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Isolement et caractérisation de champignons entomopathogenes et évaluation de leur effet

insecticide contre les insectes nuisibles.

Résumé

La présente étude a pour objectif a déterminer le potentiel insecticide de plusieurs especes
fongiques isolées a partir des insectes mycosés contre les larves L4 Thaumetopoea pityocampa et
les larves et les adultes de Tribolium castaneum. Toutes les espéces testées ont été averés tres
efficaces cotres les ravageurs cibles avec des dégrées variables en fonction 1’espéce fongique, la
concentration et le temps d’exposition. Les résultats obtenus indiquent que 1’espéce Trichoderma
sp semble les plus efficace contre T. pityocampa avec des valeurs de CLso et CLgo sont environ
3,44x10° et 8,79x10’. Les résultats obtenus montrent que la probabilité de survie de T. pityocampa
a diminué de 100 % jusqu’a 0 % avec les trois espéces fongiques. Par ailleurs, I’espéce a montré
des taux de MC% tres remarquable, qui varient entre 30% dans le premier jour apres le traitement
et 100%, dont les valeurs de CLso et CLgo sont environ 3,44x10° et 8,79%x10" spore/mL aprés 8
jours, bien que la probabilité de survie de T. castaneum a diminué de 100 % jusqu’a 0 % avec les
quatre espéces fongiques. Les adultes de T. castaneum sont les plus résistants aux especes
fongiques entomopathogénes. Cette espece a montré des taux de MC% tres remarquable, qui
varient entre 13.33% dans le premier jour aprés le traitement et 36.66% le quinziéme jour apres
I’inoculation pour les trois concentrations, avec des valeurs de CLso et CLgo de I’ordre de 4,58x10°
et 4,58x10°% A cet effet, la probabilité de survie de T. castaneum a diminué de 100 % jusqu’a
76.33 % avec les trois espéces fongiques. L'analyse des réserves énergétiques indique une
diminution significative des teneurs en protéines, glucides et lipides chez les insectes traités. Cette
étude a mis en évidence la toxicité bio-insecticide d’espéces fongiques contre T. pityocampa et T.
castaneum, révélant des gradients d'activité insecticide positifs et négatifs selon le mode
d'exposition.

Mots clés. Mortalité corrigée, inhalation, contact, probabilité de survie, in vivo.
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Introduction

L'agriculture est une activité humaine essentielle sous adaptation aux exigences sociétales,
aux variations climatiques, la fertilité des sols, ainsi que la prolifération des ravageurs
(Lewandowski 2018, Méndez-Gonzélez et al., 2022). En effet, les ravageurs ont un potentiel de
dégats affectant plusieurs espéces végétales et générant des pertes économiques annuelles estimées
entre 20 & 40 % (Ramirez-Guzman et al.,2018 ; Arredondo-Bernal et Gonzalez-Cabrera, 2020).
Cependant, les pertes causées par les insectes ou les ravageurs pendant les conditions de stockage
accelerent ce défi. Selon les rapports publiés, environ 20 % des produits stocké sont perdues
chaque année (Phillips et Throne, 2010).

A cet effet, I’agriculture a massivement utilisé des produits chimiques tels que les engrais
et les pesticides pour répondre a la demande croissante de production alimentaire. Ces produits ont
permis de protéger les cultures contre les maladies et les ravageurs, entrainant ainsi une
augmentation significative des rendements. Cependant, cette utilisation intensive a entrainé une
dégradation des sols, des impacts négatifs sur la biodiversité, comme la diminution des populations
animales et végétales, ainsi que I'émergence d'organismes résistants. De plus, elle a eu des
consequences préjudiciables sur la santé des consommateurs et des agriculteurs. (Bernard et Claire,
2024) .

L'impact néfaste des insecticides chimiques sur la chaine alimentaire, les risques sanitaires
dus a leur nature toxique et I'émergence de ravageurs résistants ont détourné l'attention vers les
techniques de lutte alternatives qui doit étre non toxique, économique et respectueuse a
I'environnement (Rossi et al.,2010 ; Eddé 2012). Dans ce contexte, la lutte biologique par les
moyens des antagonistes microbiens est une approche émergente pour réduire 1’impact des
ravageurs dans les conditions de culture ou bien dans les lieux de stockage.

Dans le passé récent, les champignons entomopathogénes ont apercu une importance
cruciale pour lutter contre divers insectes nuisibles (Rath,2000 ; Sindhu et al., 2011 ; Batta et
Kavallieratos,2018). Ces microorganismes représentent un groupe tres hétérogene. Ils sont répartis
en environ 100 ordres et environ 700 especes appartenant approximativement a 100 ordres, mais
beaucoup appartiennent aux ordres des Entomophtorales et des Hypocréales (Eparvier et al.,2018).

En tant que parasites, les champignons entomopathogenes infectent un large éventail

d'insectes hotes, a tous les stades de développement (ceufs, larves, nymphes et adultes). Au sein
des populations d’insectes, ils peuvent se propager de trois manieres : horizontalement (individus
infectés au sein d’une méme génération), verticalement (entre générations) ou par I’intermédiaire

de vecteurs (Eparvier et al.,2018).
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Ces microorganismes sont utilisés soit a 1’état individuel en remplacement directement les
insecticides chimiques de synthése, soit en association avec d’autres produits biologiques en raison
de mettre en ceuvre un programme de gestion intégrée.

La présente étude vise donc a accroitre les effets de la lutte biologique par la mise en
évidence de quelques champignons entomopathogenes indigenes et leur pouvoir insecticides
contre les stades larvaires de la chenille processionnaire de pin et les insectes des denrées stockées.
Ce mod¢le de lutte biologique s'appuiera en premier lieu sur 1’isolement et I’identification de
souches fongiques associées aux cadavres d’insectes, et en seconde lieu sur 1’analyse de 1’effet
insecticides des souches fongiques isolées sur des stades larvaires et adulte de quelques insectes

ravageurs.
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Chapitre I. Matériel et Méthodes

1. Matériel et méthodes

1.1. Matériel biologique

1.1.1. Matériel animal

L’étude de D’effet insecticide des champignons a portée sur la chenille processionnaire
Thaumetopoea pityocampa. Au quatrieme stade L4, elle forme des nids volumineux sur les
arbres de pin d’Alep (Pinus halepensis Mill.). Ces derniers ont été prélevés a partir des arbres
de pin d’Alep localisée dans le Forét de Mansoura Bordj Bou Arreridj le 14/04/2024. Les
échantillons ont été menés au laboratoire dans sa forme naturel, hébergés dans des boites en
plastiques, et conservés dans les conditions ambiantes de Température et d’humidité (25+£3°C/

75%HR).

Figure 1 : Un Nid d’hiver de la chenille processionnaire Thaumetopoea pityocampa sur un
arbre de Pin d’Alep Pinus halepensis Mill.

L’étude a portée sur les adultes de Tribolium castaneum, ces derniers ont été préleves a
partir des graines de blé déja infestées. Les échantillons ont été récupérés a partir des aires de
stockage appartenant aux coopératives de stockage des céréales et des légumes secs (CCLS) de
Bordj Bou Arreridj le 15/03/2024. Les échantillons ont été menés au laboratoire et tamisés afin
de récupérer et identifier les insectes adultes. L’identification de I’espéce T. castaneum a été
faite par SAI Bilal ; Ingénieur en protection des végétaux responsable des airs de stockage au
niveau de CCLS de BBA (Ain Tassara).

L’¢levage de cette especes ravageuse a été effectué dans des boites en plastique mesurant
20x30 x15cm, continent 1Kg de mélange de blé/farine selon les volumes (1v :1v). Ces boites
ont été infestées par 40 individus (20 males et 20 femelles), et placées dans un incubateur avec

3



Chapitre 1. Matériel et Méthodes

les conditions favorables de température et d’humidité (25+3°C et 75% d’humidité). Les tests

de I’effet insecticides ont été effectués sur des individus agés de 15 jours.

2. Récolte des insectes mycoses sur le terrain

Sur le terrain, deux échantillons d’insectes mycosés ont été prélevés a I’aide d’une pince
stérile. Les échantillons cibles représentés par les larves d’Ergate forgeron et 1’adulte de genre
Vaspula qui ont été prélevés a partir de bois de Pins d’Alep (Pinus halepensis) du foret de
Bou-Khmise wilaya de Sétif le 24/02/2024.

Figure 2 : Genre Vaspula mycosé.

3. Isolement et purification des champignons entomopathogenes

Dans notre expérience, la premiére stratégie consiste a collecter des insectes mycosés
dans la nature ; I’insecte de genre Vaspula est prélevé a partir de la forét Bou-Khmise ; wilaya
de Sétif, enroulées de mycélium blanc ayant servi a I’isolement des champignons.

La deuxieme technique est basée sur le piégeage des champignons entomopathogénes
en utilisant la technique décrite par Zimmermann (1986). Cette technigue consiste a la mise de
Cinq larves d’Ergate forgeron dans des godets en plastique portant un sol préalablement
homogénéisé et humidifié. Ces derniers ont été incubés dans les conditions de laboratoire
pendant deux semaines.
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Les insectes et les larves mycosés ont été lavées trois fois successives avec
I’hypochlorite de sodium (0.5%), puis rincés trois fois successives a 1’eau distillée stérile
pendant trois minutes. Ces insectes ont été sechés entre deux papiers filtres puis découpés en
petites fragments déposes dans des boites de pétrie stériles de 9 cm de diameétre contenant un
milieu de culture PDA et SDA (voir annexe 1). Les boites ont été incubées a 25+3°C a
I’obscurité et observées quotidiennement pendant trois semaines. Les colonies fongiques
obtenues ont été purifiés par des repiquages successifs nécessaires jusqu’a obtention d’une

souche pure.

4. ldentification morphologique de champignons

Les champignons ont été identifiés selon caracteres morphologiques (Samson,1974 ;
Domsch et al., 1980). L’identification des isolats est basée sur les observations du mycélium
fongique :

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

Observation microscopique : réalisée a l'aide d'une lame et d'une lamelle, permet de

déterminer la forme des spores et le type de mycélium.

5. Activité insecticides
5.1. Préparation de I’inoculum

Les isolats de Metarhizium sp, Beauveria sp, et Trichoderma sp ont utilisés dans cette
étude pour les tests de pathogénicité contre les larves de Thaumetopoea pityocampa.
(Lepidoptera : Thaumatopoeidae) et T. castaneum. Ces isolats ont été inoculés dans des boites
de pétri contenant un milieu de culture PDA, et incubés a 25+3 C pendant 15 jours a I’obscurité.
Un volume de 10 ml d'eau distillée stérile contenant 0,02 % du Tween 20 a été ajouté a chaque
boite de Pétri et gratté avec un sac en verre pour faire passer les spores dans l'eau. Les
suspensions sporales ont été filtrées avec quatre couches de gaze pour éliminer le mycélium,
puis vortexés pendant 3 min. Les suspensions sporales ont été ajustées a une concentration de
106 et 108 conidies /1ml (Saruhan et al., 2015).

5.2. Test de pathogénicité
La toxicité par contact direct a été effectuée selon le protocole décrit par Kushiyev et

al., 2018) avec des mineurs modifications. Deux couches de papier filtre stérile légérement
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humidifié avec de 1’eau distill¢ stérile ont été placées dans des boites de Pétri de 90 mm. Un
volume de 2 ml d’une concentration sporale de 10° conidies ml ont été pulvérisés sur des larves
du quatrieme stade de T. pityocampa et les larves et les adultes de T. castaneum placées dans
des boites de Pétri (cinq larves par boite) et une quantité appropriée des feuilles de pin et les
graines de blé stérilisé a été placées dans les plats pour nourrir les larves et les adultes. Les
larves et les adultes traités avec 1’Eau distillée stérile contenant 2 ml de Tween 20 a 0,02 % ont
été utilisés comme témoins en utilisant la méme meéthode. Les boites Pétri ont été scellées avec
de parafilm et incubées a 25 + 3°C, 70 + 5 % d’humidité relative et lumiere 16 :8 h période
d'obscurité pendant 15 jours. La lecture des résultats a été effectuée pendant 15 jours de
traitement, dont le nombre des larves mortes a été déterminé et comparé avec le témoin non
traité. Les résultats obtenus de la sensibilité envers ces traitements ont été exprimés en
pourcentage de mortalité en fonction des concentrations des champignons entomopathogénes
utilisée.

6. analyse de I‘effet sur le profil métabolique des chenilles traitées

6.1. Dosage des protéines

Pour I'extraction et la quantification des réserves de protéine des insectes traités
champignons, la technique de Blue de Coomassie G-250 (100 mg) de Bradford (1976) a été
utilisée. Une quantité de 1 g de bleu de Coomassie a été dissoute dans 50 ml d'éthanol (95 %),
et 100 ml de I'acide phosphorique a 85 % (p/v). La solution résultante a été diluée a un volume
finalde 1 L.

Apreés avoir écrases les insectes dans 400 pL de la solution Tris-HCI (20 mM), les
échantillons ont été incubés a 4°C pendant 30 minutes pour permettre aux protéines de se
dissoudre. Une aliquote de 0,1 ml a été transférée dans un tube a essai de 12 x 100 mm, 5 ml
de réactif de Bradford ont été ajoutés au tube a essai et le contenu a été melangé par vortex. La
concentration en protéines a été déterminée par spectrophotométrie a 595 nm.

Les concentrations de protéines de chaque échantillon ont été déterminées par rapport a une
courbe standard construite en utilisant 125, 250, 500, 1 000 et 2 000 pg d'immunoglobuline G
bovine (IgG) dissous dans le méme tampon que les échantillons. Avant la lecture, les plaques

ont eété doucement agitées pendant 5 secondes pour séparer les agrégats de proteines
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Figure 3 : Schéma récapitulatif représente le dosage des protéines selon la technique de
Bradford (1976).

6.2. Dosage des glucides

Pour I'extraction et la quantification des glucides totaux, les méthodes de la solution
d’anthorone décrites précédemment par (Van Handel,1985) et (Bozdogan et al.,2016) a été
utilisée. La Solution d’anthorone a été préparée par la dissolution de 750 mg d’anthorone dans
150 ml d'eau bidistillée et 380 ml de I’acide sulfurique H.SO4 concentré. La solution de sulfate
de sodium a 2% (Na>SO4) a éte préparée par I’addition de 2 g de Na2SO4 dans 100 ml de I’eau
bidistillée. La solution d’attaque composée de mélange Chloroforme/Méthanol (1/2) a été
préparée par le mélange de 10mL de chloroforme et 20 ml de méthanol. Ce mélange a été
disposé dans un flacon bien agités par la suite, hermétiquement scellés et stockes.

Les insectes ont été broyés dans 400 puL de la solution sulfate de sodium pendant 2
minutes, suivi par I'addition de 5mL de la solution chloroforme/méthanol (1-1 ; v-v). Les tubes
contenant I'homogénat sont ensuite centrifugés a 4°C pendant a 6000 pendant 10 min. Une
aliquote de 100 pL a éteé transférée dans un nouveau tube de 12 x 75 mm, places dans un bain
marie a 95°C jusqu’a I’évaporation complete de la solution d’attaque.

Les tubes ont été laissés refroidis, puis amendés par 2 ml de réactif anthorone, suivis
d'une incubation dans un bain-marie a 95°C pendant 17 min. Les tubes ont ensuite été placés

dans un bain de glace a 10 min et la densité optique a 625 nm a été mesurée. Pour les glucides,
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une courbe d'étalonnage a été générée a l'aide d'une solution d’étalon de glucose (1 g/L). Le
blanc était une solution de glucose a 0,5 mg/ml (5 mg de glucose dans 10 ml d'eau distillée).
Une série de dilutions a été effectuée pour obtenir les concentrations de glucose suivantes : 10,
20, 40, 60, 80, 100 et 200 pg/ml.

Technique de dosage des Glucides

Les insectes ont été broyés dans selon la technique de Van Handel
400 uL de 1a solution sulfate de &
ool sone (1985a) et Bozdogan ef al. (2016)

- “I'homogénat-sont-ensuite - -
centrifugés a 4°C pendant 4 min-

Une aliquote de 100 pL a été
transférée dans un nouveau
e

lacés dans un bain marie '
< 95°C jusqu’alévaporation -

compleéte de la solution
d’attaque. .

2 mL de réactif anthorone,
suivis d'une incubation dans un
bain:-marie a 95i°C pendant 17
min

o S mbdela solution - -
chloroforme/méthanol (1-1 ;
VAV

|

a été déterminée par
spectrophotométrie 625 nm

Figure 4 : Schéma récapitulatif représente le dosage des glucides selon la technique de (Van
Handel,1985) et (Bozdogan et al.,2016).
6.3. Dosage des lipides

L’effet des champignons sur les teneurs en lipides des a été déterminé a l'aide des
méthodes décrites par (Van Handel ,1985) et (Plaistow et al.,2003).

La préparation de la solution de la Vanilline-acide phosphorique : 600 mg de vanilline
ont été dissous dans 100 ml d'eau chaude et 400 ml de 85 % l'acide phosphorique bien agitée et
conservé a l'obscurité. Les insectes ont été broyés dans 400 uL de solution de
chloroforme/méthanol (1 :2, v : v). Le surnageant a été transféré dans un tube propre (16 x 100

mm), qui a été tenu a l'intérieur d'une hotte a 95°C au bain-marie pour permettre au solvant

8
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restant de s'évaporer. Ensuite, 200 uL d'acide sulfurique concentré (95 %) ont été ajoutés et le
solvant a été laissé s'évaporer a 90 °C pendant environ 10 min.

L'échantillon a été retiré du bain marie, laissé refroidir, et 5 ml de réactif vanilline ont été
ajoutés. Les échantillons ont été vortexés puis exposés a l'air libre pendant 5 minutes pour
permettre a la coloration de se développer. La densité optique de chaque échantillon a été
mesurée a 525 nm lue apres 25 minutes. La concentration en lipides pour chaque échantillon a
été déterminée par rapport a une courbe standard construite en utilisant 25, 50, 100, 200, 400,

800 et 1200 ug d'huile végétale commerciale.

Technique de dosage des Lipides

Les insectes ont été broyés dans selon la technique de Van Handel
400 pL de la solution sulfate de (1985b) et Bozdogan et al. (2016)
sodium pendant 2 minutes,

Le surnageant a été transfére
--dans un tube propre (16 x 100 -
.mm), qui a été tenu a l'intérienr
-~ d'une hotte a 95°C

-5 ml de réactif vanilline ont -

- -été ajoutés.
|
e
© V200 L d'acide sulfirique
concentre (95 %) ont été ajoutés et
“le solvant a été lufssé S'évaporer " Les échantillons ont été vortexés
~90.°C pendant environ 10 min - - puis exposés i 1'air libre pendant 5

- -minutes pour permettreala’ -
- .coloration de se développer.. -

chloroforme/méthanol (1-1';
vy :

La concentration en lipideé a
6té determinée par- -
- spectrophotomeétrie 525 nm'

Figure 5 : Schéma récapitulatif représente le dosage des lipides selon la technique de (Van
Handel,1985) et (Bozdogan et al., 2016).
7. Expression des résultats
7.1. Calcul de la mortalité corrigée
Les taux de mortalités (TM) ont été exprimés selon la formule d’Abbott (1925) en
mortalités corrigées (MC%), tenant compte des mortalités naturelles observées dans les boites
témoins (Mt) selon la formule suivante :
MC%= ((M-Mt) *100) / (100-Mt)

Mc : la mortalité corrigeée.
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M : pourcentage de morts dans la population traitée.

Mt : pourcentage de morts dans la population témoin

7.2. Détermination de la DLso

L'efficacité d'un toxique se mesure par sa DLso qui représente la dose conduisant a la mort
de 50% des individus d'un méme lot. La méthode de (Finney ,2009) et (Ndomo ,1971) basée
sur la régression des probités des mortalités en fonction des logarithmes des doses d’huile

essentielle a permis de déterminer la DLso.

7.3. Analyses statistiques

Le modéle Général linéaire (G.L.M) a été utilisé pour analyser les valeurs de la mortalité corrigées
(MC%) et la quantification des biomarqueurs énergétiques. Le MC% a été soumis a une analyse de
probité pour obtenir des valeurs de DLsg avec leurs limites de confiance. Les données corrigées de la
mortalité et des biomarqueurs énergétiques des insectes pour le test de contact a été soumise
séparément a une analyse factorielle de la variance (ANOVA). La comparaison des moyennes a été
effectuée a l'aide du test post hoc de Tukey au niveau de probabilité de 5 %.

Les données des essais biologiques temps-mortalité (survie) ont été soumises a une
analyse de survie non paramétrique a l'aide d'estimateurs de Kaplan-Meyer pour obtenir les
courbes de survie et les estimations du temps de survie median (LTso). Toutes les analyses ont

été réalisées a l'aide du logiciel statistique R Studio 1.2.5019-R version 3.6.1.
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Chapitre 11. Résultats et Discussion

1. Résultats
1.1. Résultats des isolements

Les isolements effectués sur des espéces d’insectes mycosés (figure 6) ont montré que la
plus grande trame des genres fongiques identifiés, lors des isolements effectués est groupée au sein

des Champignons Mitosporiques, et dont la plupart des taxons appartiennent au Phylum des
Ascomycota ; Penicillium, Aspergillus et Trichoderma.

Figure 7. Espéces fongiques a intérét entomopathogéne inventoriés. (A) Metarhizium sp (B)
Beauveria sp (C) Trichoderma sp (D) Penicillium sp (E) Beauveria sp (F) Penicillium sp.
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Chapitre 11. Résultats et Discussion

L’analyse des données affichées sur le (tableau 1) montrent I’isolement de huit différentes
espéces dont le genre Aspergillus est le plus dominant avec une fréquence de 27.27%. Cependant,
les especes entomopathogenes sont représentées par 03 genres a savoir, Entomophtorrale sp,
Beauveria sp et Metarhizium sp avec fréquence d’isolement de 4.54% pour chaque genre. Toutes
les souches ont été criblées pour leur effet insecticides est les résultats obtenus nous a permis de
maintenir quatre espéces pour leurs efficacité dans les tests préliminaires.

Tableau 1. Genre fongique isolées a partir des insectes mycosés.

Espece fongique Nombre Pourcentage
Aspergillus sp 06 27.27
Fusarium sp 05 22.72
Penicillium sp 03 13.63
Entomophtorrale sp 02 9.09
Beauveria sp 02 9.09
Metarhizium sp 02 9.09
Trichoderma sp 01 4.54
Mucors sp 01 454
22 100

1.2. Potentiels insecticides des entomopathogénes sur les larves L4 de T. pityocampa :
1.2.1. Mortalité des larves de T. pityocampa :

Le potentiel insecticide et la virulence de trois souches fongiques contre les larves L4
T. pityocampa ont été évalués en déterminant la mortalité corrigée, les valeurs de LCso et LCop,
ainsi que la probabilité de survie et relations Temps — mortalité. Les espéces fongiques testées ont
montré un effet insecticide tres intéressant contre le ravageur étudié. Les larves mortes ont montré
la croissance de mycelium sur leur surface. Une lyse de I’insecte mort aprés 15 jours de traitement
(Figure8).

a la loupe binoculaire des larves mycosées.
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Chapitre 1. Résultats et Discussion

L’analyse de la variance ANOVA effectuée par le modéle GLM révéle une différence tres
hautement significative de I’espéce fongique (F=9,7, P < 0.001), la concentration (F=8.5, P
<0.00001) et le temps d’exposition (F=146.2, P < 0.0000). Bien que, I’efficacité des especes
fongiques est dose dépendante, elle augmente avec I’augmentation de la concentration (Figure 9).
La concentration C1 et la plus efficace et la concentration C2 est la faiblement efficace. Autrement,
le temps d’exposition affecte D’efficacité, elle augmente avec 1’augmentation du temps
d’exposition. A cet effet, la mortalité totale a été atteinte dans dis jours apres 1’exposition.
Tableau 2. Analyse statistique de I’Effet de 1’espéce fongique, la concentration et le temps sur les

larves de T. pityocampa.

effect SS D MS F P
Espéce fongique 5051 2 2525 9,7 0,000*
Concentration 4458 2 2229 8,5 0,000*

Temps 5,34E+05 14 3,81E+04 146,2 0,000*

MO(Ya

|

GLM: F(2, 270)=9,6856 P=,00009 GLM: F(2, 270)=8,5492, P=,00025

.
MCCYa
RS-

c1 c2

MOC%
g
\
.

vvvvvv

Figure 9. Effet comparé de I’efficacité des espéces fongiques, la concentration et le temps sur les

larves de T. pityocampa.
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Tableau 3. Taux de mortalité chez les larves de T. pityocampa traitees avec les trois especes fongiques entomopathogenes.

Beauveria sp H Penicllium sp Trichoderma sp
C1 C2 C3 C1l C2 C3 C1 C2 C3

J1 00,00+00,00 6,66+6,66 00,00+00,00 00,00+00,00 26,66+13,33 00,00+00,00 00,00+00,00 00,00+00,00 6,66+6,66

J2 00,00+00,00 6,66+6,66 00,00+00,00 00,00+00,00 26,66+13,33 13,33+6,66 00,00£00,00 00,00£00,00 6,6616,66

J3 6,66+6,66 13,33+6,66 00,00+00,00 13,33+13,33 33,33+6,66 40,00+11,54 13,33+6,66 00,00+00,00 13,33+6,66
J4 6,6616,66 13,33+6,66 00,00+00,00 13,33+13,33 40,00+11,54 40,00+11,54 33,33+£13,33 00,00£00,00 13,33+6,66
J5 40,00+20,00 13,33+6,66 00,00+00,00 33,33+6,66 100,00+0,00 40,00+11,54 53,33+£17,63 46,66+6,66 73,33+6,66
J6 40,00£20,00 40,00+11,54 20,00£11,54 33,3316,66 100,00+0,00 40,00+11,54 60,00+£23,09 46,66126,66 80,00+£11,54
J7 80,00+20,00 73,33+6,66 40,00+20,00 33,33+6,66 100,00+0,00 40,00+11,54 60,00+23,09 46,66+26,66 80,00+11,54
J8 80,00+20,00 73,33+6,66 40,00+20,00 33,3316,66 100,00+0,00 40,00+11,54 80,00£20,00 73,33£13,33 80,00+£11,54
J9 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00
J10 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00
Ji1 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00£0,00 100,00£0,00 100,00+0,00 100,00£0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00
J12 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00
J13 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,000,00 100,00+0,00 100,000,00 100,000,00 100,000,00
J14 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00
J15 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00£0,00 100,00£0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00£0,00
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Tableau 4. Résultats de la CL50 et CL 90 des larves de T. pityocampa traitées par les trois espéces fongiques. Les résultats représentent la Moyenne+ erreur standard. Les lettres a,
b....indiquent la différence significative a une probabilité (p <0.05)

T LC50 LC90 X? Intercep Slop R?
Baeuveria sp H 1 0,00+0,00 0,00+0,00 NA 1,30x10%+5,53x10’ NA NA
2 1,17x107+ 7,17x108 1,16x107 + 7,16x107 2.25 3,90x108+9,00x10°8 5,31x108+9,19x10°8 0.04561
3 -3,2x107+2,73%10°8 -2,14x10%+5,38x10°8 4 7,40x107+4,29x108 6,06x107+4,64x108 0.002428
4 2:74x107+2,14x10°8 -2,09%10%+5,34x10°8 4 1,28x108+2,72x108 2,25x108+3,06x108 7.74e-06
5 9,00x108+1,01x108 3,66x10%+1,38x10° 135 3,88x108+1,28x10° -3,65%x10%+1,68x10°8 0.4013
6 6,x107 + 1,69x108 3,92x108 + 2,21x108 15 2,59x108+1,00x108 -2,51x10%+1,68x10°8 0.2405
7 7,00x106+2,40x108 1,80x108+1,21x108 18 1,93%108+6,41x107 -2,94x10%+1,82x10°8 0.2708
8 2,03x108+4,40x107 3,08x108+4,11x10" 18 1,80x108+6,32x107 -3,23x10%+2,27x10°8 0.2236
9 3,44x105+1,76%x10°8 8,79x107+1,94x108 12 1,74%108+6,19x10’ -3,81x10%+2,79%x10°8 0.2101
1 0,00+0,00 0,00+0,00 NA 1,30x10%+5,53x10’ NA NA
2 3,87x107+1,20x10°8 6,20x107+2,26x10°8 9.6 -3,26x10%+2,67x10°8 5,25%x108+ 3,02x10°8 0.3003
o 3 6,55x107+4,01x10’ 2,96x108+1,64x108 15 -9,10x107+1,15%10°8 3,54x108+1,69 x108 0.3851
Penicllium sp 4 3,62x108 + 6,33x10’ 9,90%x107 + 7,14x10’ 15 -2,19%x107+8,22x107 3,08x108+1,39x10° 0.4103
5 1,44x108+1,04x108 -9,14x10%+1,67x10°8 18 3,46x107+6,04x10’ 3,62 x108+1,56x108 0.4341
6 2,13x108+1,03x108 -3,23x107+1,72x10°8 18 5,08x107+6,24x10’ 4,25x10%+2,19x10°8 0.351
7 3,02x108+9,36%10’ 1,11x10%+4,12x108 18 6,51x107+6,36 x107 4,80x10°%+2,92x108 0.2784
8 8,42x108+1,27x108 9,15x108+1,36x10°8 18 7,63x107 +6,42x107 5,38x108+3,80 x108 0.2224
9 1,87x10%+1,02x108 -1,39x10°+1,34x10°8 18 8,46x107+6,44x10" 6,05 x108+4,85x108 0.1818
Trichoderma sp 1 0,00+0,00 0,00+0,00 NA 1,29%x10%+5,53%x10’ NA NA
2 1,17x105+7,18x10’ 1,166x108+7,18x10’ 2.25 -5,63%10%+8,83%108 7,08x10%+9,01x10°8 0.08108
3 -9,21x107+2,22x108 -3,60x10%+4,26x10°8 5.6 2,36x108+4,15x108 -1,19x10%+4,60x10°8 0.009597
4 1,61x107+1,30x108 3,80x10°+1,87x10° 9.5 4,30x10°%+1,68x108 -3,96x10%+2,12x10°8 0.3315
5 2,16x108+1,26x108 1,02x108+1,68x10°8 18 1,74x10%+1,16x10°8 -1,38x108+3,05%108 0.02825
6 1,94x107+2,80x108 2,22x10%+3,06x10'° 12 1,20 x10%+7,62x107 6,12x107+3,20x108 0.00518
7 0,00+0,00 1,61x10%+1,21x10° 10.5 1,21x108+7,32x10’ 7,38x107+3,88x108 0.005145
8 1,06x10%0+1,28x10"° 3,42x107+1,96x10° 8.4 1,10x108+7,06x10’ 3,71x10%+7,86 x108 0.03092
9 1,4x10%0+3,71x10'° 2,00x108+2,20x108 8.4 1.01x108+6.694e+07 1.156e+09+1.443e+09 0.08395

15



Chapitre 1. Résultats et Discussion

Les résultats affichés dans la (figure 9) exposent également un effet insecticide tres
remarquable de toutes les espéces fongiques testées. Les résultats indiquent que les especes
Trichoderma sp et Penicillium sp semblent les plus efficace en comparaison avec 1’espéce
Beauveria sp. Cependant, I’effet insecticide le plus élevé a été noté chez les individus traités avec
les concentrations C3 et C2 de Trichoderma sp. Par ailleurs, 1’espéce a montré des taux de MC%
tres remarquable, qui varient entre 5 et 100%, alors que, les concentrations C2 et C3 sont les plus
efficaces.

L’examen des valeurs des CLso et des CLgoo des trois espéces fongiques révelent que
’espéce Trichoderma sp est la plus efficace avec des taux environ 3,44x108 et 8,79x107 aprés 9

jours du traitement, respectivement (tableau 4).
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Figure 10. Probabilité de survie et relations Temps — mortalité des larves de T. pityocampa

traités avec les trois especes fongiques entomopathogenes.
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Chapitre 1. Résultats et Discussion

1.2.2. Probabilité de survie et relations Temps — mortalité

Le taux de survie a été déterminé pendant 15 jours aprés I'exposition des individus de T.
pityocampa aux espéces fongiques entomopathogénes (figure 10). La probabilité de survie est
varié significativement en fonction ’espéce fongique (test du log-rank, y°= 178.6, df = 2 ;
P<0,00001***). Les résultats obtenus montrent que la probabilité de survie de T. pityocampa a
diminué de 100 % jusqu’a 0 % avec les trois especes fongiques. Cependant, les temps de survie
moyens (LTso) de la population de T. pityocampa traitées les espéces fongique Trichoderma sp
étaient de 5.33 et 6.47 et 7.45 jours, respectivement (Figure 10).
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Figure 11. Effet comparé de I’espece fongique et la concentration sur le taux des, protéines, des
lipides et des glucides chez les larves de T. pityocampa traitées par les trois espéces

entomopathogénes.
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Chapitre 1. Résultats et Discussion

souche

Beauveria H sp
— cCantrol
——  Penecilium sp

Trichoderma sp

Figure 12. Variation des taux des protéines, des lipides et des glucides chez les larves de T.
pityocampa traitées par les trois espéces entomopathogenes. Les résultats représentent la
moyennez erreur standard. Les lettres a, b....indiquent la différence significative a une probabilité
(p <0.05).

Les teneurs en lipides ont été diminués significativement chez les larves de T. pityocampa
traités par les trois formulations d’especes fongiques (Figure 12). Chez les larves traitées la
diminution est variée entre 9.35 & 45.85%, pour toutes les espéces fongiques. Cependant, I’espece
Beauveria sp a noté le taux le plus élevé de diminution.

Les teneurs glucidiques chez les larves de T. pityocampa traités avec les trois formulations
d’especes fongiques ont montré une significative augmentation en comparaison avec le témoin
non traité. Par ailleurs, les traitements par les trois espéces fongiques ont montré une augmentation
trés importante qui varie entre 85.10 jusqu’a 516%. Toutefois, les larves de T. pityocampa traités
par la formulation de Beauveria sp ont enregistré le taux d’augmentation des teneurs glucidiques

le plus élevé (Figure 12).
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Chapitre 11. Résultats et Discussion

1.3. Effet insecticides des entomopathogénes sur les larves et les adultes de T. Castaneum
1.3.1. Effet insecticides sur les larves de T. Castaneum
1.3.1.1. Mortalité des larves de T. Castaneum

Les études préliminaires de quelques souches fongiques, isolées de différents hotes et
différents origines géographique a permis de sélectionner trois espéce afin de tester leur effet
pathogene sur les larves de T. castaneum. Pour tous les traitements causent des mortalités élevées
chez la population des larves de T. castaneum. Bien que une croissance de mycélium de toutes

espéces fongiques sur les larves mortes aprés 15 jours du traitement (Figure 13).

Figure 13. Infection des larves de T. castaneum par les trois especes fongiques. Observations a
la loupe binoculaire des larves mycosées.

L’analyse de la variance ANOVA effectuée par le modéle GLM révéle une différence tres

hautement significative de I’espece fongique (F=74.7, P <0.000), la concentration (F=24.5, P <

0.000) et le temps d’exposition (F=283.6, P < 0.000) sur le taux de mortalité corrigée des sur les

larves des T. castaneum.
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Chapitre 1. Résultats et Discussion

Tableau 5. Analyse statistique de 1I’Effet de I’espéce fongique, la concentration et le temps sur les

larves de T. castaneum.

effect SS D MS F P
Espéce 2,13E+04 3 7084 74,7 0,000*
Concentration 4643 2 2322 24,5 0,000*
Temps 3,76E+05 14 2,69E+04 283,6 0,000*

L’efficacité des espéces fongiques est dose dépendante, elle augmente avec 1’augmentation
de la concentration (Figure 14). La concentration C1 et la plus efficace et la concentration C3 est
la faiblement efficace. Autrement, le temps d’exposition affecte ’efficacité, elle augmente avec
I’augmentation du temps d’exposition. A cet effet, la mortalité totale a été atteinte dans neuf jours

apres 1’exposition.
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Figure 14. Effet comparé de I’efficacité des espéces fongiques, la concentration et le temps sur
les larves de T. castaneum.
Les résultats ont démontré que la totalité des souches fongiques testées ont causé des
mortalités plus au moins intéressantes chez la population des larves de T. castaneum. L’analyse
des données affichees sur la figure montre 1’efficacité de 1’espéce Beauveria sp v en comparaison

avec les autres espéces fongiques.
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Tableau 6. Taux de mortalité chez les larves de T. castaneum traitées avec les trois espéces fongiques entomopathogenes.

Beauveriasp H Beauveriasp V Metarhizium sp Trichoderma sp
Cl C2 C3 Cl C2 C3 Cl C2 C3 Cl C2 C3
J1  00,00+0,00 00,00+0,00 00,00+0,00 46,66+14,52  60.00+05,77  30+10 00,00+0,00 00,00+0,00 00,00+0,00 40,00£11,54  10,0045,77 30,00+£0,00
J2  30,00+5,77 26,66+3,33 16,66+3,33 66,66+8,81 63,33£08,81  53,33+8,81 40,0045,77 30,00£15,27  20,00+5,77 40,00£11.54  20,00£11.54  33,33%£3,33
J3  43,3318,81 40,00£00,00 26,66+6,66 73,3316,66 66,66+08,81  56,66+6,66 50,0045,77 40,00£15,27  26,66+8,81 43,33+14,52  30,00£11,54 43,334+8,81
J4  63,33£3,33 46,66+6,66 40,0045,77 76,66+8,81 70,00£10,00  66,66+8,81 66,66+8,81 50,00£11,54  43,33+3,33 43,33+14,52  30,00£11,54  43,334£8,81
J5  70,0045,77 56,66+3,33 50,0045,77 80,00+5,77 80,0045,77 83,33+6,66 80,0045,77 50,00+11,54  50,00+00,00 60,00+10,00 36,66+8,81 53,3318,81
J6  80,00+5,77 70,005,77 60,00+0,00 86,66+8,81 83,33+03,33  86,66+8,81 83,33£3,33 63,33£3,33 60,00£5,77 70,00£10,00 43,33+£12,01 56,66+6,66
J7 93,33%£3,33 100,00£00,00 73,33+3,33 90,00+5,77 93,33+03,33  90,00+90,77  93,33+3,33 76,66+3,33 70,0045,77 70,00£10,00 50,00+11,54 66,66+6,66
J8  100,00+£00,00 100+00,00 83,33£3,33 96,66+3,33 100,00+£00,00 96,66+3,33 96,66+3,33 100,00£00,00 80,00+5,77 80,00+5,77 56,66+14,52  70,00£5,77
J9  100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00
J10 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00
J11 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00
J12 100,00+£00,00 100,00£00,00 100,00+£00,00 100,00+£00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00
J13 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00
J14 100,00+£00,00 100,00£00,00 100,00+£00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00
J15 100,00£00,00 100,00£00,00 100,00+£00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00 100,00+00,00

Tableau 7. Résultats de la CL50 et CL 90 des larves de T. castaneum traitées par les trois espéces fongiques. Les résultats représentent la Moyennez erreur standard. Les lettres a,
b....indiquent la différence significative a une probabilité (p <0.05)

T LLC50 LC90 X? Intercep Slop

1 0+0 0+0 NA 9,25 x107+ 3,95x10’ NA

2 9,25x107+ 9,40%x107 5,88x107+5,18x108 6 1,91x108+1,21x108 -2,53x108+2,93%x10°8

3 5,33x108 + 2,18x10° 5,13x107+9,85x10’ 12 1,62x10%+7,23x10’ -4,65x10%+4,07x108
Beauveria H sp 4 5,52x108+2,28x101° 1,11x108+1,25x108 15 1,33x108+7,91x107 -7,34x108+7,77%x10°8

5 5,26x10'°+3, 25x10% -2,54x108+5,50%10° 18 1.14x10%+5,38x10’ -1.53%10%+2,52%10°

6 2.56x10%%+ 3,90x10%2 6.97x10%°+1,15%x10"! 15 1.04x108+5,16x107 -3.67x10°+9,07x10°

7 -6.61x1013+5,84x10%3 -2.57x10%%+2,27x10% 12 0.87x107+4,99x10" -1.1x10%+4,75%10%

8 -4,91x10M+3,78x 10 -9,797x10%0+7,54x1010 4.2857 0.35x107+4,73x107 -2.17x101%+4,64x10%

1 0+0 0+0 NA 9,25x107+ 3,95x10’ NA
Beauveria sp V 2 2,36x108+7,63x107 -1,732x10%+1,09%x10° 9 9,25%107+ 3,95x107 NA

4 -6,77x100+1,47x108 2,84x108+1,15x10°8 18 9,25%107+ 3,95x107 NA
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5 1,74x10%+1,29x10° 7,22x107+1,08x10°8 18 9,25x107+ 3,95%107 NA

6 3,90x10°+3,10x10'° 2,55x107+1,32x10°8 18 9,25x107+ 3,95x107 NA

7 -1,60x101%+1,31x10% -3,31x10%+2,50%10° 18 9,25x107+ 3,95x107 NA

8 3,09%x10%+3,76x10% 1,098x101%+1,35% 10! 12 9,25x10"+ 3,95x10’ NA

9 2,50x105+6,36x10"° 2,50x105+2,50x10"? 9 3,09x108+1,66x10° -3,09x108+2,31x10°8

1 0+0 0+0 NA 2,163x10%+8,57x10’ -2,71x10%+1,71x108

2 2,92x108+1,78x10°8 5,58x108+4,44x10° 6.5 1,95%108+6,27x107 -4,26x10%+2,2x108

3 2,05%x107+5,08x107 2,52x108+1,41x108 11 1,76x10%+5,04x10” -6,95%108+3,21x10°8
Metarhizium sp 4 -4,70x10°+2,09%x10°8 2,70x108+2,92x107 18 1.65x108+4,78x107 -1.52x10%+7,24x10°

5 8,95x107+1,68x10° -8,99x108+5,16%10" 18 1.51x108+4,78x107 -4.40x10°+2,23%x10°

6 5,83x108+2,29x101° 2,09x105+7,68x107 15 1.27x108+4,39x107 -1.72x1010+1,19x 10

7 1,31x10'°+3,72x10* 4,26x108+9,51x10° 135 1.16x10%+4,32x107 -7.23%10%°+6,04x10'°

8 2,50x10%42,44x10"3 2,50x10%49,12x10M 9 9,25x10%+ 3,95x10’ NA

1 0+0 0+0 NA 9,25x10%+ 3,95x107 NA

2 8,56x107+3,58x10’ 3,04x107+1,99x10°8 9 9,25%108+ 3,95x107 NA

3 -1,03x107+9,43%x107 3,26x108+1,50x10°8 15 9,25x108+ 3,95x107 NA

4 2,17x10%+1,04x108 3,96x107+8,39x10’ 15 9,25x10%+ 3,95x10’ NA
Trichoderma sp 5 -3,68xx107+1,35x108 1,39%108+7,96x10’ 18 9,25x108+ 3,95x107 NA

6 -5,60x10°+3,49%10° 4,93x107+8,98x107 18 9,25x108+ 3,95%107 NA

7 2,03x1010+2,81x101° -1,80x10%+1,55%10°8 18 6,12x10%+ 3,31x10° -6,87x108+4,37x10°8

8 2,71x10%48,77x10 -6,68x108+1,66x10% 18 2,86x108+1,42x10°8 -3,97x108+2,82x108

9 7,14x1010+3,98x 10 1,97x10%0+1,17x10'° 18 2,69x108+7,29x107 -7,06x108+2,66%10°

10 0+0 0+0 NA 2.05%x108+5,51x107 -1.00x10%+4,05%10°8

11 0+0 0+0 NA 1.78x108+4,86x107 -2.21x10°+9,46x10°

12 0+0 0+0 NA 1.28x10%+4,46x10" -4,96x10%+3,48x10°

13 0+0 0+0 NA 1.21x10%+4,32x107 -2.50x10%+

14 0+0 0+0 NA 9,25x10%+ 3,95%10’ NA

15 0+0 0+0 NA 9,25x10%+ 3,95%107 NA
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Chapitre 1. Résultats et Discussion

Par ailleurs, 1’espéce a montré des taux de MC% tres remarquable, qui varient entre 30%
dans le premier jour aprés le traitement et 100% le huitiéme jour aprés 1’inoculation pour les trois
concentrations, alors que, les concentrations C2 et C3 sont les plus efficaces. L’examen des valeurs
des CLso et CLoo des trois espaces fongiques révélent que 1’espéce est la plus efficace avec des
valeurs de I’ordre de 3,44x10° et 8,79x10" spore/mL aprés 8 jours de traitement, respectivement
(tableau 9).

1.3.1.2. Probabilité de survie et relations Temps — mortalité

Dans les tests in vivo, le taux de survie a eté déterminé pendant 15 jours apres I'exposition
des individus de T. castaneum aux especes fongiques entomopathogeénes. La probabilité de survie
est varié significativement en fonction I’espéce fongique (test du log-rank, y?= 282.9, df = 2 ;
P<0,00001***). Les résultats obtenus montrent que la probabilité de survie de T. castaneum a
diminué de 100 % jusqu’a 0 % avec les quatre espéces fongiques. Cependant, les temps de survie
moyens (LTso) de la population des larves d T. castaneum traitées avec les concentrationsC1, C2

et C3 de I’espéce Beauveria sp étaient de 3.89, 4.33, et 5.11 jours, respectivement (Figure 15).

Survival Probubility

T i

e 5 2o

Figure 15. Probabilité de survie et relations Temps — mortalité des larves de T. castaneum traités
avec les quatre espéces fongiques entomopathogenes.

1.3.2. Effet insecticides sur les adultes de T. Castaneum
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Chapitre 11. Résultats et Discussion

1.3.2.1. Mortalité des adultes de T. Castaneum

Des épreuves biologiques ont été effectuées afin de tester la pathogénicité de quelques
espéces fongiques contre les adultes de T. castaneum. A cet égard, toutes les espéces testées sont
avérées pathogenes. Cependant, les adultes de T. castaneum morts ont montré le développement
de mycélium des espéces pathogenes sur leur cuticule (Figurel6).

. -"

Figure 16. Infection des adultes de T. castaneum par les trois espéces fongiques. Observations a
la loupe binoculaire des adultes mycosés.

L’analyse de la variance ANOVA effectuée par le modéele GLM montre une différence tres
hautement significative de I’espéce fongique (F=41.77, P < 0.000), non significative pour la
concentration (F=1.82, P < 0.164) et significative pour le temps d’exposition (F=2.07, P < 0.164)
sur le taux de mortalité corrigée des sur les adultes de T. castaneum.

Tableau 8. Analyse statistique de 1’effet de I’espece fongique, la concentration et le temps sur les
adultes de T. castaneum.

Temps 5821 14 416 2,07 0,013*
espéce fongique  1,67E+04 02,1 8374 41,77 0,000*
Concentration 729 2 365 1,82 0,164
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Chapitre 1. Résultats et Discussion

L’efficacité des especes fongiques est dose dépendante, elle augmente avec I’augmentation
de la concentration (Figure 17). La concentration C3 et la plus efficace et la concentration C1 est
la faiblement efficace. Autrement, le temps d’exposition affecte 1’efficacité, elle augmente avec
I’augmentation du temps d’exposition. A cet effet, la mortalité totale a été atteinte dans neuf jours

apres 1’exposition.
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Figure 17. Effet comparé de I’efficacité des espéces fongiques, la concentration et le temps sur
les adultes de T. castaneum

Les résultats ont démontré que la totalité des souches fongiques testées ont causé des
mortalités plus au moins intéressantes chez la population des adultes de T. castaneum. L’analyse
des données affichées sur la figure montre ’efficacité de I’espéce Beauveria sp v en comparaison
avec les autres espéces fongiques. Cette espece a montré des taux de MC% tres remarquable, qui
varient entre 13.33% dans le premier jour apres le traitement et 36.66% le quinziéme jour apres
I’inoculation pour les trois concentrations. Les résultats affichés sur le tableau indiquent que, les
concentrations C2 et C3 sont les plus efficaces. A cet effet, les adultes de T. castaneum semblait
les plus résistant aux espéces fongiques entomopathogénes. Les insectes morts avaient une
croissance fongique sur leur cuticule an particulier I’espéce Beauveria sp v (Figure 16). 1l est trés
important de signaler qu’aucune mortalité n’a été observée chez les témoins non traités.

L’examen des valeurs des CLsp et CLgo des trois especes fongiques révelent que 1’espéce
Beauveria sp est la plus efficace avec de 1’ordre 4,58x10° et 4,58x10° sur le stade adulte de T.
castaneum. Cependant, 1’efficacité¢ elle augmente avec I’augmentation de temps d’exposition

(Tableau).
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Tableau 9. Taux de mortalité chez les adultes de T. castaneum traitées avec les trois especes fongiques entomopathogénes.

Beauveria sp H

Metarhizium sp

Beauveria sp v

Cl C2 C3 Cl C2 C3 Cl C2 C3

1 00,00+00,00 00,00+00,00 00,00+00,00 00,00+00,00 6,66+3,33 6,66+3,33 13,33+6,66 00,00+00,00 16,66+16,66
J2 00,00+00,00 00,00+00,00 00,00+00,00 00,00+00,00 10,0045,77 6,66+3,33 13,33+6,66 3,33+3,33 16,66+16,66
J3 00,00+00,00 00,00+00,00 00,00+00,00 00,00+00,00 10,00+5,77 6,66+3,33 13,33+6,66 3,33+3,33 16,66+16,66
J4 00,00+00,00 00,00+00,00 00,00+00,00 00,00+00,00 10,0045,77 6,66+3,33 16,66+8,81 3,33+3,33 20,00+20,00
J5 00,00+00,00 00,00+00,00 00,00+00,00 00,00+00,00 13,33+3,33 10,00+00,00 16,66+8,81 3,33+3,33 23,33+23,33
J6 00,00+00,00 00,00+00,00 00,00+00,00 3,33+3,33 16,66+3,33 10,00+00,00 16,66+8,81 3,33+3,33 23,33+23,33
J7 00,00+00,00 3,33+3,33 3,33+3,33 3,33+3,33 16,66+3,33 10,00+00,00 16,66+8,81 3,33+3,33 23,33+23,33
J8 00,00+00,00 3,33+3,33 3,33+3,33 6,66+3,33 16,66+3,33 10,00+00,00 16,66+8,81 6,66+3,33 23,33+23,33
J9 00,00+00,00 3,33+3,33 3,33+3,33 6,66+3,33 16,66+3,33 10,00+00,00 16,66+8,81 6,66+3,33 23,33+23,33
J10 00,00+00,00 3,33+3,33 3,33+3,33 20,00+5,77 26,66+3,33 10,00+00,00 16,66+8,81 10,00+00,00 23,33+23,33
Ji1 00,00+00,00 3,33+3,33 3,33+3,33 20,0045,77 26,66+3,33 10,00+00,00 16,66+8,81 13,33+3,33 23,33+23,33
J12 00,00+00,00 3,33+3,33 3,33+3,33 20,00+5,77 26,66+3,33 13,33+3,33 16,66+8,81 13,33+3,33 23,33+23,33
J13 00,00+00,00 3,33+3,33 3,33+3,33 20,00+5,77 26,66+3,33 13,33+3,33 20,00+10,00 13,33+3,33 23,33+23,33
J14 00,00+00,00 3,33+3,33 3,33+3,33 20,0045,77 26,66+3,33 13,33+3,33 23,33+6,66 23,33+3,33 36,66+21,85
J15 00,00+00,00 3,33+3,33 3,33+3,33 20,00+5,77 26,66+3,33 13,33+3,33 23,33+6,66 23,33+3,33 36,66+21,85

Tableau 10. Résultats de la CL50 et CL 90 des adultes de T. castaneum traitées par les trois especes fongiques. Les résultats représentent la Moyennez erreur standard. Les lettres a,
b....indiquent la différence significative a une probabilité (p <0.05).

LC50 LC90 X2 Intercep Slop R2
1 0+0 0+0 NA 9,25 x107+3,95%10’ NA NA
2 2.50x10°%+9,85x10’ -2.48x10%+1,11x10° 8.4 1,36x10%+ 2,39x10°8 -4,92x107+ 2,64x108 0.00492
Beauveria sp H 3 2,84x10%+9,13x10’ -3,76x108+2,22x108 8.4 1,41x10%+ 1,44x10°8 -5,00x107+1,70x108 0.01765
4 2,46x10°%+6,88x107 2,03x10%49,91x107 8.4 1,47x108+ 1,08x10°8 -7,30x107+ 1,32x10’ 0.04193
5 2,04x10%+9,70x10’ 1,01x10%+7,49x107 8.4 1,49x10%+9,61x10°8 -7,1x107+ 1,15x108 0.06443
6 1,39x108+1,08x108 1,38%108+6,64x107 8.4 1,51x108+8,29x10’ -8,57x107+1,06x10°8 0.08542
7 6,78x107+9,11x10’ 1,67x10%+6,26x107 8.4 1,51x10%+7,73x10’ -8,90x107+1,00x108 0.1013
8 2,33x107+1,19x108 1,60x108+6,88x107 10.5 1,49x108+739%107 -8,94x107+ 9,82x107 0.1059
9 2,48x10%+1,33x10°8 1,53x10%+7,15x107 10.5 1,46x10%+7,18x107 -8,83%107+9,67x107 0.1065
10 -9,90x10°+1,40%x10°8 1,56x108+8,19x107 14 1,42x108+695%107 -8,50x107+ 9,81x107 0.09872
11 -7,88x10°%+1,50%108 1,47x108+8,43x10’ 14 1,36x10%+ 6,75%10’ -7,95%107+9,88x10’ 0.08462
12 -1,52x106+1,66%x108 1,37x108+ 8,89%x10’ 14 1,30x10%+6,57x107 -7,30x107+ 9,91x10’ 0.07189
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13 1,25x107+1,66x10°8 1,23%x108+8,92x10’ 14 1,26x108+6,38x10’ -6,73%107+9,88x10’ 0.06209
14 247x107+1,19x108 1,03x108+1,22x108 15 1,19x10%+ 6,29x107 -6,45x107+ 1,14x108 0.04369
15 -6,02x10%+1,31x108 769x107+1,50x10°8 15 1,13x108+6,17x10’ -5,97x107+ 1,30x108 0.02906
1 0+0 0+0 NA 9,25x10%+ 3,95x10’ NA NA
2 4,16x107+2,49%x10°8 7,05x107+4,85x10° 5.6 -7,63x10%+4,85x108 9,06x108+5,13x10°8 0.3083
Metarhizium sp 3 2,85x107+1,39x108 4,30x107+2,61x108 5.6 -3,59x10%+2,51x10%+ 5,03x108+2,78x10° 0.3192
4 2,45x107+1,00x10°8 1,60x10%+1,06x10° 10.5 -2,61x108+1,55%108 4,23x108+1,81x108 0.4378
5 1,52%107+6,76x10° 1,13%108+7,88x10’ 15 -2,37x10%+1,08x108 4,23x10°%+1,35%108 0.5851
6 965x%10%+1,91x107 1,56x108+1,65x108 15 -2,16x10%+8,02x107 4,35x10°%+1,08x108 0.6982
7 9,90x106+8,75x10° 1,06x108+7,73x107 15 -1,75%x10%+6,42x107 4,13x10%+9,31x107 0.7374
8 1,90x107+2,17x10’ 8,01x107+1,28x108 15 -1,46x10%+5,88x10’ 4,08x10%+9,31x10’ 0.7313
9 8,41x106+3,13x10’ 2,56x107+9,59x107 15 -1,16x10%+5,57x107 3,93x108+9,56x10" 0.7074
10 1,06x107+5,76x107 2,32x107+9,29x10’ 15 -8,01x107+6,53%107 3,96x108+1,35x10°8 0.5505
11 -8,75%10%+2,59x107 25868808 18 -4,04x10"+ 6,99x107 3,68x108+1,71x108 0.3986
12 -1,50%108+1,78x1010 1,65x107+1,46x108 18 -1,25%107+6,85%107 3,52x108+1,97x10°8 0.3127
13 -9,25%x107+6,86x10°8 1,52%107+1,49x108 18 8,72x10%+ 6,61x107 3,38x108+2,22x108 0.249
14 -4,63%x107+3,75%10°8 9,32x107+1,63x10° 18 2,42x107+35%107 3,28x108+ 2,45x108 0.2034
15 1,52x10%+1,65%108 1,48x10%+1,10x108 18 3,54x107+ 6,11x107 3,24x108+2,70x10°8 0.1708
1 0+0 0+0 NA 9,25x10%+ 3,95x10’ NA NA
Beauveria sp v 2 0+0 0+0 NA 9,25x108%+ 3,95%10’ NA NA
3 0+0 0+0 NA 9,25%x108+ 3,95%107 NA NA
4 0+0 0+0 NA 9,25x108+ 3,95%107 NA NA
5 0+0 0+0 NA 9,25%x108+ 3,95%107 NA NA
6 0+0 0+0 NA 9,25x108+ 3,95%107 NA NA
7 4,58x105+3,62x107 4,58x10%+3,62x107 1.2857 -8,98x10%+ 9,21x108 1,01x10%+9,41x108 0.1419
8 4,58x105+3,62x107 4,58x10%+3,62x107 1.2857 -4,18x10%+4,76x108 5,33x108+4,95x10° 0.1419
9 4,58x10°%+3,62x10’ 4,58x10%+3,62x10’ 1.2857 -2,59x108+3,29x10°8 3,74x10%+3,47x108 0.1419
10 4,58x105+3,62x107 4,58x10%+3,62x107 1.2857 -1,79%x108%+2,56x108 2,94x108+2,73x108 0.1419
11 4,58x100+3,62x107 4,58x106+3,62x107 1.2857 -1,32x108+2,13 2,47x10%+2,30x10°8 0.1419
12 4,58x105+3,62x107 4,58x10%+3,62x107 1.2857 -1,01x10%+1,84x108 2,16x108+2,01x108 0.1419
13 4,58x10°%+3,62x10’ 4,58x10%+3,62x10’ 1.2857 -7,91x107+1,64x10°8 1,94x108+1,80x10°8 0.1419
14 4,58x100+3,62x107 4,58x106+3,62x107 1.2857 -6,28x107+1,50x108 1,78x10%+1,65x10%+ 0.1419
15 4,58x105+3,62x107 4,58x10%+3,62x107 1.2857 -5,03x107+1,38x10°8 1,65x10%+ 1,54x108 0.1419
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1.3.2.2. Probabilité de survie et relations Temps — mortalité

Dans les tests in vivo, le taux de survie a été déterminé pendant 15 jours aprés I'exposition
des individus de T. castaneum aux espéces fongiques entomopathogenes (figure 10A). La
probabilité de survie est varié significativement en fonction 1’espéce fongique (test du log-rank,
¥?=172.9, df = 2 ; P<0,0001***). Les résultats obtenus montrent que la probabilité de survie de
T. castaneum a diminué de 100 % jusqu’a 76 % avec les trois espéces fongiques. Cependant, les
temps de survie moyens (LTso) de la population des adultes de T. castaneum traitées étaient de
10.24, 14.15 et plus de 15 jours, respectivement (Figure 18).

Beauveria sp 11 Melarhizium sp

b
| Probabil

Figure 18. Probabilité de survie et relations Temps — mortalité des adultes de T. castaneum

traités avec les trois especes fongiques entomopathogeénes.

1.3.2.3. Variation quantitative des réserves énergetiques chez les adultes de T. castaneum
traités par les entomopathogenes :

Les traitements des adultes de T. castaneum par les trois especes fongiques ont montré un
effet trés hautement significatif sur les réserves énergétiques des insectes traités. L’analyse de

données affichees sur la figure 13 indique une augmentation significative des teneurs en proteines
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chez les adultes de T. castaneum traités. Cette augmentation est variable entre 31.37 2 97.05%. Le

taux d’augmentation le plus élevée a été noté chez les adultes traités avec 1’espéce Beauveria Hsp.
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Figure 19. Effet comparé de ’espéce fongique et la concentration sur le taux des, protéines, des
lipides et des glucides chez les adultes de T. castaneum traitées par les trois espéces

entomopathogénes.

Les adultes de T. castaneum traités avec les trois formulations fongiques ont montré
augmentation des taux des lipides, dont I’augmentation est variée entre 0.94 a 103 %. Toutefois,
I’augmentation la plus élevée a été enregistrée chez les adultes traités par de Beauveria Hsp. La
concentration C1 a exhibé une augmentation considérable dans les teneurs en lipides.

Par ailleurs, les traitements adultes de T. castaneum par les trois formulations fongiques ont

enregistré une augmentation des teneurs glucidiques avec des pourcentages variables entre 28.73
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et 278.27 %. Cependant, les individus traités par la formulation de Beauveria Hsp montrent un
taux d’augmentation le plus élevé.

species
_J Beauveria H sp

E} Beauveria V sp

E control

—| Metarhizium sp

Figure 20. Variation des taux de des glucides chez les adultes de T. castaneum traités avec les

trois especes fongiques. Les résultats représentent la moyennezx erreur standard. Les lettres a,

b....indiquent la différence significative a une probabilité (p <0.05).
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2. Discussion

Actuellement, I’utilisation des insecticides chimiques non sélectifs fait partie des mesures
de controle trés importants des insectes ravageurs des plantes. Néanmoins, 1’utilisation massive de
ces produits conduit souvent a des préoccupations de la santé publique qui ont stimulé la nécessité
d'explorer des méthodes de contrdle alternatives plus sdres afin de contrdler les insectes nuisibles
et de garantir aussi la santé publique.

Dans ce contexte, les champignons entomopathogénes pourraient présenter des méthodes
de lutte alternative aux insecticides chimiques pour contréler les insectes ravageurs (Komaki et al.,
2017). Bien que I'exploration du potentiel des champignons entomopathogenes contre les insectes
nuisibles a été la question de différentes études au cours de la derniére décennie, mais il reste
encore a rechercher de nouvelles souches fongiques plus efficaces afin d'avoir les meilleures
options disponible pour la lutte contre les insectes nuisibles (Rumbos et Athanassiou, 2017 ; Batta
et Kavallieratos, 2018).

Les champignons entomopathogénes sont des micro-organismes susceptibles de provoquer
des infections parasitaires et altérer les arthropodes. Ces microorganismes telluriques
appartiennent majoritairement a des carcasses d'arthropodes (Behie et Bidochka, 2014). En raison
de leur présence cosmopolite et de leur grande diversité, les champignons entomopathogenes sont
considérablement contribuer en tant qu'agents de biocontrole a la gestion durable des insectes
ravageurs. Les entomopathogénes constituent une arme de biocontr6le accordent de nombreux
avantages par rapport aux insecticides conventionnels, notamment ’efficacité élevée, faibles
codts, sécurité des organismes utiles, diminution de la pollution de I'environnement, ainsi qu’une
biodiversité amplifiée dans la communauté contrdlée par I’homme (Asi et al.,2013 ; Ortiz-Urquiza
et Keyhani ,2013 ; Gul et al., 2014).

Dans le présent travail, I’activité insecticide des champignons entomopathogenes, constitue
une étude préliminaire sur la recherche de nouvelles espéces bioactives a intérét insecticides. Les
résultats des expériences sur le pouvoir insecticides sont trés encouragés du fait qu’ils constituent
une initiative sur des champignons parasites des insectes nuisibles aux cultures. Le potentiel
insecticide et la virulence de trois souches fongiques contre les larves L4 T. pityocampa ont été
évalués en déterminant la mortalité corrigee, les valeurs de LCso et LCqo, ainsi que la probabilité
de survie et relations Temps — mortalité.

Nos résultats ont également révélé I'efficacité des entomopathogénes dans le contrdle des
insectes cibles avec des taux variable entre 3 et 100% en fonction I’espece ravageurs, 1’espéce

fongique, la concentration et le temps d’exposition.
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Ces effets insecticides des champignons entomopathogeénes ont été déja signalés pour les
mémes cibles biologiques dans cette étude (Sevim et al., 2010 ; Sonmez et al., 2017,0guz Ozdemir
et al., 2019 ; Saidi et al., 2023, Wakil et al., 2023) et méme pour d'autres ravageurs des cultures
tels que Thaumetopoea wilkinsoni (Topkara et al., 2022), Orosanga japonica (Erper et al., 2022),
Rhyzopertha dominica, Sitophilus zeamais and Trogoderma granarium (Khan et Khan, 2023),
Spodoptera litura (Gebreslasie et al., 2023), Bemisia tabaci (Hameed et al., 2023), Tuta absoluta
(Giannoulakis et al., 023).

Des ¢tudes antérieures expliquant le mode d’action des espéces fongiques
entomopathogenes ont montré que ces composés naturels peuvent provoquer des symptémes qui
indiquent une activité neurotoxique, tel que I’hyperactivité, saisies et des tremblements suivis
d'une paralysie et la mort de 'insecte qui sont trés semblables aux effets produits par les
Insecticides de type pyréthroides.

Les principaux groupes des champignons entomopathogenes infectent les insectes par le
tégument. Cet aspect important de leur biologie lui permet d'infecter différents stades de
développement des insectes ravageurs, y compris les ceufs et les pupes, et donne donc un avantage
aux champignons par rapport a d’autres micro-organismes qui ne peuvent infecter leurs hétes que
par ingestion (Goettel et al.,2010 ; Chandler 2017). La pénétration des cuticules se fait par pression
mécanique combinée a l'action d'enzymes telles que les lipases, les lipoxygénases, les chitinases
et les protéases. En plus d'étre une virulence importante facteurs pour les champignons
entomopathogenes, ces enzymes sont potentiellement applicables dans la lutte contre les insectes
(Sanchez-Pérez et al.,2014).

Bien que les champignons puissent occasionnellement utiliser des infections buccales et
respiratoires comme alternative pour pénétrer dans la cuticule de I’hote (Schabel ,1976 ; Wei et
al., 2017 ; Biswas et coll.,2018 ; Rafaluk-Mohr et al.,2018). Ces alternatives peuvent conduire a
une plus grande efficacité dans l'infection des arthropodes avec des composés antifongiques dans
leur cuticule (Pedrini et al.,2010 ; Da Silva et al.,2015).

Considérant la poursuite enzymatique élevée, le potentiel de synthése de métabolites
secondaires, ainsi qu’un développement vertueux sur des milieux de culture, leur application
probable dans d'autres domaines de la biotechnologie est possible, également la biosynthése des
nanoparticules, ce qui les rend économiquement importantes (Koztowska et al.,2019 ; Dou et
al.,2019).

Bien que certains champignons entomopathogenes tuent l'insecte par libération des

toxines, ceux appartenant aux Entomophthorales ne libérent pas de toxines et tuent les insectes
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hotes par colonisation des tissus (Charnley,2003 ; Freimoser et al.,2003b). Les événements
ultérieurs de I'infection impliquent la mélanisation de I'hnémolymphe et les EF forment des tubes
de pénétration étroits pour empécher la déshydratation des hotes.

La production de métabolites secondaires par les champignons entomopathogénes
interrompt les réponses physiologiques du systeme immunitaire de 1’insecte cible et aide a apaiser
ou a tuer les cellules hétes, facilitant ainsi 1’acquisition de ressources nutritives par le champignon
(Donzelli et Krasnoff ,2016).Certains métabolites produits par les champignons
entomopathogenes agissent comme des toxines et peuvent provoquer des altérations du
comportement telles qu'un manque de coordination, des convulsions, une paralysie, une perte
d'appétit, entre autres. Un équilibre entre la croissance du champignon et la production de toxines
doit étre atteint pour éviter des niveaux élevés de toxines provoquant la mort de I'néte avant le
champignon a accumulé suffisamment de masse cellulaire pour développer les structures
nécessaires a sa dispersion ultérieure (Boomsma et al.,2014).

La plupart des champignons entomopathogénes provoquent la mort de leurs hotes avant la
production de spores. Les champignons associés aux insectes peuvent produire des spores d'origine
sexuée et asexuée, généralement dans des structures elevées qui favorisent leur dispersion vers de
nouveaux hotes. Par exemple, les espéces de Metarhizium produisent des spores asexuées
directement sur les conidiophores des cadavres d'insectes, et certaines espéces d'Akanthomyces et
de Cordyceps forment des spores asexuées. La production de spores sexuelles peut avoir lieu dans
des structures immergées dans un stroma ; par exemple, Ophiocordyceps nutans, Cordyceps
ninchukispora, Cordyceps militaris et Elaphocordyceps paradoxa, qui développent des asques et
des ascospores au sein de périthéces immergés dans un stroma (Vega et al.,2012).

La cuticule de l'insecte contient des lipides qui servent de réserves d'énergie et sont
importants pour le succes des mycoses, car ces lipides peuvent faciliter ou empécher la croissance
et la pénetration des FE (Ortiz-Urquiza et Keyhani,2013). En plus, on sait que la cuticule des
insectes présente des effets antifongiques chez plusieurs insectes (Golebiowski et al.,2014a, b,
2015). Des études ont révélé que la mélanisation de la cuticule est importante pour la défense ; par
exemple, chez B. bassiana, lorsque TEP-1 et CLIPA-8 (régulateurs de mélanisation) sont inhibés,
ils rendent les moustiques plus sensibles aux infections fongiques (Yassine et al.,2012).

Les proteéases fongiques fonctionnent en dégradant la cuticule et en décomposant les
molécules de défense de I'hote, facilitant ainsi I'invasion fongique (Vilcinskas,2010). EF devrait

affaiblir le systeme immunitaire de I'h6te ; cependant, cela ne devrait pas étre trop nocif pour I'h6te
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ni entrainer la mort de I'hGte avant qu'une biomasse suffisante ne soit générée pour une infection
ultérieure.

Diverses réponses au stress comme le stress osmotique, la température, le rayonnement UV
et le stress oxydatif (UV et stress thermique), ainsi que la production d'espéces réactives de
I'oxygéne (ROS) inhibent également le succes de I'invasion des FE. Bien que les FE produisent de
nouvelles propagules comme les microsclérotes (qui sont compris étre des agrégats compacts et
mélanisés) et des pellets d'EF ayant la capacité de résister a la dessiccation et au séchage (Huarte-
Bonnet et al.,2019).

Récemment, différentes études ont démontré [I'efficacité des champignons
entomopathogene contre les insectes nuisibles en laboratoire, sur le terrain. Par exemple,
(Athanassiou et al.,2017) ont évalué I’efficacité d'une formulation a base de B. bassiana (Bb38)
ainsi que par voie électrostatique poudre chargée (Entostat) comme traitement de surface contre
Sitophilus granarius L., Oryzaephilus surinamensis L. et Cryptolestes ferrugineus (Stephens) dans
des conditions de laboratoire et sur le terrain. Ces travaux ont montré que B. bassiana assurait un
contréle satisfaisant contre O. surinamensis dans les conditions du terrain. Dans une autre étude,
I'efficacité d'une formulation commerciale a base de B. bassiana (Exosect Ltd, Royaume-Uni) a
été réalisée sur les surfaces cubiculaire contre Sitophilus oryzae L. et R. dominica, C. ferrugineus
et Tribolium confusum (George et al., 2018).

Bien que I'exploration du potentiel des champignons entomopathogénes contre les insectes
nuisibles stockés a été la question de différentes études au cours de la derniere décennie, mais il
reste encore a rechercher de nouvelles souches de champignons plus efficaces afin d'avoir les
meilleures options disponible pour la lutte contre les insectes nuisibles entreposés (Rumbos et
Athanassiou, 2017 ; Batta et Kavallieratos, 2018).

Notre étude a démontré I’efficacité de Metarhizium sp et Beauveria sp contre la chenille
prossisionnaire de pin T. pityocampa. Cette étude rapporte que Metarhizium sp et Beauveria sp
sont des espéces hautement pathogénes contre les larves du quatrieme stade de T. pityocampa.
(Sonmez et coll.,2017) ont remarque une différence dans la sensibilité des larves de différents
stades larvaires de la processionnaire du pin. Les larves des stades les plus avancés étaient
probablement plus résistantes aux agents biologiques. Ce constat a été justifié par I’épaississement
de leurs cuticules. Etant donné que T. pityocampa hiverne fréquemment au stade larvaire du
quatrieme stade, cette adaptation physiologique peut aider les larves a résister au froid et les
infections fongiques. Par conséquent, dans cette étude, les larves du quatriéme stade a été trés

sensibles aux différentes espéces fongiques testées.
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Dans les études précédentes sur les champignons entomopathogéenes, M. anisopliae et B.
bassiana s'est averé étre des especes naturellement pathogénes contre T. pityocampa (Veen 1968
; Vargas-Osuna et al., 1994). Toutefois, (Er et al.,2007) ont rapporté 1’efficacité des souches B.
bassiana 134 et M. anisopliae FI 23 contre les larves du quatrieme stade de T. pityocampa a des
concentrations 10° conidies ml, provoqués une mortalité de 30 a 90 % aprés 8 jours de traitement.
De méme, (Sevim et al.,2010, ont démontré I’effet parasitaire des isolats de B. bassiana obtenus a
partir de T. pityocampa par application a une concentration de 10° conidies ml ont donné un résultat
de 100 % mortalité des larves du troisieme stade apres 10 jours d’application. Ceci est conforme
avec nos résultats démontrent des valeurs des CLso et des CLgo avec des taux environ 3,44x10° et
8,79x107 aprés 9 jours du traitement, respectivement.

Dans d'autre étude, (Akinci et al.,2017) ont appliqué B. bassiana (TP-153) contre les larves
de T. pityocampa avec des concentrations de 108 conidies ml sur les larves du quatriéme stade par
trois différentes méthodes. La méthode d’immersion était la plus efficace avec un taux de mortalité
allant de 13% a 31%. (Sdnmez et al.,2017) ont signalé que I'application de B. bassiana KTU-24
avec différentes techniques contre les larves du quatrieme stade de T. pityocampa a entrainé une
mortalité de 72,2 a 84,4 %. Dans notre étude, un taux de mortalité de 100 % a été enregistré le
huitiéme jour aprés I'application avec des concentrations de 108 et 10° conidies ml de Trichoderma
sp et Beauveria sp.

Les travaux menés par (Toshova et al.,2022) indiquent que 1’espéce Metarhizium
pemphigi, testée avec cing concentrations cnidiennes (2x10°- 2x10’conidies/ml), est relativement
efficace contre les adultes de Diabrotica virgifera vigilera. Les essais ont montré apres dix jours
de traitement, la moyenne corrigée de la mortalité des spécimens testés variait entre 14 a 73 %.
Bien que, la CLso était de 3,3x10° conidies/ml. Cette étude a montré la virulence de 13 souches de
Metarhizium rileyi contre le dernier stade larves et pupes de Spodoptera litura avec une variabilité
de la mortalité en fonction la souche fongique et le stade de développement (Gebreslasie et al.,
2023).

Les protéines fongiques extraites a partir de Metarhizium anisopliae et Beauveria bassiana
ont montré 1’effet insecticide trés considérable contre Bemisia tabaci avec des taux de mortalité
variable entre 3.33 et 86.3% (Hameed et al., 2023).

Les bioessais sur I’effet insecticide de Myriodontium keratinophilum contre huit insectes
nuisibles a savoir, Agriotes lineatus L, Corythucha arcuata Say, Corythucha ciliata Dis,
Leptinotarsa decemlineata Say, Agelastica alni L., Lobesia botrana Denis., Tanymecus dilaticollis

Gyll., et Hyphantria cunea Drury., ont montré des taux de mortalité variable entre 53 et 100 %
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selon I’espéce avec une concentration de 107 conidies, 15 jours aprés 1’inoculation (Sonmez,
2023).

Le taux de mortalité corrigé pour les larves du quatriéme stade de Galleria mellonella L.
traitées avec une concentration sporale de 6,4 x 10° spores/ml de Beauveria bassiana est de était
(96 %) apres 10 jours, tandis que la mortalité des larves du dernier stade d'Agrotis ipsilon (Hufn.)
était (48 et 100 %) aux concentrations de 9,2 x 10* et 2,9 x 10° spores/ml, respectivement, aprés
14 jours de traitement (Ahmed et al., 2022).

Les travaux meneés par (Wakil et al.,2023) ont prouvé ’efficacité de 1’entomopathogéne
contre les insectes des denrées stockés R. dominica, S. granarius, T. castaneum et T. granarium.
Les résultats obtenus indiquent une mortalité qui varie entre 13.3 et 99.2%. Bien que T. castaneum
présente une mortalité entre 43.5 et 71.5% avec une concentration de 107 spores/ml aprés 14 jours
d’exposition.

L’application de M. robertsii contre T. castaneum avec une concentration de 107 spore /ml
amontré un effet insecticide trés prononcé avec des taux de mortalité qui varie entre 23.41 et 31.51
% apres une durée d’exposition de 7 et 14 jours respectivement (Wakil et al., 2024).

Les especes fongiques d'origine végeétale peuvent affecter le métabolisme et la croissance
des insectes par le biais de divers processus biochimiques et physiologiques (Senthil-Nathan
2013). Cette étude a également révélé que I’intensité métabolique de T. pityocampa et T.
castaneum est fortement affectée par I'exposition aux espéces fongiques entomopathogénes. A ce
titre les especes fongiques ont provoqué un stress physiologique, qui peut expliquer les effets de
toxicité contre les insectes cibles. Nous avons constaté que le traitement a entrainait des
diminutions significatives des niveaux de protéines, de glucides et des lipides par rapport a ceux
des témoins non traités. Cette diminution de la teneur en protéines pourrait étre attribuée a un ou
plusieurs facteurs, comme une diminution de la synthése des protéines ou une augmentation de la
dégradation des protéines, pour détoxifier les molécules affectées par les principes bioactifs
secreter par le especes fongiques (Vijayaraghasvan et al., 2010 ; Ranjini et al., 2016).

Dans notre étude, la teneur en glucides de I'insecte ravageur testé était significativement
diminuée sous le stress biologique exécuté par les especes fongiques. Les insectes transforment
généralement les glucides en lipides et en glycogénes (Sonmez et Gulel ,2008), ce qui pourrait
expliquer la réduction observeée des taux de glucides et l'augmentation des taux de lipides observes
chez les insectes traités. Des résultats similaires ont été obtenus chez la population de S. granarius
traitée avec I’HE de Citrus limonum (Guettal et al., 2020) et chez T. castaneum et Callosobruchu

smaculatus traités avec les huiles essentielles de cardamome, de cannelle et de muscade (Tarigan
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et Harahap ,2016). Des résultats similaires ont été obtenus apres 1’utilisation d’huile essentielle de
Citrus limonum contre S. granarius (Guettal et al., 2020).

Nos résultats sont similaires a ceux obtenus par (Moutassem et al.,2021) montrent 1’efficacité
insecticide de la citronnelle et de thym contre S. granarius. Ces résultats ont été expliqués par les
perturbations physiologiques de métabolismes de 1’insecte, ou ils ont constaté la diminution des

lipides, des protéines et des glucides chez les insectes traités avec les deux huiles essentielles.
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Conclusion

La recherche de nouvelles méthodes alternatives plus efficaces et moins polluantes s’avere
donc nécessaire, ainsi ’utilisation de formulations a base des entomopathogénes fongiques peut
présenter de nombreux avantages par rapport aux insecticides chimiques de synthése. Dans cette
optique, notre étude a ét¢ achevée pour évaluer I’importance des espéces fongiques comme une
méthode de lutte alternative aux pesticides chimique contre un ravageur potentiel des céréales a
savoir T. castaneum et Thaumetopoea pityocampa, afin de montrer 1’effet de ces organismes sur
les réserves énergétiques de ces derniers.

L’analyse des données montre 1’isolement de huit différentes especes dont le genre
Aspergillus est le plus dominant avec une fréquence de 27.27%. Cependant, les especes
entomopathogénes sont représentées par 03 genres a savoir, Entomophtorrale sp, Beauveria sp
Metarhizium sp avec fréquence d’isolement de 4.54% pour chaque genre.

Le potentiel insecticide et la virulence de trois souches fongiques contre les larves L4 T.
pityocampa ont été évalués en déterminant la mortalité corrigée, les valeurs de LCso et LCoo, ainsi
que la probabilité de survie et relations Temps — mortalité. Les résultats obtenus exposent
également un effet insecticide tres remarquable de toutes les espéces fongiques testées. Les
espéces Trichoderma sp et Penicillium sp semblent les plus efficace en comparaison avec 1’espece
Beauveria sp. Cependant, I’effet insecticide le plus élevé a été noté chez les individus traités avec
les concentrations C3 et C2 de Trichoderma sp. L’examen des valeurs des CLso et des CLgo des
trois espaces fongiques révelent que 1’espece Trichoderma sp est la plus efficace avec des taux
environ 3,44x106 et 8,79x10" aprés 9 jours du traitement, respectivement. Les résultats obtenus
montrent que la probabilité de survie de T. pityocampa a diminué de 100 % jusqu’a 0 % avec les
trois espéces fongiques. Cependant, les temps de survie moyens (LTso) de la population de
T. pityocampa traitées les especes fongiques étaient de 5.33 et 6.47 et 7.45 jours, respectivement.

Les résultats ont démontré que la totalité des souches fongiques testées ont causé des
mortalités plus au moins intéressantes chez la population des larves de T. castaneum. Par ailleurs,
I’espéce a montré des taux de MC% trés remarquable, qui varient entre 30% dans le premier jour
apres le traitement et 100% le huitieme jour. L’examen des valeurs des CLso et CLgo des trois
espaces fongiques révélent que I’espéce est la plus efficace avec des valeurs de 1’ordre de 3,44x10°

et 8,79x107 spore/ml aprés 8 jours de traitement, respectivement. Les résultats obtenus montrent

que la probabilité de survie des larves de T. castaneum a diminué de 100 % jusqu’a 0 % avec les
quatre especes fongiques. Cependant, les temps de survie moyens (LTso) de la population des
larves de T. castaneum traitées avec les concentrations C1, C2 et C3 de I’espéce Beauveria sp
étaient de 3.89, 4.33, et 5.11 jours, respectivement.
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Conclusion

Les résultats ont démontré que la totalité des souches fongiques testées ont causé des
mortalités plus au moins intéressantes chez la population des adultes de T. castaneum. Les résultats
montrent I’efficacité de I’espéce Beauveria sp v en comparaison avec les autres especes fongiques.
Cette espece a montreé des taux de MC% tres remarquable, qui varient entre 13.33% dans le premier
jour apres le traitement et 36.66% le quinziéme jour apreés l’inoculation pour les trois
concentrations. L’examen des valeurs des CLso et CLgg des trois especes fongiques révelent que
’espéce Beauveria sp est la plus efficace avec de 1’ordre 4,58x10° et 4,58x10° sur le stade adulte
de T. castaneum. Les résultats obtenus montrent que la probabilité de survie de T. castaneum a
diminué de 100 % jusqu’a 74 % avec les trois espéces fongiques. Cependant, les temps de survie
moyens (LTso) de la population des larves d T. castaneum traitées étaient de 10.24, 14.15 et plus
de 15 jours, respectivement.

La population de T. castaneum traitée a enregistré une diminution significative des teneurs
en protéines en lipides et en glucides chez les individus traités avec les deux formulations et avec
toutes les concentrations dans les traitements par contact et par inhalation chez les adultes et méme

chez les larves.
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Isolation and characterization of entomopathogenic fungi and evaluation of their insecticidal
effect against harmful insects.

ABSTRACT

The purpose of this study is to determine the insecticide potential of several fungal species isolated
from mycosed insects against the L4 Thaumetopoea pityocampa larvae and the Tribolium castaneum
larvaes and adults. All tested species have been shown to be highly effective against target pests with
varying degradations depending on fungal species, concentration and exposure time. The results
obtained indicate that the species Trichoderma sp appears to be most effective against T. pityocampa
with values of CLso and CLgo are approximately 3.44x10° and 8.79x10. The results show that the
likelihood of T. pityocampa survival decreased from 100% to 0% with the three fungal species.
Furthermore, the species showed very remarkable MC% rates, ranging from 30% in the first day after
treatment to 100%, with CL50 and CL90 values of approximately 3.44x10° and 8.79x10" spores/mL
after 8 days, although the likelihood of T. castaneum survival decreased from 100% to 0% with the
four fungal species. Adults of T. castaneum are most resistant to entomopathogenic fungal species.
This species showed very remarkable MC percentage rates, ranging from 13.33% in the first day
after treatment to 36.66% on the fifteenth day after inoculation for the three concentrations, with
CLso and CLgo values ranging in the order of 4.58x10° and 4.58x10°. For this purpose, the probability
of survival of T. castaneum decreased from 100% to 76.33% with the three fungal species. The
analysis of energy reserves indicates a significant decrease in protein, carbohydrate and lipid levels
in treated insects. This study highlighted the bio-insecticide toxicity of fungal species against T.
pityocampa and T. castaneum, revealing positive and negative gradients of insecticidal activity
depending on the mode of exposure.

Keywords. Corrected mortality, inhalation, contact, probability of survival, in vivo.
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