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Introduction

Introduction

En Algeérie, les produits céréaliers (blé, mais, orge ,avoine riz blanche)
occupent une place stratégique dans le systéme alimentaire et dans I’économie
nationale (Djermoun ,2009), leur consommation s'estime a 230 kg /habitant/an
(FAO, 2013).

Les insectes sont responsables de pertes de ceréales stockées pouvant atteindre
jusqu'a 10% a I’échelle mondiale (De Carvalho et al., 2013).Par ailleurs, en
Algérie ,ces pertes peuvent atteindre plus de 2 % (FAO, 2013).

Parmi  ceux-ci  Sitophilus zeamais Motschulsky,1855 (Coleoptera:
Curculionidae) (Demissie et al., 2008).

Le controle de ces insectes repose en grande partie sur l'utilisation des
insecticides de synthéese (Kljajic et Peric, 2007;Islam et al.,2010).
Ces produits chimiques sont rentables, mais leur utilisation massive a créé des
problemes tels que le phénomeéne de résistance, la pollution de I'environnement et des
effets indésirables sur la santé humaine et sur les auxiliaires (Desneux et al.,
2007;Pimentel et al., 2009; Islam et al., 2010; Ali et al., 2012).

Les risques et les problemes associés a l'utilisation de produits chimiques
conduisent a une réglementation environnementale de plus en plus strictes des
pesticides (Pavela et al., 2007). Il ya donc un besoin urgent de développer des
alternatives efficaces respectueuses de I'environnement, plus sdres, faciles a utiliser et
ont le potentiel de remplacer les pesticides de synthése (Tapondjou et al., 2005).

Parmi ces alternatives, les champignons endophytes qui sont considérés
actuellement comme un des groupes biologiques les plus prometteurs en matiere de
protection des plantes contre un bon nombre des insectes ravageurs et pathogénes
(Vega et al., 2009).Dans ce contexte, la présente étude est focalisée dans la
bioprospection des taxons fongiques endophytes isolés a partir R.communis pour leur
activiteé insecticide vis-a-vis Sitophilus zeamais
Ce travail est structuré en 3 parties:

La premiére partie est consacrée a une revue bibliographique mettant 1’accent sur :
les champignons endophytes , Sitophilus zeamais, Ricunus communis.
» La deuxieme partie illustre le matériel et les méthodes utilisées.
» Ainsi qu’une troisiéme partic démontrant les résultats obtenus en ce qui
concerne les différentes expériences effectuées.

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

11.1. Les champignons endophytes
11.1.1. Définition

Le terme endophyte a été inventé par Heinrich Anton de Bary en 1884 (Griffin,
2014),il est composé de deux mots grecs, endon signifiant au sein et phyton désignant plante
(Staniek et al., 2008). Ce terme est employé pour définir les microorganismes colonisants les
tissus végétaux internes sans causer des symptomes apparents sur la plante hote (Porras
Alfaro et bayman, 2011).
Les etudes récentes ont prouve que les microorganismes endophytes sont presque présents
dans toutes les plantes (Wang et Dai, 2011).
Ces microorganismes colonisent 1’espace intercellulaire ou intracellulaire, au moins pour une
partie de leur vie sans causer des symptdmes d’infection apparents (Kaul et al., 2012).
11.1.2.L"interaction endophyte-plante hote

Selon les espéces concernees, le résultat d'une interaction plante-endophytes peut aller
de I'antagonisme au mutualisme (Zabalgogeazcoa, 2008).
Les champignons endophytes englobent des saprophytes latentes ,des especes mutualistes et
des pathogénes latents (Zabalgogeazcoa, 2008).
Parmi les champignons endophytes considérés comme pathogenes latents les champignons,il
est a citer Phomopsis citri,Fusicoccum aesculi et Lasiodiplodia theobromae isolées a partir de
Citrus spp (Wright, 1998) ainsi que Phomopsis viticola isolé a partir de Vitis vinifera
(Mostert et al., 2000).Ces agents sont co-évoluées avec leurs hétes et ne sont donc pas tres
virulents, et ne causent aucun symptdme a leurs hétes,mais si la plante est stressée ou bien la
sénescence des feuilles commence,la sporulation de ces agents pathogenes commence
(Sieber, 2007). Plusieurs études récentes confirment que certaines espéces endophytes sont
également décomposeurs de la litiere (Promputtha et al., 2010;Chaverri et Gazis,
2011;Purahong et Hyde, 2011;Sun et al., 2011;Hirose et al., 2013).

Certains champignons saprophytes trouvés couramment dans les parties sénescentes
de la plante ont été isolés comme endophytes des tissus sains (Promputtha et al., 2007).
Il est a signaler que certains des endophytes ont la capacité de continuer a exister en tant que
saprophytes dans les feuilles mortes (Unterseher et al., 2013).
Ces champignons agissant comme des saprophytes latents, se développent d’une fagon

asymptomatique a l’intérieur des tissus de leurs plantes hotes mais dans le cas de la
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sénescence ou la mort des tissus de I’héte, le développement et la sporulation de ces derniers
débutent (Zabalgogeazcoa, 2008).
L’association mutualistique des champignons endophytes avec leurs plantes hotes est
asymptomatique (Ting,2014),agissant contre les prédateurs, les agents pathogenes, les
herbivores et les insectes nuisibles (Lacava et Azevedo, 2014).
Ces champignons endophytes augmentent la résistance des plantes aux agents pathogénes par
la production des agents antimicrobiens et des régulateurs de croissance. lls améliorent
également la tolérance du stress biotique et abiotique (Lacava et Azevedo,2014).
En retour, les plantes hotes fournissent la structure spatiale, la protection contre la
dessiccation, les éléments nutritifs, la fourniture des photosynthétats et dans le cas de la
transmission verticale ,la diffusion dans la prochaine génération des plantes
hotes(Clay,1988;Wolock-Madej et Clay, 1991;Knoch et al.,1993; Saikkonen et
al.,1998;Faeth et Fagan,2002;Rudgers et al.,2004).
11.1.3. Principaux roles physiologiques
11.1.3.1. Contribution dans la tolérance au stress abiotique par la plante

Le stress abiotique cause la perte de plus de 50% des rendements des cultures
potentiels a 1’échelle mondiale (Boyer, 1982;Bray et al., 2000;Sturz et al., 2000;Singh et
al., 2011). le stress abiotique pourrait étre le résultat des pollutions par des métaux lourds,la
sécheresse,la salinité et les contraintes de température (Liarzi et Ezra, 2014).11 est connu que
les champignons endophytes améliorent la tolérance aux stress abiotique de leurs plantes
hotes (Saikkonen et al., 2010 ;Vesterlund et al., 2011).
11.1.3.1.1. Contribution dans la tolérance de la pollution par des métaux lourds

Le champignon endophyte Neotyphodium gansuense améliore la croissance de sa
plante héte Achnatherum inebrians sous une concentration élevée de cadmium par un
mécanisme qui implique des activités enzymatiques anti-oxydantes (Zhang et al., 2010b).De
fagon similaire,le champignon endophyte des racines de Triticum aestivum (variété
Sardari ,39) Piriformospora indica réduit la teneur en cadmium dans le sol entourant les
racines de sa plante hote et améliore sa croissance (Shahabivand et al., 2012).1l en est de
méme pour les champignons du genre Neotyphodium capable d’améliorer la croissance, la
production de la biomasse et le potentiel d’accumulation du cadmium dans les racines de
Festuca arundinacea et Festuca pratensis (Soleimani et al., 2010a,b).D’autres travaux ont
montré que le champignon endophyte Sordariomycetes sp. isolé a partir de feuilles de Suaeda
salsa et introduit dans le riz Oryza sativa, améliore la croissance du riz sous une concentration

modéré de plomb par un mécanisme qui implique I’amélioration de la photosynthése et de
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l'activité anti-oxydante (Li et al., 2012).11 est a mentionner aussi que le champignon
endophyte Exophiala pisciphila H93 favorise la croissance des racines et des pousses du mais
et améliore sa tolérance sous le stress due a la présence des metaux lourds (plomb, zinc et
cadmium) (Li et al., 2011).

11.1.3.1.2. Contribution dans la tolérance de la sécheresse

La tolérance de la secheresse des plantes infectées par des champignons endophytes a

été démontrée dans plusieurs études (Arechavaleta et al., 1992;Lewis et Vaughan, 1997;
Malinowski et al., 1998;Lewis,2004;Malinowski et al., 2005).Par exemple les deux
champignons endophytes du concombre Phoma glomerata LWL2 et Penicillium sp. LWL3
augmentent la biomasse végétale dans des conditions de stress hydrique (Waqas et al.,
2012).Le méme effet est observée pour les champignons endophytes des graminées qui
augmentent le taux et la durée de croissance des racines contribuant a la protection de leurs
plantes hotes contre la sécheresse (Kuldau et Bacon,2008).De méme les champignons
endophytes Neotyphodium sp.,Acremonium sp.,Phialophora sp.et Curvularia sp. conférent
aux graminées une tolérance de la secheresse (Bacon et Hill, 1996; Bacon, 1993;West,
1994;Joost, 1995;Singh et al., 2011).
Dans des conditions de stress hydrique, les champignons endophytes de la famille des
Clavicipitaceae augmentent 1’¢élasticité des parois cellulaires (White et al., 1992),le taux de
croissance des racines et des poils absorbants et diminuent le diamétre des racines
(Malinowski et al.,1997, 1999b).

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

Les alcaloides loline affectent le potentiel osmotique et donc de réduire les effets du stress due
au secheresse (Bush et al., 1997). Le niveau de ces alcaloides augmente en réponse a la
chaleur ou a la secheresse qui affecte I'équilibre osmotique et par conséquence protége les
macromolécules de la dénaturation (Malinowski et Belesky, 2000).

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

Cette association aide plusieurs plantes a tolérer la secheresse ou la température (Richardson
et al., 1990).
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11.1.3.1.3.Contribution dans la tolérance de la salinité

La salinisation des sols est une menace étendue de la productivité des cultures (Singh
et al., 2011). Environ 7% de la surface du globe terrestre est couverte par de sols salins (Ruiz
Lozano et al., 1996),et 5% des terres cultivées ont un exces en teneur des sels (Munn et
al.,1999).

Le champignon endophyte de I'orge Piriformospora indica élimine les effets du stress
salin chez sa plante hote par I’augmentation de l'activité métabolique dans les feuilles,
I’induction de changements dans la composition des acides gras dans les feuilles, la régulation
positive de l'activité des enzymes anti-oxydantes (Baltruschat et al., 2008),I’augmentation de
la biomasse (Waller et al., 2005) et I’induction de la biosynthése de I'éthyléne dans les
racines d'orge (Cao et al., 2006). Le champignon endophyte du concombre Paecilomyces
formosus LHL10 améliore la croissance et la tolérance de sa plante héte de la salinité par
I'accumulation de proline et des antioxydants (Khan et al., 2012a).

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

Les 2 champignons endophytes Penicillium minioluteum LHLO9 et Penicillium funiculosum
LHLO6 isolés a partir de Glycine max.L.(soja) améliorent la croissance de leurs plante hote
en régulant la biosynthese des hormones et des flavonoides (Khan et al., 2011a).1l a été
signalé aussi que le champignon endophyte du concombre Exophiala sp. LHLO8 contribue
dans la tolérance de la salinité par 1’augmentation de la teneur en acide salicylique (Khan et
al., 2011b).

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

L'inoculation de plantes de Dichanthelium lanuginosum avec le champignon
endophyte Curvularia sp.leur confere une tolérance d’une température élevée du sol ou des
plantes non inoculés ne peuvent pas survivre (Redman et al., 2002).Des constatations
similaires sont observées chez Cucumis sativus inoculé par Paecilomyces formosus LHL10
ou la croissance est améliorée (Khan et al., 2012hb).

Le mécanisme possible pour la tolérance de la chaleur implique des osmoprotectants tels que
le tréhalose, la glycine, le bétaine ,la taurine et la mélanine (pigment) (Morsy et al.,2010).

6
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11.1.3.2. Contribution dans la tolérance au stress biotique par la plante

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

Centaurea stoebe est une plante herbacée envahissante en Amérique du Nord ; la
présence des champignons endophytes du genre Alternaria améliore sa capacité
concurrentielle sans augmenter sa taille et le mécanisme par lequel ces endophytes
augmentent la compétitivité de sa plante hote est inconnue, mais elle n'est pas liée a la
croissance accrue (Aschehoug et al., 2012). Il a été suggéré que les mécanismes de la
compétition interspécifique impliquent une augmentation de la reproduction végetative et la
croissance des racines,la production des substances allélochimiques et du rendement en
graines(Kuldau et Bacon 2008;Bush et al., 1997; Malinowski et al., 1999a).Par conséquent,
une augmentation du nombre de talles, une plus grande vitesse d'élongation des feuilles et une
modification de l'architecture des racines a été notée (Malinowski et Belesky, 2000).Dans ce
sens des expériences sur terrain ont montré que la fétuque élevée Festuca arundinacea
infectée par des champignons endophytes supprime d’autres graminées et plantes herbacées
par rapport a la fétuque non infectée (Clay et Schardl ,2002).D’autres travaux ont
mentionnée que les extraits de graines de la fétuque élevée Festuca arundinacea infectées par
des endophytes inhibent la germination de Trifolium spp. (Springer, 1997). De méme le
nombre de trefle blanc Trifolium repens a diminué dans les paturages dominés par autres
plantes infectées par des champignons endophytes (Sutherland et Hoglund, 1989).1I a été
suggeéré que les alcaloides loline améliorent la capacité concurrentielle des herbes endophytes
infectées en retardant la mise en place de concurrents. Ceci est basé sur la constatation que les
alcaloides loline sont le seul groupe d'alcaloides liés aux endophytes qui réduit le taux de
germination des graines de monocotylédones et dicotylédones (Petroski et al., 1990).
Le champignon endophyte de Cinna arundinacea Neotyphodium schardlii réduit la vie de sa
plante h6te,mais augmente sa capacité de régénération (Rudgers et al., 2012).
11.1.3.2.2. Contribution dans la protection contre les parasites invertébrés
11.1.3.2.2.1. Protection contre les insectes ravageurs

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

Il est & souligner que les endophytes du genre Neotyphodium contribuent dans la résistance de
leurs plantes hétes contre Agrotis ipsilon par la sécrétion de la N-acetyl norloline et la
peramine et 1’ergovaline (Baldauf et al., 2011).

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

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

Une expérience de choix avec des courges montre que les pucerons préférent s’alimenter a
partir des plantes dépourvues d’endophytes, ce qui indique que Fusarium oxysporum Fol62 et
Rhizobium etli G12 affectent la préférence de la plante hote par les pucerons (Martinuz et al.,
2012).

L’inoculation du champignon endophyte M. anisopliae a I’intérieur des plantes de Brassica
napus provoque un pourcentage de mortalité respective de 35,56.7et63.3 apres 2,3,4 semaines
des larves phytophages de Plutella xylostella.En comparaison avec des larves qui se
nourrissent des plantes non inoculés par ce champignon ou le pourcentage de mortalité a varié
en fonction des mémes dates d’observation de fagon respective (15,18.3 etl1l.7) (Batta,
2013).

Le sterigmatocystine et 13-hydroxyversicolorine B secrétés par le champignon
endophyte Podospora sp. isolé a partir de Laggera alata sont utilisées contre le troisiéme
stade larvaire d'Anopheles gambiae (Josphat et al., 2011).

Le résultat a été des valeurs de CL50 et CL90 de 13,3 et 73,5 ppm et une mortalité de 95%
des individus traités observée a une concentration de 100 ppm apres 24 h de traitement
pour le sterigmatocystine,CL50 de 294,5 ppm et une mortalité de 95% des individus traités
observée a une concentration de 1000 ppm pour le 13-hydroxyversicolorine B (Josphat et al.,
2011).

L’alimentation et la survie de laltise du mais Chaetocnema pulicaria(Coleoptera,
Chrysomelidae) est réduite par une infection de la fétuque élevée avec N. coenophialum,et le
mécanisme propose est I’antixénose (Ball et al., 2011). Similairement la prédation des graines
par Glyphipterix simpliciella est plus faible pour des herbes de fétuque élevée contenant des

champignons endophytes (Saari et al., 2010).11 en est de méme pour les champignons
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endophytes isolés des feuilles de Picea rubens montre une toxicité contre Choristoneura
fumiferana (Lepidoptera,Tortricidae) (Sumarah et al., 2010;Porras- Alfaro et Bayman,
2011).
Le traitement des adultes d’Acanthoscelides obtectus par différentes concentrations
(25%,50%,75%,100%) du filtrat du champignon endophyte du Nerium oleander
Cladosporium sp. provoque les taux de mortalités maximales suivants:39%-41%-61%-84%
respectivement) et cela apres 48heures (Laib, 2014) .
11.1.3.2.2.2.Protection contre les nématodes

Le champignon endophyte de la tomate Fusarium oxysporum souche 162 induit la
résistance systématique contre le nématode Meloidogyne incognita (Martinuz et al., 2012)
et R. similis dans la banane par application combinée avec le champignon Paecilomyces
lilacinus souche 251 et la bactérie Bacillus firmus (Mendoza et Sikora, 2009).
N. coenophialum un champignon endophyte de la fétuque élevée provoque un épaississement
des parois cellulaires endodermiques qui réduit la capacité de pénétration des racines par le
nématode Meloidogyne marylandi (Gwinn et Bernard, 1993; Kimmons et al., 1990).
L’inoculation du Fusarium oxysporum et a un moindre degré,des especes de Trichoderma
dans les racines de la tomate et du bananier réduit les populations de nématodes (Sikora et
al., 2008).
11.1.3.2.3. Contribution dans la protection contre les agents phytopathogénes

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

L'endophyte induit une résistance systémique chez sa plante héte (Chen et al., 1995;
Kloepper et Beauchamp,1992; Kunkel et al., 2004;Waller et al., 2005; Serfling et al.,
2007;Waller et al., 2008) qui est un mecanisme important dans la protection de la plante
contre les agents phytopathogenes qui implique les champignons endophytes ou leurs
métabolites (Kloepper et Ryu , 2006; Compant et al., 2005).
Les champignons endophytes peuvent induire la résistance systémique de leurs plantes hotes
contre les agents pathogénes apres avoir pénétrer activement et coloniser ces derniers,
favorisant la synthese de composes biologiquement actifs ou provoquant des changements

dans la morphologie et / ou la physiologie végétale (Hanada et al., 2010).
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Les champignons endophytes peuvent également produire des métabolites secondaires qui
inhibent directement les agents pathogénes ou produisent des éliciteurs qui stimulent la plante
a produire ce type de métabolites secondaires (Liarzi et Ezra, 2014).

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

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

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

11.1.3.2.3.2.Fortification des parois des cellules végétales de la plante hote
L'épaississement de la paroi cellulaire est due au dép6t de callose et I'accumulation de
composés phénoliques sur le site de contact avec I'agent pathogéne (Benhamou et al., 1998).
Les enzymes sont également impliqués dans la synthése de lignine qui forme une barriére de
protection supplémentaire contre la pénétration par des agents pathogenes (Pankhurst et al.,
1979).

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

11.1.3.2.3.3. Exclusion de niche écologique

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

Les interactions positives entre les populations autochtones sont généralement plus
développées dans les communautés matures que dans les communautés nouvellement établies
(Liarzi et Ezra, 2014).

Ainsi, le nouveau agent pathogéne sera confrontée a des réactions négatives de la part des
populations autochtones (Sturz et al., 2000).
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Les champignons endophytes protégent leurs plantes hotes par la colonisation rapide et
I’épuisement des substrats disponibles et limitées de sorte qu'aucune source nutritive ne soit
disponible pour les agents pathogénes (Pal et Gardener, 2006).

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

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

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

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

11.1.3.2.3.5.Production des composants antimicrobiens

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

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

Ces composés isolés ont démontré wune activité antifongique contre Fusarium
oxysporum,Rhizoctonia solani,Colletotrichum gloeosporioides et Magnaporthe oryzae et
antibactérienne contre les bactéries pathogénes Xanthomonas campestris et Xanthomonas
oryzae (Wang et al., 2012).

Les sesquiterpenes, diterpénes et triterpénoides sont les principaux terpénoides produites par
les champignons endophytes et qui possedent une activité antimicrobienne (Kaul, 2012).
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Le champignon endophyte Phomopis cassiae isolé a partir de Cassia spectabilis produit
cing sesquiterpenes de cadinane,le 3,9,12-trihydroxycalamenenes; 3,12-
dihydroxycalamenene;3,12-dihydroxycadalene et 3,11,12-trihydroxycadalene.
ce dernier est le composé le plus actif contre les champignons phytopathogenes (Silva et al.,
2010).

Le champignon Xylaria sp. isolé a partir de Piper aduncum également produit deux
sesquiterpenes de presilphiperfolane ayant une activité antifongique (Silva et al., 2010).
Liu et al. (2008) ont rapporté que Xylaria sp.YX-28 isolé a partir de Ginkgo biloba produit
I'acide 7-amino-4-méthylcoumarine (C1O0H9NO2) ayant une activité antibactérienne et
Oantifongique contre de nombreux micro-organismes pathogénes.
Le champignon endophyte Chaetomium globosum isolé a partir G.biloba produit les
chaetomugiline D, chaetomugiline A et chaetoglobosine C (Qin et al., 2009).

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

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

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

Deux meétabolites 1’asperfumoide et 1’asperfumine isolés a partir d’Aspergillus fumigatus
CYO018 un champignon endophyte du Cynodon dactylon inhibent le développement de
Candida albicans (Liu et al., 2004).

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

Cette activité est due a la production par ce champignon des métabolites antibiotiques qui
sont les pyrrocidines A (C31H37NO4) et B (C31H39NO4) (Wicklow et al., 2005).
Le naphtaquinone antibactérien Javanicine (C15H1406) présentant une activité contre
Pseudomonas sp. a été isolé a partir de Chloridium sp. un endophyte d’Azadirachta indica
(Kharwar et al., 2008).

Le cryptocandin (C15H82N8017) est un composant produit par le champignon endophyte
Cryptosporiopsis cf. quercina a effet antifongique contre C.albicans,Trichophyton
rubrum,Sclerotinia sclerotiorum , Botrytis cinerea (Strobel et al., 1999).
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11.1.3.2.3.6. Hyper parasitisme et prédation
L’hyperparasitisme est une stratégie écologique utilisé par les endophytes pour protéger leurs
plantes hotes pendant laquelle l'agent pathogéne est directement attaqué et détruit par un
endophyte particulier (Tripathi et al., 2008).11 a été observé que les champignons endophytes
parasitent les hyphes des champignons phytopathogenes en pénétrant ces derniers et en
sécrétant la lyase pour décomposer leurs parois cellulaires (Grosch et al., 2006).
Par exemple, Trichoderma sp.est capable de parasiter les hyphes de Rhizoctonia solani
(Grosch et al.,, 2006). La prédation microbienne est une maniére plus générale de
suppression des agents phytopathogénes ou certains endophytes montrent un comportement
de prédation dans des conditions nutritives limitées (Benhamou et Chet, 1997).
Par  exemple, Trichoderma sp. produit une série denzymes  capables
d’attaquer directement contre les parois cellulaires de champignons phytopathogénes
(Benhamou et Chet, 1997).
11.2.Ricinus communis L
11.2.1.Noms communs et synonymes
Le ricin est appelé également kharouda en arabe, ricin en francais et castor bean en anglais
(Ghrabi, 2005).
11.2.2. Taxonomie
Regne : Plantea,Embranchement : Spermaphyte (plante a graine) ,Sous-embranchement :
Angiosperme (Magnoliophyta : Plantes a fleurs),Classe : Magnoliopsida,Sous-classe :
Rosidae,Ordre : Euphorbiales ,Famille : Euphorbiaceae ,Genre : Ricinus ,Espece : Ricinus
Communis.( N'guessan et al., 2009).
11.2.3.Description

Le ricin est un arbuste a feuilles persistantes, herbacé ou semi-ligneux, de grande taille
ou petit arbre qui atteint 5 meétres de haut ,les feuilles sont palmées, avec 5-11 lobes
profondément inciseés, brillants, vert a violacé ou vert rougeatre et de 30 a 75 cm de diameétre,
avec de longs pétioles avec une veine médiane de couleur rougeéatre, dentées irréguliérement
(Garciaetal ., 1999) (figure.1a).
La tige est verte a rougeatre-pourpre dressée, robuste, rameuse avec des branches a nceuds
visibles et cicatrises (Couplan et Styner, 2000) (figure.1b).
I'inflorescence (peu voyante) a des fleurs jaune verdatre qui sont portées en épis jusqu'a 30 cm
de long prés du sommet des tiges ,les fleurs femelles sont sur la moitié supérieure de la pointe

et ont des stigmates rouges visibles. Les fleurs méles sur la moitié inférieure de la pointe ont
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des antheres jaunes voyantes Les fleurs femelles pollinisées sont suivies par des capsules en
forme d'ccuf de couleur brun rougeatre, longues d'environ 2,5 cm, recouvertes d'épines
souples (Maroyi, 2007) (figure.lc).

Le fruit est une capsule tricoque qui s’ouvre par déhiscence septicide, puis loculicide, en
abandonnant la columelle sur laquelle s’insérent les graines ,brillantes et tachetées,
piriformes, ovoides, allongées ou plates, luisantes marbres de gris rougeatre et de blanc. (Prat
et al., 2005). (figure.1d).

Figure 1.Différentes parties du R. communis .a .feuilles,b.fleurs ,c.tige ,d.graines (photos
personnelles).

11.2.4.0rigine et Habitat
L’origine du Ricinus communis L est I'Afrique tropicale, elle est cultivée en tant que plante
ornementale dans diverses régions tropicales, subtropicales seches et tempérées dotées d’un
été chaud (Cheema et al., 2010).
Plus de 95% de sa culture est concentree en Inde, la Chine et le Bresil (Sailaja et al., 2008).
11.2.5.Exigences écologiques
11.2.5.1. Exigences climatiques

Le ricin a pu s’acclimater spontanément dans les régions tropicales et subtropicales
mais il prefére des pluviométries assez élevées (450 — 1000 mm) pour compléter son cycle de
développement (Déthiollaz, 2003). La répartition géographique du ricin dans le monde
indique qu’il tolére une grande variabilité des conditions climatiques sauf pour les trés basses

températures. En effet, vingt-quatre heures a 2 °C suffisent pour inhiber la germination.
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Cependant, un bon démarrage de la germination a des températures superieures a 15°C est
observé (Polveche, 1996).
11.2.5.2. Exigences edaphiques
Le ricin exige un sol bien draing, riche en humus, sableux ou limoneux argileux, de ph =4,5 a
8,3 (Rousset et al., 2008).
11.2.6. Utilisation du ricin
11.2.6.1 Utilisation industrielle

Le ricin présente un grand intérét économique et plus particulierement son huile
largement utilisée comme lubrifiant a cause de ces caractéristiques exceptionnelles : sa
souplesse, sa bonne résistance, sa bonne tenue dans une plage étendue de température (de -40
°C a +130°C) et sa grande affinité pour les surfaces métalliques (qualités de mouillage).
Perret (2007) rapporte 1’utilisation de certaines composantes de 1’huile de ricin pour la
fabrication des vernis, savons et des peintures.
pour la production du carburant biodégradable qui ne cause pas d’effets néfastes pour
I’environnement (Rousset et al., 2008).
11.2.6.2. Utilisation médicinale

Le ricin est une plante médicinale qui a été traditionnellement utilisée dans certains
pays pour le traitement de nombreuses maladies comme les inflammations et les maladies du
foie ( Kachare ,2010).
I’huile de ricin entre dans la composition de nombreux traitements purgatifs ou laxatifs,
exploitée en cosmétique comme crémes solaires et crémes antirides et utilisée en
dermatologie pour le soin des durillons, des kystes et de plaies ouvertes (Polveche, 1996).
En Inde, la ricine, toxine qui caractérise le ricin, s’avére active contre certaines cellules
cancéreuses. (Olsnes et Kozlov, 2001).
I’extrait éthanolique des racines du ricin possédent une activité anti-diabétique (Poonam et
al., 2008).
Kot et Manthri (2011) indiquent que les feuilles de ricin soulagent les maux de téte et le
rhumatisme.
11.2.7.Activité insecticide
Sharma et al. (1990) ont montré que le ricin peut étre utilisé comme un insecticide
efficace,ainsi 1’utilisation du ricin dans la lutte contre les termites (fourmis blanches) qui
endommagent le bois de Mongifera indica et Pinus longifolia a été mise en évidence dans des

essais comparatifs.
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D’autres recherches ont montré que le ricin peut étre utilise comme larvicide. Ainsi les
extraits aqueux des feuilles et des graines du ricin (Ricinus communis) présentent des effets
toxiques sur les larves de moustiques Culex pipiens. Les tests de toxicité ont révélé au bout de
24 heures d’exposition, des taux de mortalités de 100% et des concentrations létales CL50 trés
faibles (Ghnimi et al., 2014).

11.3.Sitophilus zeamais (Motschulsky, 1855)

11.3.1. Noms communs
5, 4usw (Arabe) (Elhadjismail, 2014);Charancon du mais (Francais), maize weevil
(Anglais) (Delobel et Tran, 1993)

11.3.2. Synonymes

Calandra chilensis Philippi et Philippi,1864, Calandra platensis Zacher,1922,Cossonus
quadrimacula Walker,1859.

11.3.3. Description des stades biologiques

11.3.3.1. L’Euf

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

11.3.3.2. La larve

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

11.3.3.3.L’adulte

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

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

perforations de forme circulaire (Rees, 2007) (Figure .2b).
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Figure 2. S. zeamais a.Larve L4 , b.Adultes(Alejandro, 1988).

11.3.4. Taxonomie

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

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

11.3.5. Gamme d'hotes

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

Ils préferent les grains entiers, mais se nourrissent également de produits céréaliers
transformes, y compris les pates (Hagstrum et al., 2012).

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

Les ceufs sont pondus au cours de toute la durée de la vie adulte, bien que 50% peut
étre déposée dans les 4-5 premieres semaines; chaque femelle peut pondre jusqu'a 150 ceufs
(Longstaff, 1981). Les ceufs sont déposés individuellement dans de petites cavités creusées
dans les grains de céréales par la femelle; chaque cavité est rendue étanche par une sécrétion
cireuse produite par cette derniere, protégeant ainsi I'ceuf (Longstaff, 1981).
La période d'incubation de I'ccuf est d'environ 6 jours a 25°C (Howe, 1952).
Les ceufs sont pondus a des températures entre 15 et 35 °C (avec un optimum autour de 25 °
C) et a une humidité du grain de 10%; cependant, les taux de ponte sont trés bas en dessous de
20°C ou supérieure a 32°C, et au-dessous denviron 12% d'humidité (Birch, 1944).
Apres I'éclosion, la larve commence a se nourrir a l'intérieur du grain, et creuse un tunnel en
se nourrissant (Birch, 1944;Howe,1952).
Il ya quatre stades larvaires dans le blé a 25°C et 70% d'humidité relative, la nymphose a lieu
apres environ 25 jours, bien que les périodes de développement sont tres prolongées a des
températures basses (par exemple 98 jours a 18 °C et 70% HR) (Birch, 1944;Howe, 1952).
La nymphose a lieu dans le grain; I'adulte nouvellement développé creuse son chemin,
laissant un grand trou de sortie caractéristique (Birch, 1944;Howe, 1952).
La durée de développement total varie de 35 jours dans des conditions optimales a plus de
110 jours dans des conditions défavorables (Birch, 1944; Howe, 1952).
La durée de vie des adultes varie de plusieurs mois a un an (Longstaff, 1981).
11.3.7. Distribution géographique
Sitophilus zeamais est répandu dans le monde entier (Balachowsky et Mesnil, 1936), il existe
en Australie, en Afrique, en Asie et en Europe (Champ et Dyte, 1976).11 est plus fréquent en
régions tropicales et subtropicales (Rees,2007) .
11.3.8.Dégats
En mais stocké, de fortes infestations par ces insectes peuvent causer des pertes de poids des
grains de 30-40% (Arbogast et Trone, 1997).
La larve Produit une poudre blanchatre abondante qui rend le mais impropre a la

consommation (Freeman, 1980) (Figure .3).
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Figure 3. Dégats causés par S.zeamais sur des graines de mais (Photo personnelle).
11.4. Méthodes de lutte disponibles contre les ravageurs des denrées stockées
11.4.1. Lutte préventive
Une fois le lieu de stockage a été vidé et nettoyé physiquement (balayage du sol, enléevement
des toiles d'araignée et de la poussiere, collecte et élimination de grains qui restent dans le
lieu),il est nécessaire d’éliminer les populations résiduelles d'insectes par I'utilisation de
I’azaméthiphos ou un mélange de fénitrothion et le carbaryl (Abdelaziz, 2011).
11.4.2. Lutte curative
11.4.2.1. Lutte physique
11.4.2.1.1. Lutte par le froid
La température optimale pour le développement des insectes des denrées stockés est entre 25-
33 °C (Abdelaziz, 2011).
Les basses températures < 10 °C retardent le développement de ces insectes et donc réduisent
leurs effectifs a un niveau ou ils ne peuvent pas causer des dégats considérables (Abdelaziz,
2011).
Egalement elles bloquent leurs développement, réduisent leurs alimentations, fécondité et
survie (Logstaff et Evans,1983).
11.4.2.1.2. Lutte par la chaleur
Une température de grains de 60 a 65°C, pendant 15 minutes est nécessaire pour tuer tous les
insectes de céréales stockées (Abdelaziz, 2011).
Ces températures peuvent endommager la qualité boulangére et la faculté germinative de la
plupart des graines (Evans, 1987) donc, la température du grain doit étre soigneusement

mesuré et contr6lé (Abdelaziz, 2011) pour réaliser une désinsectification sans causer des

dommages aux derniers (Evans et al., 1983).
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La méme température minimum doit étre atteinte pour tuer les insectes en utilisant l'une de
ces méthodes (Abdelaziz, 2011).

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

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

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

11.4.2.1.3. Modification de I'atmosphére du milieu
Il s'agit d'abaisser le taux d'oxygene de I'atmospheére intergranulaire jusqu'a un taux létal pour
tous les stades des insectes des denrées stockées (< 1 % d'O,) (Marzke et al., 1970; Storey,
1973,1975; Jayas et al., 1991).
Généralement les insectes des stocks sont tués lorsque le taux d'oxygéne est inférieur a 2 % du
volume de I'atmosphére intergranulaire, stade auquel le gaz carbonique (CO,) aura atteint un
taux d'environ 15 % (FAO, 2013).
11.4.2.1.4. Utilisation de matiéres inertes

Les poussiéres ou les matiéres inertes sont des poussiéres chimiquement non réactives
qui tuent les insectes par dessiccation de leurs corps, soit par endommager (terres de
diatomées) ou absorber (aérogel de silice) de la couche cireuse de I'insecte qui empéche une
perte excessive d'humidité du grain et de I’air intergranulaire (Abdelaziz, 2011).
Elles ne sont pas toxiques pour les humains et les animaux et peuvent fournir une protection
continue contre les infestations par les insectes, n'affectent pas la les qualités technologiques
des graines (Abdelaziz, 2011). Les poussiéres inertes ont été utilisés pendant des siécles par
les peuples autochtones en Amérique du nord et en Afrique pour lutter contre les insectes des
denrées entreposés (Fields et Muir, 1996).
La terre de diatomées (DE) sont les restes fossilisés de diatomées qui sont des plantes
aquatiques microscopiques unicellulaires, ils ont une faible toxicité pour les mammiféres (par
exemple,la toxicité pour un rat par voie orale DL50>5000 mg/kg) (Subramanyam et
Hagstrum, 1995).
L’aérogel de silice est produit par le séchage d'une solution aqueuse de silicate de sodium
(Quarles, 1992).
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Le sable et les autres composants du sol sont également utilisés comme des matiéres inertes
(Golob et Webley, 1980).
11.4.2.1.5.L’irradiation ionisante

Les rayonnements ionisants créent des ions par la rupture de liaisons chimiques
(Faruki et al., 2007). lls frappent les électrons hors de leurs orbites entrainant une douche
d'électrons, creant des ions et des radicaux qui causent des dommages supplémentaires aux
grandes molécules biologiques telles que I'ADN et provoque par conséquent un arrét de
développement d'organismes irradiés et endommagement des sites de division cellulaire qui
incluent les gonades et l'intestin moyen chez l'insecte adulte (Hallman, 2012).
A des doses de 10 Kgy ils arrétent les fonctions de ces organes ce qui provoque un arrét de
reproduction et d'alimentation chez I’insecte (Hallman, 2012).
Deux types de radiations ionisantes sont utilisés pour lutter contre les insectes des denrées
stockées ,le rayonnement gamma qui peut étre produit par un isotope radioactif tel que le
cobalt-60 et le rayonnement béta,qui est un faisceau d'électrons, peut &tre généré
électriqguement (Hallman, 2012).
L’irradiation avec un faisceau d'électrons est généralement plus sar et plus facile a utilisé car
il peut étre activé et désactivé pendant que 1’isotope émettre les rayonnements assurant donc
la protection de I'utilisateur (Fields et Muir, 1996).
Toutes les étapes de cycle de vie des insectes sont touchées par ce type de rayonnement, la
température du grain est augmenté de moins de 0,1°C et sa valeur nutritive n’est pas affectée
a des doses faibles, il ne laisse pas des résidus de produits chimiques nocifs dans la graine
(Abdelaziz, 2011). L’inconvénient de cette méthode est que les insectes adultes continuent a
vivre pendant un certains temps et la graine est tuée par l'irradiation nécessaire pour lutter
contre les insectes (Abdelaziz, 2011).
Les rayons béta (faisceaux d'électrons) pénetrent une couche de grains seulement a 0,6 cm et
il n'y a aucune protection résiduelle de réinfestation par des sources externes (Abdelaziz,
2011).
La mort immédiate pour les insectes de produits entreposés nécessite des doses plus élevées
que pour leur stérilisation (Abdelaziz, 2011).
11.4.2.2. Lutte mécanique
Le transilage, le secouage, le passage au tarare, permettent d'éliminer une partie des insectes

contenus dans les stocks et surtout les adultes libres mais ils laissent subsister une partie des
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larves et des ceufs; elles ne peuvent donc pas €tre envisagées pour un stockage de longue
durée, a moins d'étre fréqguemment renouvelées, ce qui les rend codteuses (FAO,2013).
11.4.2.3. Lutte biologique

La lutte biologique est une composante trés importante de la lutte intégrée des
ravageurs de denrées stockées (Flinn et al., 1998). De nombreuses especes d'ennemis naturels
des insectes se produisent dans I'écosystéme de produits stockés et ces especes représentent
des agents potentiels de lutte biologique contre les organismes nuisibles (Brower et al.,
1996).
Xylocoris flavipes (Reuter) est un prédateur cosmopolite de différents insectes nuisibles des
denrées stockées a savoir Tribolium castaneum (Coleoptera, Tenebrionidae), T. confusum
(Coleoptera, Tenebrionidae), Crytolestes pusillus (Coleoptera,Laemophloeidae), Rhyzopertha
dominica (Coleoptera ,Bostrichidae) et Trogoderma granarium (Coleoptera,Dermestidae)
(Ahmed et al., 1991;Rahman et al., 2009).
Les ennemis naturels des insectes des denrées stockées comprennent aussi des guépes
parasitoides appartenant aux familles des Braconidae, Ichneumonidae, Pteromalidae,
Bethylidae et Reduviidae (Abdelaziz, 2011).
Parmi eux,les parasitoides Peregrinator biannulipes (Hemiptera, Reduviidae) (Montrouzier)
et Lariophagus distinguendus Forster utilisé contre Sitophilus granarius
(Upadhyay et Ahmad, 2011) et Theocolax elegans (Flinn et Hagstrum, 2002).
8 semaines Aprés la réalisation des lachers de I’hyménoptére parasitoide Theocolax elegans
(Westwood) une mortalité de la population entiére de Sitophilus zeamais a été observée dans
le mais stockée (Flinn et al.,2005).
Des lachers de Xylocoris flavipes provoque une réduction de 99% des populations de
Oryzaephilus surinamensis dans le mais et 90-98% de Tribolium castaneum dans
I’arachide.Dans le blé stocké ,96% de la population de Sitophilus Oryzae a été supprimé par
des lachés du parasitoide Anisopteromalus calandrae (Abdelaziz, 2011).
Egalement plusieurs champignons et bactéries entomopathogenes sont utilisées contre les
insectes de denrées stockées (Diaz-Gomez et Rodriguez, 2000).
Les insecticides microbiens sous forme de spores et de toxines sont plus sdres et tres
spécifiques (Upadhyay et Ahmad, 2011).
La plupart des toxines efficaces sont produites par des souches de Bacillus thuringiensis
(Upadhyay et Ahmad, 2011) et provoquent une mortalité massive chez les insectes des

denrées stockées de 1’ordre des 1épidopteres (Lacey, 2001).
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11.4.2.4 Lutte par [Putilisation des régulateurs de croissance des insectes
Les hormones de croissance et leurs analogues sont utilisés pour lutter efficacement dans un
environnement fermé contre plusieurs papillons et les coléopteres des produits entreposés
(Loshiavo, 1976; Williams et Amos, 1974). lls perturbent la reproduction et le
comportement de ponte chez ces insectes (Upadhyay et Ahmad, 2011).

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

L’hormone juvénile méthoprene et pyriproxylen et Il'ecdysone RH-5849 montrent une
excellente activité contre les souches résistantes et sensibles a 1’insecticide Actellic de
Tribolium castaneum, Rhyzopertha dominica et Sitophilus oryzae (Kostyukovsky et al.,
2000).

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

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

Toutefois, les stades immatures de Rhyzopertha dominica, Sitophilus granarius et Sitophilus
zeamais protégés a I’intérieur des grains nécessite une dose de 135 ppm pendant huit jours a
20°C (Hansen et al., 2012).

L'ozone se dégrade en oxygene rapidement pendant une période inférieur a 1 h (MCclurkin
et Maier, 2010).

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

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

Le salycylate de méthyle un composant de I’huile essentielle extrait a partir de
Securidacalonga pedunculata est répulsive et toxique contre Sitophilus zeamais et

Rhyzopertha dominica (Jayasekara et al., 2005).
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Le méthyle allyle disulfure et le trisulfure de diallyle obtenus a partir des huiles essentielles
d'ail sont également utilisés pour lutter contre les ravageurs des produits entreposés (Huang
et Subramanyam, 2004).

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

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

11.4.2.7. Lutte chimique

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

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

la santé humaine et sur les auxiliaires (Ali et al., 2012).
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I1. Matériel et méthodes
11.1. Matériel biologique
11.1.1. Matériel végétal

Des feuilles du ricin commun R.communis (Figure .4) sont collectées avec un
scalpel a partir 5 plantes saines issues d’une végétation naturelle dans la région de
Beni bechir, Skikda, Algérie Latitude 36°46'20° N et Longitude 6°57'30° E & Skikda
en février 2018.
Les échantillons prélevés sont mises dans un sac en plastique stérilisé et transportés

jusqu’au laboratoire.

Figure 4. Des feuilles du ricin commun R.communis (photo personnelle).

11.1.1. Matériel animal

L’espéce choisi S.zeamais est un ravageur potentiel des céréales en Algérie.
Les souches d’origine de ces insectes proviennent des différents entrepdts de stockage
de la région de Skikda.
11.2.Méthodes
11.2.1.1solement et purification des champignons endophytes de R. communis.

L'isolement des champignons endophytes a été effectué apres 48 heures suivant
le prélévement de 1’échantillon en utilisant le protocole décrit par Li et al. (2015)
avec des légeres modifications.
Les échantillons sont :

» Lavées soigneusement sous I’eau courante pour éliminer les particules du sol

(Figure.5a)
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» Coupées en segments de 5X5 mm pour les feuilles et 2mm de longueur pour
les brindilles avec ou une lame de rasoir stérilisée a la flamme et mises dans
des boites de pétri separés (Figure.5b).

> Subissent une stérilisation superficielle pour 1’élimination des hyphes et des
spores des champignons épiphytes ;cette étape est réalisée par 1’immersion
dans I'éthanol a 75% pendant 1 min( Figure.5c), dans 1’hypochlorite de sodium
a 3% pendant 3 min ( Figure.5d) et rincés 3 fois dans de I'eau distillée stérile
pendant quelques minutes pour éliminer les produits stérilisants en exces(
Figure 5e).

Les segments sont ensuite séchées sur un papier filtre stérile (Figure .f) dans des

conditions aseptiques.

Puis transférés uniformément et d’une manicre aseptique dans des boites de
pétri contenant un milieu Sabouraud (65 g/L) modifié avec 1’ajout de la streptomycine
(200 mg / L) pour inhiber toute croissance bactérienne (Figure .59).

> Ces boites scellées en utilisant un parafilm diagonal puis incubées a
température ambiante (25-30 C°) pendant 21 jours pour assurer la croissance
des champignons endophytes (Figure.5 h).

Les champignons émergeants ou sortant des extrémités (Figure.5 i) des
segments (tissu végétal) sont isolés immédiatement et repiqués dans un nouveau
milieu PDA sans antibiotiques pour obtenir des cultures pures.

Aprés I’ensemencement des champignons les souches sont incubées a 25°C pendant
3 a6 jours (Figure.5j).

11.2.2.1dentification morphologique des champignons endophytes de
R.communis .

Les observations microscopiques sont effectuées aux grossissements x10, x40 et

%100 & I’aide d’un microscope optique.
L’identification de souches fongiques a été basée sur la morphologie ou caracteres
phénotypiques (couleur, aspect) et la vitesse ou taux de croissance de la colonie, les
caractéristiques desspores et les structures de reproduction si  ces
fonctions étaient perceptibles (Figure.6) (Wei, 1979;Carmichael et al.,
1980;Barnett et Hunter, 1998).

27



Chapitre Il : Matériel et méthodes

Figure 5. Isolement des champignons endophytes de R.communis a. lavage sous 1’eau
courante, b. coupage en segments, c. immersion dans I'éthanol a 75%, d. immersion dans
I’hypochlorite de sodium a 3%, e. ringage avec de I’eau distillée stérile, f. séchage, g. transfert
dans des boites de pétri, h. scellage en utilisant un para film diagonal i. Les champignons
émergeants des extrémités des segments, j.Incubation de souches fongiques isolées (photos
personnelles).
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Figure 6 .ldentification morphologique des souches fongiques endophytes (photo
personnelle).
11.2.3.Fermentation submergée a grande échelle et isolement de I’extrait
fongique
Nous avons utilisé la méthode de (Dolatabad et al.2017) Avec des légéres
modifications.

Des disques d'agar avec mycélium associé de chaque endophyte fongique ont été
utilisés pour inoculer des flacons de 250 ml contenant chacun 50 ml de milieu de
Wickerham (extrait de malt 3g ; extrait de levure 3 g/l,peptone 5 g /l,glucose 10 g/l
pH 5,6 £ 0,2 et fermés par un coton cardé pour éviter la contamination (Figure.7a).

Les cultures ont été incubées pendant 21 jours a 25 + 2 ° C avec agitation
intermittente pour une durée d'une heure (1 h) a I’aide d’un agitateur va et vient afin
d'homogeénéiser le milieu et la biomasse fongique.

Apres 21 jours de croissance et une fois atteignant une biomasse importante, les
mycéliums ont été séparés du milieu par filtration a travers du papier filtre Whatman n
° 1 (Figure.7b).

Le filtrat est mélangé pendant 15 minutes avec un volume égal d'acétate d'éthyle
et laissé reposer pendant 10 minutes pour étre séparé en deux couches non miscibles.
Ensuite I’acétate d'éthyle a été évaporé en utilisant un évaporateur rotatif (Figure.7c).
L’extrait est dissous dans 1 ml de [D’eau distillée et conservés a 4 ° C pour une

utilisation ultérieure.
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Figure 7. Fermentation submergée et isolement de I’extrait fongique. a. Inoculation des

flacons par des disques d’agar avec mycélium associé de chaque endophyte fongique, b.

Filtration du contenu a travers du papier filtre Whatman n ° 1, ¢. évaporation de 1’acétate
d'éthyle en utilisant un évaporateur rotatif (photos personnelles).

11.2.4. Elevage de masse des insectes

Le but de cet élevage est I’obtention d’un grand nombre d’insectes adultes des
trois espéeces choisies utiles pour réaliser les manipulations.
Des individus S.zeamais (nombre indéterminé) sont placés dans des bocaux en verre,
sur des grains de mais. Ces bocaux sont mis dans une étuve a une température de

28°C et une humidité relative de 65 % (Danho et Haubruge, 2003) (Figure .8).

Figure 8. Elevage de masse des insectes de S.zeamais
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11.2.5. Calcul du taux de mortalité

Le taux de mortalité (%) est déterminé pour chaque traitement apres 24 h, 48h,
72h suite a la pulvérisation.
Le calcul du taux de mortalité tient en compte la formule de la mortalité corrigée
d’Abbott, 1925:

Mc = 100 x [(Mo — Mt)/ (100 —Mt)]

Ou Mc = mortalité corrigée en pourcentage ; Mo = mortalité observée dans ’essai
Mt = mortalité observée dans le témoin.
I1.3.Analyse des données

Pour cette étude 1’analyse de la variance (Anova) et le test de Newman et
Keuls sont effectués pour révéler les différences et les liens entre les résultats de
’activité insecticide des différents extraits.
Les analyses statistiques ont été réalisées par I’utilisation du module XLSTAT 2009
de Microsoft Office.
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I11.Résultats et discussion

I11.1.Composition en isolats fongiques endophytes du R.communis.
111.1.1.Résultats

Tableau 1. Composition générale de la mycoflore endophyte détectée chez R.communis

Mycotaxon (Phylum) Ilustration (photos personnelles)

Alternaria Spl.

Alternaria Sp2.

Alternaria Sp3.

Aspergillus spl.

Aspergillus sp2.

Curvulariasp 1.

Suite du Tableau 1
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Mycotaxon (Phylum) Ilustration (photos personnelles)

Curvularia sp 2.

Curvularia sp 3.

Trichoderma sp 1.

Trichoderma sp 2.

Phoma sp 1.

Phoma sp 2.

On a pu isoler 12 taxons différents de champignons a partir des feuilles de
R .communis : Alternaria sp. (3 especes) , Aspergillus sp ( 2 especes) ,Curvularia sp (
3 espéces) ,Trichoderma sp ( 2 espéces) ,Phoma sp ( 2 especes).
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I11.1.2Discussion

L’intérét de cette partie de notre étude est de connaitre la composition générale
des champignons endophytes détectés chez R.communis.

Nous avons, en effet pu isoler et identifier des champignons endophytes isolés a
partir des feuilles de R.communis.

Les endophytes sont des micro-organismes qui sont présents dans les tissus
vivants de diverses plantes (Strobel et Daisy, 2003) et sont isolés a partir plusieurs
arbres ligneux (Wu et al., 2013).

Comparativement a cette partie de notre étude quelques travaux ont porté sur
I’isolement et 1’identification des champignons endophytes de R.communis.

Singh et al. (2012) ont pu isoler le champignon endophyte Alternaria sp & partir
R.communis.

Sandhu et al. (2014) ont pu isoler 10 espéces fongiques de champignons endophytes
a partir R. communis, y compris Aspergillus fumigates, Aspergillus japonicas ,
Aspergillus repens, Phoma hedericola,Curvularia pallescens, Alternaria tenuissima a
partir des feuilles,Aspergillus niger, Fusarium semitectum a partir des tiges Fusarium
solani, Drechslera australien a partir des racines.

Des champignons endophytes du genre Alternaria sp ont été isolés de plantes de
la famille des Euphorbiaceae comme Hevea brasiliensis (Gazis et Chaverri, 2010)
et Jatropha curcas (Kumar et Kaushik, 2013).

Le champignon endophyte Trichoderma sp a été isolé a partir de Hevea brasiliensis
(Kumar et Kaushik, 2013).

I11.3.Mise en évidence de IP’activité insecticide des extraits fongiques des
champignons endophytes du R. communis vis-a-vis Sitophilus zeamais
111.3.1.Résultats
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Figure 9. Mortalité corrigé en (%) des insectes traités avec différentes concentrations des
extraits fongiques ,a.Trichoderma sp1,b.Trichoderma sp2,c.Alternaria spl,dAlternaria sp2,e
Alternaria sp3,f.Aspergillus spl1,g.Curvularia spl, h.Curvularia sp2,i.Curvularia sp3.
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A partir des résultats obtenus (Figure 9) nous avons constaté que les extraits
fongiques des champignons endophytes Trichoderma spl, Trichoderma sp2,
Alternaria spl, Alternaria sp2, Alternaria sp3, Aspergillus spl, Curvularia spl,
Curvularia sp2, Curvularia sp3 ont une activité insecticide variable vis-a-vis
Sitophilus zeamais cette variation d'activité (exprimée en mortalité observée chez les
individus) est déterminée également sur une échelle chronologique et en fonction des
différentes concentrations L’effet des extraits change selon la concentration utilisée et
le temps, la concentration 0.6 g/l semble la concentration la plus efficace contre les
insectes ciblés aprés 72 heures du premier traitement avec des taux de mortalité
enregistrés aprés 72 heures d’essai de 100% pour Trichoderma spl ,52,17% pour
Trichoderma sp2,43.47% pour Alternaria spl ,65.52% pour Alternaria sp2 ,86,95%
pour Alternaria sp3,73,91% pour Aspergillus sp 1,30,43% pour Curvularia spl,
67.87% pour Curvularia sp2, 86.95 %pour Curvularia sp3.

111.3.2.Discussion

L’intérét de cette partie de notre travail est de rechercher des souches endophytes
de R.communis qui possédent une capacité insecticide contre S. zeamais.
En effet, nous avons pu évaluer I’activité insecticide des extraits des champignons
endophytes présentant des concentrations croissantes.
Apres traitement, nous avons trouver que seulement les souches appartenant au genres
Alternaria sp ,Trichoderma sp,Aspergillus sp ,Curvularia sp sont dotés d’une activité
insecticide vis a vis S. zeamais.
Les champignons endophytes constituent une source importante de métabolites
secondaires bioactifs (Zheng et al., 2015) qui peuvent protéger leurs plantes hotes
contre les ravageurs (Arnold et al., 2013).
Comparativement a cette partie de notre étude quelques travaux ont porté sur
I’utilisation des différents extraits et des métabolites secondaires produites par des
champignons endophytes contre les insectes ravageurs.
Les extrait d'acétate d'éthyle d'Aspergillus niger isolé a partir Acacia arabica (Kaur

et al., 2016), de Cladosporium uredinicola isolé a partir Tinospora cordifolia
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(Thakur et al., 2012) , de Nigrospora sp. isolé de Tinospora cordifolia (Thakur et
al., 2013) sont dotés d’une activité insecticide contre Spodoptera litura.

Le Fumitremorgin B (27), et verruculogen (28) produit par Aspergillus fumigatus
isolé & partir de Melia azedarach a eu une activité insecticide contre S. frugiperda (Li
et al.,2012).

Les especes du genre Alternaria sp produisent des molécules ou métabolites
secondaires insecticides (Singh et al., 2012) comme 1’Altenuene (29) produit par
Alternaria alternate isolé de Catharanthus roseus qui est doté des capacités
inhibitrice de I'Acethyl cholenesterase et insecticide (Bhagat et al.,2016).

L’extrait de chloroforme d'Alternaria sp. isolé de Ricinus communis ont des capacités
inhibitrice d'Acethyl cholenesterase et insecticide contre Spodoptera litura (Singh et
al., 2012)

L’utilisation du filtrat de Trichoderma harzianum a différents concentrations contre
Helicoverpa armigera  reduit fortement [D’effectif des différents stades de
développement de cet insecte (Binod et al., 2007).

Curvularia lunata est trouvé comme entomopathogéne contre Nezara viridula

(Insecta: Heteroptera) parasitant Vigna unguiculata (Singh et al., 1991).
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Conclusion

Conclusion

Dans ce modeste travail, nous avons pu mettre en évidence des champignons endophytes
associés aux feuilles de R.communis.

On a pu isoler 12 taxons différents de champignons a partir des feuilles de
R .communis : Alternaria sp. (3 especes) , Aspergillus sp ( 2 especes) ,Curvularia sp ( 3
especes) ,Trichoderma sp ( 2 especes) ,Phoma sp ( 2 espéces).

nous avons constaté que les extraits fongiques des  champignons endophytes
Trichoderma spl, Trichoderma sp2, Alternaria spl, Alternaria sp2, Alternaria sp3,
Aspergillus spl, Curvularia spl, Curvularia sp2, Curvularia sp3 ont une activité insecticide
variable vis-a-vis Sitophilus zeamais cette variation d'activité (exprimée en mortalité observée
chez les individus) est determinée également sur une échelle chronologique et en fonction des
différentes concentrations.

Cette variabilité est peut étre due principalement a la nature des métabolites produits par
ces champignons (enzymes ,mycotoxines,autres composants chimiques).

Nous avons constaté que la mortalité des insectes ciblés est positivement proportionnelle
avec les concentrations des extraits et le temps, la concentration100% semble la
concentration la plus efficace contre ces insectes aprés 72 heures de traitement.

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

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

e Cibler d'autres organismes ravageurs afin d'évaluer le spectre d'action des extraits;

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

e Enfin,il serait plus fiable et plus productif de caractériser la nature chimique des
substances impliquées dans l'activité insecticide ce qui nécessite I’implication des
méthodes plus performantes comme la chromatographie en phase gazeuse (CPG), la

chromatographie en phase liquide (HPLC) et I’¢lectrophorese (SDS-PAGE).
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Résumé

Le présent travail a pour objet 1’étude de I’activité insecticide du champignon endophyte
isolé a partir Ricinus communis L vis a vis Sitophilus zeamais . On a pu isoler 12 taxons
différents de champignons a partir des feuilles de R .communis : Alternaria sp. (3 especes) ,
Aspergillus sp ( 2 especes) ,Curvularia sp ( 3 especes) ,Trichoderma sp ( 2 especes) ,Phoma
sp ( 2 especes). Cette activité insecticide est évaluée par la mesure d” un parametre : 1’effet
des différentes concentrations des extraits fongiques : 0.6 g/l , 0.3 g/l ,0.2 g/l . Les résultats
montrent que la concentration 0.6 g/l semble la concentration la plus efficace contre les
insectes ciblés aprés 72 heures du premier traitement avec des taux de mortalité enregistrés de
100% pour Trichoderma spl,52,17% pour Trichoderma sp2,43.47% pour Alternaria
spl,65.52% pour Alternaria sp2 ,86,95% pour Alternaria sp3,73,91% pour Aspergillus sp
1,30,43% pour Curvularia spl, 67.87% pour Curvularia sp2, 86.95 %pour Curvularia sp3.
Mots clés : champignons endophytes ,Ricinus communis , Sitophilus zeamais ,activité
insecticide.

Abstract
The purpose of this work is to stady he insecticidal activity of the endophytic fungus
isolated from Ricinus communis L vis-a-vis Sitophilus zeamais.12différent taxa of

fungi could be isoled from the leaves of R .communis Alternaria sp. (3 species) , Aspergillus
sp ( 2 species) ,Curvularia sp (3 species) ,Trichoderma sp ( 2 species) ,Phoma sp ( 2
species).This isecticidal activity is evaluated by the parameter measurement : effect of
different concentration 0.6 g/l, 0.3 g/l ,0.2 g/l .les résultats seems the most effective
concentration against target after 72 hours of first treatment with recorded mortality rates of
100% Trichoderma spl,52,17% for Trichoderma sp2,43.47% for Alternaria spl,65.52%
forAlternaria sp2,86,95% for Alternaria sp3,73,91% for Aspergillus sp 1,30,43% for
Curvularia spl, 67.87% for Curvularia sp2, 86.95 %for Curvularia.

Key words: Endophytic fungi, Ricinus communis, Sitophilus zeamais, insecticidal activity.
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