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Antagonist activity of two endophytic fungi against the tomato
leaf miner

Abstract

Fungal endophytes are among the most commonly used agents for combater against
these quarantine pests. The microbial antagonism study Clonostachys spp. and Beauveria
bassiana against the larvae of T. absoluta was performed first in vitro to see whether these
strains have a fungicidal effect or not and by the use of three concentrations of suspensions
thereof (4 x 107 spores / ml, 4 x 106 spores / ml, 4 x 105 spores / ml.). In the second step, the
more concentrated dose D1 (4 x 107 spores / ml) was sprayed on the larvae of T. absoluta
deposited on the tomato seedling leaves in order to test the effectiveness of these fungal
applications on the rate of infestation of the leaves relative to the control and the relative
chemical pesticide (Pro Act).

The results of both tests in vitro and in situ showed that the two endophytic fungi are

significant entomopathogenes and effective against the tomato pest Tuta absoluta.

Key works: Tomato,Tuta absoluta, endophytic fungi, Clonostachys spp., beauveria

bassiana,.



Activité antagoniste de deux champignons endophyte a I’égard de la

mineuse de la tomate.

Résumé

Les champignons endophytes sont parmi les agents les plus utilisés pour lutter contre
ces ravageurs de quarantaine. L’étude d’antagonisme microbien de Clonostachys spp et
Beauveria bassiana contre les larves de Tuta absoluta a été réalisée d’abord in vitro pour
évaluer leurs effet fongicide par 1’utilisation de trois suspensions a différentes
concentrations (4x10 spores / ml, 4x10%spores / ml, 4x10° spores / ml.). En deuxiéme étape,
la pulvérisation de la dose la plus concentrée D1 (4x10 spores / ml) sur les larves de T.
absoluta déposees au préalable sur les feuilles des plantules de tomate afin de tester
I’efficacité de ces applications fongiques sur le taux d’infestation des feuilles par rapport au

témoin et par rapport a un insecticide chimique (Pro Act).

Les résultats des deux tests in vitro et in situ ont montré que les deux champignons
endophytes sont entomopathogenes significative (P=0.00) et efficaces contre les larves du

ravageur de quarantaine Tuta absoluta.

Mots clés : Tomate, Tuta absoluta, champignons endophytes, Clonostachys spp., beauveria

bassiana.
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Introduction

Introduction :

La tomate (Lycopersicon esclentum) appartient & la famille des solanacées, considérée
comme fruit ou légume, est 1’un des produits agricoles le plus consommé dans le monde. Elle
constitue une source non négligeable de minéraux, vitamines et certains composés naturels
secondaires ayant un potentiel antioxydant important (Zidani, 2009). La production mondiale
de la tomate a été estimée a 159 millions de tonnes en 2011 (FAO, 2013).

Selon Guenaoui (2008), 1/3 de la production agricole mondiale est perdue d’une
année a une autre suite aux attaques de ravageurs ou di a des maladies causées par les

champignons, les bactéries et les virus.

Selon Trottin-Caudal et al. (1995), les principales ravageurs sous serre sont les
aleurodes, les pucerons, les mineuses, les acariens, et les thrips. Parmi ces derniers un
ravageur redoutable est observé ces dernieres années, ou il a causé des pertes considérables
aussi bien sous serre qu’en plein champ ; qui’ est Tuta absoluta agent de la mineuse de la

tomate, est classé comme ravageur de quarantaine.

Il a été détecté pour la premiére fois en Amérique du sud en 1935, son invasion n’a
depuis cessée de progresser (Lacordaire et Feuvrier, 2010). En Algérie sa premiére apparition
fut 4 Mostaganem au mois de mars 2008, ensuite elle s’est propagée dans le reste du pays
(Guenaoui, 2008). T. absoluta est un macrolépidoptere de la famille des Gelichiidae. Ces
chenilles mineuses peuvent provoquer des pertes en production atteignant les 100% au niveau

des cultures plus particulierement les solanacées (Desneux et al., 2010).

La lutte contre T. absoluta est fondéee essentiellement sur des mesures prophylactiques;
la détection précoce par les pieges a phéromone sexuelle et ’utilisation de la lutte chimiques
(Collavino et Gimenez, 2008).

Selon Siquiera et al. (2000), I’insecte présent une grande résistance a certains
insecticideschimiques. En raison des aspects négatifs de l'utilisation des insecticides. Plusieurs

travaux ont été effectués pour la mise au point d'autres moyens de luttes.

La lutte biologique par I’utilisation des prédateurs et des parasitoides des larves a été

testée avec plus ou moins de succes (Miranda et al., 1998; Marchiori et al., 2004; Medeiros et
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al., 2006). La sensibilité des larves aux nématodes a été également étudiée par Batalla-
Carrera et al. (2010).

Les micro-organismes peuvent egalement étre utilisés dans la lutte biologique ; parmi
eux certains font partie des champignons entomopathogénes et qui sont des parasites naturels
de ces insectes comme le cas de 1’endophyte Beauveria bassiana. Ce champignon est connu
pour les infections qu’il cause chez certains insectes nuisibles (Snodgrass et Elzen, 1994 ;
Steinkraus et Tugwell, 1997). Un autre genre de champignons entomopathogeénes qui ‘est
I’endophyte Clonostachys spp. trés étudié contre les champignons pathogénes telluriques, les
nématodes, et réagit trés souvent par le phénomene de mycoparasitisme indirecte (Zhao et al.,
2005 ; Li et al., 2006). Dans ce contexte et dans le cadre de I’¢laboration d’une stratégie de
lutte biologique efficace contre Tuta absoluta 1’agent de la mineuse de la tomate, notre étude
est basée sur I’utilisation de deux souches fongiques Beauveria bassiana et Clonostachys spp.

contre les larves de cet insecte.

Cette étude comprend deux parties, la premiere réalisée au niveau de laboratoire (in
Vvitro), qui s’intéresse a I’évaluation de taux de mortalité des larves de Tuta asoluta sous
I’effet de différentes doses des deux champignons endophytes cités précédemment. La
deuxieme effectuée sous serre (in situ) pour I’¢tude de I’efficacité de I’application de ces
applications fongiques (biofongicides) préparés par les suspensions fongiques de Beauveria

bassiana et Clonostachys spp. et un insecticide chimique.
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1. Généralité sur la culture de la tomate :

La tomate (Lycopersicon esculentum) appartenant a la famille des solanacées, est une
plante herbacée annuelle originaire des Andes et d’Amérique, trés cultivée pour son fruit
consommé a I’état frais ou transformé (Chaux et Foury, 1994). C’est le légume le plus
reconnu pour son intérét commercial (Ferrero, 2009). Cette spéculation est cultivée aussi
bien en plein champs que sous serres, occupant ainsi une place importante dans I’économie
agricole mondiale (Naika et al., 2005). La tomate s’adapte a une grande variation de
conditions climatiques, allant du climat tempéré au climat tropical chaud et humide (Naika et
al., 2005) ; et une hygrométrie relativement ambiante de 60% a 65% (Laumonier, 1979).

1.1. Intérét économique de la tomate :

La tomate est largement répandue dans le monde, y compris en Algérie. Elle a une place
stratégique dans 1’économie mondiale et nationale. La culture de la tomate représente 90% de
la production mondiale obtenue dans 1’hémisphére nord (bassin méditerranéen, Californie et
Chine). En 2011, environ 159 millions de tonnes de tomates ont été produites dans le monde
(FAOSTAT, 2013).

En Algérie, la tomate occupe une place importante dans 1’économie du pays
enregistrant des accroissements notables en superficies et en production. C’est un légume de
base pour la population algérienne et elle prend la deuxiéme place sur le marché maraicher

apres la pomme de terre (Tableaul).

Tableau 1: Evolution trimestrielle (2009-2012) de la tomate en Algérie (M.A.D.R.P 2012).

Année 2009 2010 2011 2012 2012

Production 3808 100 7 600 370 7 043 739 6 005 050 8 544 695
de tomate

(quintal)

La tomate est une plante peut étre affectée par plusieurs maladies cryptogamiques,
bactériennes ou virales, par la concurrence de mauvaises herbes et par des accidents de
végétation ou des agressions abiotiques, dont I'importance varie selon le type de culture et les

conditions climatiques (Chibane, 1999).
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2. Principales maladies de la tomate :

La culture de tomate peut étre affectée par plusieurs maladies cryptogamiques,

bactériennes, virales (Tableau 2).

Tableau 2 : Principaux maladies de la tomate.

Maladies (agent causals)

Symptémes et dégats

Maladies cryptogamiques

Botrytis

(Botrytis cinerea)

- Apparition des taches spectrales, c'est a dire des auréoles pales
avec un petit point brun noir en leur centre (Choux et
Foury1994).

Oidium

(Oidiumneo lycopersici)

-Les feuilles et les tiges sont poudrées de blanc, les folioles
finissent par se déformer et sécher, les jeunes pousses s'étiolent
(Trottin-caudal et al. 2003).

Mildiou
(Phytophtora infestants)

-Apparition des taches jaunatres qui brunissent rapidement
(Naika et al., 2005).

Alternariose

(Alternaria solani)

- Des taches noiratres sur feuille.

- Des nécrosent sur fruit (Naika et al., 2005).

Maladies bactériennes

Chancre bactérien
(Clavibacter
michiganensis subsp.

michiganensis.)

- Flétrissement unilatéral sur feuilles.
-Des coupes longitudinales sur tige et pétioles montrent des
stries brunatres (Strider., 1969).

Maladie virales

Viroses - Ralentissement de la croissance; Jaunissement des folioles ;
(TYLCV) Fruit petites et nombreux (Naika et al., 2005).

Viroses -Diverses anomalies de coloration peuvent apparaitre sur
(TMV) les folioles et les feuilles : un éclaircissement des nervures, une

marbrure, une mosaique plus ou moins contrastée, en plages

vertes, jaunes, voire blanches (Blancard 2010).
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3. Principaux ravageurs de la tomate :

3.1. Lesaleurodes :

Ces insectes sont des ravageurs de premiere importance (Barber et al., 1997). Les dégats
directs se produisent suite au prélevement de la seve et la production de miellat qui favorise le
développement de la fumagine. L’activité photosynthétique se trouve alors perturbée. La
mouche est reconnue comme ravageur vecteur de virus (TYLCV) (Van Larbeke et al, 1974,
Flavieret al., 1997).

3.2. Lesacariens :

Les acariens sont connus sous le nom d’araignées rouges ou jaunes (Tétranyques),
causent surtout des dégats sur feuilles, provoquant des décolorations. Une attaque sévére
provoque la chute des feuilles (N’djamena, 1995).

3.3. Les pucerons :

Les pucerons produisent également un miellat sur lequel se développent des
champignons noires ou fumagines. De plus, ils sont capables de transmettre des virus aux
plantes (Bouchet et al., 1999).

3.4. Mouches Mineuses :

Les dégats causés par la mouche mineuse sont de deux ordres soit directs sont
occasionnés par la pourriture des larves a D'intérieur des feuilles et par les piqures
nutritionnelles des adultes, soit indirects sont représentés par la possibilité de transmission de

virus par les adultes de Liriomyza (Medeiros et al., 2006).

3.5. Tuta absoluta :

Tuta absoluta (Meyrik) (Lepidoptera : Gelechiidae) communément appelée mineuse de
la tomate est un insecte oligophage, décrit pour la premiére fois en 1917 par Myrick qui lui
donna le nom de phtorimaea absoluta. L’insecte fut classé plus tard dans le genre
Scorobipalpuloi (Ferreira, 2008 ; Guenaoui, 2008). Ce ravageur s’attaque exclusivement aux

solanacées (Lietti et al., 2005).

Tuta absoluta est considéré comme 1’un des ravageurs les plus importants de la tomate

(Bogoni et al., 2003 ; Pires, 2008), constitue un facteur limitant du développement de la
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culture pouvant causer entre 70% et 100% de pertes de production (Paratissoli et Parra,
2000 ; Borgoni et al., 2003 ; Oliviera et al., 2007 ;Urbaneja et al., 2008 ; Guenaoui et
Ghelamallah, 2008).

3.5.1. Distribution dans le monde :

Selon Urbanja et al. , (2007) T. absoluta est un ravageur originaire d’Amérique du Sud
depuis 1964, cet insecte a été signalé en Argentine, Bolivie, Brésil, Chili, Colombie, Paraguay
et Venezuela. Il a été signalé pour la premiére fois en Espagne en 2006. En 2007, T. absoluta
a été detecté dans plusieurs sites le long de la c6te méditerranéenne dans la province de

Valencia, Maroc, Algérie et en Corse (Oepp, 2008).

Espana
- Spain g

Figure 1 : Répartition Géographique de la Tuta absoluta FAO 20009.

B Présence de Tuta absoluta.

3.5.2. Distribution en Algérie :

Elle a été signalée pour la premiere fois en mars 2008 dans les régions maraichéres de
Mostaganem. Il s’agit d’un macrolépidoptere, Tuta absoluta (Meyrik). Cette mineuse a été

observée sur les cultures de tomate sous abris et en plein champ, puis elle s’est propagée dans
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les régions cotieres d’Oran, Tipaza, Biskra et Jijel. Ce ravageur a été la cause de la destruction

spectaculaire des cultures de tomate qui peuvent atteindre 100% (Baba —Aissa., 2011).

3.5.3. Plantes hotes :

Selon Urbanja et al., (2007) Tuta absoluta se développe principalement sur la tomate
(Lycopersicon esculentum) mais aussi sur les espéces de solanacées telles que la pomme de
terre (Solanum tuberosum) (Pereya et Sanchez, 2006), 1’aubergine (Solanum melongena)

(Estay, 2000), des solanacées adventices, et le poivron (Guenaoui, 2008).

3.5.4. Cycle biologique de Tuta absoluta :

Le cycle biologique dure de 76,3 jours (a 14°C) a 23,8 jours (a 27,1°C). Il peut y avoir
jusqu’a 10 ou 12 générations par an. Chaque femelle peut pondre isolementde 40 a plus
de 200 ceufs de préférence a la face inférieure des feuilles ou au niveau des jeunes tiges
tendres et des sépales des fruits immatures. Aprés 1’éclosion, les jeunes larves pénétrent
dans les feuilles, les tiges ou les fruits quel que soit le stade de développement du plant
de tomate. Les larves creusent des galeries dans lesquelles elles se développent. Une
fois le développement larvaire est achevé (4 stades successifs), les larves se
transforment en nymphe soit dans les galeries, soit a la surface des plantes hotes ou bien
dans le sol. Cet insecte passe 1’hiver au stade ceuf (Margarida, 2008). (Figure 2)

Incubation
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Vie (adulte)
O 6-7 jours
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F S e ’;lr L2
,‘ *\J’:‘ - }' 5
E =
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,v/\,e'.-‘ ‘ La
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Figure 2: Cycle biologique de Tuta absoluta (Moussa, 2010).
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3.5.5. Morphologie de Tuta absoluta :

Tableau 3: Morphologie des phases de développements de Tuta absoluta.

Les
phases de
développe
ments

Les morphologies

Photos corresponds : INPV 2008

Eufs

Forme cylindrique, sont de
petites tailles (0,4 mm de
long, 0,22 mm de large) de
couleur creme a jaunatre
(Margarida, 2008 :

Korycinska et Moran, 2009).

Larves

les jeunes chenilles présente
une bande noire derriére la
téte (Ramel, 2010) sont au
départ de couleur creme (ler
stade)  puis  deviennent
verdatres et rose clair (2nd-
4eme stade) .Le stade L3
mesure 4,5-4,6 mm long et le
stade L4 (dernier stade)
mesure 7,3-7,7mm. la durée
des stades larvaires varie de
12 a 15 jours selon Ila
température (Marcano, 2007).

Chrysalide

Forme cylindrique, de
couleur verte au début, elle
vire au brun foncé a
I’approche de 1’émergence
(Estay,2002).lamétamorphose
dure de 9 a 11 jours
(Magarida, 2008)

Adulte

Mesurent 6-7mm de long et
environ 10mm d’envergure.
Ils sont gris argenté avec des
taches noires sur les ailes
antérieures. Les antennes sont
filiformes mesurant 5/6eme
des ailes (Silva, 2008 ;
Mallia, 2009).
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3.5.6. Dégats et symptémes du Tuta absoluta :

Toutes les parties aériennes de la plante (feuilles, tiges, et fruits) peuvent étre infectés
par Tuta absoluta, avec la présence de tous les stades du ravageur tout au long de la saison
(Torres et al., 2002). Tuta absoluta peut vivre a 1’air libre, ce qui leur permet d’attaquer
plusieurs fois une méme feuille (provoquant plusieurs plaques minées), les attaques affectent
aussi la capacité photosynthétique de la plante et diminuent le rendement (Desneux, et al.,
2010), Sur les feuilles, les larves s’alimentent du mésophile en laissant 1’épiderme intact,

provoquant des mines qui vont rapidement se nécrosez (Figure 3, A).

Des orifices de pénétration des larves dans les tissus sont bien marqués sur les fruits, la

mineuse forme des galeries a I’intérieur des fruits qui sont rapidement infectés par des

pathogenes secondaires les rendant impropres a la consommation (Figure 4, B).

Figure 3: Dégats de Tuta absoluta sur les feuilles de tomate (Moussa, 2010).
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Figure 4: Dégats de la mineuse sur les fruits de la tomate (Moussa, 2010).

4. Methodes de lutte contre Tuta absoluta :

Plusieurs méthodes sont appliquées pour lutter contre ce ravageur afin de réduire son
impact sur les productions de tomate. Un apercu sur ces techniques permet de constater qu’il
n’y a pas de méthode miracle (Pereira, 2008 ; Silva, 2008). Les différentes approches sont

souvent complémentaires.

4.1. Les méthodes prophylactiques :
En Algérie, I'Institut National de la protection des végétaux (INPV) a adressé aux
agricultures en 2008, une liste de précaution a prendre :
- Utilisation des plants indemnes, éliminer systématiquement les plants atteints.
- Elimination des organes atteints en les mettant dans des sacs noirs et en les
exposants au soleil.
- Entretien cultural par désherbage, a l'intérieur et aux alentours des serres
cultivées, pour éliminer les refuges naturels recherchés par les insectes ravageurs.
- Installation d’un filet Insect-proof, c’est la méthode la plus sure, elle permet

d’empécher toute infiltration d’insectes dangereux nocifs aux cultures.

10
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Figure 5 : Les filets d’insect-proof.

4.2. Lutte biotechnologique :

C’est la mise en place de piégeages massifs, par 1’utilisation des piéges a phéromone
sexuelles. L’objectif est de capturer le maximum de papillons méles de la mineuse et de les
éliminer du circuit de multiplication et de reproduction. Cette technique a donnée des résultats
significatifs au niveau national et a permis de réduire considérablement les infestations
causées par ce ravageur (Snoussi, 2010).

Figure 6 : Les piéges a phéromones.

11
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4.3. Lutte chimique :

La lutte chimique contre Tuta absoluta représente un risque de développement d’une
résistance ; il serait facile de générer une population résistante a partir de quelques individus
résistants. En plus les insecticides efficaces sont peu nombreux ce qui amplifie la fréquence
de leur utilisation et donc, I’augmentation de la pression de sélection et le risque d’apparition
de la résistance. C’est ainsi que les populations de T. absoluta résistantes a divers insecticides
se sont développées dans les autres régions du monde. Pour prévenir I’apparition de la
résistance a la mineuse, il est nécessaire d’utiliser des insecticides disponibles d’une maniére
raisonnable. En plus, il est nécessaire d’intégrer a 1’'usage des insecticides toutes les méthodes

de lutte disponibles tout en les combinant en une stratégie de lutte intégrée (Guenaoui, 2008).

4.4. Lutte biologique :

Cette méthode consiste a utiliser différents organismes vivants, appelés auxiliaires, ou
de leurs produits, pour prévenir ou réduire les dégats causés par les bio-agresseurs. Il s’agit
d’utiliser la biodiversité et les ennemis naturels des espéces nuisibles (Fermandes, 2005).

Certaines espéces de Trichogramma peuvent étre de bons auxiliaires de lutte biologique
contre la mineuse de la tomate, a condition d’appuyer leur action par d’autres mesures de
lutte (Wang et al., 1998).

Selon Torres et al. (2002), des lachers d’un autre prédateur naturel Podisus nigrispinus
auraient des résultats positifs sur la maitrise de T. absoluta.

En Espagne et en France : Pour faire face a I’attaque de T. absoluta, ils ont déployé des
prédateurs de la mineuse de la tomate comme Machrolophus, une punaise qui se nourrit
abondamment des ceufs du papillon. La punaise fait a donné de bon résultats mais son temps

d’installation est assez long (trois mois).

Les plantes peuvent aussi interagir avec divers micro-organismes bénéfiques, ces
interactions peuvent améliorer la croissance des plantes et aident la plante a résister a des
conditions de stresse biotique et abiotique. Généralement ces microorganisme appelée PGPB
(Plant Growth Promoting Bacteria) ainsi que divers champignons, nommés PGPF (Plant
Growth-Promoting Fungi) (Lugtenberg et Kamilova 2009) et des champignons
entomopathogénes.

12
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4.4.1. PGPB ou bactéries bénéfiques :

Les bactéries béenéfiques sont utilisées pour protéger la plante contre les infections par
les agents pathogénes (Schroth et Hancock, 1981 ; Van Loon et Bakker, 2005). Certaines de
ces bactéries peuvent de plus stimuler directement la croissance de leur hote végétale et sont
d’un grand intérét pour 1’agriculture (Glick, 1995 ; Welbaum et al., 2004). Ces micro-
organismes bénéfiques ou PGPB pour (Plant Groth-Promoting Bactéria) (Bashan et de-
Bashan, 2005) provient de différentes niches écologiques telles que la rhizosphere. Elles sont
de ce fait des rhizobactéries et ont ainsi été appelées PGPR pour (Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria). Les PGPR peuvent présenter des activités antagonistes, induire une résistance
systémique chez la plante, produire des composés stimulant la croissance des plantes,
accélérer I’émergence des graines, induire une floraison précoce, augment la récolte de leur
hote végétale, voire méme conférer au sol des propriétés minimisant les dégats sur les plantes
(Vessey, 2003 ; Welbaum et al., 2004).

4.4.2. PGPF ou champignons bénéfique :

Les champignons rhizosphérique bénéfique appelés PGPF (Plant Growth Promoting
Fungi) (Bent, 2006) sont également utilises pour le bio contrdle des maladies des plantes
grace a leur capacité de stimuler les défenses des plantes, et présenter une activité antagoniste
vis-a-vis des agents phytopathogénes (Wipps, 2001).

Les PGPF peuvent étre isolés a partir de plante ligneux (Arnolt et al., 2003) comme ils
peuvent étre présents chez des plantes herbacées (Sinclaire et Cerkauskas, 1996 ; Saikkonen
et al., 1998). Et sont méme quelque fois a I’origine de symbiose remarquables comme le cas
des mychorhizes (Selosse et al,. 2004).

Divers mécanisme d’action sont impliqués dans la protection et la stimulation de
croissance de la plante lors de ’association bénéfique entre une plante et un PGPF. Ces
microorganismes peuvent agir également par une interaction directe avec 1’agent pathogéne,
ce qui protége la plante indirectement. Ceci peut se réaliser par le biais d’un mycoparasitisme
et / ou d’un phénomene de compétition pour 1’espace et les nutriments (Whipps, 2001 ;

Mauchlin et al., 2002 ; Howell, 2003).

13
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4.43.Champignons entomopathogenes :

Le régne des Fungi contient un large (hombre) de taxons avec environ 1,5 millions
d’especes, dont environ 110.000 especes ont été identifiés et environ 700 especes de 90
genres ont été décrites comme des agents pathogénes d'insectes et agents pathogenes des
plantes (Roberts et Humber, 1981). Les especes fongiques qui infectent les acariens et les
insectes sont connues comme entomopathogenes. les champignons entomopathogénes
démontrent un potentiel de contrdle considérable spécialement lorsqu'ils sont incorporés a des
programmes de lutte intégrée (Lacey et Goettel 1995 ; Goettel et al., 2005). Parmi ces
entomopathogenes on a les champignons endophytes.

La définition la plus utilisée pour décrire les endophytes est celle de Petrini (1991) qui
définit les endophytes comme étant tous les microorganismes vivant dans les organes
végétaux interne a un certain moment de leurs vie et peuvent coloniser les tissus végétaux

internes sans causer de dommage apparents chez 1’hote (Hyde et Soytong, 2008).

Ces endophytes peuvent croitre de fagon intra et/ou intercellulaires (Pimentel et
al.,2011) dans les tissus internes des plantes sous la couche des cellules épidermiques
(Moricca et Ragazzi, 2008), sans causer aucun symptome apparent chez 1’hote (Vega et al.,
2008). Ils sont présents et ont été isolés de toutes les plantes déja étudiées (Hyde et Soytong,
2008), leurs fagons de croitre dans les tissus de plantes a induit que leurs relations avec 1’hote
était de I’ordre du mutualisme et de la symbiose mais leur biodiversité suggere qu’ils peuvent

étre également des saprophytes ou des pathogenes (Strobel et al., 2004).

Dans les derniéres décennies, les recherches se sont intéressées aux endophytes qu’on
considérés maintenant comme des sources différents de composés d’intérét médical,
pharmaceutique, et agronomique tels les composés antimicrobiens, antioxydants,

anticancéreux, insecticides... (Maheshwari, 2006).

L’évidence de 1’association des microorganismes avec les plantes est confirmée par leur
présence dans les tissus fossilisés des tiges et feuilles. En effet, les associations endophytes-
plante héte ont pu évoluer depuis que les plantes sont apparues sur terre (Andrzej, 2002 in
Zhang et al., 2006 ; Strobel,2003). L’ubiquité des mycoendophytes chez les plantes et au sein
de leur tissus démontrent que les champignons ont été associés avec les plantes depuis la
premiére colonisation de la terre (Heckman et al., 2001 ; Berbee, 2001) et que les plantes

semblent en partager avec eux une longue et intime histoire.

14
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Les endophytes possédent deux modes de reproduction :

a- Mode de reproduction a croissance végétative des hyphes qui est complétement
interne (Selosse et Schardl, 2007); ainsi les hyphes du champignon sont transmis de la
plante infectée vers la descendance via les graines (Saikkonen et al., 2004). Ceci est
communément appelé transmission verticale (Saikkonen et al., 2004). C’est le

principal mode de transmission des champignons endophytes (Saikkonen et al., 2010).

b- Mode de reproduction par les spores: Selon Clay, 1986, ce groupe de
champignons se transmet horizontalement (Saikkonen et al., 2004a), c'est-a-dire le
champignon peut étre transmis soit par spores sexuees ou asexuees (Saikkonen et al.,
2004b) pour infecter d’autres plantes (Arnold et al., 2003; Gallery et al., 2007). En
général, la transmission horizontale des endophytes est associée aux tissus
photosynthétiques de la plante (feuille) (Saikkonen et al., 1998 in Higgins et al.,2007).

Les endophytes possédent différents modes de vie, donnant différentes interactions qui
sont variables d’un endophyte a un autre et d’un hote a un autre (Zabalgogeazcoa, 2008). La
nature de I’interaction entre hote et endophyte change aussi selon la fagcon de transmission de
ce dernier, elle sera une interaction mutualiste si la transmission est verticale par croissance
dans les graines et sera plus hostile si le champignon est transmis horizontalement par les
spores (Saikkonen et al., 1998), a cause de I’arrét de production de semences de 1’hote

provoqué par I’endophyte antagoniste (Schardl et al., 2004).

Les champignons endophytes recoivent la nutrition, la protection, et la possibilité de se
propager grace a leurs hétes (Clay et Schardl, 2002); et en retour la plante hote bénéficie aussi
de certains avantages procurés par I’endophyte. Les endophytes synthétisent des agents
bioactifs pouvant étre utilisés par les plantes quant a la défense contre les agents pathogénes.
Plusieurs études ont prouvées que les endophytes jouent un rdle primordial dans la protection
de la plante hote contre les prédateurs et les agents pathogenes (Azevedo et al., 2000). Les
endophytes sont un groupe diversifié d'organismes formant des associations de maniere
presque omniprésente dans tout le régne végétal. Les champignons hyphomycetes, environ
500 espeéces (Starnes et al. 1993) parmi lesquels, les genres Beauveria, Clonostachys,
Metarhizium, Tolypocladium, Verticillium et Paecilomyces sont les plus utilisés en lutte

biologique (Kamp et Bidochka, 2002). Chacun de ces genres est défini par ces caractéristiques
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de conidiogénése. La couleur des spores est une premiére indication sur I’identit¢ du

champignon.

4.4.3.1. Beauveria bassiana:

Le champignon Beauveria bassiana est un mycete filamenteux naturel initialement
décrit par jean Beauverie en 1911 sous le nom de Beauveria sp. Le genre a été établi par
Veullemin (1912) et appartient a la classe des ascomycetes et a l'ordre des hyphomycétes
(Subramanian, 19830) famille Cordycipitaceae. (Subramanian, 1983). Cette espece fait partie
du régne des Mycota, Beauveria d’origine tellurique entomopathogenes facultatives, que 1’on
trouve également sous forme de saprophyte et d’endophyte. Le champignon B. bassina
naturellement présent dans I’environnement ubiquitaire et pathogéne pour de nombreux
ordres d’insectes. B. bassiana se multiplie par reproduction asexuée et il produit des spores de
couleur blanchéatre a jaunatre qui sont soutenues par de long filaments en zigzag nommés
hyphe transparents de diameétre varient entre 2 et 25 um. Elles sont produites sur des €pis

courts donnant un aspect épineux aux cellules conidiogenes. (Weiser, 1972 ; Lipa, 1975).

Figure 7: Beauveria bassina sous microscope (Barron, George 2013).
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° Distribution de Beauveria bassiana dans le monde :

Beauveria autant dans les régions tropicales que tempérées, la distribution de B. bassiana
est mondiale, sa présence ayant été rapportée au Canada, aux Etats-Unis, en Turquie, en Cote
d'lvoire, en Afrique de I'Ouest équatorial, en Afrique central, en Afrique du Sud, aux
Bahamas, au Népal, dans l'est de la Sibérie, en Nouvelle Zélande et au Japon (Zimmermann
2007). Le type d'habitat de B. bassiana varie des sols alpins, aux tourbieres, aux sols dominés
par la savane, aux foréts, aux sols cultives, aux dunes et aux sols désertiques. 1l est également
présent en eau courante (Zimmermann 2007). Son pouvoir entomopathogéne a été relevé sur
plus de 200 espéces d'insectes, dans neuf ordres différents, principalement chez les

Lépidopteres et les Coléoptéeres (Feng et al. 1994).

° Mode d’action :

Généralement, les champignons endophytes (entomopathogenes) tuent ou réduisent la
vigueur des hotes qu’ils infectent. Ces ennemis naturels sont plus efficaces lorsque 1’insecte
ciblé est préalablement affaibli par un autre facteur comme un stress nutritif. Compte tenu de
leur mode de transmission et de leurs besoins abiotique, ils sont généralement tres efficaces
lorsque la densité des populations d’insectes ciblés est trés élevée. Les insectes susceptibles
aux champignons meurent généralement dans un délai de 3 a 10 jours. Quand le champignon
entre dans un stade hyphe colonise les organes internes puis sporule a la surface de I’insecte le
cycle infectieux est généralement le méme pour tous les hyphomycétes. Le processus de

pénétration est 1’étape la plus importante de la pathogénese (Ferron et al. 1993).

Le champignon B. bassiana infecte ses hotes principalement a travers la cuticule de
I'insecte, selon sept étapes distinctes: 1) l'adhésion des spores a la cuticule, 2) la germination,
3) la différentiation, 4) la pénétration a travers la cuticule, 5) la neutralisation de la réponse de
I'nbte et des reactions de défense immunitaire, 6) la prolifération a l'intérieur de I'héte par la
formation de blastospores ou de mycélium et 7) la croissance saprophyte hors du cadavre de

I'néte et la production de nouvelles conidies (Inglis et al. 2001).

Le succes de l'infection dépend d'une variété de facteurs tels la nature et la physiologie
de I'néte, c'est-a-dire I'dge, le stade de développement de l'insecte au moment de Il'infection,

ses mécanismes spécifiques de défenses, sa nutrition ainsi que I'exposition aux lésions causées
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par des agents non microbiens (i.e. prédateurs et parasites), chimigques ou mécaniques. (i.e. ses
mécanismes de défense), la physiologie du champignon (i.e. sa capacité, par exemple, a

produire des enzymes et des toxines) et I'environnement (Inglis et al. 2001).

e Les métabolites produits par Beauveria bassiana :

L'espéce B. bassiana produit des composés toxiques non enzymatiques tels que la
beauvericine, des beauverolides et des bassianolides qui lui permettent de surmonter les
mécanismes de défense de I’hote (Inglis et al. 2001). Aprés la mort de I'insecte, Beauveria
bassiana produit un antibiotique, pigmentée rouge l'oosporin, qui lui permet de surmonter la

compétition des bactéries saprophages dans le tube intestinal de I'insecte (Inglis et al., 2001).

e Importance de B. bassiana :

Par son mode d’infestation (ingestion ou simple contact avec I’hote), B. bassiana est un
agent de lutte trés intéressant (De kouassi, 2001). Ce champignon a 1’avantage de ne pas faire
partie des agents pathogenes dangereux pour I’homme et pour les animaux a sang chaud

(Tong-kwee et al., 1989; Laird et al., 1990).

Plusieurs études ont démontré que le champignon Beauveria bassina peut étre utilisé
contre différents insectes ravageurs appartenant a divers ordres, notamment les coléoptéres
(Todorovaet al, 1996; Todorovaetal, 2002a; Dowd et Vega, 2003; Cornia et Beatriz, 2004;
Liu etBauer, 2006; Liu Bauer, 2008a), les homopteres (Todorova et al, 2002a; Feng et al,
2004; Dara et al, 2007; Liu et al, 2008b), les lépidoptéres (Todorova et al, 2002a; Tadela et
Pringle, 2003; El-Sinary et Rizk, 2007; Nguyen et al, 2007) et les hémipteres (Luz et al,
1989; Liu et al, 2003a; Kouassi et al, 2002; Jarrod et Robert, 2005; McGuire et Leland,
2006;Sabbahi et al, 2008a). Jusqu'a ce jour, les résultats obtenus concernant la réduction des
populations de doryphore de la pomme de terre, Leplonolars adecemlineala, montrent tout le
potentiel de ce champignon comme une alternative aux pesticides chimiques pour les
producteurs agricoles (Talaei et al, 2006). Dernierement, des études ont démontré que
Beauveria bassina et un agent de lutte contre les principaux ravageurs des fraiseraies au
Québec, dont la punaise terne (Sabbahi et al., 2008a,b). D’autres travaux de recherche
montrent I’efficacité de Beauveriabassina contre le charangon rouge du palmier dattier
(Besse et Panchaud., 2014).
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4.4.3.2. Clonostachys spp. :

Clonostachys spp.est un champignon commun du sol reconnu comme un saprophyte
avec une haute capacité de compétition. Il est rencontré réguliérement sur une gamme tres
large d’habitats et d’héte (John et al, 1997).

Clonostachys spp. a été signalé fréquemment sur les racines des plantes, sur les animaux
et insectes morts, et sur les nématodes (Schroers et al, 1999). D’aprés ces auteurs
Clonostachys spp., appartient a la classe des Ascomycétes, I’ordre des Hypocreales et la
famille Bionectriaceae (Figure 8).

Figure 8 : Observation ultra structurale de Clonostachys spp.

A et B— série des conidies. C— phialides. D — conidies.

Les espéces de Clonostachys ont été également signalées comme des agents impliquant
le phénoméne de mycoparasitisme contre les champignons pathogénes, il y a des preuves
d’inhibition de pathogeéne avec contact direct des hyphes sans pénétration, qui peut étre

considéré comme un effet de mycoparasitisme indirect.

e  Mode d’action de Clonostachys spp. :

Le champignon nématophage Clonostachys spp, également est un champignon
mycoparasite, peut produire un grand nombre de spores adhésives qui adhérent a la
transmission des nématodes et infecte ou tue I'n6éte (Chen, 1997).

19



Chapitre | Synthés Bibliographiques

Figure 9 : Infection de nématode par le champignon Clonostachys spp.

A : Mycéliums et nématode. B : pénétration de mycélium dans la cuticule de nématode.

C : destruction de nématode.

e Les métabolites produits par Clonostachys spp:

L'espéce Clonostachys spp. produit des composés toxiques enzymatiques tels que les
protéases extracellulaires qui peuvent étre une enzyme clé dans le processus d'infection par
les nématodes (Segers et al., 1994; Tunlid et al., 1994; Bonants et al., 1995,. Ahman et al,
2002; Zhao et al., 2004).

e Importance de Clonostachys spp :

De nombreux isolats de Clonostachys spp. sont des antagonistes trés efficaces contre
plusieurs champignons pathogénes des plantes, comme par exemple Botrytis cinerea qui
cause des symptdmes des taches spectrales, c'est a dire des auréoles pales avec un petit point
brun noir en leur centre de fruit (Choux et Foury 1994) sur la fraise, la framboise, et la tomate
(Sutton et al, 1997).

Des études réaliser sur Botrytis cineria montre que Clonostachys roseum a une
pénétration directe par les pointes des hyphes sans formation d’appressorium et qu’a chaque
pénétration des sites nécessitent que les hyphes de clonostachys roseum produisent une force

mécanique pour surmonter la barriére de la paroi cellulaire au cours de processus d’infection
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(Li et al., 2004). Récemment, Clonostachyssppa également été rapporté comme un agent

potentiel pour la lutte biologique contre les nématodes (Zhao et al., 2005; Li et al., 2006).

4.5. Lutte intégrée :

L’efficacité des stratégies de lutte pour éradiquer Tuta absoluta est en cours de
développement dans le monde. Afin de réduire le nombre de traitements insecticides par
saison au strict nécessaire, il est recommandé d’intégrer diverses méthodes de lutte qui sont :

Piégeage massif, avant la plantation, pour capturer le maximum de male de T. absoluta.
ces piégés seront disposés a raison de 30 pieges par hectare, de facon réguliére dans les
parcelles en renforgant les bordures et les passages centraux.

-Traitement avec les pesticides sélectifs si la présence du ravageur est observeée.

Recommandation de réalisation des traitements en combinant les biopesticides avec des

insecticides chimique de synthese pour réduire les méfaits.

-Elimination des résidus de la culture immédiatement apreés la récolte.
-Associer I’utilisation d’entomophages en fonction de leur disponibilité et de leur

efficacité
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Matériel et Méthodes :

Le présent travail mis en évidence une stratégie de lutte biologique basée sur I’utilisation
de deux champignons endophytes (Beauveria bassiana, et Clonostachys spp.) contre Tuta

absoluta I’agent causale de la mineuse de la tomate.

I- Matériel :

1.1- Isolats fongiques :

Les deux champignons utilisés dans la présente étude appartiennent a la collection du
laboratoire de phytopathologie (Département de Biotechnologie Faculté des Sciences de la
Nature et de la Vie de 1’Université de Blida 1). Les champignons endophytes ont été isolés a
partir des racines de palmier dattier d’Alicante Espagne (Tableau 4) (Figure 10).

Tableau 4 : Origine des champignons endophytes utiliseés.

Souches fongiques | Nom scientifique Plante d’origine Source
Sn182 Beauveria bassina Palmier dattier Collection
du laboratoire de
G133 Clonostachys spp. phytopathologie

Figure 10 : Champignons endophytes utilisés. A : Beaveria bassina, B : Clonostachys spp.
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|.2- Matériel animal :

Les larves ont été collectées a partir des feuilles de tomate minées ramassés a partir de
plusieurs variétés de tomate cultivées sous serre au niveau de 1’Institut Technique des Cultures
Maraichéres et Industriels (ITCMI) (Staouali). Pour leurs utilisations ultérieures, les larves ont
été déposées dans des boites de Pétri en verre stérile contenant des feuilles de tomate (Figure

11).

Figure 11: Les larves de Tuta absoluta collectées a partir des feuilles de tomate infectées.
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1.3- Matériel végétal :

Dans le but d’évaluer I’efficacité des deux champignons endophytes (Beauveria
bassiana et Clonostachys spp.), nous avons utilisé la variété de tomate Ebia F1 (variété
hybride). Les Semences de tomate utilisées sont fournies par une pépiniére privée située a

Staouali.

1.4- Le sol :

Le substrat utilisé dans cette expérimentation est constitu¢ d’un mélange de 2/3 de sable et
1/3 de tourbe stérilisé dans le but de diminuer au maximum la microflore tellurique. La
stérilisation du substrat a été réalisée selon Rapilly (1968), qui consiste a stériliser le sol a deux

reprises ; avec un intervalle de 24 heures ; dans le four Pasteur pendant une heure & 250°C.

I1- Meéthodes :

11.1- Etude de I’antagonisme in vitro :

11.1.1- Purification des souches fongiques (Beauveria bassiana et Clonostachys spp) :

La purification des souches a été effectuée par prélévement d’un fragment d’un hyphe
terminal et le réensemencer au centre d’un milieu de culture gélosé a base de pomme de terre
(PDA, Potato Dextrose Agar) (Johnston et Both ,1982). Aprés I’ensemencement, les boites ont

été incubées a 25°C pendant 6 jours.

11.1.2- Désinfection des semences :

Les semences de tomate ont été désinfectées dans une solution constituée d'eau distillée

stérile et d'environ 2 a 3 gouttes d'eau de javel a 12° pendant 20 min, la désinfection est suivie de
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3 ringages successifs a I'eau distillée stérile. Les graines sont séchées sur papier filtre stérile

(Macia-Vicente, 2008).
11.1.3- Préparation de suspensions fongiques :

Lors de cette expérience les solutions-meres des suspensions fongiques destinées a
I'infection des larves de Tuta absoluta ont été obtenues selon la méthode décrite par (Badaoui et
al., 2011) en raclant avec un étaloire la surface des cultures de deux a quatre boites de Pétri
(Figure 12. A et B), puis le prélevement a été versé dans 100 ml d'eau distillée stérile contenant
deux gouttes de Tween 20 (Figure 12.C, D, et E). Le mélange est ensuite soumis pendant une
dizaine de minutes a I’action d'un agitateur magnétique afin de détacher les conidiospores de
leur substrat (Figure 12.F et G). La concentration de chaque solution est déterminée par
dénombrement des spores a I’aide de la cellule de Malassez,. Les différentes doses utilisées sont
obtenues par des dilutions de 1/10 successives de la solution mére (D1=4x10 spores/ml- D2=4

x10%spores/ml, D3=4 x10° spores/ml) (Tableau 5).

Tableau 5 : Concentration des suspensions de deux champignons utilisés.

Champignons utilisés Volume des suspensions | Concentrations des suspensions
utilisées (nombre de spores/ ml).

D1 D1=4x10’
Beauveria bassiana
100 spores / ml D2 D2=4 x10°
Clonostachys spp.
D3 D3=4 x10°
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'I

Figure 12: Préparation des suspensions fongiques.

Figure 13: Suspensions de Beauveria bassina et de Clonostachys spp.
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11.1.4- Inoculation des larves de Tuta absoluta par les champignons testés:

La méthode adoptée est celle de <<leaf-dipbioassay>> ; décrite par Caill et al. (1996).
Dix larves de Tuta absoluta sont déposees délicatement dans chaque boite de Pétri contenant
du papier filtre utilisé pour absorber I’excés de la suspension (Figure 14. A, et B).Pour alimenter
les larves, nous avons entreposé dans chaque boite des jeunes feuilles de tomate.

Les différentes doses des traitements fongiques de Beauveria bassiana et de Clonostachys
spp ont été pulvérisées sur les larves de Tuta absoluta (Figure 14. C et D). Le méme nombre de
larves a été placé dans une boite témoin pulvérisée par I’eau distillée stérile. Trois répétitions ont

été réalisées pour chaque dose ainsi que pour le témoin (Figure 15).

Figure 14 : Inoculation des larves de Tuta absoluta.
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Figure 15: Boites de Pétri contenant des larves de Tuta absoluta inoculées par des suspensions
fongiques de Beauveria bassiana et Clonostachys spp.

11.2- Etude de ’effet d’antagonisme in situ :
11.2.1- Mise en place de la culture sous serre :

Les semences germées sont transplantées dans des pots contenant le substrat stérile a
raison de 400 g par pots. Ces pots sont ensuit maintenus sous serre avec une température
ambiante de 25 a 30 °C. Les pots sont disposées sur une paillasse métallique distante de sol par 1
m pour éviter tout type de contamination issue du sol, cette paillasse est menée d’une mini serre

pour mieux protéger les plants.

11.2.2-Dispositif expérimental de I’essai sous serre :

Le dispositif expérimental de I’essai sous serre a été fait selon un bloc aléatoire complet.
Le dispositif est constitué de sept traitements dont le nombre de répétitions pour chaque

traitement est de 20 (140 plantes au total) (Figure 16).
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T1: Témoin négatif (sans suspension fongique et sans Tuta absoluta).

T2 : Plants de tomate+ Beauveria bassiana.

T3 : Plants de tomate+ Clonostachys spp.

T4 : Plants de tomate+ Tuta absoluta+ pulvérisation avec 1’eau distillée.

T5 : Plants de tomate+ Tuta absoluta+ pulvérisation avec 1’insecticide (Pro Act).

T6 : Plants de tomate+ Tuta absoluta+ pulvérisation avec Beauveria bassina.

T7 : Plants de tomate +Tuta absoluta+ pulvérisation avec Clonostachy sspp.

Figure 16: Dispositif des plants de tomate avant I’infestation par les larves de Tuata absoluta et
I’inoculation de suspensions fongiques.
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11.2.3- Pulvérisation des suspensions fongiques :

Aprés la préparation des suspensions fongiques de Beauveria bassiana et de
Clonostachys spp. & une concentration de 4x10’ conidies on suivant les mémes étapes de la
réalisation des suspensions pour le test in vitro. Les plants de tomate ont été pulvérisés par 1’eau
distillé stérile et les suspensions de Beauveria, et de Clonostachys ainsi que 1’insecticide Pro Act

(2 goutte / litre) une semaine avant I’infestation par les larves de Tuta absoluta (Figure 17).

Figure 17 : Pulvérisation des plants par les suspensions fongiques de Beauveria bassiana et de
Clonostachys spp.

11.2.4- Infestation des plants par les larves de Tuta absoluta et re-pulvérisation des

suspensions fongiques :
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Sur les jeunes feuilles de tomate de chaque plant quatre larves de différents stades larvaires
(Figure 18) ont été déposées. Les plants qui contiennent les larves de la Tuta absoluta ont été
recouverts par des sachets en plastique pour éviter la dissémination des larves (Figure 19).Apres
24 heures de dép6t des larves, nous avons re-pulveérisés les plants avec les suspensions fongiques

utilisés, I’eau distillée stérile ainsi que I’insecticide chimique (Figure19).

Figurel8 : Infestation des plants de tomate par les larves de Tuta absoluta.
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Figure 19 : re-pulvérisation des plants de tomate par les suspensions fongiques, 1’eau distillée
stérile, et I’insecticide.

I11- Test de production in vitro de Protéase (enzyme indiquant la virulence
chez Clonostachys spp) :

L'activité protéolytique a été déterminée en utilisant du lait écrémé
agar (Sunish Kumar et al., 2005) (Annexe A). On dépose un disque mycélien sur ce milieu;
en raison de trois (3) répétitions par boite et une boite sans champignon sert comme
témoin. Apres 2 jours d’incubation a 28°C, une zone claire autour de la colonie indique

une activité protéolytique positive (Smibert et Krieg 1994).

IV- Analyses statistiques :

Les résultats obtenus aux cours des deux essais (in vitro et in situ) sont analysés
statistiquement avec le model G.L.M (General Linear Models) (2012) du logiciel SYSTAT pour
le taux de mortalité des larves in vitro et le nombre des feuilles infectées par Tuta absoluta in

situ.
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Les essais d’antagonismeS in vitro et in situ de 1’utilisation de Beauveria bassiana et
Clonostachys spp. contre les larves de Tuta absoluta ont montré un effet significatif quelque

soit I’antagoniste testé .
I- Etude de ’antagonisme in vitro :

Dans cette étude une augmentation de la mortalité des larves de T. absoluta a été
observée en fonction du temps et les concentrations des suspensions fongiques appliquées. Le
taux de mortalité des larves infestées par les deux souches fongiques Clonostachys spp., et
Beaveria bassiana a différentes doses : D1=4 x10’ spores / ml, D2 = 4 x10° spores / ml, D3=
4 x10° spores / ml, témoin négatif DO= 0 spores / ml ; a été évalué aprés 24 heures de

pulveérisation (Figure 22).

Le taux de mortalité des larves de T. absoluta été plus important avec la pulvérisation
de la suspension mere de Clonostachys spp. (D1), et atteint les 90%, alors qu’il été moins
important pour les suspensions & faibles concentrations ou il atteint les 35% pour la solution
D2 et 30% pour la solution D3. Par contre, le taux de mortalité des larves été plus élevé avec
I’inoculation de la suspension mére de Beauveria bassiana (D1), et atteint 80 %, alors qu’il a
été moins élevé avec la pulvérisation des suspensions diluées D2 et D3 ou il a atteint les 40%
(Figure 20,21 et 22). Pour le témoin (Boites pulvérisées seulement avec 1’eau distillée stérile),

nous avons enregistré une faible mortalité larvaire qui été de 10%.

Apres 48 heures, pour les larves pulvérisées avec la solution mére de Clonostachys spp.
, hous n’avons remarqué aucun changement dans le taux de mortalité des larves comparé au
premier jour ou nous avons enregistré 90%, tandisque pour les solutions a faible
concentration nous avons remarqué une augmentation dans le taux de mortalité ou on a
enregistré 70% pour la solution D2 et 60% pour la solution D3. Pour la solution mere de
Beauveria bassiana, le taux de mortalité enregistré atteint son maximum pour la forte
concentration D1 ou nous avons enregistré 100% de mortalité. Dans le cas des solutions a
faible concentration , le taux de mortalité a augmenté, 65% de mortalité pour la solution D2
et 50% de mortalité pour la solution D3.Une faible augmentation dans le taux de mortalité a

¢té constatée pour les larves pulvérisées avec 1’eau distillée stérile (Figure 23).

Aprés 72 heures qui ont suivi la pulvérisation, avec ou de la solution D1 de

Clonostachys spp., a complétement tué les larves ( 100% de mortalité). Le taux de mortalité
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des larves a augmenté avec la concentration D2 de Clonostachys spp., atteignat les de 80%
et un taux de 70% avec la concentration D3. Un taux de mortalité de 100% a été enregistré
avec a solution D2 de beauveria bassiana par contre un taux de 55% seulement a été atteint
pour la concentration D3. Pour le témoin nous avons remarqué une légére augmentation

(20 %) dans le taux de mortalité larvaire aprés 3 jours de la pulvérisation (Figure 24).

L’effet antagoniste des deux champignons endophytes Clonostachys spp. et beauveria
bassiana par rapports a 1’ecau distillée stérile été hautement significatif (P = 0.000) sur la
variabilité du taux de mortalité des larves de Tuta absoluta apreés trois jours qui ont suivi la
pulveérisation (Annex B).

Figure 20 : Larves tuées de Tuta absoluta 24 heures apreés 1’application des suspensions de

Beauveria bassina.
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Figure 22 : Effet comparative des taux de mortalité des larves de Tuta absoluta 24 heures

apres I’application des suspensions de B. bassiana et Clonostachys spp.
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Figure 23 : Effet comparative des taux de mortalité des larves de Tuta absoluta 48 heures

apres 1’application des suspensions de B. bassiana et Clonostachys spp.
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Figure 24 : Effet comparative des taux de mortalité des larves de Tutaabsoluta 72 heures

apres I’application des suspensions de B. bassiana et Clonostachys spp.
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Une semaine apres la pulvérisation, les larves non tuées se transforment en nymphe
dans les boites de Pétri pulvérisées avec la suspension fongique de B. bassiana avec la
concentrations D2 et D3 (Figure 25). Ces nymphes évoluent par la suite en adultes
(papillons) (Figure 26). Apres 15 jours, une couche blanche sur les larves a été observée, les
larves ont été recouvertes par les spores de champignon donnant ainsi I’aspect d’une momie
(Figure 27).

Figure 25: Transformation des larves de Tuta absoluta en Chrysalide aprés une semaine

d’infestation.
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Figure 26 : Transformation des larves de Tuta absoluta en papillons apres une semaine

d’infestation.

Figure 27 : Les larves de Tuta absoluta présentant I’aspect d’une momie (Muscardine

blanche) aprés pulvérisation de la suspension fongique de Beauveria bassiana.

38



Chapitre III Resultats et Interprétation

D’apres les résultats obtenus, on peut constater que le champignon Clonostachys spp.
montre une efficacité relativement progressive en fonction du temps surtout pour D2 et D3
alors que pour la forte concentration D1 une mortalité totale des larves été observée apres 3
jours d’infestation (Figure 21).

Les larves ont été recouvertes par le mycélium et les spores du Clonostachys spp.,
aprés 20 jours d’inoculation ce qui a donné un aspect d’une momie (Muscardine blanche)
(Figure 28). Les doses D2 et D3 ont une faible efficacité, les larves qui n’ont pas été tuées ont
été evoluees en chrysalide (Figure 29) et adultes (Figure 30).

Figure 28 : Les larves de Tuta absolutap resentant 1’aspect d’une momie (Muscardine

blanche) aprés pulvérisation par la suspension de Clonostachys spp.
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Figure 29 : Transformation des larves de Tuta absoluta en Chrysalide aprés une semaine

d’application des suspensions de Clonostachys spp.

Figure 30 : Transformation des larves de Tuta absoluta en papillons apres 10 jours

d’application des suspensions de Clonostachys spp.



Chapitre III Resultats et Interprétation

Les résultats obtenus indiquent que la concentration la plus élevée est D1 pour les deux
champignons qui atteint la cible et tue plus efficacement comparé aux suspensions a faible

concentration (D2 et D3),ce qui signifie des taux de mortalites éleves.

l. Etude d’antagonisme in situ :

11.1. Infestation des larves par Tuta absoluta :

Nous avons remarqué aprés 24 heures de dépdt des larves du Tuta absoluta sur les
feuilles da la tomate, I’apparition des symptomes au niveau des jeunes feuilles qui ont été
pulvérisées une semaine avant avec les différents suspensions de Clonostachys spp.,
B.bassiana et 1’eau distillée stérile, mais pour les plantes traitées avec I’insecticide nous avons

enregistré une faible apparition des symptomes (Figure 31, 32).

Figure 31 : Apparition des symptomes de la mineuse causés par Tuta absoluta aprés 24
heures de depdt des larves sur les feuilles des plantules de tomate.
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Apres 24 heures qui ont suivi la deuxiéme pulvérisation des différents préparations
fongiques ou chimique, nous avons remarqué une augmentation du nombre de feuilles
infectées (minées) notamment pour 1’cau distillée stérile et la suspension de Clonostachys spp

ou la moyenne des feuilles infectées été supeérieure a trois (Figure 33).

Nous avons remarqué aprés 48 heures de pulvérisation des suspensions fongiques ainsi
que I’insecticide, que le nombre des feuilles infectées demeure constant contrairement a
I’eau distillée stérile, ou le nombre a subit une augmentation progressive de la moyenne des

feuilles infectés jusqu’a Cinque (Figure 34).

Aprés 72 heures qui suit la deuxiéme pulverisation nous avons remarqué que la
moyenne des feuilles pulvérisées avec 1’eau distillée stérile a atteint son maximum de huit et
demi et le nombre des feuilles traitées avec la préparation de B.bassiana et I’insecticide
chimique reste toujours constant. Pour la préparation fongique de Clonostachys spp. la

moyenne des feuilles infectées augmente jusqu’a quatre et demi (Figure 35).
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Figure 32 : Etude comparative de nombre de feuilles infectés 24 heures apres le dép6t des

larves du Tuta absoluta sur les plants de tomate.
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Figure 33 : Etude comparative de nombre de feuilles infectés 24 heures aprés la deuxiéme

pulvérisation des différents traitements.
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Figure 34 : Etude comparative de nombre de feuilles infectés 48 heures apreés la deuxiéme

pulvérisation des différents traitements.
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Figure 35 : Etude comparative des nombres de feuilles infectés 72 h apres la deuxieme

pulvérisation des plants de tomate avec les différents traitements.

Pour les trois traitements non inoculés avec les larves de Tuta absoluta et pulvérisés
avec les difféerents suspensions de Clonostachys spp., et Beauveria basiana ainsi qu’avec
I’eau distillée stérile nous avons remarqué que les plantes ont été saines ne présentant aucun

symptomes de maladies. (Figure 36).

Figure 36 : Plants de tomate pulvérisés avec les différents suspensions fongiques

Clonostachys spp., Beauveria bassiana ainsi que 1’eau distillée stérile seulement.
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Les larves déposées sur les feuilles des plants de tomate et pulvérisées avec les
suspensions de Clonostachys spp ; et Beauveria bassiana ont été recouvertes apres six jours
d’application des préparations par une poudre blanche, c’est le mycélium et les spores des

champignons testés (Figure 37, 38).

Les résultats obtenus de 1’étude comparative des nombres de feuilles infectées apres
trois jours de suivi montrent que le champignon B. bassiana est plus efficace que

Clonostachys spp.

Figure 37 : Formation de la poudre blanche sur les larves des plantes de tomate pulvérisées

avec Clonostachys spp. ( larves momies ou Muscardine blanche).
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Figure 38 : Formation de la poudre blanche sur les larves des plantes pulvérisées avec

Beauveria bassiana (larves momies ou Muscardine blanche).
I11- Test de production invitro d’une enzyme par Clonostachysspp :

Production de protéase :

D’aprés les résultats obtenuspar rapport a la formation d’un halo claire tout autour de
fragment fongique disposé au milieu de la boite Pétri, ce qui signifie qu’il y’a eu production
de protéase chez la souche fongique G133 de Clonostachys spp. (Figure 38).
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Figure 39 :Production de protéase par la souche fongique Clonostachys spp.
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Les ravageurs et les organismes phytopathogenes sont responsables de nombreux dégats
et maladies infectant les cultures maraichéres et les arbres fruitiers et forestiers. L utilisation
des pesticides chimiques contre ces organismes a entrainé de multiples conséquences sur
I’environnement. Les produits naturels issus des champignons et plus spécialement les
endophytes représentent une importante source pour lutter contre les ravageurs des cultures.
Les endophytes plus spécialement les champignons sont considérés comme des alternatives
prometteurs pour remplacer les fertilisants chimiques et les pesticides dans les systemes

d’agriculture durable et biologique.

Différents moyens de protection contre Tuta absoluta ont été rapportés (Desneux et al.,
2010). En matiére de protection biologique, plusieurs auxiliaires sont signalés en conditions
de laboratoire, en serres expérimentales et serres de production : cas des Punaises prédateurs
d'ceufs et de jeunes larves de T. absoluta (Arno et al., 2009 ;Urbaneja et al, 2009 ;Gabarra et
Arno, 2010). De méme, plusieurs especes de Trichogrammes, parasites d'ceufs de T. absoluta,
sont citées en Amerique du Sud, T. achaeae en Espagne (Cabello et al., 2009) ainsi qu'en
France (Kabiri et al., 2010).

En Algérie (Ben yahia et al., 2015) a montré que Thymus capitatus est un agent de lutte
contre Tuta absoluta. Citons aussi tous les travaux concernant les formulations a base de
champignons entomopathogenes telles que Beauveria bassiana et celles a base de bactéries
cas de Bacillus thuringiensis (Desneux et al., 2010). En Algérie, il n” y’a pas beaucoup
d’étude sur Beauveria bassiana et Clonostachys spp.

La présente étude a pour objectif la recherche d’un biopesticide a 1’état brut a base de
champignons endophytes (Beauveria bassiana et Clonostachys spp.) contre les larves de T.
absoluta. L évaluation de cette étude de [D’activité antagoniste est réalisée in vitro et in
situ. L’étude in vitro des deux champignons endophytes (entomopathogenes d’aprés la
littérature) Beauveria bassiana et Clonostachys spp. est testée avec trois concentrations (D1=
4x10" spores/ml, D2= 4x10%spores/ml- et D3= 4x10°spores/ml) contre les larves de différents
stades de Tuta absoluta. Les résultats obtenus ont montré un effet significatif des suspensions
fongiques sur la mortalité des larves quel que soit les concentrations utilisées. Ces mémes

résultats ont été constatés par d’autres auteurs (Teresinha et al.,2001; Torres Gregorio et al.,
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2009; Pires et al.,2010) et permettent ainsi de conclure que les isolats étudiés ont une action
pathogene sur les larves de la mineuse de la tomate.

La pathogénicité de Beauveria bassiana contre Tuta absoluta a été démontrée par
Badaoui et al.,(2011). Des études ont aussi démontré sa pathogénicité contre certaines espéces
appartenant a la famille des curculionidés tels que le charancon de la jacinthe d’eau,
Neochetina bruchihustache (Chikiwenhere et Vestegard, 2001) le charancon de mais,
Sitophilus zeamais Mots. (Adane et al., 1996) et le charangons de la racine d’orangg,
Diaperpes abbreviatus. (Quintela et McCoy, 1998) .Cependant il existe d’autre études sur la
punaise terne (Snodgrass et Elzen, 1994 ;Steinkaraus et Tugwell, 1997 ; Leland et McGuire,
2006 ; Kouassi , 2004 ). D’autres études ont démontré que Beauveria bassiana pouvait
engendrer une maladie ou tuer les acariens varroa (Chandler et al., 2000 ; 2001; Peng et al.
2002; Shaw et al. 2002).

Les observations in vitro de 1’état des larves, nous renseigne sur le taux de mortalité
des populations infestées & différentes doses: D1=4x10" spores/ml - D2=4 x10°spores/ml, et
D3=4 x10° spores/ml, ainsi que le témoin DO= Ospores/ml. On remarque que pour la dose
D1, 100 % de mortalité des individus a été observée apres 48 heures alors que pour la dose
D2, le maximum de mortalité (100 %) est visible au 4°™ jour aprés la pulvérisation des
champignons. Apres trois jours de contact a faible concentration (D3) de Beauveria bassiana
87 % des larves meurent. Aprés quelques jours les cadavres des larves sont momifiés par un
fin duvet blanc (sarcadina), dans lequel le champignon accru trés rapidement pour donner des
masses filamenteuses denses. En parallele plus de 80% des larves ont évolué au stade
chrysalide pour le témoin, conséquence d’une faible mortalité. Les méme résultats sont

obtenue par Badaoui et al.,(2011).

Un taux de mortalité de 100% a été enregistré 48 heures apres la pulvérisation par
Beauveria bassiana. Ceci laisse suggérer que ce champignon pourrait étre utilisé en matiére
de lutte biologique contre la Tuta asoluta. L'utilisation des suspensions fongiques en matiére

de lutte contre les insectes a été proposée par de nombreux auteurs parmi eux Shukla et
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al.(1977). Les mémes résultats sont obtenues en Irak par Ali et al.,(2012) qui ont montré que

Beauveria bassina et plus efficace que Bacillus thuringiensis .

Selon les résultats de Hamel et Samet ., 2010. Beauveria bassiana et un champignon
trés efficace dans le biocontrole des champignons phytopatogénes étudiés ( F. oxysporum
f.sp. lycopersici, F. oxysporum f.sp. albedinis et Gaeumannomyces graminis var. tritici).
Bing et Lewis, (1991) et Renwick et al., (1991) ont montré que Beauveria bassiana est
classé parmi les 1800 microorganismes efficaces dans le bio contrdle de piétin échaudage de
blé causé par le Ggt et prouveé efficace dans les études in vitro a 1’encontre de Fusarium
oxysporum (Reisenzien et Tiefen brunner. 1997 ; Bark et al ., 1996.). Botrytis cinerea
(Bark et al ., 1996) . et Rhizoctonia solani (Lee et al., 1999). L’activité antagoniste de ces
endophytes a été également étudiée a 1’égard de Fusarium oxysporum f.sp vasinfectum
agent causal de flétrissement du coton.

Beauveria bassiana produit des métabolites tres toxique avec plusieurs propriétés
comme antibactériennes, antifongique, cytotoxine, tel que la beauvericin et basinoloide et
insecticide produit lors de la dégradation de la cuticule d’insectes hétes et I’infection de
I’agent pathogéne ciblé ces métabolites sont impliqués dans I’infection des insectes hotes

comprennent les chitines et d’autre produits (Genthnez et al ., 1994 ; Grove et Pople., 1980).

Les études réalisées sur la pathogénicité de Clonostachys spp. contre les insectes sont
tres limitées. Par conséquent, il est impossible de comparer les résultats de cette étude avec
d'autres études, en particulier pour les larves de Tuta absoluta. En fait, cette étude est la
premiére qui montre que Clonostachys spp. a provoqué la mortalité des larves de Tuta

absoluta.

Clnostachys spp a été testé avec succés comme agent de lutte biologique contre divers
pathogenes des plantes fongiques, y compris S. sclerotorium (Ervio et al., 1994), Verticillium
(Keinath et al., 1991), et plusieurs especes de Botrytis (James et Sutton, 1996). Hamel et .,
Samet .,( 2010) ont motré que Clonostachys spp. est un antagoniste trés efficace contre trois
agents phytopathogénes telluriques (F. oxysporum f.sp. lycopersici, F. oxysporum f.sp.
albedinis et Gaeumannomyces graminis var. tritici), et son effet été remarquable par

I’application du phénomene de mycoparasitisme.
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D’aprés la littérature, Clonostachys spp. Est un champignon nématophage qui joue un
role important dans la réduction des populations de nématodes par leurs comportements
antagonistes. Un taux de mortalité marqué a été enregistré par le champignon Clonostachys
spp. a forte concentration apres 24 heures qui ont suivi la pulvérisation donc on peut le
considéré comme un agent de lutte biologique efficace contre les larves de Tuta absoluta.
Aprés 20 jours de 1’application in vitro des suspensions fongiques ; on a remarqué que les
larves morte de Tuta absoluta sont recouvertes par une couche mycélienne blanche de

champignons Clonostachys spp.

Dong et al.,(2004) ont rapporté que certaines toxines extrait & partir du filtrat de
Clonostachys spp. ont montré une fortes activités nématicides contre des nématodes
pathogeénes, parmi ces toxines citons I’enzyme sérine-protéase. Certaines études suggerent la
sérine-protéase extracellulaire comme un facteur de virulence impliqué dans la pénétration
des champignons dans les nématodes (Li J et al, 2006; Tunlid et Jansson, 1991). Dans notre
travail, la production de sérine-protéase a été confirmée par le test qualitatif de production
réalisé in vitro. Donc nos résultats se concordent avec les précédents travaux qui montrent que
cette enzyme est responsable dans la pénétration du champignon a travers la cuticule des

larves.

Les résultats obtenus in vitro indiquent que les concentrations les plus élevées pour les
deux traitements D1 de Beauveria et Clonostachys montrent une réaction plus rapide
comparé a 1’état dilué. Les résultats montrent ainsi que 1’effet de I’application de Beauveria
bassiana sur les larves de Tuta absoluta et plus efficace par apport a I’application de
Clonostachys spp.

Dans cette présente étude, nous avons aussi testé les deux champignons endophytes in
planta contre les larves de Tuta absoluta avec une concentration de D1= 4x10’spores/ml).
Les résultats de notre expérience ont montré une forte mortalité des larves et une diminution
des feuilles infestées pour les plants contenant les deux champignons Beauveria bassina et
Clonostachys spp aprés trois jours suivants 1’application. Tant dit que les plants pulvérisés
part I’insecticide donnent un résultat positif aprés un jour de I’application. Pour les
traitements (Tomate+ Beauveria bassiana et Tomate+ Clonostachys spp.) les résultats
montrent que ces souches fongiques n’ont aucun effet négatif sur les plantules de la tomate ;

ce qui a été confirmé par Zimmermann (2007), expliquant que les champignons
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entomopathogénes n’ont aucune activité phytotoxique, De plus, les résultats ont montré que,
le contact des gouttelettes de la solution fongique sur les larves de Tuta absoluta apres sept
jours qui suit la pulvérisation, les cadavres sont couverts par un feutrage mycélien blanc

cotonneux, nommé sarcadina ou la momie.

Il existe de nombreuses contraintes biotiques et abiotiques quant aux capacités des
champignons d’infecter leur hotes dans les conditions in planta parmi celles-ci se trouves des
antagonistes microbiens, la température, et I’humidité (Ingilis et al., 2001). L’utilisation des
champignons entomopathogene comme agent de contrdle microbiens dépendra de I’inoculum
approprié, formulé de maniere optimale et appliqué au au moment opportun a un héte

susceptible (Burgues, 1998).

L'étude a montré que les deux isolats fongiques Clonostachys spp. et Beauveria
bassiana testés in vitro et in situ ont provoqués une mortalité importante des larves de Tuta
absoluta par rapport au témoin (I’eau distillée stérile). Cependant, il y avait des variations
dans le taux de mortalité entre les concentrations des isolats fongiques ; dont on peut
constater que le champignon endopyhtes Beauveria bassiana est plus efficace par rapport a
Clonostachys spp. Beauveria bassiana est un excellent agent biologique contre T.
absoluta (Todorova 1998 ; Faria et Wraighit, 1990). Les résultats restent tres satisfaisants et
significatifs, malgré que I’insecticide chimique été plus efficace que les suspensions
fongiques utilisées sur le plan pratique. D’aprés les résultats obtenus nos souches endophytes
des racines de palmier dattier, sont considerées comme des entomopathogenes efficaces quel
que soit leurs conditions d’utilisations (in vitro ou in situ) et que les résultats in vitro ont été

complété par I’étude in situ.
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Conclusion :

Les champignons endophytes sont d’excellentes sources de nouveaux produits naturels
bioactifs avec un potentiel d’exploitation dans le domaine médical, agricole et industriel. Les
effets bénéfiques de ces endophytes ne se limitent pas a la promotion de la croissance des
plantes, mais aussi réagissent comme agent de protection des végétaux contre les

microorganismes phytopathogenes et les ravageurs.

Tuta absoluta est considérée comme 1’un des principaux ravageurs de la tomate en
Amérique du Sud et dans les pays du bassin Méditerranéen (Espagne, et Maroc), elle fut
signalée pour la premiere fois en Algérie au printemps 2008 ou elle continue a ce jour ses
dégats sur les cultures de tomate sous abris et en plein champ, et considérer comme un insecte
de quarantaine. La recherche d’une méthode efficace contre ce dernier est devenue une

nécessite.

Dans ce contexte, ce présent travail a été effectue sur la base de 1’utilisation de deux
champignons endophytes (Beauveria bassiana et Clonostachys spp.) pour tester leurs

efficacité contre les larves de ce ravageur.

- L>évaluation de 1’antagonisme in vitro de la pulvérisation de trois doses (D1= 4x10’
spores / ml, D2= 4x10°pores / ml, et D3= 4x10° spores / ml) des suspensions fongiques des
souches précédemment citées montre une efficacité remarquable varie en fonction de la

souche testée, la dose appliquée et le temps consacré.

- L’analyse de la variance a montré des résultats hautement significatifs des taux de
mortalité des larves pour les deux champignons Beauveria bassiana et Clonostachys spp.par
rapport au témoin (larves pulvérisées avec ’eau distillé stérile). Le taux de mortalité & atteint
les 100 % avec la dose D1 apres 24 heures pour Beauveria bassiana et aprés 72 pour
Clonostachys spp. Pour les doses D2 et D3, ont été également efficace ; malgré qu’ils sont
dilués ; ou le taux de mortalité des larves dépasse 50%.

-Le pourcentage de mortalité des larves traitées est supérieur a celui des larves témoins

quel que soit les concentrations utilisées.

-Aprés 15 jours les cadavres des larves sont momifiés par un fin duvet blanc
(sarcadina), ce qui signifie que les deux champignons ont développés trés rapidement leurs

mycélium, ont fructifiés et ont donnés des spores. Pour le témoin, a cause de la faible
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mortalité, plus de 80% des larves ont été évoluées au stade chrysalide, et d’autres en stade

adulte.

- Les Applications des deux isolats testés dans 1’essai in situ montrent que 1’apparition
des symptdmes au niveau des jeunes feuilles est observée apres 24 heures de dép6t des larves

du Tuta absoluta et une semaine apres la pulvérisation des préparations.

-Une augmentation du nombre de feuilles infectées (minées) est constatée surtout pour
I’eau distillée stérile et la suspension de Clonostachys spp. ou la moyenne des feuilles
infectées eté supérieure a trois, aprés 24 heures qui suis la deuxieme pulvérisation des

différents preparations fongiques ou chimique.

-le nombre des feuilles infectées reste constant apres 48 heures de pulvérisation des
suspensions fongiques ainsi que l’insecticide contrairement a 1’eau distillée stérile, ou le
nombre a subit une augmentation progressive de la moyenne des feuilles infectés jusqu’a

Cinque.

-La moyenne des feuilles pulvérisées avec 1’eau distillée stérile a atteint son maximum
de huit et demi apres 72 heures qui suit la deuxiéme pulvérisation, alors que, le hombre des
feuilles traitées avec la preparation de B. bassiana et I’insecticide chimique reste toujours
constant. Contrairement aux feuilles traitées par Clonostachys spp. la moyenne a augmentée

jusqu’a quatre et demi.

- Apres six jours de pulvérisations, les larves mortes infectées par Clonostachys spp. et
Beauveria bassiana ont été recouvertes par une poudre blanche (des larves momies ou

sarcadina).

-Les plantes traitées qu’avec les suspensions de Clonostachys spp. et Beauveria

bassiana ainsi que 1’cau distillée stérile ne présentent aucun symptdmes de maladies.

Les tests réalisés afin dévalué I’efficacité des deux souches endophytes contre le
ravageur de la tomate ont confirmés qu’elles possedent un pouvoir de lutte biologique trés

marque.

Les résultats obtenus dans ce present travail, sont trés intéressant de fait que les deux
champignons endophytes Beauveria bassiana et Clonostachys spp., obtenues d’une autre
culture (palmier dattier d’alicante Espagne), plus qu’elles sont des agents de biostimulation de

la croissances d’orge et de blé, sont des champignons entomopathogenes tres efficaces in
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vitro et in situ contre le ravageur de quarantaine Tuta aboluta agent de la mineuse de la

tomate.
Perspectives : il serait intéressant de:

- Tester ces champignons endophytes sous serre pour confirmer leurs efficacités sur

les larves de Tuta absoluta.
- Tester contre les ceufs.
-Utiliser ces souches contre d’autres ravageurs.

-Extraire les métabolites incriminés dans la pénétration et la mortalité des larves.
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Annexes A :

Composition des milieux de culture utilisés pour un litre de milieu :

Milieu de culture PDA (Jonsthon et Booth, 1983).

Pomme de terre 200 g
Dextrose 159
Agar 209
PH=6.5

Milieu de culture de lait écrémé (Sunish Kumar et al., 2005).

Caseine 5¢
Extrait de levure 2.5¢
Glucose 19
Agar 209

Solution de 7% de lais ecrémé

PH=75



Annexes B :

Résultats des analyses statistiques :

Tableau 1 : modele G.L.M appliqué aux essais de traitement sur les populations de Tuta

absoluta.
Source Somme des DDL Moyen des F-ratio P
carrés écarts
Traitements 148.697 6 24.783 17.157 0.000
Erreur 21.667 15 1.444 - -

Tableau 2 : modele G.L.M appliqué aux essais de traitement sur les populations de Tuta

absoluta.
source Somme des DDL Moyen des F-ratio P
carrés écarts
Traitements 147.318 6 24.553 15.346 0.000
Erreur 24.000 15 1.4600 - -

Tableau 3 : modele G.L.M appliqué aux essais de traitement sur les populations de Tuta

absoluta.
source Somme des DDL Moyen des F-ratio P
carrés écarts
Traitements 157.106 6 26.184 33.666 0.000
Erreur 11.667 15 0.778 - -
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