Bb01
B. bassiana Bb02
B. bassiana Bb03
V. lecanii V101
V. lecanii V2

V. lecanii V3
Control

des pucerons

% Mortality of aphid in

Filtrate after Conidia after

3 days 6 days 3 days 6 days

35.00b 75.25ab 27.50c 66.87ab
37.50b 81.00ab 38.07b  55.81b
40.55ab  68.88bc 28.57c 59.52b
39.28b 72.02abc  47.39a  66.55ab
50.00a 85.79% 22.96¢ 80.10a
39.02b 59.14c 25.56¢ 67.61ab
4.16¢ 10.41d 7.95d 8.33c
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Discussion

Les champignons qui ont recu le plus grande attention pour le contrdle d'aleurodes sont les
deuteromyceétes ; en raison de leur prévalence ; possibilité de production sur milieu artificiel, facilité

d'application et durée de conservation relativement longue.

Les deuteromycetes prélevées sur des aleurode ou d'autres insectes comprennent

Lecanicillium (Verticellium) lecanii , Beauveria bassiana (Faria et Wraight,2001)

Les résultats de cette étude indiquent que l'application de B.bassiana et V.lecanii a été un

moyen efficace pour lutter les pucerons et les aleurodes (spécialement les mouches blanches).

B.bassiana infecté naturellement une large variété d'insectes qu'ils soient ravageurs de cultures
ou non .De ce fait ; la présence du champignon dans une large variété d'insectes lui assure une bonne

dissémination car leur comportement et leur mobilité sont également trés varies.

Robin Millet (2018) assure que B.bassiana est destiné a lutter contre les mouches blanches

(Bemisia tabaci) , les aleurodes et méme les pucerons dans les cultures de tomates.

Selon le traitement du filtrat ; nos résultats sont similaires a Kim et al (2010) qui ont observés
réduction plus élevé dans le filtrat traité les pucerons et la réduction de la population de pucerons était
plus élevé dans le traitement de filtrat & haute concentration et a haute dose.

L'efficacité maximale était due a la production de métabolites dans le filtrat de culture qui aide

a dégrader la cuticule et déformer également I’hémocéle.

Par rapport au filtrat, les conidies ont besoin de plus de temps pour germer et se libérer les

enzymes essentiels a la dégradation du corps de I'insecte.

Bateman et Alves (2000) et Altre et Vandenberg (2001)ont démontré que l'utilisation de
I'application de filtrat pour le contrble des insectes était le meilleur méthode et aussi efficace pour les
insectes qui avaient un cycle de vie court parce que ces insectes ont plus de chances de se débarrasser
des conidies de leur corps en muant car la germination des conidies a besoin d'un temps spécifiques,
selon leur conclusion nos résultats ont été similaire a celui de filtrat avait plus de capacité a contréler la

population d’insectes .
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Khan et al (2012) ont démontré le potentiel de virulence des différents isolats
entomopathogénes de deux champignons V.lecanii ; B.bassiana a la fois comme conidies et essai

biologigue du filtrat.

Les résultats aussi démontré que la concentration de conidies est directement proportionnelle au
pourcentage de mortalités des insectes et la concentration maximale de conidies ont donné le maximum

des mortalités

D’autre part; Wraight et al(2000) sont trouvé que B.bassiana et V.lecanii ont causé de

mortalités allant jusqu’a 97 et 100 % a chillo portellus .
Néanmoins ; des mortalités maximales a été noté a 6 éme jour que le 3 éme jour.

Donc ; c’est évident que I’application de filtrat des différents isolats des deux champignons

entomopathogénes a un potentiel de virulence maximal par rapport au temps.
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Conclusion générale

Les champignons entomopathogénes sont des agents infectieux qui provoquent des maladies

chez les insectes.

Ils ont donc un effet bénéfique pour 1’agriculture lorsqu’ils s’attaquent a des ravageurs dans

certains cas.

Ils sont a I’origine d’épizootie susceptible de décimer une population de ravageurs et leur
utilisation dans la lutte biologique permet de remplacer en totalité en partie les pesticides chimiques

utilisés en agriculture et en forestiers.

L’utilisation des biopesticides a base des microorganismes entomopathogénes dans le cadre de
la lutte contre les insectes a révélé des résultats encourageants comme cela a été démontré lors des essais

en laboratoire et en plein champ.

Les résultats de cette étude démontrée la toxicité des différents isolats de B.bassiana et V.lecanii

contre les aleurodes et les pucerons.

Ainsi ; il démontre que I’activité aphicide était proportionnelle a la concentration du filtrat et

méme au temps par rapport au témaoin.

Néanmoins ; I’application de filtrat des différentes isolats des champignons entomopathogénes

a une potentiel de virulence maximale que la pulvérisation des conidies.

V.lecanii V2 est plus virulente pour les pucerons tandis que B.bassiana Bb01 est plus virulent

pour les mouches blanches aprés le 6 éme jour d’application de filtrat.

Donc, on conclue la capacité des champignons entomopathogenes dans la lutte biologique au
lieu des pesticides synthétiques pour éviter et limiter la pollution environnementale ;la résistance des

especes pathogénes et méme de maintenir le coté financier.
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