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Résumé

Le présent travail s’articule autour de deux axes, I’un porte sur ’isolement et 1’identification des champignons
endophytes a partir Dedeux plantes B. officinalis L. et P. tobira récoltées a Boumerdes. L’autre vise a évaluer
I’activité insecticide de cinq champignons endophytes contre les larves L4 de moustique Cs. longiareolata. Cing
champignons endophytes ont été isolés et identifiés. Fusarium sp. (Bol); Cladosporium sp. (Bo2);
Penicilliumspl. (Bo3);Penicillium sp2. (Ptl) et Aspergillus sp.(Pt2).

Par ailleurs, la meilleure activité larvicide contre larves L4 de Cs. longiareolata est attribuée a Fusarium sp.
(DLso = 6,45x10° spore/ml)et Aspergillus sp. (DLso = 6,45x107 spore/ml), suivi de Penicillium sp.2 (DLso =
2,39x108 spore/ml); Penicillium spl. (DLsp =1,99%x10° spore/ml) et enfin Cladosporium sp. (DLsp = 6,30x10'°
spore/ml) (P<0.01). La présente étude suggere que B. officinalis L. et P. tobira peuvent étre une niche de
plusieurs champignons endophytes qui présentent une bonne alternative de lutte biologique, économique et
moins nocif sur 1’environnement.

Mots clés :B. officinalis L. ; P. tobira ;champignons endophytes ;lutte biologique, Cs. longiareolata ; Fusarium
sp. ; Aspergillus sp.

Abstract

The present work is based on two axes, one dealing with the isolation and identification of endophytic fungi
associated with the two B. officinalis L. and P. Tobira plants harvested in Boumerdés. The other aims to evaluate
the insecticidal activity of five endophytic fungi against Cs. longiareolata mosquito larvae L4. Various
endophytic fungi have been isolated and identified. These are: Fusarium sp. (Bol); Cladosporium sp. (Bo2);
Penicillium spl. (Bo3); Penicillium sp2. (Pt1) and Aspergillus sp. (Pt2).

Moreover, the best larvicidal activity against L4 larvae of Cs. longiareolata is attributed to Fusarium sp.
(LD50 = 6.45 x 105 spore / ml) and Aspergillus sp. (LD50 = 6.45 x 107 spore / ml), followed by Penicillium
sp.2 (LD50 =2.39 x 108 spore / ml); Penicillium sp1. (LD50 = 1.99 x 109 spore / ml) and finally Cladosporium
sp. (LD 50 = 6.30 x 10 10 spore / ml)(P<0.01). The present study suggests that B. officinalis L. and P. Tobira
may be a niche of several endophytic fungi that have a good biological control alternative, economical and less
harmful to the environment.

Key words: B. officinalis L.; P. Tobira, endophytic fungi; biological control, Cs. longiareolata; Fusarium sp.
;Aspergillus sp.
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APG : Angiosperm Phlogeny Group
B.officinalis L. : Borago officinalis Linné.
Bol : Borago officinalis 1 (Fusarium sp.)
Bo2 : Borago officinalis 2 (Cladosporium sp.)
Bo3 : Borago officinalis 3 (Penicillium sp.1)
C : Classe

cm : Centimetre

COVs : Composé organique volatile

Cs. longiareolata : Culiseta longiareolata
Cx.pipiens : Culex pipiens

D : Dose

DL50: Dose Létale suffisante pour tuer 50% des individus
E : Espece

E.S.M : Erreur standard a la moyenne

F : Famille

FI : Fréquence d’isolement

G : Genre

h : Heure

j: Jours

L1 : Larves du 1%°stade

L2 : Larves du 2°™ stade

L3 : Larves du 3™ stade

L4 : Larves du 4°™ stade

Mc : moyenne de mortalité corrigée

min : Minute

ml : Millilitre
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mm : Millimeétre

O : Ordre

OMS : Organisation Mondial De La Santé
PDA : Potato-Dextrose-Agar

pH : Potentiel hydrogéne

P.tobira : Pittosporum tobira.

Pt1 : Pittosporum tobira 1 (Penicillium sp.2)
Pt2: Pittosporum tobira 2 (Aspergillus sp.)
R : Regne

S : Ecart Type

s : Seconde

SM : Solution mere

sp/ml : Spore/Millilitre

T : Témoins

Tab : Tableau

TC: Taux de colonisation

TLS50 : Temps létal au bout duquel on obtient 50% de mortalité
Ts : Temps
X : Moyenne arythmique
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Introduction

Le souci de la santé humaine est 'une des meilleures raisons d’étudier les insectes nuisibles
qui ont une incidence sur les maladies infectieuses. La place importante qu’occupent les
moustiques dans la faune terrestre comme dans la faune aquatique d’une part, et la lutte contre
les maladies transmises par leurs piqares d’autre part, font de ces insectes un bon matériel
d’étude pour les biologistes (Oudainia, 2015).

Les moustiques sont les vecteurs de maladies infectieuses les mieux connus. De nombreuses
especes de moustiques sont susceptibles de jouer un role dans la transmission de divers agents
pathogenes responsables des maladies infectieuses humaines et animales telles que(le
paludisme, le chikungunya, la fievre jaune etc...). Ils sont considérés €également comme un
véritable fléau par les piqures douloureuses et génantes qu’ils occasionnent et constituent de

ce fait un grand probléme de nuisance (Boukraa et al., 2013 ; Toubal ef al.,2018).

Afin de lutter contre ces insectes piqueurs, il devient de plus en plus nécessaire de chercher
des moyens pour réduire les populations de ceux-ci. C’est ainsi qu’a commencé ’essor des
insecticides chimiques. La découverte en 1940 des propriétés insecticides du DDT ou
dichlorodiphényldichloréthane, a constitué une avancée majeure dans la lutte contre les
maladies a transmission vectorielle en raison de sa performance et sa facilité d'application
(OMS 1999).L’utilisation intensive d’insecticides chimiques a créé un certain nombre de
problémes écologiques, tels que le développement de souches d’insectes résistantes, le

déséquilibre écologique et les dommages causés aux mammiferes (Homme).

Les produits naturels sont généralement préférés en raison de leur nature moins nocive pour
les organismes non ciblés et de leur biodégradabilit¢ (Chung et al,2010). Face a ces
problémes, il est urgent d’envisager I’utilisation de moyens alternatifs pour la lutte
antivectorielle. Dans cette optique, les champignons endophytes sont considérés actuellement
comme un des groupes biologiques les plus prometteurs en matiére de protection des plantes

contre un bon nombre des insectes ravageurs et pathogenes (Vega et al, 2009).

En Algérie, I’ étude sur les moustiques fait apparaitre plusieurs travaux anciens et récents
touchant divers aspects comme les inventaires sur la diversit¢ de la faune Culicidiénne,la
systématique, la bio-écologie, la physiologie ou la lutte chimique et biologique (Soltani,
2015 ;Bawin et al, 2015;Messai et Berchi,2017; Bouderhem,2015; Rebiai,
2017 ;Benzina et al.,2018 ;Toubal et al., 2018).). Cependant aucun travail visant a évaluer
I’activité bioinsecticide en utilisant les champignons endophytes isolés de la bourrache

(Borago officinalis L.) ou de Pittospore (Pittosporum tobira(Thunb) W.T.Aiton.) comme



Introduction

agents de biocontrdle contre les moustiques notamment les larves de Culiseta longiareolata

n’a été effectué a I’heure actuelle.

L’objectif de la présente étude est d’isoler et d’identifier pour la premicre fois les

champignons endophytes a partir de deux plantes médicinales (Borago officinalis L. et

Pittosporum tobira (Thunb) W.T.Aiton) d’une part, et d’évaluer leurs pouvoir bioinsecticide

contre les moustiques de quatriéme stade (L4) de Culiseta longiareolata (Macquart) d’autre

part.

Ce travail se matérialise au tour de trois chapitres :

Le premier renferme des données bibliographiques sur les modeles biologiques
(Borago officinalis L.; Pittosporum tobira (Thunb) W.T.Aiton; Culiseta
longiareolata (Macquart)), les champignons endophytes (leurs classification, mode de
reproduction et réles biologiques) et les maladies vectorielles ;

Le deuxiéme est consacré a la présentation du matériel utilisé ainsi que la
méthodologie suivie ;

Les résultats sont présentés, interprétés et discutés dans un troisiéme chapitre. Enfin, le

travail se termine par une conclusion générale et des perspectives.






Chapitre 1 Synthése bibliographique

I.1.Généralités sur les plantes étudiées
I.1.1.Borago officinalis L.
I.1.1.1.Nomenclature et classification
Selon Dufresne et Quellet (2009), les différentes dénominations de la bourrache Borago
officinalis L. (B.officinalis L.) sont :
Nom frangcais : Bourrache
Nom anglais : Borage
Nom en arabe : s gl 5l (53l asaall 3 jad) sl
Autres noms : Bourrage, langue de beeuf, boursette, Pain des abeilles, herbe a la suée.
Cette plante appartient a la famille des Boraginaceae, genre Borago, espece Borago officinalis
L. (APG III, 2009) (Tab. 01).
Tableau01.Classification binomiale de la bourrache Borago officinalis L. (1735) (APGIII,

2009) (Milcent, 2010.https://.tela-botanica.org)

Reégne Plantae

Clade Angiospermes

Clade Dicotylédones vrais supérieurs
Clade Astéridées

Clade Lamiidées

Ordre Boraginales

Famille Boraginaceae

Genre Borago

Espéce Borago officinalis

I.1.1.2.Description botanique de B.officinalis L.

Borago officinalis ou bourrache est une plante herbacée annuelle qui est cultivé pour des
utilisations médicinales et culinaires, méme si elle est cultivée commercialement pour I’huile
de graines de Bourrache (Asadi-Samani et al., 2014). 1l s'agit d'une plante de 20 a 70 cm de
hauteur, enticrement couverte de poils raides et piquants, ayant une tige épaisse, creuse,
arrondie et striée longitudinalement.

Les larges feuilles alternes portent de longs poils hérissés sur toute leur surface, ce qui est

propre a la famille des borraginacées. Les parties vertes de la plante dégagent une forte odeur



Chapitre 1 Synthése bibliographique

de concombre. Elle produit en abondance de petites fleurs en forme d’étoiles passant du violet
au bleu ciel, puis au rose lorsqu’elles commencent a décliner (Fig. 01). Le fruit est formé
d’akeénes verruqueux. La floraison s’étale généralement de Mars a Mai. Les graines brunes
noirdtres dépourvues d’albumen parviennent a maturité de fagon graduelle. Les fleurs sont
autostériles et la pollinisation doit étre assurée par les insectes. La bourrache est une plante
commune qui supporte un demi-ombrage, ayant de bonnes réserves en eau, avec un

comportement héliophile (Zemmouri, 2015).

Figure 01.Partie aérienne de la bourrache B.officinalis L. (Milcent, 2010.https://.tela-

botanica.org ; Gaya et Makhlouf,2019)
I.1.1.3.Ecologie
C’est une plante a haute résistance au froid qui peut bien pousser dans des sols humides avec
un bon drainage, des endroits herbeux et en exposition compléte au soleil. La Bourrache peut
aussi mieux pousser sur des terres exposées a soleil modéré. Le soleil intense peut changer la

plante en rosette état.

Cette plante peut pousser dans chaque type de sol et dans une gamme de pH allant de 4,5 a

8,2. Le pH approprié pour cette plante est de 6,6. Il a été rapporté que la bourrache peut étre
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facile a cultiver dans des sols moyens ou lourds avec de I'eau salée (Asadi-Samani et al.,

2014).

I.1.1.4. Origine et répartition

Il a été supposé que les principales sources de bourrache proviennent de La Syrie et 1’Asie
mineure alors que cette plante se trouve juste en trés petite quantité. Il semble que cette plante
est a ’origine des régions méditerranéennes ouest, Espagne et Afrique du Nord et puis a
naturalisé dans de nombreux autres endroits. Historiquement, les documents montrent que les
personnes appartenant a des tribus de 1’Afrique du Nord ont transféré en Espagne, puis dans

d’autres régions (Asadi-Samani et al., 2014).
I.1.1.5.Utilisations

a. Usage traditionnel

La bourrache a été traditionnellement utilisée pour la régulation du métabolisme et le systéme
hormonal et la considérent comme un bon remeéde contre le syndrome prémenstruel et les
symptomes de la ménopause tels que les bouffées de chaleur. Elle est parfois indiquée pour
soulager et guérir le rhume, la bronchite et les infections respiratoires en général pour son
action anti-inflammatoire et propriétés balsamiques (Gupta et Singh, 2010).

Dans la médecine traditionnelle iranienne, la décoction de B. officinalis L. est censément
utilisé pour le traitement d'une variété de maladies, y compris la toux, les maux de gorge, les

plaies cutanées et comme tranquillisant (Karimi ez al., 2018).

b. En alimentation

La bourrache a été utilisée de sorte que les feuilles peuvent étre ajoutées aux salades et aux
sandwichs, ou employées comme herbes aromatiques pour relever les sauces et les soupes.
Quant aux fleurs, elles sont appréciées en confiserie, en sirop ou comme garniture sur les

patisseries (Dufresne et Ouellet, 2009).

c. En agriculture

La bourrache est une plante mellifere trés attirante pour les abeilles. Elle a également des
propriétés antifongiques, entre autres, contre la moisissure grise, ce qui en ferait une plante
compagne intéressante pour le fraisier. En production animale, elle est utilisée comme tonique

(Dufresne et Ouellet, 2009).
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1.1.2.Pittosporum tobira (Thunb.)W.T.Aiton

I.1.2.1. Position systématique
Selon 'APG I11(2009) ; Milcent (2010), la position taxonomique de Pittosporum est la
suivante :
Tableau 02. Position systématique de Pittosporum fobira(Thunb) W.T.Aiton.
(APG 111, 2009; Milcent, 2010. https://.tela-botanica.org).

Reégne Plantae

Clade Angiospermes

Clade Dicotylédones vraies supérieures
Clade Astéridées

Clade Campanulidées

Ordre Apiales

Famille pittosporaceae

Genre Pittosporum

Espece Pittosporum tobira

1.1.2.2. Description botanique de P. tobira

Le P. tobira est un petit, mince arbre a feuilles persistantes mesure de 2 a 3 métres de
hauteurs. Les graines subissent un changement de couleur graduel du vert a I’orange a la fin
de ’automne et a I’hiver (Chung et al., 2010).

Les feuilles sont vert foncé et de petite taille (2 cm de diametre) ont une odeur semblable a

celle des fleurs orange, sa floraison se fait au moins de Mai (Fig. 2a et 2b).Les graines rouge

sont enfermées dans les fruits encapsulés (Fig. 2c¢).

Figure 02. Les feuilles (a), les fleurs (b) et les graines de Pt. Tobira (Milcent, 2010 ;
https://.tela-botanica.org).
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1.1.2.3. Origine et répartition

Le Pittospore du Japon est originaire d'Extréme-Orient, plus particuliecrement de Chine, de
Corée. Pittosporum tobira est une plante qui appartient a la famille des Pittosporaceae. Cette
famille comprend, en plus de Pittosporum dont l'aire est trés vaste, un genre s'étendant sur
1'Australie, 1'Indonésie et les Philippines et sept autres qui sont endémiques en Australie. Elle
comptabilise donc neuf genres et environ 200 espéces réparties dans les régions paléo

tropicales (Hamdani et Bourega, 2018).

I.1.2.4. Utilisations

Il a été démontré que cette plante possede de nombreuses propriétés pharmaceutiques. Ses
effets protecteurs contre la neurotoxicose induite par le glutamate. De plus, El Dib et al.,
(2015), ont déterminé que la fraction de n-butanol des feuilles de P. fobira possédait une
activité antimicrobienne et des effets cytoprotecteurs contre les lignées cellulaires de
carcinome du sein, de carcinome hépatocellulaire et de carcinome du colon(Milcent, 2010 ;

Rjeibi et al., 2017).

I.2. Les champignons endophytes

Les endophytes fongiques sont omniprésents dans les plantes et les colonisent sans effets
indésirables ; les plantes servent d’hdte et fournissent des nutriments a ces champignons. A
travers cette relation mutualiste avec leurs plantes hotes, les endophytes renforcent la
tolérance des plantes aux stress biotiques et abiotiques (Lugtenberg et al., 2016;Moloinyane
et Nchu, 2019).Les travaux menés par Reiter ef al, (2002) ; Wang et Dai (2011) et Alice
(2018), ont montré que certains endophytes appartiennent a des espéces pathogeénes bien
connues d’une plante hote spécifique mais avec des effets promoteurs de croissance sur

d’autres especes.

I.2.1. Classification des champignons endophytes

Les champignons endophytes représentent un groupe écologique et taxonomique extrémement
diversifié. Ils appartiennent a 1’embranchement des Ascomycota. Cependant, certains
appartiennent a d’autres taxons tels que les Deuteromycota, Basidiomycota, Zygomycota et
les Oomycota (Kouadria, 2019).Actuellement, les endophytes sont divisés en 4 classes selon

la localisation dans les tissus de 1’hote(Fig.03).
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I.2.1.1. Les endophytes de classe 1
Ils sont constitués par des champignons appartenant a la famille Clavicipitaceae
(Ascomycota) constituée actuellement de 37 genres 4 possedent des especes endophytismes :

Balansia, Epichloé, Ephelis et Neotyphoduim (Chebil et Aouti, 2018).

1.2.1.2. Les endophytes de classe 2
Sont tous issus de la famille Dikarya, ils sont en majorités constitués d’Ascomycota
(uniquement de pezizomycotina, mais ils comprennent également quelque représentants des

Basiodiomycota (Agaricomycotina, Pucciniomycotina) (Chebil et Aouti, 2018).

1.2.1.3. Les endophytes de classe 3

En particulier les Pezizomycota (familles des Sordariomyceta, Dothideomyceta,
Pezizomyceta et Eurotiomyceta), on trouve également les Basidiomycota, plus souvent
présents dans les tissus ligneuses que dans les tissus foliaires, peuvent coloniser en grande

nombre les partie aériennes d’une plante (Chebil et Aouti, 2018).

1.2.1.4. Les endophytes de classe 4

Cette classe n’apas encore clairement établie, ils appartiendraient aux Ascomycota du sous
embranchement des Pezizomycotina : en particulier les ordres des Pleosporale, Pezizales et
Helotiales. Associés a des arbustes ou arbres et colonisent uniquement que les racines des

plantes(Chebil et Aouti, 2018).

Class 3
endophytes

Na/
Class 4
endophytes

Class 1 &2
endophytes

Figure 03.Différents modeles de localisation des endophytes fongiques dans les tissus

végétaux (Chebil et Aouti, 2018).
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1.2.2. Modes de reproduction et de transmission des champignons endophytes
Les champignons endophytes possédent deux modes de reproduction :
a. Croissance végétative des hyphes

Elle est accompagnée par la transmission verticale, la croissance se fait complétement a
I’intérieur des tissus de la plante hote. La transmission verticale est connue notamment chez
les Graminées. Elle est effectuée généralement par les formes végétatives (hyphes) du
champignon porté par les semences de la plante hote. C’est le principal mode de transmission
des champignons endophytes. Cela peut procurer a la plante hote plusieurs bénéfices :
augmentation de la tolérance a la sécheresse, protection contre les herbivores et résistance

contre les pathogenes (Kouadria, 2019).

b. Croissance par le biais des spores
Ce groupe de champignon se transmet horizontalement, par les spores sexuées ou asexuées et
infectes, par conséquence, les autres plantes. En général, la transmission horizontale des
endophytes est associée aux tissus photosynthétiques de la plante (feuilles), ce mode nécessite
la production des spores externes et leur dispersion aéroportée. La transmission horizontale
semble étre le mécanisme prédominant de la dispersion de ce genre d’especes fongiques

(Kouadria, 2019).

1.2.3. Role des champignons endophytes

Les champignons endophytes peuvent produire une gamme de métabolites, certains dont
exercent des effets inhibiteurs sur les parasites et les agents pathogénes. Ils sont également
capables de favoriser la croissance des arbres, et contribuer a l'acclimatation et au rendement
dus au stress des arbres. Wang (2012) a démontré que les champignons endophytes ont le
potentiel d’agents de lutte biologique car ils pourraient produire des antifongiques capables
d’empécher la croissance et germination des spores d'agents pathogénes
microbiens(Fig.04).Pour ces raisons, les champignons endophytes sont considérés comme un

produit prometteur (Rai et al., 2014 ; Hamilton ez al., 2016 ; Wang et al., 2019).
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Metabolite
secondaire

Champignon V

endophvte

Figure 04.R6le des champignons endophytes dans 1’écosystéme (Sénéquier-Croze et
Canard, 2016).

Les endophytes fongiques sont considérés actuellement comme un des groupes biologiques
les plus importants en matiére de protection contre un bon nombre d’insectes (Vega et al.,
2009 ; Laib, 2014).Premi¢rement, les especes comme Beauvaria bassiana et Metarizium
anisopliae se sont révélées efficaces contre les larves et les adultes des espéces de moustiques
comme Aedes aegypti, Aedes albopictus, Culex quinquefasciatus, Culex Pipiens(Abagli et al.,
2014).
Les composés organiques volatiles de I’espéce fongique entomopathogéne Beauvaria
bassiana (COVs) ont été étudiés pour leur potentiel en bio contrdle entomologiste, et il a été
démontré qu’ils peuvent étre utilisés comme biocide efficace contre les moustiques (Crespo
et al., 2008 ; George et al., 2013 ; Vangoethem, 2017).
Plusieurs endophytes sont connus pour produire des métabolites secondaires qui ont des
propriétés anti-insectes. En Algérie, plusieurs travaux ont été menés sur 1’effet des différentes
especes endophytes sur différents insectes. Nous pouvons citer a cet égard les travaux de
Hamid ef al. (2013), en étudiant ’effet de Beauvaria bassina sur Culex pipiens, Benssseradj
(2014), en ¢étudiant également l'effet de Metarhizium anisopliae contre les larves de
moustique (Culex pipiens).
L’utilisation de Cladosporium sp. Sur le bruche des haricots Acanthoscelides obtectu Say
(Coleoptera, Bruchidae), I’évaluation de ’activité insecticide des champignons endophytes
isolés a partir du laurier rose Nerium oleander L. vis-a-vis des 3 coléoptéres des denrées

stockées Sitophilus granarius, Sitophilus zeamais, Rhyzopertha dominica et I'utilisation de
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Fusarium sp. contre Sitophilus zeamai sont également fait 1’objet d’étude de Laib (2014,
2015,2017).

D’autres études se sont focalisés sur I’effet des champignons entomopathogéne Beauvaria
bassiana et Metarhizium anisopliae var. acridum sur les nymphes au S5¢éme stade de
Schistocerca gregariaet sur effets de Beauvaria bassiana sur la biochimie et la structure de la
cuticule des individus adultes et des larves du 5¢me stade de cet insecte (Bissaad et al., 2010 ;

Halouane et al., 2013).

1.3.Apercu générale sur Culiseta longiareolata (Macquart, 1838)

Les moustiques sont des petits insectes a métamorphoses completes. Ils sont caractérisés par
deux ailes, des antennes longues et des corps fusiformes recouverts d’écailles, d’un appareil
buccal adapte pour sucer ou pour piquer, et de tarse a cinq articles (Fall, 2013).

Culiseta longiareolata est une espece de moustique multivoltine mais qui pond rarement dans
le laboratoire ; elle pond seulement la nuit. Les femelles piquent surtout les oiseaux, tres
rarement ’homme. L’espéce est considérée comme un vecteur de Plasmodium d’oiseau
(Schaffner et al.,, 2001).Peut présenter une diapause hivernale chez les imagos femelles
(régions froides) et chez les larves (régions tempérées). Les adultes sont présents toute I’année

avec un max de densité au printemps et un autre en automne (Bouderhem, 2015).

1.3.1.Position systématique

Les moustiques sont divisés en trois sous-familles (Anophelinae, Culicinae et
Taxorhynchinae). Les Aedes et Culex appartiennent a la sous-famille des Culicinae
appartiennent a I’embranchement des Arthropodes, classe des Insectes, ordre des Dipteres,
sous-ordre des Nématoceres, famille des Culicidae (Druart, 2017) (Tab.03).En Algérie, 50
especes des Culicidés de 6 genres différents sont regroupés dans les sous- familles des

Anophelinae et les Culicinae (Larbi, 2015).

Tableau 03.Position systématique du Cs. Longiareolata (Macquart, 1838 ; Rebiai, 2017)

Régne Animalia
Embranchement Arthropoda
Classe Insecta
Ordre Diptera
Famille Culicidae
Genre Culiseta
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Espéce Culiseta longiareolata

1.3.2. Morphologie général des différents stades larvaires

1.3.2.1. Les ceufs

Les ceufs de Culiseta groupes en nacelle sont cylindro-coniques, porte environ 50 a 400 ceufs.
Ils ont une taille de 0,5 & 1 mm. Au moment de la ponte ils sont blanchatres et prennent
rapidement, par oxydation de certains composants chimiques de la théque ; une couleur

noire(Fig.05). Ils sont pondus dans I'eau, réunis par 200 a 400 en nacelle (Rebiai, 2017).

Figure 05. Nacelles d’ceufs de Cs. longiareolata (Boukraaet al ., 2013).

1.3.2.2. La larve

D'aspect vermiforme, le corps de la larve se divise en trois segments : la téte, le thorax et
I’abdomen. Sa taille varie de 12mm en moyenne en fonction des stades et elle est dépourvue
d'appareil locomoteur. Son extrémité caudale est munie d'un siphon, long et étroit affleurant a
la surface de I'eau. Ce tube est muni de 5 clapets qui s'ouvrent sur deux orifices par ou l'air
pénétre a intérieur quand la larve monte a la surface de 1'eau. Ces clapets se rabattent quand
elle gagne les profondeurs. Ses pieces buccales sont de types broyeurs, adaptées a un régime

saprophyte (Benserradj, 2014)(Fig.06).
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Figure 06. La larve de Cs. Longiareolata (Gaya et Makhlouf, 2019)

1.3.2.3. La nymphe

La téte et le thorax de la nymphe fusionnent pour donner un céphalothorax sur lequel on
trouve deux trompes qui permettent a la nymphe de respirer. Sa forme globale rappelle celle
d’un point d’interrogation. Les orifices anal et buccal étant bouches, la nymphe ne se nourrit
pas. Ses palettes natatoires, situées sur I’abdomen, lui permettent de se déplacer (Benserradj,

2014) (Fig.07).

Figure 07. La nymphe de Cs.longiareolata (Gaya et Makhlouf, 2019)

1.3.2.4. L adulte
L’adulte de Cs.longiareolata a une taille qui varie de 3 a Smm. Il posséde un corps mince
compose de trois parties la téte, le thorax et ’abdomen bien différencié et des pattes longues

et fines avec des ailes membraneuses, longues et étroites (Bouderhem, 2015) (Fig.08).
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Figure 08. Imago femelle de Cs.longiareolata (Nadji, 2011)

1.3.3. Cycle de vie des moustiques
Le cycle de développement des moustiques dure environ douze a vingt jours (Adisso et Alia,
2005). 11 comprend quatre stades : I’ceuf, la larve, la nymphe (pupe) et ’adulte (imago). Cette
métamorphose se déroule en deux phases (Fig.09) :

- Une écophase aérienne qui concerne I’adulte ail¢ ;

- Une écophase aquatique regroupant : I’ceuf, les quatre stades larvaires et la nymphe.

|Ponte$japrés repas sanguinl
ceufs en amas
;‘ l‘-.. .‘ -

el

Reproduction

Figure 09. Cycle biologique des Culicidae (Tabti, 2017).

1.3.4. Les moustiques et les maladies vectorielles
Les maladies transmises par des insectes vecteurs ont un impact majeur sur la santé humaine
et animale, ainsi que sur 1’économie des sociétés. Selon ’OMS (2017), les moustiques sont

considérés comme le premier groupe de vecteur, mais il en existe d’autres, comme les tiques,
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les mouches, les phlébotomes, les puces, les triatomes et certains gastéropodes d’eau douce.
Chaque année, on reléve plus d’un milliard de cas et plus d’un million de déces dans le
monde, imputables a des maladies a transmission vectorielle telles que le paludisme, la
dengue, la schistosomiase, la trypanosomiase humaine africaine, la leishmaniose, la maladie

de Chagas, la fievre jaune, ’encéphalite japonaise et 1’onchocercose.

I.4. La lutte anti-vectorielle
La lutte anti vectorielle est I’outil le plus important pour prévenir les épidémies de maladies a
transmission vectorielle (Cattel, 2016).Plusieurs moyens pour controler les populations des

moustiques sont également mis en ceuvre.

1.4.1. La lutte physique
Pour les moustiques, cela vise notamment a faire disparaitre ou diminuer par différents
moyens physiques les nappes d’eau de surface, les eaux stagnantes, etc. dans lesquelles les

moustiques pourraient se développer (OMS, 1999).

1.4.2. La lutte génétique

La prise de conscience de la toxicit¢ des insecticides pour les étres vivants et pour les
¢cosystémes conduit a innover dans le domaine de la lutte anti-vectorielle (Goulu, 2015).

La lutte génétique est I’'une des méthodes pouvant se substituer a I’utilisation des insecticides
elle s’appuie sur la connaissance du patrimoine génétique du moustique afin d’en modifier
une séquence. Ces manipulations ont pour but de limiter les populations de Culicidae soit par
I’introduction des moustiques stériles ou porteurs de geénes létaux pour les générations
suivantes (OMS, 2006),0u bien par la transmission d’une mutation aux femelles ce qui
présente I’avantage de bloquer I’aptitude a transmettre une maladie, changer les femelles en
males inoffensifs, ou encore détruire I’insecte ciblé. Toutefois, cette technique est moins bien
acceptée par la société en raison des risques biologiques qu’elle pourrait présenter, notamment

le transfert de génes aux insectes non visés (Goulu, 2015).

1.4.3. La lutte chimique
L’essor des insecticides chimiques a commencé apres la deuxieme guerre mondiale avec la
découverte des propriétés insecticides du DDT (dichlorodiphényltrichloroéthane) par Paul

Hermann Miiller en 1939.Au cours de ces derniéres années de nombreuses familles
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d’insecticides sont apparues. Elles peuvent étre classées par groupe selon leurs modes
d’action et la cible visée (Sérandour, 2007).

La lutte chimique peut étre efficace, 1’épandage de ces produits synthétiques a des
conséquences considérables et irréversibles sur ’environnement et la santé humaine a travers
la pollution des sols, des cours d’eau, des nappes phréatiques et des impacts sur des especes
non ciblées. L’utilisation des produits chimiques va également contribuer a I’augmentation en
fréquence des alléles de résistance dans les populations et nuire a I’efficacité de ces produits

sur le long terme (Poupardin, 2011).

1.4.4. La lutte biologique

La lutte biologique est une alternative a la lutte chimique qui consiste a [’utilisation
d'organismes vivants pour prévenir ou réduire les dégats causés par des ravageurs soit par
prédation, soit par infection (Sadallah et Belkhaouni, 2016).Deux grands types de luttes
biologiques ont été utilisés a I’encontre des moustiques :

La premiére méthode biologique est I'utilisation d’un poisson prédateur, la gambusie
(Gambusia holbrooki), qui a souvent été utilisée mais avec plus ou moins de succes (Pates et

Curtis 2005).

La deuxiéme méthode est I'utilisation d’organismes microbiens tels que le Bacillus
sphaericus (Bs) et le Bacillus thuringiensis var. Israelensis (Bti). Ces bacilles sont d’ailleurs
considéres comme des agents de controle biologique efficace (Becker 1997).

A coté de la lutte par des micro-organismes, Les plantes (les extraits aqueux, les poudres et

les huiles essentielles) contiennent parfois des molécules ayant des propriétés insecticides.
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Cette étude avait pour objectif d’isoler et d’identifier les champignons endophytes a partir de
deux plantes médicinales (Borago officinalis L. et Pittosporum tobira(Thunb) W.T.Aiton),

d’une part, et d’évaluer leurs pouvoirs bios insecticides contre les larvesdu quatriéme stade

(L4) de Culiseta longiareolata (Macquart).

Les différents étapes du travail qui s’étend du mois d’avril jusqu’au mois de juin, ont été
déroulés au niveau du laboratoire de recherche « Valorisation et Conservation des Ressources

Biologiques « VALCORE » de I’Universit¢ M’Hamed Bougara, Boumerdés (UMBB).

I1.1. Matériel
I1.1.1. Matériel biologique
Le matériel biologique est constitué¢ de deux plantes médicinales plus les larves de moustiques

L4 de Culiseta longiareolata(Macquart) (Cs. longiareolata).

I1.1.1.1. Matériel végétal
Dans cette étude deux especes de plantes ont été choisies pour 1’isolement des champignons
endophytes : Pittosporum tobira (Thunb) (W.T.Aiton) (P.tobira) et Borago officinalis L. (B.

officinalis) le choix a été au hasard et suivi les travaux de Dr. Toubal (Fig. 10a et 10b).

Figure 10. Pittosporum tobira (a) et Borago officinalis L. (b)
(Gaya et Makhlouf, 2019)

17



Chapitre 11 Matériel et méthodes

I1.1.1.2. Matériel animal
Les moustiques du quatriéme stade (L4) de Cs.longiareolata(Macquart) proviennent d’un site

non traité au niveau de I’Université de Boumerdeés (Fig.11a et 11b).La récolte a été faite a

I’aide d’une louche métallique remplis de 1’eau de gite.

5 i

Figure 11.Gite larvaire (a) et larves de Cs. longiareolata (b) (Gaya et Makhlouf, 2019)

L’identification des larves a ¢té faite sous une loupe binoculaire (Motic, France) par Dr.
Boukraa de I’Ecole National Supérieur d’ Agronomie d’El Harrach (ENSA, Alger) apres avoir

conserve les larves par I’alcool éthylique (Fig.12).

Figure 12.1dentification des larves a 1’aide d’une loupe binoculaire (Gaya et Makhlouf,
2019)
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I1.1.2.Matériel non biologique
Le matériel non biologique est représenté par un ensemble de verreries, produits chimiques,

de réactifs, d’appareillages et milieux de cultures.

I1.2. Méthodes

I1.2.1. Méthode d’échantillonnage

La collecte des échantillons végétaux et animaux a été faite dans la wilaya de Boumerdes au
niveau de I’Université de M’hamed Bougara (Algérie).la partie aérienne des deux plantes
(B.Officinalis et P.tobira) a été récoltée pendant le mois d’avril, 2019(climat chaud et

tempéré) a partir du jardin de I’Université a I’aide d’un ciseau stérile et cette dernier a été mit

dans des bocaux de verre stérile (Fig.13).

¢
Tizi-Ouzou

@ Siége de Ddira

Figure 13. Carte géographique de la wilaya de Boumerdes (www.wilaya-boumerdes.dz).

I1.2.2. Méthode d’isolement des champignons endophytes

Pour assurer un bon isolement des champignons endophytes, les plantes ont été collectées
dans des conditions aseptiques (avec des gants, ciseau stérile, bocaux en verre stérile...), dans
un endroit aussi propre (au niveau de I’Université) et ne semblant avoir aucun symptome
pathologique ou un dommage superficiel a I’ceil nu. Les plantes fraichement collectées ont été

misent dans des bocaux en verre stérile et transportés au laboratoire VALCORE dans un délai
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ne dépassant pas les 24h en vue de leurs études microbiologiques (Rakshith ez al., 2013 ;
Toubal et al., 2018).

Une fois collecté, les champignons endophytes ont été isolés Selon les étapes suivantes :

a. Stérilisation superficielle
Dans le but de se débarrasser des hyphes et des spores des champignons épiphytes, les feuilles

de B. officinalis L. et de P. tobira(Thunb) W.T.Aiton) ont subi une série de désinfection. Le

premier lavage est effectué dans [’eau savonneuse pendant 3 minute, dans 1’eau distillée
stérile pendant 10min, puis une immersion dans 1’éthanol 70% pendant 1min, par la suite la
stérilisation par I’hypochlorite de sodium NAOCL 3%(4min), ensuite une seconde immersion
dans 1’éthanol 70%(30s), et enfin un ringage avec de 1’eau distillée stérile deux fois pendant
Imin. Dans le but d’¢liminer les traces du désinfectant et enfin séchées sur du papier filtre
stérile (Petrini et al., 1992; Zerroug, 2011) (Fig.14a, 14b, 14c et 14d).

Pour vérifier I’efficacité¢ de la désinfection en surface, le milieu PDA (Potato- Dextrose—
Agar) (Annexe01) a ¢té ensemencé par une goutte d’eau distillée issus du dernier rincage

(Ravelomanantsoa, 2004).

Figure 14.Les étapes de stérilisation superficielle des feuilles de P. tobira(Thunb)

W.T.Aiton) (Gaya et Makhlouf, 2019).

a) : lavage a [’eau savonneuse ; (b) : série de traitement de la surface ; (¢) : immersion dans [’éthanol 70% ;
g ; ; ,

(d) : séchage sur papier filtre stérile
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b. Isolement des champignons endophytes

L’étape de I'isolement a été déroulée dans des conditions d’asepsies au tour de deux becs
Bunsen pour éviter au maximum la contamination.

Les feuilles issues de la premicre étape sont coupées en petits morceaux (2x2mm) en utilisant
un bistouri stérile. Les fragments ont été placés aseptiquement dans des boites de Pétri (90mm
de diametre) contenant un milieu de culture PDA supplémenté aseptiquement avec 18ml de la
tétracycline pour inhiber la croissance bactérienne. Chaque boite a regue 07 morceaux de tissu
veégétal. Les boites de Pétri sont par la suite incubées pendant 7jours a 25°C ou un controle
quotidien a été effectué afin de suivre le développement des colonies résultants. Les colonies

développées ont été observées, transplantées et purifiées (Fig. 15a et 15b).
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Figure 15.Découpage des feuilles en petits morceaux(a)et isolement des champignons

endophytes(b) (Gaya et Makhlouf, 2019)

€

c. Purification des isolats
Afin d’obtenir des isolats pures, des observations quotidiennes sont effectuées des I’apparition

de mycélium (Ravelomanantsoa, 2004).

La purification est effectuée en réalisant des repiquages successifs sur un nouveau milieu de
culture stérile (PDA) pour permettre de les identifier et les conserver. Pour chaque isolat, un
disque mycélien a été prélevé a la périphérie d’une culture a I’aide d’une pipette Pasteur
stérile puis déposé au centre d’une boite de Pétri contenant le milieu PDA. Les boites ont été
fermées avec du Parafilm pour éviter la dissémination des spores puis incubées dans les
mémes conditions de la culture précédente (25C°, 6a 10j) .Une série de repiquage a été réalisé

jusqu’a I’obtention des colonies pures et bien isolées (Sakhri, 2012).
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d. Conservation des endophytes fongiques

Lorsque les isolats obtenus sont pures, elles ont été conservées selon deux méthodes
différentes :

Conservation a court terme : les colonies pures des champignons endophytes sont repiquées
dans des boite de Pétri contenant le milieu (PDA).

Conservation a long terme : consiste a inoculer des disques gélosés jeunes prélevés sur le
pourtour de la culture purifiée dans des micro-tubes d’Eppendorf stériles de contenant 1 ml de
la solution glycérol a 20%. Apres cing jours d’incubation a 25°C, les tubes formant un trouble

sont conserves a -20°C.
e. Codage des isolats fongiques

L’isolement des endophytes fongiques a été effectué a partir des feuilles de deux plantes (5.
officinalis et P. tobira) collectées a Boumerdés au niveau de 1’'universit¢ de Mohamed
Bougara. Ces champignons endophytes ont été¢ codifiés par deux lettres et un chiffre. La
premiere et la deuxiéme correspondent successivement au genre et a 1’espece des plantes
¢tudiées. Le chiffre indique I’ordre d’apparition (Tab.04).

Tableau04.Codage des champignons endophytes

° Plantes Codes
% Borago officinalis -Bol
o -Bo2
2 0
= -Bo3
@ Pittosporum tobira -Pt1
= -Pt2

I1.2. 3. Dénombrement des colonies
Le dénombrement des colonies a été effectuée par le calcul de taux de colonisation (TC)
d’une feuille par la population endophyte et la fréquence d’isolement (FI) d’un individu selon

les formules suivantes (Petrini ef al., 1982).

nombre des egment avec endophyte

x100

Taux de colonisation (TC%) = -
nombre total des egment inoculés

nombre d'isolementd’'un taxon

Fréquence d’isolement (FI%) = - —x 100
nombre total de segment inoculés
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I1.2.4. Techniques d’identification
L’identification des champignons endophytes est fondée principalement sur des critéres

culturaux (analyse macroscopique) et morphologiques (analyse microscopique).

I1.2.4.1. Analyse macroscopique
L’identification a été faite a 1’ceil nu, les caractéres culturaux ont été déterminés directement
sur la gélose apres purification, plusieurs critéres mis en évidence (Lecellier, 2013).
-La forme des colonies : régulier, irrégulier, dentelé, filamenteux ;
- L’aspect : duveteux, laineux, cotonneux, velouté, poudreux, granuleux ou glabre ;
- Le relief : plat, plissé ou cérébriforme, suréleve ;
- La taille : petite, étendue ou envahissante ;
- La couleur : de recto et verso de la boite de pétri : blanche, créme ou colorée (verte, brune,
orangée, violette, grises...) ;
-La vitesse de croissance : le jour d’apparition sur la boite de Pétri ;
-Le diamétre de la colonie qui a été mesuré sur le fond de la boite ;
- La pigmentation : présence ou I’absence d’un pigment diffusible dans le milieu.
- L’exsudat : présence ou absence des gouttelettes
11.2.4.2. Analyse microscopique
Cette analyse est faite en employant deux méthodes différentes :

a. Méthode des lamelles (a I’état frais)
Les colonies fongiques sont montées entre lame et lamelle. Un fragment de colonie est
prélevé a I’aide d’une pipette Pasteur stérile et déposé sur une lame porte-objet. Une goutte
d’eau distille stérile, est ensuite dissocié, puis recouvert d’une lamelle couvre-objet qui écrase
la préparation (Rebbouh, 2016). Un examen a I’objectifx40 est suffisant pour mettre en
¢vidence la plupart des éléments importants de diagnose.

b. Méthode se scotch
La technique du scotch consiste a adhérer a 1’aide d’un bout de scotch une fraction
mycélienne a partir d’une culture jeune et de la coller sur une lame contenant quelques gouttes
de bleu de méthyléne. Il convient d’éliminer ’exces de colorant autour du scotch avec une
feuille de papier absorbant (Chabasse et al., 2002).
L’observation microscopique (in situ) a été effectuée suite a une observation moyennant un

microscope optique (Leica, Allmagne) (x40) associ¢ a un ordinateur (Leica application
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suite)(Annexe 04), en tenant compte des caractéres microscopiques (forme et disposition des

conidies, des conidiospores et septation du mycelium) (Chabasse et al., 2002).

I1.2.5. Evaluation de ’activité insecticide
L’étude de l’effet des différents isolats fongiques sur les larves de Cs.longiareolata

(Macquart) a été faite en plusieurs étapes :

I1.2.5.1.Préparation de la solution entomopathogénes

A T’aide d’une spatule stérile de petits fragments de chaque champignon en fructification dans
la boite de Pétri ont été prélevés par grattage de la surface de la boite pour étre introduits dans
un tube a essai contenant 9ml d’eau distillée et 2-3 gouttes de Tween 80.

La solution ainsi obtenue est soumis a I’action d'un agitateur (Ibx instruments, Allemagne)
magnétique pendant 10 minutes, afin de libérer le maximum des spores. Au total, cinq doses
des déférentes concentrations ont été préparées a partir de la solution mére(107, 105, 10°, 10%,

10°, 10%)pour chaque champignon(Fig.16a, 16b et 16c¢).

Figure 16.Les étapes de préparation des solutions entomopathogenes (Gaya et Makhlouf,

2019)

(a) grattage de la surface de la boite ;(b) agitation de la solution entomopathogenes ; (c)

La solution mere avec les différentes dilutions

I1.2.5.2.Echantillonnage des larves

Afin d’évaluer l’effet des cinq champignons endophytes isolés a partie des plantes
médicinales B.officinalis L. et P.tobira, nous avons sélectionné des larves de Culiseta
longiareolata. L’échantillonnage a été effectué selon une fréquence de deux a trois séances de
capture par semaine au cours desquelles, les spécimens larvaires ont été collectés. Une louche

a été plongée doucement sous 1’eau pour le prélévement. Le contenu de la louche a été versé a
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chaque fois dans un récipient. Les spécimens collectés ont été transportés au laboratoire
VALCORE a des conditions normales de température (25°C). Les larves du stade 1,2 et 3 ont
¢té séparées des celles des stades 4 a I’aide d’une pipette compte-goutte (Gaya et Makhlouf,

2019).

11.2.5.3. Evaluation des bio- essais

Les différentes étapes d’évaluation des bio-tests sont résumées comme suit :

* Préparer 5 godets en plastique remplis a % de 1’eau du gite ;

+ Déposer dans chaque godet 20 larves au 4°™ stade ;

* Recouvrir chaque godet d’un morceau de tulle ;

» Renfermer avec un élastique en caoutchouc ;

* Mettre le diapositif au laboratoire a une température ambiante d’environ 25°C

et traiter.

Les bio-tests ont ¢été réalisés avec les différentes concentrations de la solution
entomopathogeéne dans des godets contenant chacun 50 ml de solution (49 ml eau distillée et
Iml de la solution entomopathogénes) et 20 larves de moustiques du 4°™ stade de la méme
espece. Le méme nombre de larves a été placé dans un godet témoin contenant 50 ml de I’eau
de gite. Pour chacune des 5 concentrations de la solution entomopathogéne ainsi que pour le
témoin, trois répétitions ont été effectuées. Les larves traitées ont €té maintenus a une

température de 25°C. (Fig.17).

Figure 17.Des godets de bio test (Gaya et Makhlouf, 2019)
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I1.2.6.Analyse statistique

Afin de se rapprocher le plus possible de la valeur réelle du taux de mortalité, nous
avons eu recours a un indice statistique permettant de mesurer 1’erreur standard a la
moyenne (E.S.M).

Le calcul de cet indice, nécessite préalablement le calcul de la moyenne (X) et de I’écart type

(S). Les formules permettant d’obtenir les valeurs des parametres cités sont les suivants :

;Xi
e X = =3

n

(w: . w)?
s M Xi-x)

n -1
«E.S M= =

V n
Avec :

X : moyenne arythmique ;

Xi : valeur individuelle ;

n : effectif (nombre d’individu) ;

S : écart type.

I1.2.6.1. Pourcentage de mortalité et mortalité corrigée

Des comptages de la mortalité ont été réalisés chaque 24h, 48 h, 72 h, 96 h jusqu’a la
mortalité totale des larves (environ 15 jours). La sensibilité larvaire est exprimée par le
taux de mortalité (%) en fonction du temps d’exposition aux différentes concentrations
des solutions entomopathogenes. Selon les recommandations de 1’OMS(1963), le

pourcentage de mortalité a été calculé en utilisant la formule (1) :

nombre des larves mortes

1)Pourcentage de mortalité = x 100
) 9 nombre total des larves introduites

Cependant si le taux de mortalité des témoins est compris entre 5 et 20%, une

correction est effectuée selon la formule (2) qui permet d’éliminer la mortalité naturelle
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et de connaitre la toxicité réelle du larvicide. Si la mortalité est supérieure a 20%, le test

est annulé et doit étre renouvelé (Abbott, 1925).

mortalité deslarvestraitées—mortalitédestémoins

x100

2)Pourcentage de Mortalité corrigée=
( ) ource g g 100—-mortalitédestémoins

11.2.6.2. Analyse des Probits

Pour estimer la DLsg (dose nécessaire et suffisante pour tuer la moiti¢ d’ une population) et de
le TLso (temps létal au bout duquel on obtient 50% de mortalité) nous avons utilis¢é pour
chaque dose la transformation en Probits des pourcentages de mortalités corrigées (Cavalier,
1976)(Annexe 03). A partir des équations de droites de régression « Probits-logarithme »
nous pouvons calculer la DLso et le TLso en remplacant Y par le Probits 5. Ces

transformations permettent d’établir les droites de régression de type :

Y= ax+b

Y : Probits des mortalités corrigées ;
x : logarithmes de la dose (DLso) ou des temps (TLso) ;

a : la pente.
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Les résultats obtenus pour les différentes études sont exposés dans des tableaux et illustrés par
des figures et qui portent essentiellement sur :
- L’isolement des champignons endophytes a partir des plantes médicinales B.officinalis
L. et P.tobira (Thunb) W.T.Aiton) ainsi que leurs identification macro et
microscopique ;
- L’¢évaluation de D’effet insecticide des cinq champignons endophytes vis-a-vis des

larves L4 de Culiseta longiareolata (Macquart).

III.1. Résultat d’isolement des champignons endophytes

Apres sept jours d’incubation a 25°C, les champignons endophytes commencent a pousser a
partir des segments des feuilles de deux plantes, contrairement aux boites qui ont été utilisées
pour vérifier Iefficacité de la stérilisation de la surface ou aucun microorganisme n’as été
poussé, ce qui signifie que tout champignon émergeant des segments des feuilles proviennent
des tissus internes de la plante et que ce n’est pas un épiphyte.

Au total cinq isolats fongiques ont été obtenus dont trois proviennent de B. officinalis L.
Tandis que les deux autres ont été isolés a partir de P. tobira.

Le taux de colonisation (TC) et la fréquence d’isolement (FI) d’un taxon ont été calculés.

L’ensemble des résultats sont mentionnés dans le tableau suivant (Tab.05) :

Tableau 05. Taux de colonisation et fréquence d’isolement

Nombre Nombre de
Isolats totale des segment Nombre
. g TC (%) d’isolement FI (%)
fongiques segments avec R
. . d’un taxon
inoculés endophytes
Bol 02 28, 57
Bo2 05 71, 43 02 28, 57
Bo3 07 01 14, 28
Pt1 01 14, 28
Pt2 02 28, 57 01 14, 28

TC : taux de colonisation ; FI : fréequence d’isolement

II1.2. Résultat d’identification des isolats fongiques
L’identification des champignons entomopathogénes repose essentiellement sur 1’étude des
caractéres culturaux (identification macroscopique) et morphologiques (identification

microscopique) sur milieux PDA.
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IIL.2.1. Résultat de ’analyse macroscopique

L’examen macroscopique des champignons entomopathogeénes est effectué aprés une

incubation de 07jours a 25C°. Les résultats obtenus sont mentionnés dans le tableau 06 :
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Tableau 06. Résultat de I’identification macroscopique

Résultats et discussion

Vu macroscopique Diametre (cm) .
follf;il(?:fes Couleur 5 :;'l(ffssss:niz Aspect
Recto Verso . 10 jours
jours
Recto : Cotonneux,
Bol Blanchatre filament blanc, contour
Verso : 7,6 8,8 3 jours irrégulier, absence de
Orange clair gouttelette d’eau
(crevette) (exsudat)
Recto :
Vert
Foncé
Bo2 entouré du Colonie . Poudreux, dure, relief
blanc 1,65 igmenté 7 Jours bomber
p1g
Verso :
Vert entouré
du blanc
Recto :
Vert avec poudreux,
Bo3 des bords 295 Colonie 8 jours Irrégulier, pigmenté,
blanchatres ’ pigmenté Présence des gouttelettes
Verso : d’eau (exsudat)
Blanc/beige
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Résultats et discussion

poudreux,

Recto : Irrégulier, pigmenté
Vert au bord . TCBUMEL, PIS ’
Pt1 A Colonie . présence des exsudats
blanchatre 3.2 . . 7 jours
] pigmenté sous forme de gouttelette
Verso : d’eau
Blanc/beige
Recto :blanc Po;(li;f;ses
P2 Verso : 1.4 8 jours tout d’abord blanches
Jaune

avec la maturation
deviennent vertes
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I11.2.2. Résultat de ’analyse microscopique

Résultats et discussion

L’examen microscopique a été effectué¢ par I’étude a I’état frais et avec la technique au bleu

de méthyléne (méthode de scotch). Les résultats obtenus sont mentionnés dans le tableau 07.

Tableau 07. Aspect microscopique des cinq isolats fongique endophytes

. . o Classification
Isolats | Vu microscopique / Caractéristiques Genre (Chabasse ef al., 2002)
Bol Fusarium sp. R : Champignons
D : Deuteromycota
C : Hyphomycetes
O : Moniliales
F : Moniliaceae
*Présence d’un mycelium septé et G:Fusarium
incolore ; E: Fusarium sp.
*Présence de trois types des conidies ;
macroconidies falciformes, avec
plusieurs septa transverses ;
microconidies scalariformes ;
blastoconidies présentent de 0 a 3 septa.
Bo2 ‘ ‘ | Cladosporium sp. | R : Champignons
\ D : Deuteromycota
‘ C : Hyphomycetes
O : Moniliales
F :Dematiaceae
.- .
G: Cladosporium
Hyphe : septé pigmenté. E :Cladosporium sp.
Conidiospores de longueur variable
Blastopores en chaines acropétes.
Bo3 Penicillium spl. | R : Champignons

Se caractérise par organisation en
pinceau forme de filaments mycéliens

D : Deuteromycota
C : Hyphomycetes
O : Moniliales
F :Moniliaceae
G :Penicillium

E: Penicillium spl.
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septés et  hyalins, porte des

conidiospores simples qui se terminent

par un pénicille. Les phialides sont

disposées en biverticillea a I’extrémité

des conidiospores.

Pt1 Penicillium sp2. | R : Champignons

D : Deuteromycota
C : Hyphomycetes
O : Moniliales
F: Moniliaceae
G: Penicillium

Se caractérise par une organisation en E: Penicillium sp2.

pinceau forme de filaments mycéliens

septés et  hyalins, porte des

conidiospores ramifi€s qui se terminent

par un pénicille. Les phialides sont

disposées en triverticille a I’extrémité

des conidiospores.

Pt2 Aspergillus sp. | R : Champignons
D : Deuteromycota
C : Hyphomycetes
- O : Moniliales

F : Moniliaceae
G : Aspergillus

*Conidiospores : lisse E : Aspergillus sp.

*Vésicule de forme ovale

*Phialides : portées par des métules

insérées sur tout le porteur de la

vésicule

*Conidies : globuleuses

*Téte aspergillaire : bisériée, radiée

L’intérét de cette premicre partie de notre travail est d’isoler et d’identifier les champignons

endophytes a partir de deux plantes médicinales B. officinalis L et Pt. tobira.

L’identification des genres fongiques a été¢ déterminée par Pr. Boureghdaa de I’Ecole National
Supérieur d’Agronomie d’El Harrach (ENSA, Alger), en utilisant la clé d’identification de
Chabasse et al., (2002). Au total, cinq champignons endophytes ont été isolés a partir des
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segments de feuille des deux plantes médicinales, dont trois ont été isolés a partir de B.
officinalis L. et qui sont Fusarium sp. (Bol) ; Cladosporium sp. (Bo2) ; Penicillium spl.
(Bo3). Les deux autres ont été isolés a partir de P. tobira. Ces champignons correspondent a

Penicillium sp2. (Ptl) et Aspergillus sp. (Pt2).

Nos résultats montrent la présence d’un champignon endophyte en commun (Penicillium
spl. et Penicillium sp2.) dans les deux plantes médicinales B. officinalis L. et Pt. tobira. Ces

champignons possédent les mémes caractéristiques morphologiques et culturelles.

L’identification nous a permis de classer nos isolats dans la division des Deuteromycota qui
est considérée parmi celles auxquelles appartient la plupart des champignons endophytes
(Saar et al., 2001).Des études ultérieures, comme ceux de Halouane et al. (2013), relatent
que les Deutéromycetes ou champignons imparfaits sont les plus employés en matiere de lutte

biologique contre les moustiques (Beauvaria, Metarizium, Verticillium, etc....).

Plusieurs ¢études confirment la présence de ces champignons dans diverses plantes
médicinales. En effet, les isolats appartenant au genre Fusarium (Bol) ont été isolé en tant
qu’endophytea partir des racines, feuilles et tiges de Hyoscyamus muticus L. (Henbane
Egyptien) (Abdel-Motaal et al.,, 2010); et a partir des échantillons d’écorces fraiche
d’Acacia catechu willd(Cachoutier) (Nagaraja et Devkar, 2010).

Ramesha et al. (2013), ont pu isoler aussi Fusarium sp., Fusarium semitectum a partir des
tiges et des fleurs de Nerium oleander L. (Laurier rose) et a partir des feuilles agées et
fraiches de la méme plante (Laib et al,2015). Des fruits jeune de Eugenia
jambolana (Ravelomanantsoa, 2004), des tiges et des racines et des feuilles de Mentha
spicata(Menthe), Petroselinum crispum (Persil), Apium graveolens (Céleris) et Coriandrum
sativum(Coriandre) (Chebil et Aouati, 2018), et a partir des racines des plants poussant en

milieux salés (Kouadria et al., 2018).

D’apres Chabasse ef al., (2002), les champignons du genre Penicillium (dont Bo3 et Pt1) sont
des champignons saprophytes trés répandu dans I’environnement terrestre. Ce champignon a
été isolé comme endophyte a partir des racines, des feuilles et des tiges d’Hyoscyamus
muticus L. (Henbane Egyptien) (Abdel-Motaal ef al, 2010) ; des racines de Potentilla
fulgens L.(Bhagobaty ef al, 2010).; des feuilles des tiges et des racines de Withania
somnifera(Ashwagandha)(Khan et al., (2010 ); a partir des échantillons d’écorces fraiche
d’Acacia catechu willd(Cachoutier) (Nagaraja et Devkar,2010); des rameaux de Retama

raetam (Zerroug, 2011); des fleurs Nerium oleander L. (Laurier rose) (Ramesha et
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al.,2013); des racines de Triticum durum (blé) (Sadrati et al., 2013),des racines d’Artemisia
absinthium (Absinthe)(Aouarib et Lemsara, 2016) ; des feuilles d’Olea europaea L.(Olivier
d’Europe)(Malhadas et al.,2017)et a partir des feuilles de Peganum harmala (Harmel)(Ouzid
et al., 2018).

Les champignons du genre Cladosporium (Bo2), sont largement retrouvé dans le sol et sur de
nombreux végétaux (Chabasse et al., 2002).Ce champignon a aussi été¢ isolé comme
endophyte a partir de plusieurs plantes médicinales. Huang ef al. (2007), I’ont pu isoler a
partir des tiges de Nerium oleander L. (Laurier rose). D’autres 1’ont isol¢ a partir des feuilles
des tiges et des racines de Withania somnifera(Ashwagandha) (Khan et al., 2010) ;a partir
des racines, feuilles et tiges de Hyoscyamus muticus L. (Henbane Egyptien)(Abdel-Motaal ef
al.,2010); des échantillons d’écorces fraiche d’Acacia catechu(Cachoutier)(Nagaraja et
Devkar, 2010); des rameaux de Retama raetam (Zerroug,2011); des feuilles de Triticum
durum (Blé)(Sadrati et al., 2013), et a partir des feuilles de Peganum harmala (Harmel)
(Ouzid et al., 2018).

Les Aspergillus (Pt2), sont des champignons cosmopolites, trés répandu dans le milieu
extérieur. Ce genre est capable de croitre sur presque tout type d’habitat (Chabasseet al.,
2002). Mais il a été isolé comme endophyte a partir des échantillons d’écorces fraiche
d’Acacia catechu(Cachoutier) par Nagaraja et Devkar(2010); Abdel-Motaal et
al.(2010), ’ont isolé a partir des racines, feuilles et tiges de Hyoscyamus muticus L. (Henbane
Egyptien) ; a partir des fleurs Nerium oleander L.(Laurier rose) (Ramesha et al.,2013) ;a
partir des rameaux de Retama raetam (Zerroug, 2011);a partir des tiges, feuilles, fleurs et
calice de Moringa oleifera Lam. (Moringa) (Rajeswari et al ., 2016) ; et a partir des racines

d’Artemisia absinthium (Absinthe) (Aouarib et lemsara,2016 ).

IT1.3. Résultats du test insecticide

Apres 15 jour de contacte, les résultats des taux de mortalités corrigées des cinq solutions
entomopathogenes : Fusarium sp. (Bol); Cladosporium sp. (Bo2); Penicillium spl. (Bo3);
Penicillium sp2. (Ptl); Aspergillus sp. (Pt2) a différentes doses (10710°, 10% 10* 103 et 10?)
contre les larves du 4™ stade de Cs.longiareolata (Macquart), sont illustrés dans les tableaux

suivants (Tab 08, 09, 10, 11 et 12):
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Tableau 08. Moyenne de mortalité corrigée (+tESM) des larves de Cs.longiareolata traitées

par Fusarium sp. (Bol)

Ts T D5 D4 D3 D2 DI SM__

(8,8x10%) | (8,8x10% (8,8x10%) (8,8x10%) (8,8x10° | (8,8x107)
1 0 | 833+1,67 | 8,33x1,67 | 13,33+1,67 | 13,33+1,67 | 28,33+4.43 | 10020
2 0 | 833+1,67 150 18,33+1,67 20+0 3545,79 1000
3 0 100 20+0 2040 28,33+1,67 |43,33+10,17 | 10020
4 0 |18,33+1,67 | 23,33+1,67 300 41,07+2,89 |  60+8,69 1000
5§ 0 200 28,33+1,67 3540 43,33+1,67 | 63,33+7,28 | 10020
6j | 6,66 | 25+2,89 | 28,57+1,67 | 35,7240 | 43,33+1,67 | 66,07+10,17 | 10020
7i | 6,66 |28,57+4,42 | 30,36+2,89 | 35,7240 46,43+0 |71,43+10,17 | 10020
8i | 6,66 |30,36+5,22 | 44,64+1,87 | 44,64+1,87 | 62,5+1,26 | 98,21+1,45 | 10020
9 | 6,66 |30,6244,42 | 44,64+1,67 | 47,5+1,67 | 77,5+11,58 100+0 1000
10j | 11,11 | 30,62+4,42 | 47,5+1,67 | 50+1,67 |78,57+11,58| [{00%0 1000
11§ | 11,11 | 30,7745,79 | 49,37+2,89 |71,87+14,47 | 81,25+10,17 | [100%0 1000
12j | 13,33 ]33,93+4,42 | 75+13,05 | 75+13,05 100+0 1000 1000
13§ | 13,33 | 73,08423,4 | 1000 1000 1000 1000 1000
14j | 13,33 | 10020 1000 1000 1000 1000 100+0

Tableau 09. Moyenne de mortalité corrigée (tESM) des larves L4 de Cs.longiareolata traitées

Ts : temps ; j : jours ; T : témoin ; D : doses (spore/ml) ; SM : solution mere

(P<0.01)

par Cladosporium sp. (Bo2)

Ts T D5 D4 D3 D2 DI SM
(3,5x10%) | (3,5x<10%) | (3,510 | (3,5x10%) | (3,5x10° | (3,5x107)
1j 0 0+0 0+0 3,33+1,67 540 8,33+1,67 | 18,33+1,67
2 0 0+0 3,33+1,67 540 8,33+1,67 | 10+2,89 | 23,33+1,67
3 0 333+1,67 | 833+4,42 | 10+2,89 152,89 | 25+2.89 | 30+2,89
4 0 3,33+1,67 | 8,33+4,42 | 13,33+4,42 | 15+2,89 |33,33+1,67| 38,33+1,67
5 0 7144442 | 12,15+1,67 | 142940 | 25+5,79 |35,7242.89| 40+2,89
6j 6,66 | 7,14+4.42 | 12,5+1,67 | 17,86+1,67 |30,36+5,79|38,33+4,42| 41,070
7 6,66 | 10+£5,79 | 13,33+4,42 | 18,33+1,67 |30,36+5,79(39,29+1,67| 46,430
8 6,66 |14,29+5,79|21 ,2542,89 | 25+2,89 |30,36+5,79 |41,07+2,89 | 51,79+2,89
9i 6,66 | 15,63£5,79 | 23.2144,42 | 254,42 |30,62+7,28 | 46,43+5,79| 62,5+2,89
10j | 11,11 |19,65+5,79 | 23,21+4,42 | 28,57+4,42 |33,93+7,28 | 53,12+1,67 | 64,37+1,67
1 | 11,11 |21,2542,89 | 25+1,67 | 70+15,94 1000 1000 1000
12j | 13,33 |23,08+1,67 | 63,46+18,84|71,15+14,47| 100£0 1000 1000
13j | 13,33 |23,08+1,67 |63,46+18,84| 1000 1000 1000 1000
14§ | 13,33 1000 1000 1000 1000 1000 1000

Ts : temps ; j : jours ; T : témoin

; D : doses (spore/ml) ; SM : solution mére

(P<0.01)
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Tableau 10. Pourcentage de mortalité corrigée (ESM) des larves L4 de Cs.longiareolata

traitées par Penicillium spl. (Bo3)

Ts | T D5 D4 D3 D2 D1 SM
(49x10%) (49x10°) (49x10% (49x10°) (49x10°%) (49x107)

1j 0 0+0 0+0 0+0 0+0 4,44+1,72 | 11,11+5,89
2j 0 0+0 0+0 0+0 4,44+£223 | 7,69+7,14 | 37,78+21,26
3j 0 0+0 0+0 0+0 4,44+223 | 11,11£5,89 | 66,66+3,86
4j 0 0+0 0+0 0+0 4,44+223 | 13,11£7,53 | 71,43+3,87
5§ 0 0+0 0+0 2,3842,23 | 4,44+223 | 13,33+7,71 | 71,43+3,87
6j | 6,66 0+0 2,38+2,23 | 4,44+7,71 | 7,14£7,71 | 13,33+7,71 | 73,33+3,87
7j | 6,66 0+0 6,660 4,77+2,23 | 14,29+£3.85 | 14,29+11,58 | 73,33+3,87
8j | 6,66 7,14£0 14,2943,85 | 19,04+9,71 | 35,72+19,3 | 70+15,44 78,57+0
9j | 6,66 | 24,99+3,86 | 35,72£15,43 | 35,72+15,43 | 47,62+19,42 | 70+15,42 90+5,89
10§ | 11,11 | 28,57+3,86 | 40+11,58 | 52,5+25,12 | 69,22+3,87 | 71,43+3,87 | 90,47+5,89
11§ [ 11,11 | 4549,71 47,5+7,71 | 52,5+25,12 70+3,87 71,43+3,87 90+5,89
12j | 13,33 | 51,27+5,9 | 53,84+23,16 61,53+0 70+3,87 82,05+9,71 92.3+3,86
13j | 13,33 | 74,36+2,23 76,9240 82,05+9,71 | 82,05+9,71 84,6+7,72 92.3+3,86
14j | 13,33 | 82,08+£2,22 | 82,05+9,71 | 89,74+5,89 | 89,74+5,89 | 92.30+3,86 1000

13,33 100+0 100+0 100+0 100+0 100+0 100+0
15§

Ts : temps ; j : jours ; T : témoin ; D : doses (spore/ml) ; SM : solution mére

(P<0.01)
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Tableau 11.Pourcentage de mortalité corrigée (:ESM)des larves L4 de Cs. longiareolata

traitées par Penicillium sp2. (Ptl)

Ts T D5 , D4 \ D3 \ D2 X D1 . SM ;

(54x10%) (54x10°) (54x10%) (54x10°) (54%x10°% (54x107)
1j 0 0+0 0+0 0+0 0+0 11,11+5,89 | 51,114£28,97
2j 0 0+0 4,44+2 23 4,4442.23 | 17,7842,23 | 204£3,85 | 73,33+15,44
3j 0 207,72 20£11,58 | 26,66+£7,72 | 40+£3,85 40+3,85 | 73,33+15,44
4j 0 4040 46,66+11,58 | 57,77+5,9 | 64,44+£5,89 | 71,11+2,23 | 77,78+13,56
5i 0 60+3,85 66,660 66,660 | 73,33+3,86 | 73,33+0 | 77,78+13,56
6j 6,66 | 64,28+7,72 | 69,04+2,23 | 76,19+£2,23 | 83,32+2,22 | 83,33+£2,23 85,7+0
7j 6,66 | 71,43+£3,86 | 78,57+3,86 | 83,32+2,22 | 83,33+£9,71 | 85,7+£3,86 | 90,47+5,89
8j 6,66 | 78,57+3,86 | 78,57+£3,86 | 83,32+2,22 85,70 90,47+5,89 | 92,85+3,86
9j 6,66 85,7+0 90+2.23 90+2.23 92,5+0 92,8540 92,85+3,86
105 | 11,11 90+2,23 90,47+5,89 | 90.47+5,89 92,5+0 97,5+2,23 100+0
11§ | 11,11 90+2 ,23 92,5+0 92,5+0 92,85+3,86 | 97,5+2,23 100+0
12j | 13,33 92,310 97,43+£2,23 | 97,43+£2,23 | 97,43+£2,23 1000 100+0
13j | 13,33 92,310 97,43+£2,23 | 97,43+£2,23 | 97,43+£2,23 1000 100+0
14j | 13,33 | 97,43+£2,23 | 97,44+2,23 | 97,44+2,23 1000 100+0 100+0
15§ | 13,33 100+0 100+0 100+0 100+0 1000 100+0

Ts : temps ; j : jours ; T : témoin ; D : doses (spore/ml) ; SM : solution mere
(P<0.01)

Tableau 12. Moyenne de mortalité corrigée (:tESM) des larves L4 de Cs.longiareolata traitées

par Aspergillus sp. (Pt2).

D5 D4 D3 D2 DI SM
Ts |T (45x10%) | (45x10%) (45%10%) (45%10°) (45%10°) (45%107)
1j |0 6,66+3,86 | 17,78+2,23 | 31,11+5,89| 44.44+5.89| 44,44+589| 57,78+9,72
2i |0 2040 31,1142 23| 44,44+589| 51,1149,72| 71,1149,72| 77,78+9,72
3 |0 31,1142,23 | 4043 86| 46,66+3,86| 64,44+9,72| 77,78+9.72|  80+11,58
4 |o 44.44+589 | 51,11+5,89|  57,77+59| 66,66+7,72| 77,78+9,72| 84,44+9.72
5i |0 51,1145,89|  60+3,86| 66,66+3,86| 75,55+4,46| 84,44+589| 86,66+7,72
6j |6.66 |54,77+2.23| 64,28+7,72| 71,43+3,86| 83,32+2,23| 85,743,86| 92,85+3.86
7i 16,66 | 61,942.23| 71,43+7,71| 83,3245,89| 85,7+3,86| 85,743,86| 97,6242,23
8j |6,66 64,28+0 | 80,95+4.45|  85,7+3,86| 90,47+5.89| 90,47+5.89| 97,62+2,23
9 6,66 71,43+0| 83,3242,23|  85,743,86| 92,85+3,86| 97,62+2,23 100+0
10§ | 11,11 |82,49+223|  90+2,23 90+2,23| 92,5+3,86| 97,5+2,23 100+0
11j (11,11 |91,11+3,86 1000 1000 1000 1000 100+0
12j [13,33 |97,43+2,23 1000 1000 1000 1000 100+0
13j | 13,33 1000 1000 1000 1000 1000 10040

Ts :

(P<0.01)

38

temps ; j : jours ; T : témoin ; D : doses (spore/ml)




Chapitre 111 Résultats et discussion

D’apres les résultats illustrés sur les tableaux 8, 9, 10, 11 et 12, nous avons remarqué que les
larves L4 de Cs.longiareolata montrent une sensibilité importante a la totalité des solutions
entomopathogenes, cependant le pourcentage de mortalité¢ et de mortalité corrigée varie en
fonction des doses, du temps et de 1’espece du champignon endophytes.

En effet, nous avons enregistré une évolution verticale et horizontale dans le taux de mortalité
corrigé (Mc). Ce dernier paramétre, varie proportionnellement en fonction du temps et des
doses (plus le temps et la dose augmente, plus la mortalité des larves est importante).

D’apres le tableau 8, nous avons remarqué que la totalit¢ (100%) des larves L4 de
Cs.longiareolata se sont montré sensibles a la dose la plus élevée (Dsy= 8,8 107 spore/ml) de
Fusarium sp. (Bol) aprés le premier jour de contacte (24h). Pour les autres doses (D1 = 8,8
10°; D2 = 8,8 10°; D3= 8,8 10*; Ds= 8,8 10*; Ds= 8,8 10?spore/ml), ce taux de mortalité n’a
été obtenu qu’aprés les 9°me, 12°me 13me ]3eme ot 14°Me jours respectivement). La valeur de P

est hautement significative (P<0.01).

Le tableau 09 montre que I’effet de Cladosporium sp. (Bo2) a commencé dés le 1 jour pour
la solution mére (3,5 107) ainsi que pour les dilutions doses (D1= 3,5 10°; D= 3,5 10° ; D3=
10%spores/ml) avec un pourcentage varie de 18,33% ; 8 ,33% ; 5% ; 3,33% respectivement.
Aucune mortalité n’a été observée pour D4 et D5. Cependant le 100% de mortalité n’a été
obtenue qu’aprés le 11°™ jour pour la SM, D1 et D2, le 13°™ jour pour D3 et le 14°™ jour
pour D4 et D5.La valeur de P est hautement significative (P<0.01).

Pour ce qui est de Penicillium sp.1 (Bo3), le tableau 10 montre que I’effet a atteint son
maximum aprés le 14°™ jour pour la solution mére et aprés les 15 jours pour les autres doses.
La valeur de P est hautement significative (P<0.01).

Quant a Penicillium sp.2 (Ptl), le tableau 11 montre que la totalité¢ de la population larvaire
s’est montré sensible a ’effet de la solution entomopathogéne SM (D= 54x107 spore/ml)apres

les 10°™ jours. La valeur de P est hautement significative (P<0.01).

Le tableaul2 montre que I'effet d’Aspergillus sp. (Pt2) est tout de suite apercu au bout du
1*jour de traitement avec toutes les solutions entomopathogénes. Cet effet larvicide est plus
prononcé au fur et & mesure qu’on avance dans le temps ce qu’est mis en évidence une

progression vertical et horizontal pour arriver jusqu’un taux de mortalit¢ de 100%, le
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9m¢jours pour la concentration la plus élevée 10’spores/ml; et 11°™ jours pour les doses

(10%; 10°; 10*; 10° spores/ml).La valeur de P est hautement significative (P<0.01).

La cinétique de mortalité des larves L4 de Culesita longiareolata traitées par cinq solutions
meéres des champignons endophytes : Fusarium sp. (Bol),Cladosporium sp. (Bo2),
Penicillium spl. (Bo3), Penicillium sp2. (Ptl) et d’Aspergillus sp. (Pt2) aprés 15j de contacte

est illustré dans la figure suivante:

120

S
2
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‘g —e—Bo2
3 —&— Bo3
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-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16
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Figure 18.Taux de mortalité corrigée (:ESM) des larves L4 de Culiseta longiareolata traitées

par cinq solutions entomopathogenes en fonction de temps.

Bol: Fusarium sp.; Bo2: Cladosporium sp.; Bo3: Penicillium spl. Ptl: Penicillium sp2. ;Pt2: Aspergillus sp.

D’aprés cette courbe, nous avons remarqué que la meilleure activité bioinsecticide est
attribuée au champignon entomopathogéne Fusarium sp.(Bol) qui a entrainé le 100% de
mortalité aprés 24h de traitement, suivi par Aspergillus sp. (Pt2) et Penicillium sp2. (Pt1) puis
Cladosporium sp. (Bo2).Une faible activité larvicide est enregistrée pour Penicillium spl.
(Bo3). Ces résultants de traitement montrent que les cinq champignons agissent différemment

sur les larves de Cs.longiareolata.
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Il est a signaler également que les larves présentant une sensibilité aux solutions
entomopathogenes ont subi soit une régression de la taille ( Fusarium sp.(Bol),Cladosporium
sp.(Bo2),Penicillium  sp.1(Bo3),Penicillium  sp.2(Ptl)) (1) soit changement de
couleur(Fusarium sp.(Bol)) (1),s0it une dégénérescence totale dans le corps de I’insecte
(Fusarium sp.(Bol),Cladosporium sp.(Bo2),Penicillium sp.1(Bo3),Penicillium sp.2(Pt1))(2)
d’autres ont stoppé complétement la métamorphose (Aspergillus sp. (Pt2))(3)(Fig.19(1,2 ,3)).

(3)

Figure 19.L’effet des champignons endophytes (Fusarium sp.; Cladosporium sp.; Penicillium sp1.

Penicillium sp2. ; Aspergillus sp.) sur les larves L4 de Cs. longiareolata.
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1I1.3.2. Calcul de 1a DL5

Afin de déterminé la DLso (dose Iétale suffisante pour tuer 50% des individus), nous avons
transformé le pourcentage de mortalité corrigée apres 2°™ jours de traitement en Probits et les
doses des cinq champignons (Fusarium sp. ; Cladosporium sp.; Penicillium sp.l;

Penicillium sp.2 ; Aspergillus sp.) en logarithme népérien (Annexe 4).

Le tracage des droits de régression Probits= f (log doses), nous a permis d’obtenir les valeurs
deDLsoa partir des équations de droites de régression relatifs a chaque champignon. Les

valeurs sont mentionnées dans le tableau suivant (Tab.13).

Tableau 13.Equations des droites de régressions et valeurs des DLso pour chaque

champignon apres 2j de traitement.

Champignons Coefficients de
Equations DLso (spore/ml)
endophytes détermination (R?)

Fusarium sp. (Bol) Y=0,700x+0,935 0,616 6,45x10°
Cladosporium sp. (Bo2) Y=0,264x+2,147 0,944 6,30x10'°
Penicillium spl. (Bo3) Y =0,72x - 1,6935 0,915 1,99x10°
Penicillium sp2. (Pt1) Y =0,563x + 0,281 0,851 2,39 x 10®

Aspergillus sp. (Pt2) Y=0,320x+2,998 0,987 5,75x107

A partir de cetableau, les valeurs de la DLso obtenues apres 2j et qui causent 50% de mortalité
des L4 sont de l'ordre croissant 6,45x10°spore/ml (Fusarium sp.); 5,75x107 spore/ml
(Aspergillus sp.) ; 2,39x108 spore/ml (Penicillium sp2.) ; 1,99%10° spore/ml (Penicillium spl.)
et 6,30x10'%pore/ml (Cladosporium sp.).Ces résultats nous ont permis de déduire que

Fusarium sp. Et Aspergillus sp.ont une forte activité larvicide sur les L4 de Cs.longiareolata.

1I1.3.3. Calcul de la TL5¢

Le calcul des TLso (temps létal au bout duquel on obtient 50% de mortalité¢) des cing
champignons (Fusarium sp.; Cladosporium sp.; Penicillium sp.1; Penicillium sp.2;Aspergillus
sp.) testés sur les L4 de Cs.longiareolata nous renseigne sur la variation du temps provoqué
par la variation de la dose. Pour cela nous avons effectué la transformation des pourcentages

de mortalité en Probits et celles des temps en logarithme népérien (Annexe 05).
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Les résultats des valeurs de TLso relatifs aux cinq doses sont représentés dans les tableaux 14 ;

15;16; 17 et 18.

Tableau 14.Equations des droites de régressions et valeurs des TLso pour chaque dose de

Fusarium sp.

Doses Equations dét(é:ﬁ'glc;:il:)tnd(;z) TLso (jours)
D1 (8,8x10%p/mI) | * +072x+3.316 0,797 3
D2 (8,8x10%p/ml) | ¥ >0 00xF2752 0.684 4
D3 (8,8x10%p/ml) | ¥ >230x12,763 0,549 5
D4 (8,8x10%p/ml) | Y\ >200xt2,542 0,545 5
D5 (8,8x10%sp/ml) | Y\ 27 76x¥2,569 0,442 7

Tableau 15.Equations des droites de régressions et valeurs des TLso pour chaque dose de

Cladosporium sp.
Doses Equations dég:zf:‘:f;:;;(i(;z) TLso (jours)
DI 3,5x10%sp/ml) | | p220xF2,282 R?=0,638 4
D2 (3,5%105sp/ml) Y=4,436x+1,894 R?=0,600 5
D3 3,5x10%p/mly | L >0 /X139 R?=0,571 6
D4 (3,5x10%p/ml) | Y pS21x*0.486 R2=0,717 9
D5 (3,5x10%p/ml) | T >>19%0,596 R2=0,729 10
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Tableau 16.Equations des droites de régressions et valeurs des TLso pour chaque de

Penicillium sp1.

Doses Equations d é(t:grelfr'g:i:tli(t):ilz TLso (jours)
D1 (54.10%p/ml) Y=3,9918x + 3,0913 R2=10,9148 3
D2 (54.10°sp/ml) Y =5,3593x + 1,4719 R?=10,891 4
D3 (54.10*sp/ml) Y =5,4325x + 1,1855 R2=0,9257 5
D4 (54.10°sp/ml) Y =5,5097x + 1,0545 R?=0,9404 5
D5 (54.10%sp/ml) Y=6,3538x + 0,0244 R?=0,8924 6

Tableau 17.Equations des droites de régressions et valeurs des TLso pour chaque dose de
Penicillium sp.2

Coefficient de
Doses Equations TLso (jours)
détermination (R?)

D1(49.10%sp/ml) Y=3,3771x + 2,2349 R2=10,6903 6

2 =
D2(49.10° sp/ml) Y =5,1552x +0,3121 0,865 7
D3(49.10* sp/ml) Y =9,0325x - 3,9045 R2=10,8774 9

2 —
D4(49.103 sp/ml) Y =6,9908x - 2,3406 0,7852 11
D5(49.10% sp/ml) Y =6,7904x - 2,7125 R?=0,6538 13
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Tableau 18.Equations des droites de régressions et valeurs des TLso pour chaque dose

d’Aspergillus sp.
Doses Equations dégglelff:gf;tnd(;z) TLso (jours)
D1 (45%x10%sp/ml) Y=12,973x+4,295 R?=0,799 2
D2 (45%x10°sp/ml) Y=3,193x+3,942 R?=0,769 2
D3 (45x10%sp/ml) Y=3,495x+3,521 R?=0,754 3
D4 (45%x10sp/ml) Y=3,866x+3,079 R?=0,777 3
D5 (45%x10*sp/ml) Y=3,789x+2,712 R?=0,786 4

Les tableaux 14, 15, 16, 17 et 18, montrent que le temps le plus court qui a provoqué la moitié
de mortalité (TLso) est enregistré aprés le 2°™, le 3°™et le 3°™jours a partir de la dose D1
(10%sp/ml) des solutions entomopathogénes d’Aspergillus sp. ; Fusarium sp.et Penicillium
sp.2 successivement. Pour les autres solutions ces valeurs sont beaucoup plus prolongées dans
le temps. 4°™ jours pourCladosporiumsp.et 6™ pour Penicillium sp1. (D1=10°spore/ml). Les
valeurs de TLso sont inversement proportionnelles aux doses appliquées et qui nous ont

permis d’expliquer la rapidité d’action des solutions entomopathogenes.

Dans cette étude nous avons testé cinq souches fongiques endophytes (Fusarium sp. (Bol);
Cladosporium sp. (Bo2); Penicillium spl. (Bo3) ; Penicillium sp2. (Ptl); Aspergillus sp.
(Pt2)) isolées pour la premiere fois a partir de deux plantes médicinales Borago officinalis L.
et Pittosporum tobira (Thumb) W.Aiton contre les larves du 4 stade de Culiseta

longiareolata avec différentes doses (D1 ; D2 ; D3 ; D4 ; DS).

D’apres les recherches bibliographiques, aucun travail n’a été réalis¢ pour étudier 1’effet
bioinsecticide de ces cinq champignons endophytes sur les larves de Cs.longiareolata. Par
contre des larges études sont disponibles sur I’effet d’autres champignons entomopathogénes
qui sont utilisées pour controler la population de moustique.

Les champignons et leurs produits sont une alternative virulente et prometteuse a la lutte
chimique contre les larves et les adultes de moustiques. Le premier rapport sur la
pathogénicité de Metarizium anisopliae 1P chez adulte Anopheles gambiae et Anophéles
arabiensis a le potentiel d'é¢tre un agent de biocontrdle pour les espéces vectrices du

paludisme en Afrique. Metarizium anisopliae IP a été testé pour sa capacité a réduire la survie
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des adultes males et femelles d’Anopheles gambiae et d’Anophéles arabiensis. Une exposition
de 6 heures a ce champignon recouvert sur du papier test a une concentration de 3,3 x
10°conidies/cm? réduisait la survie des deux espéces de moustiques. Le risque de décés étant

plus élevé a Anophéles gambiae par rapport a Anophéles arabiensis (Mnyone et al., 2009).

Dans le présent travail, la meilleure activité bioinsecticide est attribuée a Fusarium sp. (Bol)
qui a enregistré le 100% de mortalité dés le premier jour de traitement par la solution meére
(Dsm=8,8x107 sp/ml) avec des valeurs de DLso= 6,45x10° spore/ml et TLso= 3 jours. De
méme, Singh et Prakash (2011), ont montré que les filtrats de culture quand ils ont été
combinés, dans les rapports 1: 1: 1 de Fusarium oxysporum, Lagenidium giganteum,
Trichophyton ajelloi présentent une mortalité considérable pour contrdler les adultes de Culex
quinquefasciatus.

Par ailleurs, Govindarajan et al. (2005),ont montré que le taux de mortalité des filtrats de
culture de Fusarium vasinfectum isolé a partir du sol sur les larves de 3™ stade de Culex
quinquefasciatus soit observée aprés 24 heures avec une concentration létale (CLso =50,03
mg/ml).Des  études menées par Rezende et al(2009),contre  Alphitobius
diaperinus(Coleoptera: Tenebrionidae) par 1'utilisation d’un filtrat de Cladosporium sp. a
donné comme résultat 95% de mortalité pour les larves et 100% pour les adultes de cet
insecte. Laib(2014), a isol¢ également ce champignon (Cladosporium sp.)a partir des feuilles
de Laurier rose Nerium oleander L. (Apocynaceae, Gentianales) et qui a montré que les
filtrats de ce champignon endophyte sont dotés d’une bonne activité insecticide contre
Acanthoscelides obtectus avec un taux de mortalité de 84% a été enregistré 48 heures apres la

pulvérisation de la préparation a 100%.

Penicillium citrinum est I'une des especes du genre Penicillium, quia révélé un effet tres
agressive vis-a-vis des larves (L2 et L4) de Culex pipiens, Aedes aegypti et Anophéles
stephensi. Penicillium citrinum tue les larves de moustiques sans se multiplier dans 1’hote,
probablement grace a un processus toxémique. L’agressivité de Penicillium citrinum a 1’égard
des larves de 2°™stade d’Aedes aegypti traitées par des suspensions conidiennes titrant

107sp/ml avec un taux de mortalité total de 100% et TLso-1 jour(Riba et al., 1984).

Par ailleurs, Russell ef al. (2001), ont conclu aprés des travaux réalisés en Australie que le
champignon Penicillium citrinum a contribué a réduire la viabilité des ceufs d'Aedes aegypti.
Lara da Costa et al. (1998), ont réalisés des essais biologiques in vitro afin d'évaluer le

pouvoir pathogéne de 13 souches de Penicillium chez des larves de 2°™ stade Aedes
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aegypti, Aedes fluviatiles, Anophéles aquasalis et Culex quinquefasciatus. Les taux de
mortalité ont commencé dans les 24 premiéres heures, allant de 0 a 100%.De plus,
Govindarajan et al.(2005), ont montré que le filtrat de Penicillium falicum a un effet sur les
larves de 3™ stade de Culex quinquefasciatus. Les résultats ont montré que la mortalité
larvaire pouvait étre observée sur 24 heures avec une concentration létale (CLso
=44,97mg/L).Ragavendran et al.(2017),visait a vérifier le potentiel larvicide des mycéliums
fongiques (avec un solvant a base d’acétate d’éthyle) extrait de Penicillium daleae a 1’égard
des larves des stades 1-5 de Culex quinquefasciatus et Aedes aegypti a une concentration plus
élevée (1000 mg/ml) d’extrait, la mortalité commence a 18h d'exposition et atteint 100% de
mortalité apreés 48 h d’exposition. Dans I’ensemble, I’activité dépend de la dose et du temps

d’exposition au traitement.

Dans la littérature, plusieurs travaux montrent les effets insecticides de différentes especes
d’Aspergillus. Mais souvent les auteurs ont utilisé la biomasse microbienne dans les tests de
toxicité. De Moraes et al., (2001), ont mis en évidence I’efficacit¢ de plusieurs especes
d’Aspergillus dont Aspergillus flavus contre Aedes fluviatilis. Cependant, ces mémes souches
ont été testées sur Culex quinquefasciatus mais sans succes, avec des concentrations en spores
de I’ordre de 10° a 10° spore/ml. Par contre, Bawin et al. (2016), ont réalisé un test de
toxicité avec une concentration en spores de 10° spore/ml d’Aspergillus flavus contre Culex
quinquefasciatus. Au bout de 5 jours d’incubation, la mortalité était de 83%. La LCso étant de
1,8 x 10® spore/ml pour un temps d’incubation de 72 heures.

C’est suite a la découverte d’une souche d’Aspergillus oryzae XJ-1 sur Locusta migratoria
(criquet) que cette espece d’Aspergillus a fait I’objet d’une étude de toxicité contre ce méme
insecte au stade 3. Les CLso pour le 10°™ ,13°™ et 15°™ jours issus de cette étude sont

3,3x10%; 1,7x 107et 7,2 x 10%spore/ml respectivement (Zhang et al., 2015).
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Conclusion

La place importante qu'occupent les moustiques dans la faune terrestre comme dans la faune
aquatique d'une part, et la lutte contre les maladies transmises par leurs piqures d'autre part,
font de ces Arthropodes un matériel d'étude important pour les biologistes. Les champignons
endophytes sont une alternative attrayante aux pesticides chimiques car ils peuvent fournir des

alternatives pour la gestion.

Le présent travail s’articule essentiellement autour de deux axes principaux. Le premier vise a
isoler et identifier les différents champignons endophytes a partir des segments de feuille de
deux plantes médicinales B. officinalis L. et P. tobira récolté dans la wilaya de Boumerdes au
niveau de 'université de Mohamed Bougara. Le deuxiéme est consacré a I’évaluation de
I’effet bio insecticide des isolats fongiques sur les larves de moustique de quatriéme stade

(L4) Culiseta longiareolata.

Les examens macroscopiques, microscopiques, nous permis d’identifier pour la premiere fois
divers champignons endophytes a partir des feuilles de deux plantes B. officinalis L. et P.
tobira. Les résultats obtenus montrent une dominance des Moniliaceae, représentée
essentiellement par quatre espéces, a savoir, Fusarium sp. ; Penicillium spl. ; Penicillium

sp2. ; Aspergillus sp. Suivi par les Dematiaceae avec une seule espece Cladosporium sp.

Par ailleurs, les trois champignons endophytes: Fusarium sp.; Penicillium spl.
Cladosporium sp, ont été isolés a partir de la plante B. officinalis (TC= 71, 43%). Les autres
isolats fongiques (Penicillium sp2. et Aspergillus sp.) sont par contre détectées dans P. tobira
avec un taux de colonisation TC= 28,57%.La fréquence d’isolement (FI) de ces champignons
endophytes est de 28,57% pour Fusarium sp. (Bol) et Penicillium spl. (Bo2), et de 14,28%

pour les autres.

Concernant I’effet insecticide, les résultats des bios tests effectués sur les larves de quatriéme
stade de Cs.longiareolata, ont révélés que la meilleure activité larvicide est attribuée a
Fusarium sp. (DLso = 6,45x10° spore/ml ; TLso= 3 jours) et Aspergillus sp. (DLso = 6,45x10’
spore/ml ; TLso= 2 jours) suivi de Penicillium sp.2 (DLso = 2,39x10® spore/ml ; TLso= 6
jours) ; Penicillium spl. (DLso=1,99%x10° spore/ml ; TLso= 3 jours) et enfin Cladosporium sp.
(DLso= 6,30x10'° spore/ml ; TLso= 4 jours).

Il ressort de ce travail que les deux plantes médicinales B. officinalis L. et P. tobira. Sont une
niche de plusieurs champignons endophytes pouvant avoir une importance biotechnologique.

En perspectives, il serait souhaitable de poursuivre les recherches afin :
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- D’isoler et d’identifier d’autres champignons et d’autres microorganismes a partir des
différentes parties des deux plantes (racines, tiges et fleurs) ;

- D’¢valuer I’effet des métabolites secondaires extraites des champignons endophytes ;

- D’identifier les isolats fongiques en effectuant des techniques moléculaire en se
basant sur les analyses des séquences nucléotidiques ADNr 18S des geénes et

comparaison des séquences d’ADN avec la banque de données « Genbank » ;

- Dr’Utiliser les champignons endophytes dans la lutte biologique contre d’autres

especes de moustique et d’autre insectes ;

- d’apprécier I’effet de ces microorganismes ; en augmentant la culture des gammes des

champignons endophytes.
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Annexe 01. PDA (Potato dextrose agar):

200g de pomme de terre

20g de glucose

25g d’agar

Annexes

Annexe 02. Microscope optique (Leica, Allmagne) associé a un ordinateur (Leica

application suite) au niveau de laboratoire (VALCORE) a I’'université de Mohamed

bougera Boumerdeés.

Annexe 03. Table des Probits (Cavelier, 1976)

]

%o

0

1

2

3

4

6

6

7

8

9

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

—

99

3.72
4.10
4.48
4.76
5.00
5.26
5.62
5.84
6.28

0.0¢
7.33

2.67
3.77
4.19
4.50

4.1

5.03
5.28
5.65
5.88
6.34

0.1
7.37

2.95
3.82
4.23
4.63
4.80
5.06

5.31

6.08
5.92
6.41

0.2
7.41

3.12
3.87
4.20
4.60
4.82
5.08
5.33
5.61
5.96
0.48

0.3
7.40

3.20
3.92
4.29
4.69
4.86
6.10
5.30
6.04
5.99
0.66

0.4
7.61

3.30
3.90
4.33
4.61
4.87
56.13
6.39
6.07
6.04
6.64

0.5
7.68

3.45
4.01
4.30

4,64

4.90
6.16
6.41
6.71
6.08
6.76

0.6
7.66

3.62
4.06
4.39
4.07
4.92
5.18
6.44
6.74
6.13
0.88

0.7
7.706

3.69
4.08
4.42
4.09
4.956
5.20
6.47
5.77
6.18
7.06

008
'7.88

3.66
4.12
4.45
4.72
4.97
5.23
5.50
5.81
6.23
7.33

0.9
8.09

e —————— =

60



Annexes

Annexe 4
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Figure 01. Droites de régression des larves L4 traitées par Fusarium sp. (Bol) ;

Cladosporium sp. (Ba2) ;Penicillium sp.1 (Bo3) apres 2j de contact.

Temps?j temps 1
DLg (Pt1)=2,39 = 108sp/ml o DLz (Pt2)=5,75<107sp/ml
- y=0,563x+0,281 . '% 10 y=0,320x+2998
E.. j B W "o 2=“f81 o o 09
5 10 0 5 10
log(D) log(D)

Figure 02. Droites de régression des larves L4 traitées par Penicillium sp.2 (Ptl) ;

Aspergillus sp. (Pt2) aprés 2j de contact.
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Annexe 05-A
D1 D2
TL:, (Bo1)=3j e
2 so (Bo1)=3j i TL,, (Bo1)=4j
S 9 y=4,072x + 3,316 £ 9
5 8 R2=0,797 Own® o 8  y=37599x+2,7525 e
7 L s 7 R?=0,6849 e
6 6
: e 000 . .oo'
® o @ o S @00
4 | .7 4 ¢ ‘
3 3 |
2 2
1 1
0 0
0 0,5 1 1,5 (] 0,5 1 1,5
log (T) log(T)
D3 D4
TL50(Bo1)=5j TL50(Bo1)=5j
£ 10
o y =3,2398x + 2,7631 2 10 y =3,3596x + 2,5423
=3 R?=0,5499 = R2=10,5452
. (=]
6 s =
veet? 4 o
edee®®® 6 L ®
‘e .0 © 4y e o9 600999
2 5 1
0 0
0 0,5 1 1,5 0 0,5 1 1,5
log (T) log (T)
D5
TL50 (Bo1)=7j
&
2 10 y = 2,7766x + 2,569
5 8 R?=0,4422 ®
T ®-
S JIRE ... g0 ¢ UE00000
5 1
0
0 0,5 1 15
log (T)

Figure 01. Droites de régressions des Probits en fonction du log temps des larves L4
de Cs. longiareolata traitées par Fusarium sp. (Bol) de différentes doses D1, D2, D3,
D4 et D5
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Annexe 05-B
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Figure 02. Droites de régressions des Probits en fonction du log des temps des larves
L4 de Cs. longiareolata traitées par Cladosporium sp. (Bo2) de différentes doses D1,
D2, D3, D4 et D5.
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Annexe 05-C
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Figure 03. Droites de régressions des Probits en fonction du log des temps des larves

L4 de Cs. longiareolata traitées par Penicillium sp.1(Bo3) de différentes doses D1,
D2, D3, D4 et DS.
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Annexe 05-D
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Figure 04. Droites de régressions des Probits en fonction du log des temps des larves

D2, D3, D4 et DS.
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Figure 05. Droites de régressions des Probits en fonction du log des temps des larves

L4 de Cs. longiareolata traitées par Aspergillus sp. (Pt2) de différentes doses D1, D2,
D3, D4 et DS.
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