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Evaluation comparée au laboratoire de 1'effet insecticide des isolats
bactériens sur un modele de ravageur

Résumé

La présente étude a porté sur l’effet bio-insecticide de bactéries rhizosphériques

appartient aux genres Bacillus et Pseudomonas sur deux insectes ravageurs.

21 isolats de Bacillus et 05 isolats de Pseudomonas ont été isolées a partir du sol de
vergers d’agrumes situés dans différentes régions de la wilaya de Blida. Des essais de
sélection des isolats bactériennes ayant une activité insecticide la plus performant ont été
effectués, suivis des tests de pathogénicité avec des différentes concentrations
(10°,10°,10% 103 ufc/ml), effectués au laboratoire a 1’égard du puceron farineux Hyalopterus
pruni et de la teigne de pomme de terre Phthorimaea operculella , par le trempage de matiéres

vegétales dans les solutions bactériennes.

Les reésultats de la mortalité corrigé étaient élevés apres 72 heures d'application du
traitement, ou le taux de mortalité le plus élevé a été enregistré pour les isolats P4 et P2 du
genre Pseudomonas de plus de 70% pendant le test de selection , et de plus de 50 % pendant
le traitement avec la concentration C1 (108 ufc /ml) sur les pucerons, et pour la teigne de la
pomme de terre, les isolats A2 et B13 du genre Bacillus avaient un taux de mortalité élevé de
plus de 75%, et I’isolat P5 de genre Pseudomonas a enregistré un taux de mortalité de 65%.

Les résultats ont été comparés a la souche de référence Bt.

Ces résultats ont prouvé que les souches bactériennes isolées ont un effet

entomopathogéne sur les ravageurs étudiés.

Mots clés : Isolat ; Pseudomonas ; Bacillus ; Bio contrdle ; Phthorimaea operculella ;
Hyalopterus pruni ; Entomopathogénes



Comparative evaluation in the laboratory of the insecticidal effect of
bacterial isolates on a pest model

Abstract

This study focused on the bio-insecticidal effect of rhizospheric bacteria belonging to the

genera Bacillus and Pseudomonas on two insect pests.

21 Bacillus isolates and 05 Pseudomonas isolates were isolated from citrus orchard soil
in different regions of the wilaya of Blida. Tests for the selection of bacterial isolates having
the most effective insecticidal activity were carried out, followed by pathogenicity tests with
different concentrations (10°, 10°, 10%, 10° cfu/ml) , carried out in the laboratory with respect
to the flour aphid Hyalopterus pruni and the potato moth Phthorimaea operculella, by

soaking the plant matter in bacterial solutions

The results of the corrected mortality were high after 72 hours of application of the
treatment, where the highest mortality rate was recorded for the P4 and P2 isolates of the
genus Pseudomonas by more than 70%, and the same isolates also recorded a mortality rate of
more than 50% during treatment with the C1 concentration (10° cfu /ml) on aphids, and for
the potato moth, the A2 and B13 isolates of the genus Bacillus had a high mortality rate of
more than 75%, and the isolate P5 of the genus Pseudomonas that recorded a mortality rate of

65%. The results were compared with the reference strain Bt.

These results proved that the isolated bacterial strains have an entomopathogenic effect
on the studied pests.

Keywords: Isolate; Pseudomonas; Bacillus; Bio control; Phthorimaea operculella;

Hyalopterus pruni; entomopathogenic
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Liste des abréviations

% : Pourcent.

pl : Microlitre

pum : Micrometre.

ADN : Acide désoxyribonucléique.
ARN : Acide Ribonucléique.

ATP : Adénosine Triphosphate.

Bt : Bacillus thuringiensis.

C° : Degre Celsius

Cm : Centimétre.

CO:2 : Dioxyde de Carbonne.

Cry : Endotoxin Crystalline.

Cyt : Cytolitic toxins

DF : Degrés de Liberté (Total Degrees of Freedom).

FAO : Organisation des Nations Unies pour 1’agriculture (Food and Agricultural

Organisation)

FitD : Toxine Insecticide Fluorescens.
GN : Gélose nutritive.

GV : Granulovirus.

H : heure.

H2S : Sulfure d’Hydrogéne.

KB : Milieu King B.

MC : Mortalité corrigé

Min : Minute.
MI : Millilitre.
ML :Millilitr

Nm : Nanometre.

NPV : Nucleopolyhedrovirus.

PNDA : Plan National de Développement Agricole
Ph : Potentiel hydrogéne.

Tc : Complexe toxine.

TSI : Tri Sugar Iron.

UFC : Unité Formant une Colonie.

VIP : Vasoactive Intestinal Peptide.

SIP : Protéines Insecticides sécrétées.
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INTRODUCTION

Le risque agricole peut étre défini comme tout un ensemble de facteurs contraires a une
production stable et économiquement satisfaisante. L’insecte ravageur des cultures est 1’un de
ces facteurs. Il peut dans certains cas devenir prépondérant. En effet, pour se nourrir, I’insecte
préleve une part trés importante des plantes cultivées et des denrées alimentaires entreposées

par I’lhomme (Cochereau, 1989).

Parmi ces insectes ravageurs qui occupent une place importante en agriculture, on retrouve
les pucerons et la teigne de la pomme de terre. Les pucerons sont des ravageurs qui peuvent
causer des dégats soit directement par la prise d’alimentation, soit indirectement par la
transmission des virus (Harmel et al., 2008). Ils peuvent causer une perte de rendement
significative au moment de la récolte. Cette perte est généralement induite par plusieurs types
de dommages. En premier lieu, les ravageurs endommagent mécaniquement les tissus
vegétaux. L’injection de la salive lors de I’insertion des stylets peut avoir des effets toxiques
pour la plante héte (Comeau, 1992). Leurs attaques se manifestent, fréqguemment, par des
décolorations, des nécroses et des déformations des feuilles et/ou des fruits (Bonnemain,
2010). Certains pucerons peuvent aussi perturber les processus de multiplication cellulaire et
entrainer la formation de galles, servant de source de nutriments (Dedryver et al., 2010). Ils
peuvent également diminuer de fagon indirecte le rendement en favorisant la prolifération des
champignons saprophytes sur le miellat accumulé a la surface de la feuille et ainsi diminuer le

taux de photosynthése (Comeau, 1992).

Par rapport a la teigne de la pomme de terre Phthorimaea operculella, il est considéré
comme le ravageur le plus nuisible qui attaque la pomme de terre, la quatrieme culture
agricole la plus produite dans le monde, apres le mais, le riz et le blé (FAOSTAT, 2014 ;
Oerke, 2006). Sa production représente presque la moitié de la production annuelle mondiale
de légumes racines et de tubercules avec plus d’un milliard de personnes qui améliorent leur
alimentation en consommant les tubercules de cette plante nutritive (Munyemana et
VVonoppen, 1999). La larve de la teigne de la pomme de terre cause des dégats aux feuilles et
aux tubercules de la plante en plein champs, mais les principaux dégats sont observés dans les
stockages des tubercules (Sporleder et al., 2005), ce qui affecte la production, réduit la
qualité des produits et augmente le risque d'infection par des agents phytopathogenes (Gill et
al., 2014).

Pour la protection des cultures contre ces ravageurs, on a eu recours a divers moyens de
lutte. Parmi ces moyens, I’utilisation des produits chimiques reste la technique la plus utilisée.

La lutte chimique a été largement appliquée dans le domaine des maladies et des ravageurs

——
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INTRODUCTION

en raison de son efficacité, son application facile et pratique, et pour des raisons économiques
(elle ne coute pas trop chere). Toutefois, son application n’a jamais apporté une solution
durable. Aussi, 1’utilisation abusive et non rationnelle des insecticides est la cause
d’apparition de problémes telles que la pollution de I’environnement, la toxicité a I’égard des
insectes non ciblés (Gerson et Cohen, 1989 ; Michaud et Grant, 2003), ’augmentation du
taux de résidus toxiques dans les fruits commercialisés et 1’apparition de résistance chez ces

ravageurs (Magafia et al., 2007).

Il est devenu tres indispensable de rechercher de nouvelles molécules en prenant en compte
d’autres critéres que ’efficacité. Cette recherche s’est orientée vers la lutte biologique par
I’utilisation de substances naturelles insecticides pouvant constituer une solution alternative
aux produits chimiques (Abedjalil et Abboudi, 2015).

La lutte biologique s’est avérée le moyen le plus respectueux pour 1’environnement,
précisément par ’utilisation des micro-organismes entomopathogenes, qui est une alternative
trés prometteuse pour assurer une protection phytosanitaire performante de par 1’ubiquité
naturelle des agents microbiologiques dans les écosystemes, leur grande variété, leur

dissémination facile, leur spécificité d’action et aussi leur persistance dans I’environnement.

En ce qui concerne les insectes ravageurs, de nombreux agents microbiens ont été
démontrés comme des moyens entomopathogénes efficaces, notamment les bactéries, les
champignons et les virus (Lacey et Shapiro-llan, 2008 ; Mazid et al., 2011). Parmi les
agents biologiques possibles, les Pseudomonas et les Bacillus semblent actuellement les plus

intéressants et les plus étudiés ces derniéres années. (Belkadi et Koliai, 2016).

Dans ce travail, nous avons fixé comme objectif 1’isolement et 1’identification de bactéries
rhizosphériques appartenant aux genres Bacillus et Pseudomonas pour tester leur
entomopathogénicité vis-a-vis de ces deux ravageurs ; Sélectionner les isolats qui peuvent
montrer une meilleure efficacité a I'effet de la concentration optimale.

Notre travail est partagé en plusieurs chapitres: Le premier est consacré a 1’étude
bibliographique sur les entomopathogenes microbiens et les ravageurs cibles, le deuxiéme
chapitre est consacré au matériel utilisé et a la méthodologie de travail qui renferme les
differentes étapes utilisees au laboratoire ainsi que les techniques de traitement des donnees,
et le dernier chapitre concerne les résultats obtenus et la discussion de ces derniers. Au final,

ce travail se termine par une conclusion assortie de perspectives.
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Partie 1 : Généralité sur les bio-insecticides microbiens

1.1 Données générales

La lutte chimique est largement ciblée en raison de la rapidité et de la force de son
efficacite sur les maladies et les insectes nuisibles. En méme temps, elle a des conséquences
néfastes sur I’environnement ; entre autres, par la toxicité dans la chaine trophique, la
pollution des eaux de surface et souterraine, sur la santé humaine par les résidus de pesticides
sur les aliments et les intoxications par inhalation, et surtout la résistance  acquise par les
insectes ravageurs et les vecteurs de maladies infectieuses chez les humains, suite a
I’utilisation intempestive, inconditionnelle et irrationnelle des pesticides chimiques (Kouassi,
2001). Il devient, donc, nécessaire de recourir a des solutions pour réduire ces dégats. Aussi,
la lutte biologique est une alternative pour assurer une meilleure protection de la santé et de
I’environnement (Thiam et al., 2004).

La lutte biologique, par opposition a la lutte chimique qui utilise des xéno-biotiques (tout
composé ou molécule n’ayant pas une origine biologique), correspond a I’utilisation
d’organismes et/ou composés naturels pour détruire ou controler d’autres organismes
nuisibles sur le plan agronomique ou au niveau d’espaces naturels (Kouassi, 2001).

Les biopesticides sont des agents de lutte biologique, et peuvent étre définis comme des
produits phytosanitaires dont le principe actif est un organisme vivant ou I’un de ses dérivés.
IIs peuvent, donc, étre constitués d’organismes (plantes, insectes, nématodes) ou de
micro-organismes (bactéries, levures, champignons, virus) exercant une activité protectrice
sur les plantes vis-a-vis d’agents phytopathogenes, Ils peuvent, aussi, étre des substances
d’origines naturelles tels que des extraits végétaux ou phéromones (Thakore, 2006).

La lutte biologique, précisément par 1’utilisation de micro-organismes entomopathogenes,
est une alternative tres prometteuse pour assurer une protection phytosanitaire performante de
par I’'ubiquité naturelle des agents microbiologiques dans les écosystémes, leur grande variété,
leur dissémination facile, leur spécificité d’action et aussi leur persistance dans
I’environnement. Les micro-organismes utilisés en lutte microbiologique appartiennent a
plusieurs taxons a savoir les virus, les bactéries, les microchampignons, les nématodes et les

protozoaires (Kouassi , 2001).
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1.2 Les bactéries entomopathogénes

Les bactéries entomopathogénes appartiennent surtout a trois grandes familles qui sont les
Bacillaceae, Enterobacteriaceae et Pseudomonaceae (Greathead et al., 1994). Les bactéries
Bacillus thuringiensis et B.sphaericus sont les micro-organismes entomopathogénes les plus
utilisées comme insecticides biologiques (Lacey et Siegel, 2000).

Elles appartiennent aux regnes eubactéries. Ce sont des micro-organismes procaryotes
(unicellulaires) qui ne possedent pas de noyau, mais un ADN chromosomique circulaire situé
dans le cytoplasme. De nombreuses bactéries contiennent une autre structure d’ADN
extra-chromosomique, appelée plasmide. Elles sont entourées d’une paroi complexe et

possedent souvent des flagelles (Cohn, 1870),(Figure 1).

BACTERIA

Cytoplasm

, Ribosomes

Food granule

4 ——Pilus
l\ B Mesosome
® o0 &

(appearance of these
structures may be the
result of damaging
the membrane)

* Plasma
membrane

Plasmid
_—— =—— Cell wall
* <~ Capsule
- ——Flagella

Figure 1 : Schéma vectoriel montrant la structure d’une cellule
bactérienne (Zhabska,2018)

1.2.1 Mode d’action

La Bactérie doit pouvoir pénétrer a I’intérieur de son héte et échapper a son systeme
immunitaire. Afin de s’établir de maniére durable et coloniser 1’insecte, elle doit altérer sa
physiologie, notamment par la production de toxines. Des barrieres physiques et chimiques
empéchent les agents pathogénes d’envahir ou d’endommager le corps de I’insecte. La
cuticule externe, le péristaltisme intestinal et la membrane péri trophique (couche interne de
I’intestin moyen de I’insecte) sont des exemples de barriéres physiques (Vallet-Gely et al.,
2008).




CHAPITRE 1 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIE

1.3 Les champignons entomopathogénes

Les champignons représentent 1’un des plus importants groupes d’organismes sur terre et
jouent un role clé dans un grand nombre d’écosystémes (Mueller et Schmit, 2007). Ce sont
des organismes eucaryotes unicellulaire ou pluricellulaire (avec une paroi cellulaire
chitineuse), & mode de reproduction sexuée ou asexuée. Leur mode de nutrition est de type
osmotrophe. Ils dépendent de la présence de matiéres organiques préformées. Ces organismes
sont dépourvus de chlorophylle et sont tous hétérotrophes (Carlile et Watkinson, 1994 ;
Redecker, 2002). Ils ne peuvent pas faire de photosynthese.

Les champignons entomopathogénes représentent un vaste groupe hétérogene. lls se
répartissent en 700 espéces appartenant approximativement a 100 ordres, dont les plus
importants appartiennent a I’ordre des Zygomycétes et des Ascomycetes. Les especes des
genres Beauveria, Metharizium, Verticillium, Erynia, Hirsutella, Entomophtora et
Entomophaga sont les plus utilisées en lutte biologique (Wraight et Roberts, 1987 ; Goettel,
1992).

Les champignons entomopathogénes infectent un large éventail d'insectes hotes. Au sein
d’une population d’insectes, ils peuvent étre transmis de trois fagons : horizontalement (au
sein d’une méme génération par des individus infectés), verticalement (entre générations) ou
étre déplacés par des vecteurs. Cette troisieme méthode joue un r6le important dans
la dissémination des champignons vers de nouveaux habitats. Le cycle de vie des
champignons entomopathogénes comprend une phase parasite (de 1’infection a la mort) et une

phase saprophyte (apres la mort).

1.3.1 Mode d’action

Les microchampignons entomopathogénes sont aptes a infecter I'hdte par ingestion ou par
simple contact rendant tous les stades, ceuf, larve et adulte, sensibles (Carruthers et Soper,
1987). Les champignons entomopathogenes doivent coloniser leur hote pour 1’utiliser comme
source nutritive. Les champignons ectoparasites se développent superficiellement sur le corps
des insectes sous forme de thalles. Ils obtiennent leur nourriture a la surface de leur héte ou en
pénétrant Iégérement dans le tegument (Kuno, 1973).

Les champignons entomopathogenes possédant un mode d’action endoparasitique incluent
toutes les especes qui pénétrent dans le corps et tuent habituellement leur héte, en envahissant
et/ou en digérant les tissus. La sécrétion de toxine a généralement été identifiée comme

activité complémentaire pour ces mycetes. Quelques espéces d’endoparasites, tel que
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Penicillium sp, sont capable d’infecter leur hote via une blessure au niveau de la cuticule (Vey

et Riba, 1989).

Les moyens par lesquels les champignons entomopathogenes pénetrent dans leur hote sont
les suivants :

e Par cavité buccale et systeme digestif : L’infection via le systéme intestinal est peu
courante. Parfois, les mycétes vivants dans le tube digestif de I’insecte peuvent devenir
pathogéne quand I’insecte est en condition de stress suite a la famine, & la chaleur
excessive, & I’humidité trop élevée ... etc. D’autre part, les enzymes digestives ou les
substances fongistatiques peuvent détruire les spores ou les hyphes de champignons qui
ne font pas partie de la microflore habituelle du tube digestif. Dans certains cas,
I’ingestion de structure fongique peut causer la mort par toxicose plutdt que par
mycose (Dillon et Charnley, 1991).

e Pénétration par invasion cuticulaire : La cuticule des insectes est la premiére barriére
contre I’attaque des micro-organismes (Kramer et al., 1988 ; St.Leger, 1993). Elle
posséde deux couches principales formées par les cellules épidermiques. La premiére
couche est I’épicuticule et la deuxiéme couche est la procuticule.

Les proprietés physiques et biochimiques de ces tissus offrent a la cuticule, la rigidité et
I’¢lasticité nécessaire pour résister aux dommages causés par certains mycopathogénes

(Charnley et St-Leger, 1991).

1.4 Les virus entomopathogénes

Les virus sont des organismes ultra microscopiques et intra cellulaires. Ils se composent
d’un noyau d’acide nucléique, d’ADN ou d’ARN, et d’une enveloppe protectrice de nature
protéine ou lipoprotéine appelée capsule, qui joue un réle important dans le processus
d’infection de la cellule hote.

Les virus sont des parasites obligatoires et ne peuvent se reproduire que dans les cellules
vivantes. On connait environ 650 espéces de virus pathogene d’insectes (Khachatourians,
1986). Actuellement, les virus entomopathogeénes sont distribués en 15 familles dont les
principales sont les Baculoviridae, les Reoviridae, les Poxviridae et les Iridovoridae. La
famille des Baculoviridae est sans contexte celle qui est responsable de la majorité des
infections. On distingue au sein de cette famille 3 genres différents :

les Nucleopolyhedrovirus (NPV), les Granulovirus (GV) et les virus non nucléés ou en
forme de tige (Murphy et Coll, 1995).
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Les virus entomopathogénes sont des germes doués de facultés de résistance étendues qui
ont fait I’objet d’investigations en lutte biologique jusqu’a présent. Autrement dit, ils sont des
virus a corps d’inclusion (polyédres nucléaires ou cytoplasmiques, granules), pathogénes pour
de nombreuses especes de Lépidoptéres et certains Hyménopteres (Tenthrede).

Les caractéristiques principales des bio-insecticides viraux sont la spécificité, la haute
virulence, la rapidité d’action et le niveau raisonnable de persistance dans 1’environnement
(Dent, 1991). La rémanence des virus est cependant affectée par les radiations UV. Par
exemple, les NPV et GV sont inactivés aprés quelques heures d’exposition au rayonnement

solaire (Franz, 1971).

1.4.1 Mode d’action

Les baculovirus infectent le noyau des cellules. Ils forment des corps d’inclusion appelés
polyédres qui sont constitués de nombreuses particules virales dans une matrice protéinique
composée, principalement, d’un simple polypeptide, la polydrine. Les polyedres ingérés vont
étre dégradés par les protéases du tube digestif de I’insecte et les virions libérés traversent les
cellules intestinales pour se multiplier dans les hemocytes et dans les tissus adipeux. Il est
rapporté par (Meynadier et al., 1993) que dans certains cas, les virus liquéfient les corps gras
entrainant une turgescence de 1’insecte, suivie de sa mort.

Les insectes infectés arrétent de s’alimenter et prennent une couleur blanchatre a jaunatre.
L’intérieur du corps se liquéfie alors en 1’espace de 5 a 10 jours. Seul le tégument reste intact
mais se déchire au moindre contact libérant avec son contenu nauséabond des millions de
virus. Un des exemples les mieux connus est la granulose du carpocapse de la pomme,
désormais commercialisé en tant que biocontrdle sous le nom de carpovirusine (Flexner et
Belnavis,2000).
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Partie 2 : Apercu genéral sur les insectes ravageurs

2.1 Données Générales

Les ravageurs sont des organismes qui entrainent des degats sur les plantes cultivées,
c’est-a-dire  une perte de rendement liée a une baisse de la qualité ou de la quantité de la
production (INRA,2015).

Les insectes et autres arthropodes sont les ravageurs les plus nombreux, en raison de leur
spécialisation, de leur petite taille, de leur mobilité, de leur capacité sensorielle et de leur
fécondité (Strangang et kigawa,2021).

Les insectes ravageurs diminuent le rendement et propagent plusieurs maladies
lorsqu’ils se nourrissent sur les plants et les tubercules. Parmi les plus importants de ces
insectes, on trouve les insectes « broyeurs », qui vont manger la plante directement (feuille,
tige...) (ex : les chenilles, taupins, criquets, blattes...) et les insectes « piqueurs-suceurs »
(ex : cigales, mouches noires, brilots...), qui peuvent impliquer des dégats directs par le
prélevement de seve et I’installation de toiles (certaines larves et acariens), mais également
des dégats indirects en servant de vecteur a différentes maladies virales (ex : pucerons), ou en
favorisant I’installation d’organismes non désirés (ex : la fumagine liée a la présence de
pucerons, d’aleurodes ou de cochenilles) (INRA, 2015).

Les ravageurs coutent des milliards de dollars chaque année en production agricole perdue.
On estime qu’environ 30 % des cultures seraient détruites par les insectes chaque année en
I’absence de lutte antiparasitaire, et que 1’on réduit ces pertes a moins de 3% en combattant
les insectes nuisibles (Anonyme, 1994).

Parmi ces ravageurs qui causent beaucoup de dégats en agriculture, on retrouve la teigne
de la pomme de terre Phthorimaea operculella, qui est considéré comme un ravageur trés
important en raison des dégats qu’il provoque sur les plants de pomme de terre. Cette derniére
est la quatrieme culture vivriere la plus importante au monde, aprés le blé, le riz et le mais
(Nyabyenda, 2005 ; Pelletier et al., 2011 ). En Algérie, elle est la culture légumiere la plus
essentielle (FAOSTAT, 2010), en raison de sa demande sur le marché national de légumes et
grace au PNDA, le secteur de la pomme de terre a connu une augmentation de la superficie
occupée par cette culture qui a atteint 105.121 ha en 2009 représentant 22 % de la superficie
des cultures maraichéres (FAOSTAT, 2010).
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On trouve aussi comme ravageur le puceron farineux Hyalopterus pruni (Geoffroy,1762)
qui a plus d'une plante hote, y compris le pécher (Turpeau et al.,2018). Le pécher est 1'un
des fruits consommeés les plus populaires dans le monde et le tres important économiquement
et nutritionnellement (Zhao et al., 2015) en raison de son activité antioxydante et de sa

teneur élevée en polyphénols et de leur effet positif sur la santé (Ierdénescu et al., 2015).

2.2 La teigne de la pomme de terre

2.2.1 Généralités

Les lépidopteres sont des insectes de type suceur. Leur téte est petite par rapport au corps.

Ils portent de gros yeux composeés ainsi que frequemment des ocelles (Leraut, 1990).

La teigne de la pomme de terre Phthorimaea operculella est un insecte nuisible majeur de
la culture de la pomme de terre en plein champ et dans les structures de stockage apres récolte
(Abdallah et al., 2012). Elle est répandue dans I’ensemble des régions tropicales et

subtropicales de la plupart des pays producteurs de pommes de terre (Lacey et Neven, 2006).

2.2.2 Classification systématique

D’apres Ndiaye (1997), la classification systématique de la teigne de la pomme de terre est

comme suit :

Regne ................ Animalia

Embranchement ......... Artopoda

Classe .....oovvvvnvnnnnn. insecta

Ordre ........coovevvnnnnn. lepidoptera

Superfamille ............. Tineoidae

Famille ................... Gelechiidae

Genre ........oeeevininnn. Phtorimaea

Espéce ....coovvvininnnnnn. Phthorimaea operculella (Zeller, 1873)

2.2.3 Description

P. operculellase passe par quatre états de développement: I’ceuf, larve, chrysalide et
I’adulte. (Figure 2)

10
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Les (Eufs : Les ceufs sont petits (0.5 mm) et de couleurs variant du blanc au jaune. 1ls sont
déposeés individuellement a différents endroits : sur la face inférieure des feuilles, sur les
tiges et sur les tubercules prés des yeux (au champ et dans les lieux de stockages)
(Raman et al., 1987),(Fig.02.a).

Les larves : L’état larvaire comporte 4 stades (Cuartas et al., 2009). La larve de stade 1
récemment émergée. Elle mesure environ 1,30 mm pour atteindre 10 a 12 mm au stade L4
de son développement. La couleur générale est jaunatre avec la téte et le prothorax
marron. En conditions favorables, le cycle larvaire peut s’accomplir en 14 jours (Raman

et al., 1987),(Figure 2.b).

Les chrysalides : Les chrysalides sont brunatres, atteignent 6 mm de long. Elles peuvent
se trouver dans divers endroits tels que : vieilles feuilles séches sur la plante, murs des
entrepdts, tubercules, Sacs,...etc. Les chrysalides donnent des adultes en 8 jours (Raman
et al., 1987),(Figure 2.c).

Les adultes : Les adultes ont un corps argenté et une envergure de 15 mm. Les ailes
antérieures sont gris brun avec une minuscule taches sombres et une frange étroite de

poils. Les ailes postérieures sont de couleur blanc sale (Raman et al., 1987),(Figure 2.d).

2a8. 0 2b
P
L

2a : (Euf (chorion transparent) et larve de stade 1 ; 2b : larve (stade4) ; 2c : Chrysalide ; 2d : adulte

2mm

Figure 2 : Différents stades de développement de la teigne de la pomme de terre
Phthorimaea operculella (Espinel-Correal, 2010)

11
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2.2.4 Cycle biologique

Pendant le jour, les adultes se cachent sous le feuillage et au début de la nuit leur activité
commence avec des vols saccadés pour aboutir a 1’accouplement (LOpez-Avila, 1996 ;
Estrada et Sierra, 1997).

L’accouplement commence généralement peu de temps apreés I’émergence des adultes et
dure 4 a 6 heures. En moyenne, une seule femelle accouplée pond 150 ceufs. La ponte
commence 24 heures aprés I’accouplement. Elle se produit pendant 2 a 5 jours et diminue
considérablement au bout de 7 jours (Raj, 1991).

Les femelles déposent leurs ceufs le plus souvent sur la face inférieure des feuilles (Alvarez
et al., 2005). A I’éclosion, la jeune larve creuse une mine. La durée du développement
larvaire est variable et dépend principalement de la température (Budeta, 1950).

En fin d’évolution larvaire, la chenille se confectionne un cocon parmi les amas de détritus
laissés sur le sol, sur la plante, le cocon solidement fixé aux supports. A I’intérieur, la chenille
reste quelque temps inactive puis se transforme en une chrysalide qui donne des adultes apres
8 jours (Henderson et al., 1999).

La durée totale du cycle est de 3 semaines, au minimum. Elle peut étre beaucoup plus

longue a basses températures. Il peut y avoir jusqu’a 12 générations par an (Delobel, 1996).

Adulte, une
semaine

6-12 jours / S Q uf
3-6 jours

Teigne de la pomme de terre
Durée cycle : 21 a 32 jours

t o

Mines en bas
de feuilles

Larve : 4 stades
larvaires 12-14

Figure 3 : Cycle biologique de la teigne de la pomme de
terre P. operculella (St-Amour,2021)
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2.2.5 Dégats

La larve de la teigne est considérée comme le ravageur le plus redoutable des tubercules de
pomme de terre, notamment en période de stockage. Ses chenilles mineuses s’attaquent a
toutes les parties végétatives de cette culture, par perforation et forage des mines pouvant
affaiblir les plantes. Elle pénétre a I’intérieur des tiges et fissures du sol pour atteindre les
tubercules qu’elles rendent impropres a la consommation et cela durant la phase de

développement et méme en période de stockage (Estrada et Sierra, 1997).

La premiére attaque se fait sur les feuilles initiales et au point de croissance du
tubercule-semence lorsque ces derniéres n’ont pas été couvertes proprement. La seconde
attaque se produit entre le buttage et la floraison sans conséquence négative sur le rendement,
et la troisieme attaque a lieu juste avant la récolte, sur les tubercules exposés. Ce qui

entrainera I’infestation dans les entrepdts (Ortega et Fernandez, 2000).

e Description des symptdmes en végétation

» Sur feuillage : Dégats sur les feuilles et les pétioles par perforations et forage de mines
pouvant affaiblir les plantes. Feutrage gris en surface (Allahom,2020).(Figure 4.a)

» Sur tubercule : Les chenilles creusent des galeries superficielles dans les tubercules,
tapissées de fil de soie et les excréments noirtres sont rejetés vers 1’extérieur. D’autres

pathogénes peuvent s’installer dans ces galeries et entrainer des pourritures de tubercules

(Allahom,2020).(Figure 4.b)

(a).Dégats sur les feuilles (b).Dégats sur les tubercules

Figure 4 : Dégats de Phthorimaea operculella sur la
pomme de terre (Allahom, 2020).
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2.2.6 Méthode de lutte

La méthode la plus courante de lutte contre P. operculella est 1’utilisation de pesticides
(Dillard et al., 1993). Dans les pays en développement, les pesticides constituent un intrant
colteux. Une sur utilisation pollue 1’environnement, augmente la résistance aux insecticides
et peut entrainer des risques pour la santé des consommateurs (Raman, 1988).

Pour une bonne gestion de la teigne de la pomme de terre, ’accent doit étre mis sur
I’utilisation de variétés résistantes, de phéromones sexuelles, de luttes biologiques et d’autres
méthodes de lutte intégrée qui permettent une lutte adéquate, tout en réduisant la dépendance
aux insecticides (CIP, 1990).

» Lutte culturale : Ce type de pratique est destiné a détruire les sources d’infestation des
ravageurs, en créant des conditions défavorables a leur développement, pour stopper la
génération de descendance (Corredor et Florez, 2003). Les méthodes de la lutte culturale
qui peuvent étre envisagées sont les suivantes (Anonyme, 1990) :

e La rotation des cultures tous les 5 a 6 ans pour maintenir une bonne teneur du sol en
humus, et éviter son desséchement.

e Un bon buttage en période de croissance (6 & 7 semaines aprés la plantation).

e Une bonne irrigation qui doit étre périodique et adéquate pour réduire les craquelures du
sol et ainsi, I’infestation de tubercule.

e A larécolte, tous les tubercules doivent étre enlevés du sol et transportés rapidement hors

du Champ.

» Contréle éthologique : Des pieges contenant la phéromone sexuelle synthétique de la
femelle sont utilisés pour capturer les adultes. Ils se placent autour et a I’intérieur de la
culture. Généralement, les agriculteurs les utilisent aussi pour surveiller le taux de teignes
et ainsi obtenir les informations nécessaires pour prendre des décisions de contréle comme

I’'usage des insecticides (Ait Hamou et Sadouk , 2017).

» Lutte chimique : La lutte chimique a été employée par pulvérisations du feuillage et du
sol, et par pulvérisations ou fumigations des tubercules pendant leur stockage.
Les insecticides les plus utilisés sont a base de pyrethroides, Acéphate, Chlorpyrifos
et Profenofos, avec des caractéristiques toxicologiques allant de modéréement a

extrémement toxique. L utilisation de ces insecticides peut occasionner des problémes

14
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environnementaux pour la faune utile, I’eau, le sol, et pour la santé humaine due aux effets
cancérogénes de ces insecticides chimiques. Leur utilisation dans le long terme peut aussi
conduire a la sélection de populations d’insectes résistants (phénomene souvent appelé «
apparition » ou « développement » de résistances) impliquant 1’utilisation de doses de plus

en plus élevées (Arévalo et Castro,2003).

» Lutte biologique : Le contrdle biologique est un des principaux moyens de lutte intégrée.
P. operculella est attaqué par différentes especes de parasitoides appartenant a quatre
familles, Braconidae (11 especes), ichneumonidae (4 espéces), Encyrtidae (3 espéces) et
Trichogrammatidae (1 espéce). La présence de cette diversité (19 especes au total) dans
I’aire andine est cohérente avec une origine de P. operculella dans les Andes (Ortega et
Fernandez,2000).

Une autre méthode de contrle biologique est 1’utilisation de micro-organismes
entomopathogénes, les bactéries Bacillus thuringiensis sont trés efficaces contre les stades
larvaires de la teigne de pomme de terre, et 1’utilisation du virus de la granulose ou
granulovirus (Baculovirus) par épandage en plein champ est particulierement recommandé
(Das et al., 1992; Hamilton et Mac Donald, 1990 ; Kroschel et al., 1996 ; Zaddam et
al., 2003). Dans le cas de B. thuringiensis, 1’efficacité des formulations commerciales sur
P. operculella en tubercules en conservation a été démontrée (Ortega et Fernandez,
2000).

En laboratoire, 1’utilisation du champignon Beauveria bassina a influé sur la duré de

vie d’adultes issus de nymphe traités et sur le nombre d’ceuf émis (Hafez et al., 1994).

2.3 Puceron farineux de prunier (Hyalopterus pruni)

2.3.1 Généralite

Les pucerons verts sont les plus importants groupes des insectes nuisibles suceurs de la séve.
Ils appartiennent a 1’ordre des Homoptera et répartis en plus de 4 000 espéces (Harmel et
al.,2008; Kamphuis et al., 2013). Ils causent des dégats a leur plante hote directement en
modifiant son métabolisme et en épuisant ses nutriments du phloéme et indirectement par la
transmission des virus pathogenes des plantes (Ng et Perry, 2004; Kamphuis et al., 2013).

Le puceron farineux du prunier est le ravageur qui attaque un grand nombre de plantes
cultivées. Le pécher, prunier, abricotier, et I’amandier sont ses hotes primaires. (Hullé et al.,

1998 ; Jerraya, 2003) (Figure 5).
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Figure 5 : Colonie de pucerons farineux du pécher (Serfel, 2012)

2.3.2 Classification systématique

D’aprés Geoffroy (1762), la classification systématique de puceron farineux est comme

suit :

Reégne.................... Animalia
Embranchement........ Arthropoda
Classe.......covvvvuennne Insecta
Ordre........ccoveennn. Homoptera
Famille.................. Aphididae
Genre...........o..... Hyalopterus
Espéce.................. Hyalopterus pruni

2.3.3 Description

L’adulte aptére mesure de 1.5 a 2.6 mm. Il a un corps allongé, de couleur vert pale et
recouvert d'une pruinosité blanche d’aspect farineux (Figure 6). L’aile est pale avec des
antennes courtes. L’abdomen est allongé avec des cornicules trés courtes, 1égérement renflées,

et pales. La cauda est longue et pointue (Smaili et Medjouz, 2017),(Figure 7).

Figure 6 : Puceron farineux du prunier Figure 7: Puceron farineux du prunier
(Individu aptére). (Hullé et al., 1998) (Individu ailé). (INRA, 2015)
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2.3.4 Cycle biologique

Le puceron farineux manifeste souvent un Holocyclique dicecique. Il alterne entre un hote
primaire et secondaire. Les ceufs d’hiver sont déposés en trés petit nombre sur les troncs et
branches des hotes primaires et éclosent dans le courant du mois d’avril. Les colonies se
développent sur la face inférieure des feuilles ou des jeunes pousses, sans causer de
déformation. Les colonies les plus importantes s’observent en juin-juillet. Les formes ailées
apparaissent fin mai et émigrent sur les plantes hotes secondaires. lls donnent naissance a des
aptéres qui se tiennent a la face supérieure des feuilles. A partir de fin aodt, les sexupares ailés
maéles retournent sur les plantes hotes primaires. Les ceufs sont pondus a la base des
bourgeons ou dans les anfractuosités des rameaux et ils sont recouverts de courts filaments
blanchatres (Smaili et Medjouz , 2017),(Figure 8).

- Le Puceron farineux : Hyalopterus pruni
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Figure 8 : Cycle biologique du puceron farineux, Hyalopterus prun.
(INRA, 2015)

2.3.5 Dégats

En s’attaquant aux tissus jeunes des plantes, ce puceron peut atteindre de trés hautes

densités en causant des dégats directs et indirects :

» Directs : Le puceron farineux colonise la face inférieure des feuilles, sans causer de
déformation du limbe. L’ arrét de croissance des pousses peut étre préjudiciable a 1’arbre. Des
attaques abondantes s’accompagnent d’une forte production de miellat, et donc d’apparition
de fumagine qui déprécie gravement les fruits, provoque la chute précoce du feuillage voire

compromet la floraison de I’année suivante (Chamont, 2012).
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» Indirects : En se déplagant d’une plante a une autre, les pucerons farineux du prunier créent

des contacts indirects entre les végétaux distants et immobiles. Cette caractéristique a été

efficacement exploitée par les virus des plantes dont celui de la variole du prunier,

incapables de se déplacer d’un hdte a un autre de fagon autonome. Ainsi, de trés nombreuses

especes virales utilisent 1’action itinérante des pucerons pour se propager et se maintenir dans

I’environnement (Brault et al., 2010).

2.3.6 Meéthode de lutte

Plusieurs moyens de lutte peuvent étre utilisés pour lutter contre les pucerons :

> Lutte préventive : Elle se base sur les différentes pratiques culturales a travers I’entretien de

la culture. Parmi les exemples de moyens de lutte culturale contre les pucerons, on retrouve

les suivants :

Le retrait des mauvaises herbes qui poussent dans les champs et qui sont des sources
possibles de virus que les aphides peuvent transmettre aux cultures saines avoisinantes
(Blackman et Eastop, 2007).

La création de barrieres physiques via 1’utilisation de cultures de couverture entre les
rangées,

L’installation de filets protecteurs ou la pose de paillis, comme les paillis de polyéthylene
(Blackman et Eastop, 2007; Farias-Lario et Orozco-Santos, 1997).

L’utilisation de cultures intercalaires qui présuppose qu’une hétérogénéité et une diversité
des cultures sur une méme parcelle favorisent la régulation naturelle des populations des
ravageurs par le fait d’accentuer les populations d’ennemis naturels (Gontijo et al., 2017,

Karungi et al., 2010).

Lutte chimique : Se fait par l’utilisation des insecticides & base de carbamates et
pyréthrinoides et les néonicotinoides. Elle est la plus utilisée et qui présente une
excellente efficacité contre les pucerons a travers le monde (Wang et al., 2002) .

Ce groupe d’insecticides a prouvé une efficacité plus importante contre les ravageurs
par leur mode d’action, qui consiste a affecter le systéeme nerveux de 1’insecte ciblé en
induisant sa paralyse et sa mort par la suite (Blackman et Eastop, 2007; Buchholz
et Nauen, 2002).
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Malgré la bonne capacité de ces insecticides, ils ont plusieurs inconvénients. lls
nuisent a 1’écosystéme et a I’environnement et tuent les insectes auxiliaires. En plus, les
pucerons peuvent développer des résistances aux différents molécules chimique utilisées
(Dogimon et al., 2010).

» Lutte biologique : La lutte biologique microbienne est basée sur 1’utilisation des
micro-organismes entomopathogenes. C’est une méthode qui peut étre efficace et sans
risque sur I’environnement et sur la santé humaine. Parmi ces microorganismes, figurent
les champignons, les virus et les bactéries entomopathogénes (Mascarin et Jaronski,
2016).

La bactérie B. thuringiensis est la plus utilisée en lutte biologique microbienne (Bravo
et al., 2011; Lacey et Goettel, 1995; Mazid et al., 2011; Tanada, 1959), car elle agit
d’une facon rapide comparable a celle des insecticides chimiques envers ses hotes, se
conserve pour une longue durée, posséde un processus de formulation, de production
et d’application facile et économique et finalement ne constitue pas un risque pour
I’environnement (Lacey et al., 2015).

La plupart des champignons entomopathogenes qui contribuent & la régulation des
pucerons appartiennent a 1’ordre des Entomophthorales (Blackman et Eastop, 2007),
chez les 500 espéces d’Hyphomycétes, les genres Beauveria Metarhizium et

Verticilliumsont les plus utilisés pour la lutte biologique (Sabbahi, 2008).
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Partie 3 : Utilisation des bactéries entomopathogéenes

3.1 Genre Bacillus

3.1.1 Généralités

Le genre Bacillus appartient a I’embranchement des Firmicutes. Ces bactéries sont
fréguemment isolées de différentes niches écologiques (Medjeber,2016). Certaines peuvent
agir comme des pathogenes des animaux, des plantes ou des champignons, alors que d’autres
sont des bactéries benéfiques vivant librement dans le sol. Ces bactéries sont peu pathogénes
pour I’homme, a deux exceptions prés: B.anthracis, qui est responsable du charbon,
et B.cereus qui est I’espece la plus fréquemment isolée de produits pathologiques. (Teyssou
et al.,1998).

Le genre Bacillus est constitué de bactéries sporulées et telluriques, ubiquitaires,
rencontrees dans des habitats trés variés (le sol, 1’eau, les poussiéres ...) (Bounoua, 2006). I
comprend 268 espéces réparties en 3 groupes sur la base de la morphologie, de ’endospore et

du corps bactérien (Bouhairi, 2017).

3.1.2 Classification taxonomique
Selon Bergey’s Manual of systematic Bacteriology (2éme ed 2004):

Régne..................... Bacteria.
Embranchement......... Firmicutidae.
Classe......ccovevnvennnn. Bacilli.
Ordre.......cooovoeiinints Bacillales.
Famille................... Bacillaceae.
Genre....................... Bacillus.
Espéce......ccovvvnnnnn. Bacillus sp

Caractéristiques

» Caractéres morphologiques
e Le genre Bacillus comprend des bactéries en forme de batonnets, généralement mobiles,

sporogenes, de forme bacilles (Larpent,1990).
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e lls sont & Gram positif. Les dimensions de ces bactéries sont variables ; elles peuvent aller
de (0.5 x 1.2 um) a (2.5 x 10 um), aérobies stricts ou anaérobies facultatifs. Elles tirent
leur énergie par respiration ou fermentation (Perry et al.,2004).

e Les Bacilles sont généralement mobiles avec des flagelles peritrichous (Cohn, 1872).

e Les colonies sont grisatres, larges, arrondies, aplaties, mattes ou brillantes a contours
irréguliers avec une large hémolyse sur la gélose (Alexander et Priest, 1989 ; Logan et
al., 2004).

e Ces bactéries sont capables de produire des endospores en présence d'oxygéne et d'azote
et qui peuvent se réduire a des endospores ovales restant dans cet état dormant pendant
des années leur permettant de résister a des conditions environnementales défavorables
(Medjeber, 2016)

» Caractéres culturaux

e Les Bacillus sont hétérotrophes, saprophytes et ubiquitaires. Elles sont fréquemment
retrouvées dans le sol ou certaines espéces ont un réle dans le cycle du carbone et de
I'azote. (Medjeber, 2016).

e Le ph de 7 pH parait le plus convenable & la croissance de la plupart des Bacillus ;
certaines (B.alcalophilus) se multiplient a un pH élevé, compris entre 9 et 10 ; d’autres (B.
acidocaldarius) en sont capables entre pH 2 et 6 avec un optimum de 3 a 4 (Oueld et
Haddar, 2008).

e Cette méme diversité est rencontrée dans leur comportement a la température ; les plus
nombreuses sont mésophiles ; certaines, thermophiles se développent de 45°C a 75°C et

méme au-dela ; d’autres sont psychrotrophes (Leclerc et al.,1989).
» Caractéres biochimiques

L'identification du genre et de l'espece d'une souche bactérienne doit se poursuivre par la

recherche de caracteres biochimiques. Parmi ces caractéres (Aryal, 2016), on retrouve :

e Métabolisme respiratoire catalase (+), oxydase () aérobies stricts ou anaérobiose
facultative suivant les especes.

e Nitrate réductase. (il est présent ou non suivant 1’espéce).

o Citrate (+).

o Gaz(-).
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e Indole (-).
e Gelatinase(+).
e Indole : rarement positive.

e Uréase(-).

Figure 9 : Bacillus thuringiensis sous microscope en contraste de phase
A : Bacillus thuringiensis, b : spores, ¢ : cristaux (Rampersad et al.,
2003)

3.1.3 Effet entomopathogeénes des Bacillus

Différentes espéces bactériennes de la famille des Bacillacées font, depuis longtemps,
I'objet d'études portant sur leur relation pathogéne avec les invertébrés, en particulier les
insectes. Ce groupe d'entomopathogénes est bien représenté par Bacillus thuringiensis,
I'espéce bactérienne la plus étudiée et la plus utilisée commercialement (Ruiu, 2018).

Leurs efficacités et leur production relativement peu colteuse font de Bacillus thuringiensis
le bio pesticide le plus largement utilise dans le monde. Il permet de lutter contre de
nombreux ravageurs de cultures, essentiellement des larves de lépidoptéres, dipteres et de
coléoptéres (Morris, 1983 ; Ahmed et al., 1994).

Bacillus thuringiensis produit, principalement, des différentes protéines et enzymes et
d’autres facteurs de virulence, qui peuvent avoir un rdle dans le pouvoir entomopathogenes
contre différents ordres d’insectes dans des conditions naturelles et contribuer au

développement de la bactérie dans les larves d'insectes mortes (Gohar et al., 2005).




CHAPITRE I SYNTHESE BIBLIOGRAPHIE

Facteurs de virulences des Bacillus

e Lasporulation : Le Bacillus thuringiensis cultive facilement dans les milieux artificiels.
En milieu liquide, lorsque la population cellulaire a atteint un maximum, les cellules
veégeétatives sporulent.

La formation d'une endospore est un processus de division cellulaire qui inclut la
formation de protoplastes dans le cytoplasme de la cellule. La séquence du
développement des spores et de la formation des cristaux para-sporaux chez Bt est
résumée selon des éetapes classiques de la sporulation qui est influencée par des facteurs
tels que la temperature, le pH et la disponibilité de certains cations divalents et des
composés contenant du carbone et de 1’azote.

Les spores formées dans différentes conditions ont différentes stabilités et degrés de
résistance a la chaleur, au rayonnement, aux produits chimiques, a la dessiccation et a

d’autres conditions hostiles (Vilas-Bo, 2004).

e Les protéines : B. thuringiensis produit aussi deux autres protéines portées par des
plasmides et pouvant agir en synergie avec les toxines Cry : les protéines Vip (Vegetative
Insecticidal Proteins) et Cyt (Cytolitic toxins). Les toxines Cyt ont une action décrite
comme similaire aux 21 toxines Cry, et pouvant avoir une action synergique avec Cry
(Bravo et Soberdn, 2007; Palma et al., 2014).

a. Les protéines Cry: Les toxines Cry constituent les inclusions cristallines sont
suffisamment létales pour tuer les larves d'insectes infectées, qui sont produites durant la
sporulation. pour une grande majorité de ces toxines, les cibles ne sont pas connues et ne
peuvent étre reliées a une structure et un ordre d’invertébré ou d’insecte particulier
(Crickmore et al., 1998). Lorsqu'ils sont ingerés par les larves d'insectes sensibles, ces
cristaux de protéines sont dissous et activés dans le tube digestif des insectes.lls se lient a
des récepteurs spécifiques situés sur les cellules épithéliales de I’intestin moyen,
provoquant des pores transmembranaires et causant la lyse cellulaire. Cette toxémie peut
entrainer, par elle-méme, la mort des larves d'insectes (Grochulski et al., 1995 ;
Agaisseef et al.,1999).

b. Protéines VIP : Les Vips sont produits durant la phase végétative du cycle de vie de B.

thuringiensis. Il existe présentement environ 100 Vips différentes qui se classent dans trois
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groupes (VIP 1, VIP 2, VIP 3) selon leur degré de similarité en acides-amineés. Elles forment

des toxines binaires. Celles appartenant aux familles Vipl et Vip2 ont une activité contre les

coléoptéres, celles de la famille Vip3 sont toxiques contre les Iépidoptéres (Chakroun
et al., 2016).

Les VIPs sont actives a Dintérieur de D’intestin des insectes, se lie aux cellules

épithéliales et forme des pores dans celle-ci, entrainant la mort de I’insecte (Chakroun
et al., 2016).

Les enzymes : Les plus importantes enzymes produisent par Bt ce sont les chitinases,
enzymes V  hydrolysant la chitine (un  homopolymerede (B-1,4-acétyl-
alignésglucosamine) . 1l a été suggeré que la chitinase pourrait accroitre la toxicité du Bt
par perforation de la barriére de la membrane péritrophique de I ‘intestin moyen des larves
et donc d'accroitre 1’accessibilité de la delta-endotoxines de Bt aux récepteurs sur les
membranes des cellules épithéliales (Regev al., 1996). La perforation de la membrane
péritrophique par la chitinase permet la pénétration des spores et des cristaux de Bt dans

I'némolymphe des larves.
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Figure 10 : Mode d’infection du Bacillus thuringiensis dans I’intestin d’un
Iépidoptére (Sanchis, 2016)
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3.1.4 Lutte microbiologique par les Bacillus

Les bactéries du genre Bacillus sont parmi les agents de lutte biologique les plus étudiés et
les plus utilisés contre les maladies et les ravageurs en serre (Mnif et Ghribi, 2015).
Il comporte, pas moins de 74 espéces différentes, Il y a quatre especes
entomopathogéniques qui sont actuellement utilisées ou qui possédent le potentiel d'étre
utilisées comme insecticide. Parmi celles-ci, I'espece Bacillus thuringiensis est utilisée comme

biopesticides depuis plusieurs années. (Schallmey et al., 2004).

»  Exemples d’utilisation de Bacillus

e Lasouche Bacillus cereus a la capacité de réduire les maladies des plantes
causées par les Oomycetes (Handelsman et Stabb, 1996), grace a la production des
antibiotiques Zwittermicine (Milner et al.,1996) et Kanosamine (Milner et al., 1996)

e Utilisation du Bacillus thuringiensis contre la chenille du bombyx (Humble et Stewart,
1994).

e L’activité insecticides du B.subtilis a été décrit sur les larves d’Anopheles culicifacies,
vecteur de la maladie en Inde et sur Drosophila melanogaster (Gupta et Vyas , 1989 ;
Lazare et al., 1996).

e B. subtilis peut aussi faire diminuer le nombre de stades larvaires de I’aleurode de tabac
Bemisia argentifolii (Weber et Marahiel, 2002).

e Bacillus anthracis, responsable de la maladie du charbon (Mock et Fouet, 2001).

e B.pumilus se caractérise par un important potentiel de production de la chitinase et il a été
suggéré qu’elle peut étre utilisée comme un agent puissant de lutte biologique. En fait,
lors d’une étude réalisée en Espagne, une souche de B.pumilus a été identifiée comme
hautement toxique aux larves de la mouche mediterranéenne des fruits Ceratitis capitata
( Molina et al., 2010).
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3.2 Genre Pseudomonas

3.2.1 Généralité

Les Pseudomonas sont des bactéries que I’on rencontre communément dans 1’eau, le sol
et en particulier au niveau des rhizosphéres (Kanyinda et al., 2014). Dans ce dernier milieu,
elles sont vraiment abondantes et dans certains cas elles représentent plus de 60 % de
la microflore bactérienne totale du sol (Digat, 1994), grace a leur capacité de coloniser les
racines et a y maintenir une forte densité de population qui est tres remarquable (Ouserir
et al.,2018).

Parmi ces bactéries rhizosphériques, on retrouve celles qui sont les plus majeures : les

Pseudomonas fluorescens (Jayamohan et al., 2018).

Les Pseudomonas fluorescens possedent plusieurs caractéristiques intrinséques
et entomopathogénes qui les rendent particulierement intéressantes pour une utilisation
comme agents de lutte biologique (Hofte et Altier, 2010 ; Stockwell et Stack, 2007). De
plus, elles sont tres faciles a isoler et a cultiver en laboratoire (Moore et al., 2006). Ce qui
leur a permis d’étre utilisées en agriculture comme biofertilisants ou biopesticides (Bakli et
Zenasni, 2019).

3.2.2 Classification taxonomique

La classification du genre Pseudomonas a été tracé par Migula (1894) dans le manuel de
Bergey 1923 (Das et al.,2020) :

Domaine ...................... Bacteria.

Phylum ........................ Proteobacteria.

Classe ......ccooevvvviiinnnnnn Gammaproteobacteria.

ordre ....oooovvvviiiiiienn. Pseudomonadales.

Famile ......................... Pseudomonadaceae.

Genre ... Pseudomonas .

Espece .......oooiviiiiiiinni Pseudomonas fluorescens (Palleroni, 1992)
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3.2.3 Caractéristiques
Les Pseudomonas fluorescens sont caracterisées par :

»  Caractéres morphologiques

o Bacilles a Gram négatif de 0,5 a 1 um de diametre sur 1,5 & 5um de long, asporulées (Bell-
Perkins et Lynch, 2002).
o Cellules batonnets courtes et les colonies sont grandes avec une surface irréguliere, et des

Flagelles polaires qui lui assurent la mobilité ( Bossis et al.,2000).

»  Caracteres culturaux

o Elles peuvent se développer a un pH compris entre 4 et 8 en plus a température de
croissance optimale se situe entre 25 et 30°C (Brittan et al., 2014).

o Elles se cultivent sur des milieux usuels non enrichis et sont capables d’utiliser de
nombreux substrats hydrocarbonés comme sources de Carbone et d’énergie (Meliani,

2012).
»  Caractéres biochimiques

e Elles fermentent le glucose mais pas le lactose, et sont positives dans les tests d'oxydase,
catalse et citrate (Deshwal et al,. 2013).

« P. fluoresens sont capables de synthétiser le pigment jaune-vert, fluorescent, soluble dans
I’eau. Ce pigment fluorescent c’est d’un complexe stable qui s’appelle le Pyoverdine
(Meyer, 1978).

« Ce sont des aérobies obligatoires, a I’exception de certaines qui peuvent utiliser le NO3
comme accepteur d’électrons. (Moore et al., 2006)

o Certaines populations de Pseudomonas fluorescens ont la possibilité d’assimiler l'azote
(Clays-Josserand et al., 1995).

o Elles ont un métabolisme mésophile et chimio-Organothrophe oxydatif (Moore et al.,
2006)

o Elles ont la capacité de dégrader des composés complexes, telles que les protéines et les
polysaccharides complexes comme 1’amidon et la cellulose (Palleroni, 1984).

o Elles sont souvent capables de résister a de nombreux antiseptiques ou antibiotiques
(Euzeby, 2008 ; Visca et al., 2007)
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Figure 11 : Observation par microscope électronique a balayage d’une souche de
Pseudomonas sp (a) (Saddiki,1999), et photographie microscopique électronique a
balayage de Pseudomonas fluorescens (b) (Brittan Starr Scales et al., 2014 )

3.2.4 Effet entomopathogénes des Pseudomonas

Pseudomonas fluorescens est le principal agent biologique vital appliqué contre diverses
maladies des plantes et posséde également des propriétés de bio-contréle les insectes
ravageurs des cultures, Donc, il peut étre utilise comme des bactéries entomopathogenes pour

lutter contre les insectes nuisibles (Wahengbam et al., 2020).

Les souches de P. fluorescens produisent des exo-toxine (Picot et al., 2001), des
exo-enzymes comme protéases (Koka et Weimer,2000 ; Liao and Mc-Callus, 1998 ;
Sacherer et al., 1994),et aussi des lipases (Dieckelmann et al., 1998) , et une enzyme de type
cholinestérase (Rochu et al., 1998). Ces molécules qui en font des candidates idéales pour la
lutte biologique contre des nombreux insectes ravageurs et maladies des plantes (Chen et al.,
2014).

Deux types toxines qui ont un pouvoir insecticides produites par P.fluorescens (Péchy-
Tarr et al., 2008) :

o La toxine insecticide fluorescents (FitD) : Ce qui provoque la mort de l'insecte dés qu'il
est attaqué par cette toxine (Péchy-Tarr et al., 2008).

o La toxine complexe protein (Tc) : Ce qui necessite les trois composants «A,B,Cx» pour

une toxicité totale (Ffrench-Constant et al., 2000), le composant A servant de toxine

primaire, et le composants B et C considérés comme des potentialisateurs qui vont
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augmenter la toxicité du complexe protéique (Ffrench-Constant et al., 2006 ;
Waterfield et al., 2005)

3.2.5 Lutte microbiologique par les Pseudomonas

Les Pseudomonas fluorescens ont été étudies depuis des décennies pour leurs effets
bénéfiques sur la suppression efficace des maladies telluriques des Plantes (Bakker et al.,
2007), et leurs effets enthomopathogenes qui provoquent des maladies chez les insectes
(Oulebsir-Mohandkaci et al.,2015).

Au cours de ces dix dernieres années, de nombreuses publications ont été publiées sur des
essais réalisés en serre ou au champ qui montre I’intérét potentiel des P. fluorescens non
pathogeénes autant qu’agents de lutte biologique contre plusieurs agents phytopathogénes y

compris les insectes ravageurs (Weller et Cook, 1983).

»  Exemples d’utilisation des Pseudomonas fluorescens dans le bio-controle

e En 2012, I’Agence de réglementation de la lutte antiparasitaire a évalué la Souche de
P. fluorescens appelée CL145A aux fins d’utilisation en tant que biopesticide pour lutter

contre la moule zébrée.

e Certaines souches de P. fluorescens utilisées pour la lutte biologique contre un large
éventail d’espéces, y Compris les mauvaises herbes (p. ex. le brome des toits et le paturin
annuel), les pucerons, les termites, les nématodes, les moules zébrées et divers insectes ,
ainsi que contre une variété d’organismes nuisibles dans le blé, la betterave a sucre, les
pois chiches, la tomate, le coton et le chou (Kamilova et al., 2006 ; Khan et al., 2006 ;
Schmidt et al., 2004 ; Someya et al., 2007 ; Srivastava et al., 2001 ; Weller, 2007).

e Lasouche de P. fluorescens MSS-1 produit une exotoxine moustiquocide qui est mortelle

en cas d’ingestion par voie orale par les moustiques (Rajan et al., 2008).
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Objectif de travail

Notre travail a été réalise au niveau du Laboratoire de Recherche Sur les Plantes
Médicinales et Aromatiques (LPRMA) de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie
(SNV), Université Saad Dahleb Blida -1- (USDB-1). Les principaux objectifs de ce travail
sont d’isoler et d’identifier des souches des genres Bacillus et Pseudomonas & partir du sol,

afin de tester leur entomopathogenicité contre les deux insectes ravageurs cibles.

11.1 Isolement et purification des isolats bactériens a partir du sol

11.1.1 Echantillonnage du sol

Les échantillons de sol ont été prélevés dans les régions d’Oued El Alleug, Mouzaia,
Bougara, Beni Mered et Tabainat dans la Wilaya de Blida (Figure 12). La technique
d’échantillonnage consiste a prélever une quantité suffisante de sol au niveau de quatre

endroits aléatoires dans chaque verger d’agrume. Puis les placés dans des sacs en papiers.
Deux prélévements ont été effectués :

> A partir de la rhizosphére (& proximité du systéme racinaire), dans le but d’isoler des

bactéries du genre Pseudomonas ( Bikram et al., 2020).

» A partir des bordures dans la couche superficielle du sol environ 5 & 10 cm de

profondeur, pour isoler les bactéries du genre Bacillus (Mihir et al., 2017).

Figure 12 : Les parcelles de prélevement des échantillons (Original)

11.1.2 Préparation des dilutions

»  Nous avons commencé par le tamisage du sol pour éliminer les pierres et les débris
végetaux (Figure 13)

——
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Figure 13 : Etape de tamisage (Original)

» 10 grammes de sol (Figure 14.a). a été mis dans un erlenmeyer qui contient 90 ml d’eau
physiologique (Oulebsir-Mohandkaci et al., 2015) (Figure 14.b). Cette suspension est

homogénéisée avec un agitateur magnétique pendant 30 minutes (Figure 14.c).

Figure 14 : Préparation de la solution mére (Original)

> La préparation de la solution mere (10g sol + 90 ml d’eau physiologique stérile) a été
suivie par une série de dilutions successives par la méthode suivante :

e On préleve 1 ml de la suspension meére a 1’aide d’une micropipette graduée a 1000 ul
(Figure 15.a) , et on I’introduit dans un tube a essai qui contient 9 ml d’eau physiologique
stérile pour 1’obtention de la dilution 10~ (Figure 15.b). Par cette méthode, on réalise la

suite des dilutions décimales jusqu'a la dilution 10~> (Figure 15.c)

Figure 15 : Réalisation des dilutions (Original)
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e Pour la sélection des bactéries de genre
Bacillus, les dilutions préparées a I’isolement
de ce genre sont chauffés a 80°C pendant 10
minutes (Figure 16) pour eliminer toutes les

bactéries non sporulantes (Zeleke et al., 2009).

Figure 16 : La sélection des bactéries de sol
dans le chauffage a 80°C (Original)

a) Etalement des dilutions préparées
Apres avoir preparé les différentes dilutions, a 1’aide d’une micropipette graduée a 100 pl

nous avons prélevé 0.1 ml de chaque dilution que nous déposons a la surface de boites de
pétri (Figure 17.a). Nous avons étalé a 1’aide d’une pipette Pasteur stérile sous forme d’un

rateau sur les boites de Pétri contenant les milieux de culture (Figure.17.b et c).

Figure 17 : Etalement des dilutions (Original)

Le milieu utilisé¢ dans I’isolement et la purification de la souche bactérienne du genre
Bacillus, c’est la gélose nutritive (GN) qui est employée pour la croissance des micro—
organismes non exigeants. Par rapport aux Pseudomonas, le milieu utilisé ¢’est le milieu

King B qui permet la production de la fluorescéine (Guiraud, 2003).

11.1.3 Purification des isolats bactériens

Les colonies présentant des caractéristiques macroscopiques préliminaires correspondant au
genre Bacillus (trés grandes, colonies seche et irréguliére) (Figure 18.a) et Pseudomonas
(colonies assez grandes, nacré avec un contour dentelé et une pigmentation jaune-vert)
(Figure 18.b) sont repiquées sur les boites Pétri de fagon successive jusqu’a 1’obtention de
cultures pures. Ces derniéres sont soumises aux étapes d’identification afin de déterminer le
genre recherché.
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Figure 18 : Colonies suspectes d’un isolat de Bacillus sur milieu GN et d’un isolat
de Pseudomonas sur milieu King B. (Original)

11.2 Identification des isolats Bactériens

L’identification et la caractérisation taxonomique des bactéries isolées reposent
principalement sur 1’étude de plusieurs caracteres macroscopique et microscopiques
correspondant principalement au type des colonies, la forme des cellules bactériennes et leur
mobilité. L’identification des espéces isolées a nécessité en plus, des caracteres
physiologiques et biochimiques tel que la mise en évidence du type de Gram, recherche de

I’enzyme catalase, oxydase, test TSI, citrate et mannitol.

11.2.1 Identification macroscopique

L’aspect macroscopique des colonies est déterminé apres incubation visuellement a 1’ceil
nu. Les cultures de deux souches cultivées sur les boites de pétri contient deux milieux (KB,
GN), qui y a pour but de sélectionné selon des caracteres morphologiques, les colonies

susceptibles d’appartenir aux genres ciblés.
11.2.2 ldentification microscopique (Coloration au bleu de méthylene)

a) Principe
Ce test permet d’observer les bactéries et de se renseigner sur la forme, la taille et le mode

de regroupement des bactéries isolées.

b) Protocole

On réalise un frottis de la bactérie sur une lame propre et
séche. On fixe le frottis a la flamme en passant la lame trois
fois dans la flamme du bec Bunsen. On la recouvre d’une

solution de bleu de méthyléne pendant une minute (Figure

19) Figure 19 : Coloration au bleu

de méthylene. (Original)

——
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puis on rince et on seéche entre deux papiers filtres, 1’observation a été faite au microscope

optique a I’objectif X 100, par une goutte d’huile a immersion.

11.2.3 Testes d’orientation
1) Coloration de gram
a) Principe

C’est la coloration qui permet de distinguer les bactéries Gram positif et Gram négatif, en
fonction de la composition chimique de leur paroi. Celles qui possedent une couche de
peptidoglycane mince sont décolorées lors du lavage a ’alcool (Gram-), alors que celles qui

possedent une couche de peptidoglycane épaisse vont retenir la couleur violet (Gram+).

b) Protocole

Un frottis est fixé a la chaleur (Figure 20), puis recouvert
par le violet de Gentiane pendant une minute (Figure 21.a),
puis on rince a l'eau distillée. On recouvre la lame de Lugol
pendant une minute (Figure 21.b), puis on rince a 1’eau

distillée. Le frottis est ensuite décoloré avec de l'alcool en le

versant goutte par goutte sur la lame pendant 10 secondes,

puis on rince a I"cau distillée. A ce stade, les cellules Gram | Figyre 20: Préparation du

négatives seront incolores et les cellules Gram positives frottis (Original)

violettes.

Ensuite, le frottis est soumit a une contre coloration de une minute a la fuchsine (Figure
21.c), pour colorer les cellules Gram négative présentes. Aprés un bref ringage, le frottis est

séche puis examing, a I’objectif X 100.

gatec Lip o Rill
T ox \-”\"\—'\

3

Figure 21 : Coloration de gram (Original)
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2) Test de catalase
a) Principe

La catalase est une enzyme ayant la propriété de décomposer le peroxyde d’hydrogene

(H202) avec dégagement d’oxygéne selon la réaction suivante:
2H,0; —» 2H,.O0+ O

b) Protocole

Sur une lame et a ’aide d’une pipette Pasteur, on dépose
une colonie bactérienne a laquelle on ajoute de I’eau
oxygénée (Figure 22). La présence d’une catalase est révélée
par Dapparition immédiate de bulles de gaz qui

correspondent a 1’oxygene dégagé (Tortora et al., 2003).

Figure 22 : Test de
catalase. (Original)

3) Test d’oxydase
a) Principe

L’oxydase est une enzyme qui catalyse la fixation d’hydrogene et des électrons sur une

molécule d’oxygeéne (Leveau et Bouix, 1991).

= Bactérie oxydase + : s’il y’a apparition d’une couleur violet sur le disque.

= Bactérie oxydase - : si le si le disque reste incolore.

b) Protocole
On dépose sur une lame en verre stérile un disque d’oxydase stérile et on rajoute au dessus

une colonie bactérienne fraichement cultivée avec une pipette Pasteur stérile. (Figure 23)

Figure 23 : Test d’oxydase
(Original)
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4) Testes biochimiques
4.1 Aspect sur milieu TSI
a) Principe

La gelose TSI (Triple Sugar Iron) permet la mise en évidence rapide
de la fermentation du lactose, du glucose (avec ou sans production de
gaz), du saccharose et de la production de sulfure d’hydrogene (H2S) (le

culot : glucose, la pente : lactose/saccharose). (Figure 24)

> La fermentation du glucos : lorsque en anaérobiose la souche qui

fermente le glucose, elle va former 1’acides organiques qui acidifient

le milieu et entrainent le virage du culot du rouge au jaune cause ;
Figure 24 :

par I’indicateur du pH (rouge de phénol). Milieu TSI
(Original)

> La fermentation du lactose et/ou saccharose (sur la pente) : Cette fermentation témoigne
de la production d’une béta-galactosidase qui hydrolyse le lactose en galactose et en
glucose. Les souches qui ne produisent pas de béta-galactosidase (lactose -) ne peuvent
pas acidifier le milieu, donc la couleur de la pente reste rouge.

» Production de gaz (CO2) : Dans le processus fermentaire du glucose, la décarboxylation
du pyruvate est a ’origine d’un dégagement de dioxyde de carbone (CO2) dont la

pression dans le tube décolle la gélose ; la souche est ainsi dite gaz (+).

» Production d’Hydrogene sulfuré H2S : Elle est marquée par un dép6t noiratre sur la gélose
issue de sa combinaison avec les ions ferriques. L’absence de production de H2S ne

provoque pas de coloration noire du milieu.

b) Protocole

A TI’aide d’une pipette pasteur stérile, on préléve une colonie bactérienne pure et jeune de
18h a 24h (Figure 25.a). On ensemence la surface de la pente par des stries, puis on effectue
une piqure centrale dans le culot (Figure 25.b), les tubes sont incubés a 37C° pendant 24h

sans serrer les bouchons

——
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Figure 25 : Réalisation de test TSI. (Original)

4.2 Citrate de Simmons
a) Principe

Ce milieu ne contient qu'une seule source de carbone, le citrate de
sodium et un indicateur du pH le bleu de bromothymol. Seules les
bactéries possédant un citrate perméase seront capables de se développer
sur ce milieu.( Figure 26)

> Les bactéries qui utilisent le citrate comme seule source de carbone,

vont alcaliniser le milieu (Citrate +). Cette réaction est indiquée par le

changement de couleur (le vert vers le bleu) causé par I'indicateur de

H Figure 26 :
pH. Milieu citrate
> Les bactéries qui n’utilisent pas le citrate comme seule source de (Original)

Carbone sont dites : Citrate négatif (-), la couleur reste inchangée.
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b) Protocole
On ensemence la pente du milieu a 1’aide d’une pipette
pasteur préalablement stérilisée a la flamme (Figure 27), |

a partir d’une colonie jeune isolée prélevée sur gélose

nutritive (Figure 25.a). On Incube les tubes a 37 °C + 1

°C pendant 24 heures.
Figure 27 : Ensemencement

sur la pente (Original)

4.3 Mannitol-Mobilité
a) Principe
Le milieu Mannitol-Mobilit¢ est utilis¢é pour I’identification des bactéries par la

fermentation du mannitol et la mobilité de la bactérie. ( Figure 28)
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» La fermentation du mannitol provoque un virage au jaune du
milieu. Dans le cas contraire, il garde sa couleur initiale (Mannitol +
/ Mannitol).

> Les bactéries mobiles envahissent tout le milieu a partir de la pigre

centrale. Les bactéries immobiles cultivent uniquement le long de la

stric d’ensemencement (Mobilité + / Mobilité -). - —
Figure 28 : Milieu

Mannitol-Mobilité
(Original)

b) Protocole
On préléve une jeune colonie de 18h a 24h a partir d’une gélose nutritive (Figure 25.a), et
on ensemence au moyen d’une pipette pasteur stérile par piqlire centrale jusqu’au fond du

milieu (Figure 29), et on incube les tubes a 37 + 1°C pendant 24 h.
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Figure 29 : Ensemencement par pigdre centrale
(Original)

11.3 Tests de pathogénicité des isolats bactériens vis-a-vis des insectes

ravageurs

Aprés I’isolement et la purification des colonies bactériennes porteuses des caractéres
généraux de genre Bacillus et Pseudomonas, nous avons testé nos isolats sur 2 ravageurs des
cultures : le puceron farineux Hyalopterus pruni et les larves de la teigne de la pomme de

terre Phthorimaea operculella, pour étudier leurs potentiels insecticides.
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11.3.1 Traitement sur le puceron farineux

Nous avons obtenu des pucerons farineux (Figure 30.a) de verger de pécher situé au
niveau de la station de 1’université Saad Dahleb Blida-1- (USDB-1) (Figure 30.b)

Figure 30 ; Verger du pécher infesté par le puceron farineux.
(Original)

11.3.1.1 Test de sélection avec des solutions de méme concentration

Afin d’évaluer I’efficacité insecticide de nos isolats, et sélectionner les isolats qui ont un
taux élevé et éliminer les autres qui n’ont pas un effet insecticide, nous avons réalisé des

traitements par nos 26 isolats avec des solutions bactériennes de méme concentration.

a) Préparation des suspensions bactériennes

» On racle une quantité suffisante de la créme bactérienne a partir d’une culture jeune de
18h a 24h a I’aide d’une pipette pasteur stérile (Figure 31.a), puis on la dissout dans 9 ml
d’eau distillée stérile dans un tube a essai (Figure 31.b) et on I’agite par un dispositif

vortex. (Figure 31.c)

‘ (b) “lmﬂh'!h'uuum

Figure 31 : Préparation des suspensions bactériennes (Original)
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» On calcule la concentration de chaque suspension en utilisant un spectrophotomeétre
(Figure 32.a) ; ou on ajuste la turbidité de la solution pour qu’elle soit équivalente a celle
d’un standard Mc Farland 0,5 et qui représente une densite de 0.08 & 0.1 (CLSI),
c¢’est-a-dire qui correspond a la concentration de 1x1076 UFC/ml (Bru et al., 2020) et cela

pour une longueur d’onde de 625 nm. (Figure 32.b)

Figure 32 : Fixation de la turbidité par un Spectrophotomeétre
(Original)

b) Application des traitements

> On cueille des feuilles de pécher non infectées, puis on les désinfecte avec 1’eau de javel
a 2° de chlorométrique pendant 2 minutes. puis on les rince trois fois avec de 1’eau

distillée stérile (Figure 33)

Figure 33 : Désinfection des
feuilles (Original)

» Ensuite, on trempe les feuilles désinfectées dans la solution bactérienne de tous les cotés
a ’aide de pinces stériles jusqu’a ce qu’ils soient bien trempées (Figure 34.a). Dans des
boites de pétri stériles, on met les feuilles trempées avec 15 individus du puceron dans
chaque boite en raison de 3 répétition par isolat additionnées a un morceau du coton
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mouillé par ’eau distillée stérile pour maintenir I’humidité et garder la vitalité des jeunes

pousses ( Figure 34.b).

Figure 34 : Réalisation de traitement (Original)

» Quant aux témoins, on a trempeé les feuilles par I’eau distillé stérile pour les témoins
négatifs et les feuilles des témoins positifs étaient trempées dans une solution bactérienne
d’une souche référencée de Bacillus thuringiensis (BM12) fournie par le laboratoire
VALCORE, Universit¢ M’ Hamed Bougara - Boumerdes (Oulebsir-Mohandkaci,
2020).

11.3.1.2 Test avec des difféerentes concentrations

Les traitements ont été effectués apres avoir sélectionné les isolats efficaces lors du premier

test, afin de spécifier les différentes concentrations d’entomopathogénicité précise.

a) Préparation des suspensions bactériennes
A partir des solutions bactériennes de concentration 1x10® UFC/mI qui sont déja préparées
dans le test de sélection, nous avons effectué des dilutions décimales (107) jusqu’a la

concentration 1x10% UFC/ml.

b) Application des traitements
> Les traitements ont été appliqués en suivant le protocole de test de sélection, des solutions

concentrées susmentionné, avec 3 répétitions pour chaque concentration :

Concentration 01 : 1x10% UFC/ml
Concentration 02 : 1x10° UFC/ml

Concentration 03 : 1x10* UFC/ml
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Concentration 04 : 1x10% UFC/ml.

» Et les témoins négatif et positif ont été traités respectivement par 1’eau distillée stérile et

par des solutions bactériennes a base d’une souche référencée de Bt.

11.3.2 Traitement sur la teigne de la pomme de terre

Afin de confirmer la perspective de mettre en évidence ’efficacité des isolats qui avaient
un effet entomopathogenes contre les pucerons farineux, nous avons appliqué des traitements

pour 7 isolats sur la teigne de la pomme de terre.
11.3.2.1 Elevage en masse de Phthorimaea operculella

Des tubercules de pomme de terre infestés par Phthorimaea operculella, sont collectés du
marché local (Blida). lls sont placés, par la suite, dans des cages rectangulaires en plastique
pourvues d’une ouverture supérieure qui est recouverte de tissu en tulle & mailles tres fines
(Figure 35.a) laquelle du carton est fourni comme milieu de nymphose pour permettre une
récolte facile des chrysalides, additionné au coton humide. L’¢levage est maintenu dans des
conditions de stockage appropriées. Les adultes qui émergent ont recu dans un abreuvoir une

solution sucrée a 10%. (Figure 35.b)

Figure 35 : Boite d’élevage de masse de Phthorimaea operculella
(Original)

——
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11.3.2.2 Application des traitements

» Tout d’abord, nous avons préparé des solutions bactériennes de méme concentration

isolats, comme expliquée précédemment.

» Apres, on coupe des tranches de pommes de terre saines de 1 cm d’épaisseur (Figure 36.a),

puis on les trempe dans les solutions bactériennes (Figure 36.b), et I’eau distillée stérile

pour le témoin négatif.

Figure 36 : Préparation et trempage des tranches de pomme de
terre saines dans les solutions bactériennes (Original)

» Enfin, on cherche des larves de Phthorimaea operculella au niveau des galeries des
tubercules de pomme de terre infestées (Figure 37). Quatre larves en raison de 3
répétitions pour chaque traitement sont ensuite mises dans une boite Pétri contenant déja
un coton humidifié par de I’eau distillée stérile pour garder la vitalité des tranches et

réduire leur dessechement. (Figure 38)

Figure 37 : Pomme de terre infestée par Figure 38 : Répétition de
Phthorimaea operculella (Original) traitement (original)

> Les témoins négatifs sont traités par de I’eau distillée stérile. Concernant les traitements
par le témoin positif, nous avons utilisé une souche de référence Bt (Bacillus
thuringiensis) (BM12) fourni par le laboratoire VALCORE, Université M’hamed Bougara
- Boumerdes (Oulebsir-Mohandkaci, 2020)
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11.4 Analyse statistique des mortalités sous I’effet des traitements bactériens

>

La lecture des résultats de nombre d’individus morts a été effectuée apres 24h, 48h et 72h
pour toutes les répétitions des traitements (solutions concentrées et différentes
concentrations), en plus du témoin négatif (1’eau distillée) et le témoin positif (Bt).
Le pourcentage de mortalité observée chez les individus traités et témoins a été calculé par
la formule suivante :

Mortalité observée % = (Nombre d’individu morts/Nombre total des individus)*100

Les pourcentages de mortalité des individus tues par les isolats bactériens sont corrigés
par la formule de Schneider Orelli’s (1947) qui tient compte de la mortalité naturelle
(témaoin).

MC%= (M- Mt/100-Mt)*100

« Mc: le pourcentage de mortalité corrigé.
« M le pourcentage de morts dans la population traitée.
« Mt le pourcentage de morts dans la population témoin.

Les pourcentages de mortalité corrigée sont transformés en probit et représentés en
fonction des logarithmes décimale des doses pour permettre d’estimer les quatre
concentrations létales CL10, CL25, CL50 et CL90, selon la méthode de Fisher et Yates
(19712).

L’analyse statistique des données est réalisée a ’aide du test (ANOVA), les facteurs

étudiés sont : temps, isolats, concentration (Habout et al., 2011)
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I11.1 Isolement et purification des isolats bactériens a partir du sol

L’isolement que nous avons effectué a partir du sol, nous a permis d’obtenir environ 80
isolats bactériens, dont 21 appartiennent au genre Bacillus et 5 appartiennent au genre

Pseudomonas.

Jayamohan et al (2018) annoncent que les Pseudomonas fluorescens sont des bactéries
rhizosphériques majeures, et dans certains cas d’aprés Digat (1994), elles représentent plus de
60% de la microflore bactérienne totale du sol. Aussi, la majorité des bactéries du genre

Bacillus vivent dans le sol ou elles persistent grace a leurs spores (Brossard et Terry ,1984).

I111.2. Identification des isolats bactériens

111.2.1 Identification macroscopique

L’identification macroscopique nous a permis d’observer différentes colonies bactériennes, ou
nous nous sommes intéressés seulement aux caractéristiques générales de chaque

genre désiré :

» Colonies appartenant au genre Bacillus, ou elles apparaissent sous forme de grandes
colonies de 2 a 4 mm, de couleur beige créme et un contour irrégulier (Lon et al.,2017)
(Figure 39.a)

» Colonies appartenant au genre Pseudomonas fluorescens caractérisées par un contour
régulier, opaques et rondes et la présence de pigment fluorescent (Ravishankar et
al.,2015).( Figure 39.b)

Figure 39 : Colonies pures de Bacillus sur milieu GN (a) et Colonies
pures de Pseudomonas fluorescens sur milieu king B (b) (Original)
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111.2.2 ldentification microscopique (Coloration au bleu de méthyléne)
Aprés la coloration simple au bleu de méthyléne, nous avons réalisé une étude

microscopique qui a mis en évidence : des bactéries sous forme des batonnets avec 5um de

long qui appartiennent au genre Bacillus (Guiraud, 1998) et d’autres formes de bacilles droits

et fins qui ont une taille de 0.5 & 1.3um de long et appartenant au genre Pseudomonas (Naik

etal., 2013)

Figure 40 : Coloration au bleu de méthyléne pour les Pseudomonas (a), et
coloration au bleu de méthyléne pour les Bacillus (b), au microscope optique X
100 (Original)

111.2.3 Testes d’orientation

Afin de distinguer les isolats du genre Bacillus et Pseudomonas, nous avons effectué des
tests d’orientation, dont les résultats sont consignés dans le tableau suivant (Tableau 1) :

Tableau 1 : Résultats des tests d’orientation des isolats bactériens obtenus.

Test Résultats

e Coloration de gram _
*Gram + : couleur violet *Gram - : couleur rose
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Test de catalase

Catalase + : apparition de bulles, dégagement
gazeux de dioxygene

Catalase - : Aucune Dbulle gazeuse
n'apparaissant

Test de I’oxydase

Oxydase + : couleur violacé dans le disque qui
indique la fixation d'oxygeéne

Oxydase - : absence de coloration

Aspect sur milieu TSI

La fermentation des glucides est révélée par le

virage de la couleur du milieu vers le jaune

(alcalisation du milieu) :

= Culot jaune indique que la bactérie fermente
le glucose (glucose +)

= Pente jaune: indique que la bactérie
fermente le  saccharose et lactose
(saccharose+/lactose +)

Noircissement du culot indique la production de

H2S (H2S +)

Le découlement de la gélose indique la

production de Gaz (Gaz +)

——
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e Citrate de Simmons

Citrate + : développement de la bactérie et le
changement de la couleur du vert au bleu
indique I’utilisation du citrate comme seule

source de carbone par la bactérie.

e Mannitol-Mobilité

Mannitol + : le virage de la couleur au jaune
indique la fermentation du mannitol.

Mannitol- : le milieu garde sa couleur initiale
Mobilité + : diffusion des bacilles a partir de la
ligne de piquer centrale en créant un trouble du
milieu.

Mobilité - : Les bacilles immobiles cultivent
uniquement au niveau de strie

d’ensemencement (la piqure)

D’apres I’identification par les tests d’orientations :

> L'isolat bactérien possede les caracteres biochimiques suivantes : (Gram +, Oxydase +/-,

Catalase +, Citrate +, Glucose +, Saccharose -, Lactose-, H2S -, Gaz -), d’aprés Gonzalez

et al (2018) ces isolats appartiennent au genre Bacillus.

> L’isolat bactérien posséde les caractéres biochimiques suivantes : (Gram -, Oxydase +,

Catalase +, Citrate +, Glucose +, Saccharose -, Lactose -, H2S - ; Gaz -), selon Suman et

al (2015), ces isolats appartiennent au genre Pseudomonas.
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111.3 Effet de Tests de pathogénicité des isolats bactériens vis-a-vis des

insectes ravageurs

111.3.1 Effet des isolats bactériens etudiés sur le puceron farineux

Ce que nous avons le plus remarqué sur 1’effet des traitements sur les pucerons, c’est le
noircissement du corps ainsi qu’un retournement dorsal, Rodriguez et al. (2018). Sont
également observés, des aspects similaires lors du traitement d’une population de pucerons

par Bacillus sp (Figure 41)

Figure 41 : Aspect d’un individu de Hyalopterus
pruni mort (Original)

111.3.1.1 Effet de test de sélection avec des solutions de méme concentration

Nous avons testé des suspensions bactériennes contenant 26 isolats (21 du genre Bacillus et
5 du genre Pseudomonas) sur des individus adultes aptéres d’Hyalopterus pruini. Les essais
ont été réalisés a une méme concentration (1x10® UFC/mI) dans un but de sélectionner les
isolats bactériens a base de leurs pouvoirs insecticides. Le comptage de la mortalité a été fait
quotidiennement pendant 24h, 48h, 72h.

Les mortalités enregistrées suite au traitement ont permis d’effectuer une analyse de
variance (ANOVA) a deux facteurs (isolat, temps). Le test ANOVA fait référence a la
probabilité de corrélation (p-value), qui on peut accepter des hypothéses alternatives par
rapport au seuil de risque alpha. Sur la base des sommes de carrés de type Ill, les variables
explicatives temps d’exposition au traitement bactérien, isolat bactérien apporte de
I'information significative pour expliquer la variabilité de la variable dépendante mortalité
corrigée (F=2,816 ; p< 0.001). Les comparaisons multiples par paires permettent d'identifier

les modeles Plus précisément, a travers le test post hoc Tukey.
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Figure 42 : Mortalités corrigees moyenne % du puceron farineux en fonction du

temps et isolat

On remarque que la mortalité évolue avec le temps et la plus importante est a 72h. L'isolat
Bt, P4, P5 ont le taux de mortalité supérieur a 80%. Les isolats de genre Bacillus : B13, B14,
B17, B2, B4 et les isolats de Pseudomonas P1, P2, ont eu des effets d'environ 45 % et 70 %
sur la mortalité. La mortalité moyenne des isolats restants était d'environ 7 % a 40 %, en
particulier les autres isolats de Pseudomonas P3. VVraisemblablement, ces résultats mettent en
évidence un effet entomopathogene des isolats bactériens.

L’analyse de comparaison des moyennes (test de Tukey) a révélé la présence de trois

groupes homogeénes qui ont été répartis et classés comme suit :

= Le groupe A : Avec une moyenne de mortalité de 61 %, il regroupe les trois isolats P4,
P5 dont les mortalités sont les plus élevées (supérieure a 80%)

= Le groupe B: Avec un intervalle de [20,457% ; 42,901%], le groupe comprend des
moyennes de mortalité différentes et regroupe les isolats :Bt, B17, B13, P2, B14 , B4, P1,
B15, B2, B21.

= Le groupe C : Avec un intervalle de [3,752% ; 15,645%], ce groupe comporte trois isolats
B1,B3,B5,B6,B7,B8,B9,B10,B11,B12,B16,B18,B19, B20
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111.3.1.2 Effet de test avec des différentes concentrations

Nous avons testé 09 isolats selectionnés de test avec des solutions concentrées, dont 5
isolats appartiennent au genre Bacillus plus la souche référencé Bt, et 4 isolats appartiennent
au genre Pseudomonas, et cela dans le but de confirmer leur efficacité et de spécifier les
concentrations d’entomopathogénicité précise.

Le taux de mortalité corrigé de pucerons farineux apres traitement avec des suspensions
bactériennes aux concentrations suivantes : C1 : 10° ufc/ml, C2 : 10° ufc/ml, C3 : 10* ufc/ml
et C4 : 103 ufc/ml, ont été calculés aprés 24h, 48h et 72h de ’application du traitement.

Les résultats ont été soumis a un test de I’analyse de la variance ANOVA a 3 facteurs

(temps, isolat, concentration) (Tableau 2 et 3)

Tableau 2 : Analyse de la variabilité des mortalités chez le puceron farineux Hyalopterus
pruini

Source DDL Sommg des Moyenn{e F Pr>F
carres des carrés
Modele 119 233403912 | 1961377 | 6,055 <0,0001
Erreur 198 64135,864 323,919 / /
Total 317 297539775 / / /
corrige

% La variance sur la mortalité corrigée (%) est tres hautement significative.( Tableau 1)
Tableau 3: Résultats de ’ANOVA a 3 facteurs (isolat, concentration, temps) avec les
interactions pour le puceron farineux Hyalopterus pruini

Source DDL Somme — Moyenne F Pr>F
des carrés | des carrés
Temps 2,000 82230,865 @ 41115,432 126,931 <0,0001
Isolat 9,000 42368,401  4707,600 14,533 <0,0001
Concentration 3,000 13641,280  4547,093 14,038 <0,0001
Temps*Isolat 18,000 19835,174  1101,954 3,402 <0,0001
Temps*Concentration 6,000 6758,531 1126,422 3,477 0,003
Isolat*Concentration 27,000 22037,518 816,204 2,520 0,000
temps*isolat*Con 54,000 23349,651 432,401 1,335 0,080
Sur la base de sommes de carrés de type 111, les variables explicatives fournissent le temps

d’exposition au traitement bactérien, isolat bactérien, et les concentrations testées. Leurs
interactions apportent de I'information significative pour expliquer la variabilité de la variable
dépendante mortalité corrigée (%), a I’exception de 1’interaction temps*isolat*Con dont la p

value a indiqué une différence non significative associée a une valeur de 8% (Tableau 3).
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Parmi les variables explicatives, sur la base des erreurs de type Ill, la variable temps est la

plus influente.

1) Effet du facteur temps

L’analyse de la variance a montré qu’il existe une différence trés hautement significative
due & D’effet temps sur la mortalité corrigé (%) (Tableau 3). Les résultats des moyennes
estimées et I’écart types de la mortalité¢ corrigée (%) du puceron farineux sous ’effet des
traitements bactériens a 24h, 48h et 72h (Tableau 4) sont mentionnés au niveau de la figure
43 (Figure.43)

Tableau 4 : Moyennes estimées et 1’écart types de la mortalité corrigée (%) du puceron

farineux sous I’effet des traitements bactériens a 24h, 48h et 72h.

Modalité 24h 48h 72h
Moyenne 79124190  32258+1.80  49,034+1.82
estimees

49.034

32.258

Mortalité Corrigée %

7.212

24h 48h 72h
Temps

Figure 43 ;eron farineux

A travers la courbe de Figure 43, on constate que la moyenne de mortalité corrigée (%)
évolue en fonction du temps et I’effet toxique du traitement apparait significativement apres
72 heures par une augmentation du taux de mortalité a pres de 50%. Ceci indique que le

facteur temps a un réle influent sur I'émergence de 1’effet entomopathogénes de ces isolats.

La synthése des comparaisons multiples par paires pour 1’effet du facteur temps selon le

test de Tukey (HSD), fait apparaitre 3 groupes homogenes (Tableau 5).

——
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Tableau 5 : Synthése des comparaisons multiples par paires pour le facteur temps chez le
puceron farineux

Temps 72h 48h 24h
MC 49,034a 32,258b 7,212 ¢

Les groupes A et B, qui comprennent un taux de mortalité élevé au bout de 72h et 48h
aprés 1’application du traitement, sont significativement différents du groupe C qui comprend

un faible taux de mortalité au bout de 24h.

2)Effet du facteur isolat

L’analyse de la variance a montré qu’il existe une différence trés hautement significative du
I’effet de facteur isolat sur la mortalité corrigé %( Tableau 3). Les résultats des moyennes
estimées et 1’écart types de la mortalité corrigée (%) du puceron farineux sous ’effet de
facteur isolat (Tableau 6) ont été traduits en histogramme (Figure 44).

Tableau 6 : Moyennes estimées et 1’écart types de la mortalité corrigée (%) du puceron
farineux sous 1’effet du facteur isolat.

Modalité B13 B14 B17 B2 B4 BT P1 P2 P4 P5

Moyennes | 26,922+ 19,552+ 23,693+ 23,874+ 26,966+ 27,639+ 18,382+ 51,367+ 53,355+ 23,264+
estimées 3.77 3.57 3.29 3.35 3.18 3.46 3.12 3.40 3.12 3.29
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Figure 44 : Mortalités corrigées moyennes % du puceron farineux sous
I’effet de chaque isolat bactérien testé.

On remarque que les isolats B4 et B13 qui appartiennent au genre Bacillus, ont un effet

convergent avec 1’isolat référencé Bt, ou la mortalité corrigée (%) n'a pas dépassé 28%.

Par contre, on remarque un effet elevé de plus de 50% de mortalité corrigée (%) pour les
isolats P2 et P4 qui appartiennent au genre Pseudomonas.

La synthése des comparaisons multiples par paires pour I’effet du facteur isolat selon le
test de Tukey (HSD) fait apparaitre 2 groupes homogeénes (Tableau 7).

Tableau 7 : Synthese des comparaisons multiples par paires pour le facteur isolat chez le
puceron farineux

Isolats P4 P2 BT B4 B13 B2 B17 P5 B14 P1
MC 53,355 51,367 27,639 26,966 26,922 23,8744 23,693 23,264 19,552 18,382
a a b b b b b b b b

Le groupe A qui comprend les isolats P4 et P2 du genre Pseudomonas avec MC %
supérieur a 50%, est significativement différent du groupe B, qui comprend le reste des isolats
du genre Bacillus, ou MC% varie entre 18% et 28%, ce qui montre que ces isolats de genre

Pseudomonas ont un effet entomopathogénes plus élevé que le genre Bacillus.
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2) Effet de facteur concentration
L’analyse de la variance a montré qu’il existe une différence trés hautement significative

du I’effet de concentration sur la mortalité corrigé % (Tableau 3). Les résultats des moyennes
estimées et 1’écart types de la mortalité corrigée (%) du puceron farineux sous l’effet de

facteur concentration (Tableau 8) sont mentionnés au niveau de la figure 03 (Figure 45)

Tableau 8 : Moyennes estimées et 1’écart types de la mortalité corrigée (%) du puceron

farineux sous ’effet du facteur concentration.

Modalité C1 C2 C3 C4

Moyenne 41,588 24,750 26,948 24,718

estimées + + + +

2.17 2.16 1.99 2.17
41.588
26.948
24.750 24.718
S I I
(S}
=
C1 C2 C3 c4

Concentrations (UFC/ml)

Figure 45 : Mortalités corrigées moyennes % du puceron farineux
sous ’effet de facteur concentration

On constate que le taux des mortalités évolue en fonction de la dilution des concentrations,
la plus forte concentration C1 occasionne 41,5 % de mortalité alors que la plus faible

concentration C4 occasionne 24,7 % de mortalité.

On remarque également que la concentration C3 a un effet fort par rapport aux
concentrations C2 et C4 qui ont un effet similaire, ce qui montre que ['effet
entomopathogénes des isolats change en fonction de la densité des bactéries dans les

suspensions utilisées pour le traitement.

La synthese des comparaisons multiples par paires pour 1’effet du temps selon le test de

Tukey (HSD), fait apparaitre 2 groupes homogeénes (Tableau 8)
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Tableau 9 : Synthese des comparaisons multiples par paires pour le facteur concentration
chez le puceron farineux

concentration C1 C3 Cc2 C4
MC 41588a 26,948b 24,750b 24,718 Db

Le groupe A, qui comprend un taux de mortalité élevé (41%) pendant le traitement avec la
concentration C1, est significativement différent du groupe B, qui comprend le reste des
concentrations, ou le taux de mortalité était faible et ne dépassait pas 27%. Ce qui montre que
la concentration C1 a été trés efficace dans I’émergence de 1’effet entomopathogéne des

isolats bactériens.

3) Effet de ’interaction temps*isolat
L’analyse de la variance a montré qu’il existe une différence tres hautement significative du

I’effet de I’interaction temps*isolat sur la mortalité corrigé % (Tableau 3). Les résultats des
moyennes estimées et 1’écart types de la mortalité corrigée (%) du puceron farineux sous
I’effet de I’interaction Temps*isolat (Tableau 10), sont transformés en un histogramme
(Figure 46).

Tableau 10 : Moyennes estimées et 1’écart types de la mortalité corrigée (%) du puceron

farineux sous I’effet de 1’interaction temps*isolat

Isolat
/ B13 B14 B17 B2 B4 BT P1 P2 P4 P5
temps
3553+ 3,512 10,039 2,222 8,761 10,119 4,992 15,502 7,222 6,197
24h ’ + + + + + + + + +

519 662 662 636 519 741 551 662 519 549
25610 10638 25057 25744 20530 21777 19298 64392 67.774 31857
48h + + + + + + + + + +
757 551 519 58 58 551 519 519 551 549
51602 35505 35083 43654 51607 51021 30856 74206 85069 31738
72h + + + + + + + + + +
662 636 519 519 551 519 551 580 551 662
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Fig.46 : Variation des mortalités corrigées estimées % du puceron farineux
sous I’effet de I’interaction temps*isolats

Les résultats obtenus apres traitement, ont montré un effet insecticide qui donne un taux de
mortalité sensiblement différent en fonction du temps et isolats. Tous les isolats ont eu un
faible effet aprés 24h qui augmente avec le temps, ou on remarque que les taux de mortalité

élevés étaient apres 72 h.

Les isolats P2 et P4 de genre Pseudomonas ont un taux de mortalité de plus de 60% apres
48h de I’application de traitement. Ce taux a continué d’augmenter au bout de 72h, ou il a
dépassé 70 % pour I’isolat P2 et 80 % pour I’isolat P4. Par rapport au genre Bacillus, les
isolats B4 et B13 ont eu un effet convergent avec 1’isolat référencé Bt, ou le taux de mortalité

dépasse 50 % apres 72 h de traitement.

La synthése des comparaisons multiples par paires pour I’effet de I’interaction temps*isolat
selon le test de Tukey (HSD), fait apparaitre 11 groupes homogeénes dont les groupes A,
AB, ABC , ABCD, BCDE et CDEF ou la mortalité qui varie de 85% a 43% est
significativement différente des groupes DEFG , EFGH , FGH ,GH et H ou la mortalité
variait de 35% a 2%.

4) Effet de I’interaction temps*concentration
L’analyse de la variance a montré qu’il existe une différence trés hautement significative de
I’effet de I’interaction temps*concentration sur la mortalité corrigée % (Tableau 3). Les

résultats des moyennes estimées et 1’écart types de la mortalité corrigée (%) du puceron
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farineux sous I’effet de I’interaction temps*Concentration (Tableau 12) sont mentionnés au

niveau de la figure 05 (Figure 47)

Tableau 11 : Moyennes estimées et 1’écart types de la mortalité corrigée (%) du puceron

farineux sous 1’effet de I’interaction temps*concentration

temps\Con C1 C2 C3 C4
24h 7,646+4,04 6,256+3,44 7,754+3,44 7,192+3,81
48h 46,199+3,44 27,330+3,67 | 28,584+3,36 26,918+3,88
72h 70,920+3,36 40,664+4,09 44,508+3,52 = 40,046+3,60
80 W temps-24h
70 I temps-48h
60 temps-72h
50
N I I
O 40 I I
=
30 I L I
20
10
, N Fl [l [l
C1 Cc2 c3 ca

Concentration

Figure 47 : Variation des mortalités corrigé estimées % du puceron farineux sous
I’effet de I’interaction temps*concentration des isolats bactériens testés

A travers le graphe (Figure 47), on constate que les concentrations des traitements
provoquent des mortalités différentes et évoluent en fonction du temps. Toutes les
concentrations ont un effet similaire au bout de 24h, et un taux de mortalité élevé au bout de
72h.

La concentration C1 a le taux de mortalité le plus élevé au bout de 48h et 72h par rapport
au reste des concentrations C2 C3 et C4 qui ont un effet convergent durant toute la période de

traitement.

La syntheése des comparaisons multiples par paires pour I’effet de [’interaction
temps*concentration selon le test de Tukey (HSD), fait apparaitre 7 groupes homogénes ou
le groupe A qui comprend le taux de mortalité la plus éleve (70%) apres 72h de traitement

avec la concentration C1 est significativement différents des groupes B,BC, BCD ou le taux
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de mortalite varie entre 40% et 46% , et les groupes CD et D ou le taux de mortalité variait de
26% & 28% (26 28) , et sensiblement différent du groupe E,qui comprend les plus faibles taux
de mortalitt 6a7 %

5) Effet de I’interaction isolat * concentration
L’analyse de la variance a montré qu’il existe une différence trés hautement significative de

I’effet de I’interaction isolat * concentration sur la mortalité corrigée % (Tableau 2). Les
résultats des moyennes estimées et 1’écart types de la mortalité corrigée (%) du puceron
farineux sous I’effet de I’interaction isolat*concentration (Tableau 12) sont repris en
histogramme (Figure 48).

Tableau 12 : Moyennes estimées et 1’écart types de la mortalité corrigée (%) du puceron

farineux sous 1’effet de I’interaction isolat*concentration

Isolat/ B13 B14 B17 B2 B4 BT P1 P2 P4 P5
Con
C1 39,952 36,390 49,288 31,336 34,150 42,254 26,789 39,479 58,241 58,006
+ + + + + + + + + +
6,92 7,74 7,74 8,12 5,99 7,74 5,99 5,99 5,99 5,99
Cc2 15,881 22,339 14,025 22,721 23,487 26,636 18,901 47,849 49,522 6,138+
+ + + + + + + + + 7,74

916 599 599 599 648 648 648 692 648
Cc3 23821 19295 23892 27462 14074 25502 18186 52,965 52,261 12,025
+ + + + + + + + + +

509 599 599 648 692 648 648 648 599 648
Ca 28032 0183+ 7566 13975 36152 16164 0654 65174 53397 16,886
+ 8,48 + + + + + + + +
774 648 599 599 692 599 774 648 599

80

70 +

Oisolat-B13
@isolat-B14
@misolat-B17
Bisolat-B2

Misolat-B4

Eisolat-BT
Oisolat-P1
misolat-P2
M isolat-P4
Oisolat-P5

Mortalité Corrigée %

Cc2

Concentration UFC/ml

Figure 48 : Variation des mortalités corrigées estimées du puceron farineux
sous I’effet de I’interaction isolats*concentration
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On observe que I’effet entomopathogenes des isolats sensiblement différents en fonction de
la concentration, tous les isolats ont un effet élevé dans le traitement avec la concentration C1
par rapport au reste des concentrations sauf 1’isolat P2 qui avait un taux de mortalité plus

élevé dans le traitement avec la concentration C4 ou la mortalité corrigé (%) dépasse 65 %

Les isolats B17 et B13 de genre Bacillus ont un effet convergent avec I’isolat référencé Bt
dans le traitement avec la concentration C1, ou la mortalité corrigée (%) ne dépasse pas les
50%. Par contre, les isolats P5 et P4 de genre Pseudomonas ont une mortalité corrigée (%)
qui dépasse 58%. Quant a I’isolat P4, il a un effet élevé qui dépasse 49% dans toutes les

concentrations.

La synthese des comparaisons multiples par paires pour 1’effet de I’interaction temps*isolat
selon le test de Tukey (HSD), fait apparaitre 17 groupes homogénes dont les groupes A , AB,
ABC et ABCD ou la mortalité corrigée dépasse 52 %. lls sont significativement différents du

reste des groupes ou la mortalité corrigée était inférieur a 50%

6) Les concentrations létales
Nous avons calculé les concentrations létales pour les 2 isolats P2 et P4 qui ont un effet

entomopathogéne plus élevé par rapport a I’autre isolat.

Les pourcentages de mortalité corrigée de ces isolats au bout de 72h (le temps le plus
influent) sont transformés en probits selon le tableau de probits. Ces probits sont représentés
graphiquement en fonction du logarithme népérien afin d’évaluer les concentrations létales
(CL 10, CL 25, CL 50, CL 90). Ces concentration sont déterminées a partir de I’équation de

la droite de régression obtenue en utilisant le logiciel Excel ;Y=ax +b
Y : étant le probit de la valeur de la mortalité corrigée.

X : le logarithme décimal de la concentration, et a la pente de 1’équation de la droite de

régression.

»  On déterminera les probits de 10 % (y= 3,72), 25% (y= 4,33), 50% (y=5), 90% (y= 6.28)
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Figure 49 : Droites de régression
linaires log-probit de mortalité corrigée
% enregistrées suite aux traitements a
I’isolat P2

Figure 50 : Droites de regression linaires
log-probit de mortalité corrigée %
enregistrées suite aux traitements a
I’isolat P4.

Tableau 13 : Valeurs des concentrations létales 10%, 25% ,50% et 90 % des deux isolats

bactériens (P2, P4).

CL (ufc/ml) CL 10 CL 25 CL 50 CL 90
/ isolat
Isolat P2 5,888 E10 5,62E+08 3388442 194,9845
Isolat P4 0,0112 0,497 32,3593 95499,25

On observe que les concentrations létales 10, 25 et 50 pour I’isolat P2 sont supérieures a

I’isolat P4. Pour la concentration létale 90, on remarque le contraire. Elle était élevée dans

I’isolat P4 par rapport a I’isolat P2. On note également que les 4 concentrations létales de

I’isolat P2 diminuent avec 1’augmentation de la proportion d’individus a tuer, et donc 1’effet

pathogene de cet isolat est d’autant plus fort que la concentration est faible.

L’isolat P4 pourrait étre testé a la CL50 de 32,36 ufc/ml pour confirmer I’effet élevé de

pathogénicité de cet isolat bactérien sur le puceron farineux et sur d’autres especes

d’Hemiptera, et, également, testé a la CL 10 de 0.012 ufc/ml pour perturber la croissance, la

fécondité et d’autres fonctions vitales y compris le métabolisme d’insecte (Allal-Benfekih,

2006).

——
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111.3.2 Effet des isolats bactériens etudiés sur la teigne de la pomme de
terre

111.3.2.1 Effet de test avec des solutions de méme concentration

Le traitement des larves a été réalisé par des suspensions bactériennes en utilisant une
méme concentration (1x10%° UFC/ml). Les larves ont été traitées par 07 isolats qui ont été
efficaces sur le puceron. Il s’agit des isolats codés B14, B13, B17, A2, S1 du genre Bacillus
plus la souche référencé Bt et I’isolat P4, P5 du genre Pseudomonas. Nous avons observe les
chenilles sous divers traitements bactériens sur une période de 3 jours. Le premier effet que
nous avons remarqué était le mouvement lent des larves, puis elles étaient complétement
immobiles et la couleur a changé du blanc au clair avec un tube digestif brun distinct
(Figure 51), probablement dd a une action bactérienne au niveau de I'épithélium intestinal

comme [’on montré.

Figure 51 : Aspect d’une larve de Phthorimaea operculella
morte (Original)

La mortalité des larves dans les essais biologiques est analysée selon un test ANOVA
(Figure 52). Les résultats sont soumis a une analyse de la variance a 2 facteurs (temps, isolat).
Les valeurs de p<0,05 sont considérées statistiquement significatives (Tableau 14). Nous
avons appliqué, en outre, le test de Tuckey ou test de la différence franchement significative
qui permet de Vérifier la significativité de la variable d’intérét. Le logiciel utilise est le
XLSTAT 2022.

Tableau 14 : Analyse de la variance des mortalités chez la teigne de la pomme de terre
Phthorimaea operculella au traitement a une méme concentration (1x108 UFC/ml)

Source DDL Somme des | Moyenne F Pr>F
carres des carrés
Modele 23 35613,260 | 1548,403 2,565 0,005
Erreur 38 22939,815 | 603,679 / /
Total corrigé 61 58553,075 / / /
[ o)
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Figure 52 : Moyennes des taux de mortalité corrigée de la teigne de la pomme de terre sur

une durée de 24h, 48h, 72h

D’aprés les résultats statistiques obtenus des essais biologiques a base des isolats testés, on
constate que la mortalité évolue avec le temps. Elle se situe autour de 10% pendant les 24h
pour tous les isolats, pour augmenter a 48h entre 15% et 30 %. Elle atteint des niveaux plus

élevés a 72h notamment pour isolat testée du genre Bacillus A2 ou la mortalité dépasse les

80%. Pour les autres isolats de B13, P4 et P5, elle dépasse les 50 %.

L’analyse des comparaisons des moyennes des taux de mortalité (test de Tukey) a permis

de classer les 8 isolats des rhizobactéries étudiés en 03 groupes homogenes :

= Legroupe A : qui comprend I’isolat A2 avec un taux de pourcentage de mortalité qui était

significativement le plus élevée (supérieur a 80%).

= Le groupe AB : a I’intervalle de [19,4% ; 44.445%], est constitué des isolat P5, P4, B13,

B14, B17, ainsi que la souche réferencée Bt . Il semble qu’elles ont le méme taux

d’efficacité.

= Le groupe B : est constitué de 1’isolat S1 qui a présenté le pourcentage de mortalité le plus

faible [5%].

——
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111.4 Discussion générale

Le puceron est un insecte piqueur-suceur. Il se nourrit de seve (Kamphuis et al., 2013) et
comme la majorité des insectes d'apres Scholte et al. (2004), il est sensible aux micro-
organismes telles que les bactéries. Ainsi, la FAO a recommandé la méthode d’inoculation
directe par trempage comme méthode standard de la détection et de mesure de la résistance
des pucerons aux insecticides (Butt et Goettel, 2000). Sur la base de ces recherches, nous
avons effectué des tests de pathogénicité basés sur le trempage des feuilles dans des solutions
bactériennes du genre Bacillus et Pseudomonas, afin de confirmer leurs pouvoirs insecticides

sur les individus du puceron farineux Hyalopterus pruni.

Quant a la teigne de la pomme de terre, elle appartient également au groupe d’insectes de
type suceur (Leraut, 1990). Il s’agit d’un insecte ravageur disposant des larves qui creusent
des galeries dans le tubercule de la pomme de terre (Alvarez et al., 2007). Dans notre étude,
nous avons effectué des tests de pathogénicité bases sur le trempage des tubercules dans des
solutions bactériennes du genre Bacillus et Pseudomonas, afin de tester leur toxicité sur les

larves.

Lacousiére et Boisvert (2004) ont constaté que les Bacillus provoquent des changements
au niveau du tube digestif, ce qui entraine I'arrét de I'alimentation de I'insecte suivi de la mort
de l'individu. Castella (2008) a ajouté que les toxines pathogenes des insectes synthétisées par
les Bacillus telles que la protéine (Cry) sont excrétées dans des impuretés cristallines qui
adhérent aux cellules de 1’épithélium intestinal et les détruisent. En plus des protéines (Sip) et
(Vip) qui sont sécrétées dans le milieu ont les propriétés de bio-insecticides (Schnepf et al.,
1998). Aussi Raymond et al. (2010) et Soberon et al. (2009) ont conclu que les spores sont
capables de coloniser I’hémolymphe et germer, induisant ainsi une septicémie pouvant étre
responsable de la mort de I’insecte dans les 24-72 heures qui suivent I’intoxication.

Allal-Benfekhih (2006), a expliqué que I’activité des toxines dépend fortement de
I’interaction de plusieurs facteurs retrouvés dans I’intestin des insectes. Dans le cas de
Bacillus sphaericus, la toxine est localisée dans la paroi sporale et va étre libérée par une
digestion partielle de la bactérie dans le tube digestif de la larve de I’insecte. La toxine pénetre
dans la membrane péritrophique du tube digestif et empoisonne la larve (De kouassi , 2001 ;
Burges, 1981 ; Singer, 1981).

——
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Lemanceau en 1992 a également pu confirmer que les Pseudomonas affectent

principalement le mésentéron, qui fait la partie de I'assimilation et de I'absorption intestinales.

Laupent et Sanglier (1989) annoncent que les Pseudomonas peuvent dégrader de
multiples macromolécules grace a des enzymes hydrolytiques exo cellulaires parmi lesquelles
on peut retenir les protéases, qui est une molécule idéale pour la lutte biologique contre des

nombreux insectes ravageurs et maladies des plantes.

Pour les essais biologiques de nos isolats sur la teigne de la pomme de terre, nous nous
sommes basé sur le stade larvaire pour effectuer nos traitements. En effet, la teigne de la
pomme de terre passe par quatre stades de développement, mais le seul stade qui cause des
dégats est I’¢état larvaire. Il peut aller a la perte totale de la production dans 1’entrepdt et une
sérieuse baisse du rendement aux champs. (Ait-Hamdi, 2016). Les larves de ce ravageur
minent les feuilles, les tiges, les pétioles, et creusent des galeries dans les tubercules de la
pomme de terre, ce qui aboutit & une réduction du rendement et a la destruction totale de la
plante (Alvarez et al., 2007). Elles peuvent induire des pertes trés importantes variant entre
50% et 100% dans certaines régions (Das 1995 ; Trivedi et Rajagopal , 1992 ; Xu et al.,
2013).

Les résultats obtenus dans les tests sont cohérents avec ceux déja obtenus dans plusieurs
recherches sur des essais réalisés sous serre ou en plein champ. Ces essais montrent 1’effet
insecticide des rhizobactéries en tant qu’agent de bio-contrle contre les insectes ravageurs
(Wahengbam et al., 2020). Selon Soberon (2011). Les bactéries du genre Bacillus et
Pseudomonas sont utilisées depuis plus de 50 ans comme bio-insecticides contre les insectes

nuisibles dans les cultures et la foresterie.

D'apres la bibliographie des nombreuses travaux qu’ils ont été publiées sur des tests de
pathogénicité prouvant l'efficacité des Bacillus et Pseudomonas comme des bio-insecticides
microbiens , Kamilova et al. (2006) , Khan et al. (2006) , Schmidt et al. (2004) , Someya et
al. (2007), Srivastava et al. (2001) , Weller (2007) , Dutton et al. (2003) , Palma et al.
(2014) , Rashid et al. (2017), ont testé et utilisé des différentes souches de genre Bacillus et
Pseudomonas fluorescens pour la lutte biologique contre un large éventail d’insectes

ravageurs importants, notamment sur les pucerons.

D’autres études sur la lutte contre la teigne de la pomme de terre par utilisation des bio

contrble ont été effectuées par Das et al. (1994), Hamilton et Mac Donald (1990),
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Kroschel et al. (1996), Zeddam et al. (2003) notent que Bacillus thuringiensis est tres
efficace contre les stades larvaires de la teigne.

Palma et al. (2014) ont découvert qu’il existe plus d’une espéce de Bacillus qui ont un
effet insecticide spécifique selon les toxines et les protéines qu’ils sécrétent, chacun et son
insecte hote y compris : les Bacillus sphaericus contre les dipteres (Boisvert et al., 2006), les
Bacillus thuringiensis contre les coléoptéres , dipteres , Lépidoptéres (Morris, 1983 ; Ahmed
et al., 1994)et les Bacillus popillae contre les Scarabéidés (Popillia japonica) (Hutton et
Burbutis, 1974). Et cela s’explique par les résultats et la différence de taux de mortalité
lorsque nous avons traité avec les suspensions bactériennes de Genre Bacillus. Par rapport au
genre Pseudomonas, qui selon Nielsen et al. (1998) comprend de nombreuses espéces qui
sont utilisées comme fertilisants des sols et ont une capacité a induire les mécanismes de
défense chez la plante. Mais la seule espéce qui posseéde un pouvoir entomopathogéne c’est
les Pseudomonas fluorescens (Hofte et Altier, 2010 ; Stockwell et Stack, 2007), et qui sont
les Lépidopteres, les Hémiptéres et les Acridiens en tant que insectes hétes (Saik et al., 1990).
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CONCLUSION

L’utilisation abusive des produits chimiques dans de nombreux pays a entrainé toute une
série de conséquences néfastes pour I’environnement et la santé humaine. Ceci a provoqué un
changement dans les mentalités qui a pousseé le monde agricole a se tourner vers une
agriculture plus durable et non nocive. Dans ce but, il est nécessaire de trouver des

alternatives a I’utilisation de produits chimiques de synthése.

Dans le cadre de notre travail, nous nous sommes intéressées a tester le potentiel bio
insecticide des bactéries appartenant aux deux genres Pseudomonas et Bacillus isolées a partir

de rhizosphere d’un verger d’agrume dans différents endroits.

Durant ce travail, nous avons pu isoler et caractériser environ 80 isolats bactériens a travers
des tests d’orientations. Nous avons pu identifier 26 isolats parmi lesquels 21 du genre

Bacillus et 5 isolats font partie du groupe du genre Pseudomonas.

Les résultats des tests de pathogénicités ont été calculés aprés 24h, 48h et 72h. Le taux de
mortalité est trés important a 72 heures, aprés application du traitement bactérien par
trempage du matériel végétal. Les mortalités les plus élevées observées sur les pucerons
farineux Hyalopterus pruini, sont dues aux isolats du genre Pseudomonas P4 et P5 et la

souche de référence Bt , a des taux compris entre 80% et 90%.

Les résultats des effets avec des différentes concentrations (10°,10°, 10* 10%) sur le puceron
farineux Hyalopterus pruini, ont montré que le taux de mortalité évolue en fonction de la
dilution des concentrations. La plus forte concentration est C1 qui occasionne 41,5% de
mortalité a 72h. Les isolats B17 et B13 de genre Bacillus, ont un effet convergent avec la
souche référencé Bt dans le traitement avec la concentration C1, ou la mortalité corrigée ne
dépasse pas les 50%. Par contre, les isolats P5 et P4 de genre Pseudomonas, ont une mortalité
corrigée dépasse 58%. Quant a I’isolat P4, son effet est élevé, et il dépasse 49% dans tous les

concentrations.

D’aprés cette étude, ’isolat P4 pourrait étre testé a la CL50 de 32,36 ufc/ml pour confirmer
I’effet élevé de pathogénicité de cet isolat bactérien sur le puceron farineux et sur d’autres

especes d 'Hemiptera.

L’étude de I’effet des 7 isolats A2, B13, B17, S1, B14, P4 et P5 sur les larves de la teigne
de la pomme de terre a été réalisée & une méme concentration (1x10% UFC/ml). Elle a permis
d’obtenir des différents résultats : Les deux isolats du genre Bacillus A2 et B13 ont provoqué
un degré éleve de mortalité, et qui dépasse 75% , et I’isolat P5 du genre Pseudomonas a causé
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un taux de mortalité de 77 %. Par contre, les isolats restants n’ont induit que des taux moyens

a faible sur les larves.

A travers ces études, nous pouvons conclure que ces micro-organismes ont présenté un
effet insecticide a ’encontre des deux ravageurs a savoir le puceron farineux Hyalopterus
pruini et la teigne de la pomme de terre Phthorimaea operculella. L’ensemble des résultats
obtenus pourrait constituer des solutions alternatives ou du moins contribuer a réduire 1’'usage

des pesticides.

De nouvelles perspectives peuvent étre envisagées par une étude plus poussée de I’activité
insecticide. Il serait nécessaire de faire des formulations a base de ces bio insecticides et

d'évaluer leur efficacité sur le terrain, des études a grande échelle doivent étre entreprises.

Par ailleurs, pour une meilleure poursuite de cette étude, il serait souhaitable d’étudier
d’une facon approfondie le mode d’action de ces bactéries par leurs biomolécules contre ces
ravageurs avec des tests de toxicité des mémes bactéries sur d’autres insectes ravageurs. Cette
étude va permettre de produire des insecticides spécifiques et naturels efficaces et peu

pathogenes pour ’homme et les autres mammiferes.
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ANNEXE

Balance Bain marie Agitateura  Agitateur vortex Microscope
plaque optique

Autoclave  Hotte de laboratoire Etuve Refrigérateur

Bec bunsen  Eprouvette graduée  Erlenmeyer Entonnoir  Micropipette graduée

SLIDES

Portoir Boites de pétri  Lames et lamelles Pipettes pasteur ~ Tube a essai vide
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