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Résumé

Etude de l'effet des extraits de plantes sur la production en masse des
champignons utiles pour l'agriculture du genre Trichoderma, Beauveria et
Metarhizium.

Ce travail est consacré a l'étude de I'effet in vitro de huit extraits de plantes ; Malva
sylvestris, Ceratonia siliqua, Citrus limon, Daucus carota, Beta vulgaris, Pisum sativum,
Trigonella foenum-graecum et Ulva, sur la production en masse de trois genre
fongique ; Trichoderma (T4 et T8), Beauveria et Metarhizium. En considérant le milieu

PDA comme témoin.

Nous avons testés l'effet de ces extraits sur la croissance mycélienne, sur la
sporulation et sur la germination des champignons étudiés. Cette étude a révélé que
les milieux de tous les extraits des plantes utilisés permettent le développement des
souches fongiques testés selon leurs concentrations successivement; 100%, 50% et

20% a 25°C mais a divers taux.

Le meilleur extrait pour la croissance mycélienne chez T4 et T§ a été l'extrait de la
mauve et 'extrait de betterave. Par ailleur, chez Beauveria sp. la meilleure croissance
a été obtenue par l'extrait de la mauve, 'extrait de petit pois et 'extrait de betterave.
Alors que chez Metarhizium sp. le meilleur extrait pour la croissance a été obtenue
par I'extrait de fenugrec. Par la suite le meilleur extrait pour la sporulation et pour la
germination chez T4, T8 et Beauveria sp. a été l'extrait de la mauve et chez

Metarhizium sp. a été I’extrait de fenugrec.

Mots clés : extraits des plantes, Trichoderma, Beauveria, Metarhizium, production en

masse, croissance mycélienne, sporulation, germination.



Abstract

Study of the effect of plant extracts on the mass production of beneficial fungi for

agriculture of the genus Trichoderma, Beauveria and Metarhizium.

This work is devoted to the study of the effect in vitro of eight plant extracts; Malva
sylvestris , Ceratonia siliqua , Citrus limon , Daucus carota , Beta vulgaris, Pisum sativum ,
Trigonella foenum- graecum and Ulva on mass production three fungal genus,
Trichoderma (T4 and TS8) , Beauveria and Metarhizium. Considering the PDA medium
as a control.

We tested the effect of these extracts on mycelial growth, sporulation and
germination of fungi studied. This study revealed that the environments of all plant
extracts used allow development according to their concentrations tested
successively fungal strains, 100 %, 50 % and 20 % at 25 ° C but at different rates.

Best quote for mycelial growth in T4 and T8 was the extract of the purple and beet
extract. By aillor among Beauveria sp. the best growth was obtained with the extract of
purple , pea extract and beet extract . While in Metarhizium sp. to extract the best
growth was obtained with the extract of fenugreek. Subsequently extract the best for
sporulation and germination in T4, T8 and Beauveria sp. Was the extract of the purple

and in Metarhizium sp. was fenugreek extract.

Keywords: plant extracts, Trichoderma, Beauveria, Metarhizium, mass production,

mycelial growth, sporulation, germination.
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Introduction générale

1. Introduction

Depuis la naissance du monde, certains organismes ravageurs (insectes, acariens,
bactéries, champignons...) minent la vie de 'Homme, qui a son tour tente souvent
de les combattre. Néanmoins, dans les environnements non-perturbés, la densité de
ces organismes est normalement controlée par l'intervention de leurs ennemis
naturels, chacun variant selon 'abondance de l'autre. Cependant, la biodiversité
permet de maintenir ces conditions d’équilibre.

Avec l'avenement de l'agriculture intensive des monocultures, les agro-écosystemes
sont de plus en plus perturbés et simplifiés a leur maximum. La diversité des
organismes présents, dont celle des ennemis naturels de ravageurs, est tres faible.
Pour cette raison, ces monocultures sont plus sensibles aux maladies et font parfois
face a d’'importantes attaques de ravageurs (Coderre et Vincent, 1992, Plant et
Freudenberger, 2005). Aussi, I'introduction accidentelle de ravageurs exotiques, dans
un contexte de mondialisation des échanges commerciaux, cause divers problemes.
En réponse a ces problemes, 'Homme élabore certains produits pesticides, a
I'époque souvent utilisés avec modération, conjointement a certaines pratiques
culturales comme la rotation des cultures. Cependant, le développement de
pesticides organiques comme le DDT (dichloro diphényl trichloroéthane) pendant la
seconde guerre mondiale et les années suivantes méne a une révolution dans les
méthodes de contrdle des ravageurs. Par exemple, dans les cultures de coton, de blé
et de mais, l'utilisation de pesticides passe de 10 % des superficies en 1952 jusqu’a 95
% en 1980 (U.S. Congress, Office of Technology Assessment, 1995).

Par la suite, la découverte de la résistance chez les ravageurs visés par les pesticides
et des effets nocifs sur la santé humaine et les écosystemes porte a réflexion sur ce qui
semblait étre une solution miracle. Existe-t-il des méthodes alternatives de luttes,
plus écologiques? Revient alors a I'avant-scene un concept qui avait été éclipsé par
les pesticides : la lutte biologique. Présente naturellement dans la plupart des
écosystemes, elle peut étre résumée par le controle d'un organisme problématique
par un de ses ennemis naturels. La lutte biologique est ainsi définie : c’est 1'utilisation

d’organismes vivants pour contréler ou combattre un ravageur.

Plusieurs groupes d’organismes peuvent étre utilisés en lutte biologique. Les
principaux sont les micro-organismes, les nématodes, les insectes et les arachnides.
Les organismes bénéfiques utilisés en lutte biologique doivent avoir un bon taux de
reproduction, étre spécifiques, avoir une bonne capacité d’adaptation et leur cycle de
vie doit étre synchronisé a celui du ravageur ou du phytopathogene (Weeden et al.,
2007).



Introduction générale

Nous distinguons les entomopathogenes et les antagonistes causant respectivement
des maladies mortelles chez les insectes et la destruction ou l'inhibition de I'agent
causal de la maladie. Parmi ces micro-organismes nous avons des champignons
entomopathogenes tels que; Beauveria bassiana et Metarhizium anisopalie et
I"antagoniste Trichoderma sp.

Face au bio agresseur, les plantes peuvent développer des mécanismes de défense
naturelle pour se protéger, bien longtemps avant que 'homme ne joue un réle actif
pour leur protection. Elles peuvent synthétiser dans leurs tissus une variété de
groupes de composés bioactifs tels que les métabolites secondaires (Castillo et al.,
2010).

Certains de ces métabolites sont utilisés dans les industries agroalimentaire, le
cosmétique et pharmaceutiques (Stammati et al., 1999). D’autres possedent des
activités biologiques diverses comme antibactériens, antifongiques, antivirales,
insecticides et anti oxydantes (Sattar et al. 1995; Marinkovic et al. 2002 ; Oplache —
Nova et Obreshkova, 2003 ).

Certains métabolites permettraient ’amélioration de la production en masse de
plusieurs champignons. Dans ce sens, notre présent travail repose sur la recherche
des extraits de plantes stimulateurs de la croissance, la sporulation et la germination
des champignons utiles pour I'agriculture tels que : Beauveria sp., Metarhizium sp. et
Trichoderma sp. par I'utilisation des extraits de plantes en milieu de culture.
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Chapitre 1 Etude bibliographique

1.1 Données bibliographiques sur les champignons étudiés

Parmi les micro-organismes utilisés en lutte biologique, on distingue plus de 700
especes de microchampignons (Starneset al., 1993). Ils auraient un intérét
agronomique considérable dans la lutte biologique contre les ravageurs de cultures et
feraient I'objet d’études de plus en plus poussées. La pathogénécité de 1'inoculum
sporal et la spécificité de 1'hote sont deux parametres important dans le choix de
l'isolat fongique.

Les microchampignons sont des agents de lutte tres intéressants du fait de leur
aptitude a infester I'hote par ingestion ou par simple contact rendant tous les stades (
ceuf, larve, adulte) sensibles ainsi que les suceurs-piqueurs (Carruthers and Soper,
1987).

Ils peuvent étre produits en masse a moindre cott et peuvent étre appliqués avec les

méthodes conventionnelles. Les principaux facteurs limitant l'utilisation en champ
des microchampignons sont abiotiques et vont entrainer la perte d'efficacité de
l'inoculum fongique sur le couvert végétal. On distingue trois genre de
microchampignons utiles pour 'agriculture : Trichoderma, Beauveria et Metarhizium.

1.1.1 Trichoderma sp.
1.1.1.1 Historique

Le terme Trichodermaa a été introduit en mycologie en 1794 par Person qui a
distingué des champignons microscopiques, considérés durant prés de 200 ans
comme «Gastéromycetes». Ces organismes sont cosmopolites, ils appartiennent a un
grand ensemble de champignons sans reproduction sexuée (in Mohamed-Benkada,
2006). Selon Kullning-Gradinger et al. (2002) in Legrand et al.(2005), il s’agit d'un
genre de champignon imparfait regroupant des espéces qui sont les anamorphes
d’ascomycetes de la famille des Hypocreaceae (Hypocrea et genre voisins). En 1902,
Oudemans et Koning (in Legrand et al., 2005) ont identifié des Trichoderma de la
microflore des sols.

Pendant les trente années suivantes, des relevés effectués a travers le monde ont
montré qu’il s’agit de I'un des genres le plus communément répandu a la fois dans le
sol et le bois mort en décomposition. En effet, les Trichoderma sont des hotes habituels
du sol ou leur abondance dépend entre autre du taux de matiere organique. Ils
pénetrent aussi, grace a leur activité cellulolytiques, a l'intérieur du bois mort.
Rayner (1977) a montré que le groupe Trichoderma spp. est le groupe de champignons
basidiomycetes le plus fréquemment isolé de souches de chéne et de hétre agés de 30
a 50 ans (Legrand et al., 2005).
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Dans ce groupe, prés de 35 espéces sont établies a ce jour sont d’intérét économique,
pour leur production d’enzymes cellulolytiques ; elles sont utilisées comme agent de
lutte biologique en raison de leur antagonisme par antibioses, mycoparasitisme,
compétition, lyse, et promotion de la plante hote vis-a-vis d’autres especes fongiques
(Mohamed-Benkada, 2006). Dés 1897, Vuillemin avait signalé 1’antagonisme des
Trichoderma vis-a-vis de divers autres champignons (in Legrand et al., 2005).
Weindling (1932) a montré que l'espece Trichoderma lignorumse se comportait en
parasite vis-a-vis de deux Basidiomyceétes phytopathogenes: Rhizoctonia solani et
Sclerotium rolfsii. L’auteur a démontré également des effets d’antibiose dans les
mémes associations. Quant a ’antagonisme par compétition, il interviendrait en cas
ou la vitesse de croissance est élevée de nombreuses especes de Trichoderma est
élevée (Legrand et al, 2005). Selon ces auteurs, l'efficacité de leurs complexes
enzymatiques cellulolytiques est exploitée dans le domaine industriel.

1.1.1.2 Taxonomie et classification

La division du genre Trichoderma en especes a fait 1'objet de nombreuses études. Dans
le regne vivant les limites de «l'espéce» reposent sur la possibilité de croisement entre
individus. Or, les champignons anamorphes du genre Trichoderma n'ont pas de
reproduction sexuée connue, et ce caractére ne peut étre pris en compte dans leur
classification systématique. Ce sont donc, les aspects culturaux et la morphologie des
appareils sporogenes qui sont considérés (Roquebert., 1996) ainsi que le matériel
génétique (Gams et Bissett, 1998). Ainsi, le positionnement taxonomique des
Trichoderma sp n’a pas été facilement établi. Ce n’est qu'en 1794 que Persoon décrit le
genre Trichoderma sp. avec 4 especes. Fries (1821), classa les Trichoderma sp, parmi les
Gastéromycetes. Cependant, des controverses sur la systématique de ce genre
débutent a partir de 1860 a cause de l'absence de forme sexuée. En 1871, devant le
nombre croissant d'especes rencontrées, Harz insista sur l'importance des caracteres
morphologiques particulierement la présence des phialides observées au
microscopie optique.

En 1916, Waksman décrit 6 nouvelles souches de Trichoderma sp. en utilisant des
critéres macroscopiques différents de ceux préconisés par Harz.

En 1926, Abbot identifia 4 especes de Trichoderma selon des criteres différents des
précédents. Jusqu'a 1939 le raisonnement d'Abbot reste en vigueur.

En 1939, Bisby tente de mettre de I'ordre dans ces systémes en proposant une unique
espece : Trichoderma viridae. Durant 24 ans, toute espece fongique a spores vertes était
considérée comme étant un Trichoderma sp.

~4 ~
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En 1963, les travaux de Gutter et Monbasher mettent fin au systéme précédant, en
démontrant la variabilité des especes de Trichoderma en fonction des conditions

environnementales.

En 1969, Rifai mettra fin a toute la polémique autour de la classification du
Trichoderma. Il proposera une classification ayant le concept d'« espéces agrégées »,
basée sur les caracteres microscopiques. Selon I'auteur, « une espece agrégée est une
entité composée de groupement d’individus tres similaires, difficiles a séparer ».
Ainsi, neuf espéces agrégées sont créés (T.aureoviridae Rifai, T. hamatum Bain, T.
harzianum Rifai, T. koningii Oudemans, T. longibrachiatum Rifai, T. piluliferum Webster
et Rifai, T.polysporum Rifai, T pseudokoningii Rifai et T. viridae Gray), tout en tolérant
une certaine variabilité au sein de chaque espece agrégée (Rifai., 1969). Ce systeme
semble le plus facilement utilisable pour la communauté scientifique, d'autant plus
qu'il a été amélioré récemment par Bissett (1984, 1991).

En 1991, Bissett propose la notion de « section » pour faire face au nombre croissant
d'espéces nouvelles de Trichoderma sp., sans rapport avec les especes agrégées. En se
basant sur la morphologie des conidiophores et des phialides, il regroupe les espéeces
agrégées dans 5 sections (Fig. 1): Trichoderma, Pachybasium, Hypocreanum,
Longibrachiatum et Saturnisporum (Leuchtmann., 1996). Le systeme taxonomique de
Bissett sur le Trichoderma est appuyé par des approches de biologie moléculaire
(PCR) et reste le plus fiable actuellement (Lillard-Roberts, 2004).

Les especes de Trichoderma ainsi que leurs rares formes téléomorphes observées sont
positionnées dans la classe des Ascomycetes. D’autre part, plus de 200 espéces du
genre Hypocrea ont été identifiées, mais sont rarement cultivables, et de ce fait peu
décrites en termes modernes; Sous certaines conditions, les Hypocrea sp.
(téléomorphes) se transforment définitivement en Trichoderma sp. (anamorphes)
(Gams et Bisset, 1998). On pense alors, que l'évolution a conduit a la disparition du
mode sexué pour l'établissement d'un genre a reproduction exclusivement asexuée
(Roquebert., 1996).

La biologie moléculaire révele aujourd'hui que des especes de Tricho derma
génétiquement différentes, présentent des similitudes morphologiques spectaculaires
et leurs caractéristiques se chevauchent ce qui, d'une part explique la longue
controverse connue par ce genre auparavant et d'une autre part, montre que les seuls
critéres morphologiques ne suffisent plus pour une classification incontestable et
rigoureuse des formes anamorphes de Trichoderma sp. ce qui explique leur
positionnement taxonomique actuel (Cournut., 1984 ; Sugiyama, 1987).
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Ainsi, la classification du Trichoderma se présente comme suit selon Bissett (2004) :
Embranchement..................ccccoo oo een e Amastigomycota et/ou Eumycete

Sous embranchement.............................. Ascomycotina

Classe .....ccvvviiiiriiiiiiiniiieecen e eee e Sordariomycetes
Ordre......ccouvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinveevenvenaee o Hypocréales
Famille.........ccccovivviniiiininnivinnnnnnn e Hypocraceae

Genre ......coeveviiiiiiiiine e e eeeeee e nnl Trichoderma

Le genre Trichoderma se divise en cinq sections :

[ Trichoderma J

il N e

SECTIOMN 1 SECTION 2 ' SECTIONZ3 SECTION 4 SECTIOMNS
Tichoderma Pachybasium Hy poo=anu Longi‘brachlatum S‘aturnlsporu

T wviride* /';. wvirens i T. Jongilsrachiatums T. satunisporam
T. koningii* T. ham atum * Comprends les T. pseudokoningii® T. ghanense

Drmes
T. aurcoviride T. harzianum * T. citrinoviride
anamorphiques

T. atroviride T. piHuliferum * d'Hypocrea

T. polysporum* souvent
de la section

T. fasciculfatum ]
Homalocrea Y

T. flav ofuscum
T. erasum

T. croseum

T. minutisporum
T. twmy entosum

T. fertile

T. longipilis

T. oblongisporun
T. strigosum

T. strictipilis

T. pubescens

\ T spirale J

Figure 1. Systématiques de Trichoderma spp. (Rifai, 1969).

1.1.1.3 Aspect cultural et Morphologie

Selon Domsch et al. (1980) in Djafer (2011), les Trichoderma peuvent se développer a
des températures allant de 15 a 35 °C. Cependant, la température optimale de
croissance est variable selon les especes. Elle est de 28°C a 30°C pour T. harzianum, et
de 22°C a 25°C pour T.viride (Danielson et Davey, 1973 in Djafer, 2011).

L'aspect macroscopique de Trichoderma sp, est apprécié a partir de cultures sur
géloses nutritives appropriées dans des boites de Pétri. Les colonies fongiques
peuvent étre légerement floconneuses ou bien compactées en touffes.

~6~
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Entre ces deux extrémes, existent des aspects intermédiaires. Les colonies sont
colorées en fonction de la pigmentation des phialides. Cing jours apres sa
germination, la conidie donne naissance a un mycélium d'abord blanc et stérile en
forme de cercle. Deux jours plus tard, une couleur verte est visible sur les parties
aériennes du mycélium, correspondant a la conidiogenese. D'autres cercles
concentriques réguliers se forment par la suite, et entre le 16eme et le 20eme jour un

feutrage épais se superpose a la culture.

Au microscope optique on peut observer un mycélium composé d'hyphes jaunes,
septés, ramifiés a parois lisses. Les conidiophores ont une forme conique ou
pyramidale. Treés ramifiés, ils portent des phialides en forme de flasques ou de
quilles. A leur tour, les phialides portent les spores (phialospores ou bien conidies)
(Mohamed-Benkada, 2006) (Figure. 2).

Phialospore
" Conidias P

Phialide

|

Conidiospores <

10 pimn

\
\

Figure 2. Aspect morphologique d'un conidiophore de Trichoderma sp.
(Samuels et al., 1994).

1.1.1.4 Mécanismes d’action

Trichoderma possede des mécanismes d’attaque potentiellement utilisables mais qui
demeurent toutefois complexes. Il peut employer un ou plusieurs modes d’action en
méme temps pour maitriser un agent pathogene. Le déploiement des modes d’action
varie également selon les partenaires en présence et les conditions physico-chimiques
du milieu (températures, humidité, etc.).
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Trichoderma est efficace lorsqu’il s’installe avant l'arrivée des champignons
pathogeénes, son action est donc préventive. Il permet, au niveau des racines, de créer
un manchon protecteur autour de celles-ci et ainsi contrer l'entrée des agents
pathogenes a I'intérieur des racines.

Le méme effet est observé lorsqu’il est utilisé en pulvérisation aérienne. Une fois
installé, Trichoderma peut avoir un effet stimulant pour la plante en absence de
champignons pathogenes (Caron, 2002).

Le Trichoderma a la capacité d’attaquer les agents pathogenes via différents modes
d’action :

- Antibiose qui résulte de la production de substances agissant comme des
antibiotiques et qui inhibent la croissance de 1’agent pathogene;

- Compétition qui se manifeste par l'aptitude de Trichoderma a utiliser les mémes
ressources du milieu (aires d’alimentation, sites de développement) que les
champignons pathogenes. Le Trichoderma emploie ce mode d’action surtout pour
occuper les lieux avant I’arrivée des indésirables;

- Parasitisme qui se manifeste par la destruction de l'agent pathogéne lorsque
Trichoderma s’enroule autour de celui-ci soit en I'étranglant, en pénétrant a I'intérieur
et/ou en lui injectant des substances (enzymes) qui le détruisent.

1.1.1.5. Utilisation en agriculture

Les Trichoderma sont des champignons bénéfiques qui colonisent naturellement les
sols. En colonisant les racines des plantes avant les mauvais champignons, ils
protegent et donnent méme un surplus de vigueur aux plantes. Dans les plantations,
ils peuvent jouer un role prédominant dans la santé des plantes.; aussi, ils présentent
non seulement un potentiel dans les cultures en serres, mais un avantage
incontestable dans la protection des maladies racinaires (Pythium, Fusarium,
Rhizoctonia ; Phytophtora,...) et des parties aériennes (Botrytis cinerea) (Liette, 2002).

Par ailleurs, la capacité des Trichoderma a controler les agents phytopathologiques du
sol est connue depuis la fin des années 1920 (Mohamed-Benkada, 2006). Ils ont été
utilisés comme agent de lutte biologique contre un large spectre de phytopathogéne.
Leurs antagonisme est produit par compétition, mycoparasitisme ou par antibiose.
Ces mécanismes peuvent intervenir seuls, en association ou séquentiellement
(Lepoivre, 2003).
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Les travaux de Baker (1988) et de Lynch et al. (1991) ont montré que certaines
souches de Trichoderma exerceraient une action stimulatrice sur la croissance de
certaines plantes. Dans ce cadre, Lynch et al. (1991) ont étudié I'effet de Trichoderma
sur la croissance de la laitue et son aptitude a lutter contre Rhyzoctonia solani kuhn. et
Phytium ultimum Trow. Les auteurs ont démontré l'effet de certaines souches de
Trichoderma sur la croissance de la laitue et la germination des graines en 1’absence de
tout agent pathogene.

Cependant, ce n’est qu’a partir de 1990 que ce champignon a été commercialisé
sous forme de bio pesticide; l'utilisation pratique de cette méthode de lutte
biologique vient aprés l'acquisition de nombreuses connaissances sur 1'effet des
Trichoderma; Les principales especes utilisées sont T. harziaunum et T.viride
(Mohamed-Benkara, 2006).

Selon Djafer (2011), en Algérie, une étude récente sur le biocontrole du mildiou de
la pomme de terre a confirmé l'effet biofongicide des isolats algériennes de
Trichoderma sp.

1.1.2 Beauveria bassiana
1.1.2.1 Historique

B. bassiana (Hyphomycéte) est un microchampignon pathogéne contre de nombreux
insectes. Sa pathogénicité a été démontrée pour la premiere fois par Agostino Bassi
de Lodi (1835) qui est le précurseur des études des maladies infectieuses, en
démontrant pour la premiere fois qu'un micro-organisme pouvait étre responsable
de maladie infectieuse chez 1’animal.

1.1.2.2 Taxonomie et classification

Le champignon B. bassiana est un mycéte filamenteux naturel initialement décrit par
Beauverie en 1911 sous le nom de Botrytis bassiana. Le genre a été établi par
Veullemin (1912) et appartient a la classe des Deuteromycetes et a l'ordre des
Hyphomycetes qui regroupe plus de 10000 especes appartenant a plus de 1 800 genres
(Subramanian, 1983).

L'identification des Hyphomycetes est principalement basée sur la morphologie,
l'arrangement, la pigmentation et la texture externe des conidies. Du point de vue
systématique, les deux systémes de classification des Hyphomycetes sont celui de
Saccardo (1886) qui est basé sur la morphologie et la pigmentation des conidies et
conidiophores et celui de Hughes (1953) qui s'appuie sur le développement et la

~0~
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morphologie considérant la pigmentation et la septation des conidies comme des
caractéres secondaires.

Selon Talbot (1971), les especes sont essentiellement instables et sont définies de
diverses manieres selon leur intérét pour différents aspects de leur variation (
morphologique des mycetes, variation génétique). Selon cet auteur, les
caractéristiques des hyphomycétes peuvent varier en fonction des conditions de
croissance et de maturité ; il a donc reclassé toutes les espéces du genre Tolypocladuim
comme des synonymes de Beauveria.

Cependant, les profiles d'utilisation de 49 hydrates de carbone en se basant sur les
tests biochimiques API 50 CH, ont été utilisés par Todorova el al., (1998); ils ont
identifier et distinguer 75 souches des genres Beauveria et Tolypocladium. Plusieurs
études basées sur des techniques de biologie moléculaire permettent de classer les
isolats fongiques par leurs profils génétiques.

Des recherches ont été réalisées afin de mettre en évidence les variations génétiques
entre les isolats de B. bassiana. Pfeifer et Khachatourians (1993) ainsi que Viaud et al.
(1996) ont démontré des différences significatives entre les ADN des différents
isolats.

Une analyse phylogénétique a révélé que 1'espece anamorphe de B. bassiana était plus
proche des pyrénomycetes que des plectomycetes de type ascomycetes. Ceci était
inattendu d'apres les comparaisons antérieures des réarrangements de genes chez les
champignons filamenteux (Hegedus et al., 1998).

De Kouassi (2001) rapporte que la classification la plus complete de Beauveria bassiana
est celle de Mugnai et al. (1989) et qu’elle serait issue d’études morphologiques et de
tests enzymatiques.

Embranchement......................cceeeneen .. Mycetes
Classe......ccoeevriviiiiieiiniiiiieiiniieceevennee e Deutéromycetes
Ordre......ccocviviiiiiiiiiiiiiiiiii e evveneee e Hyphomycetes
Famille.........ccccoeiiiiiniiiiiiiininiieeennneeee oo .Moniliaceae
Genre....cooviiiiiiiniiiiiniinieniie cen e een e een oo Beauveria

Espece......ccoevviuiiiiiniiiiiiiennecee e vennee oo Beauveria bassiana
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1.1.2.3 Aspect cultural et morphologie :

Le genre Beauveria est caractérisé par un conidiophore a base renflée et a extrémité
terminale en zigzag formant de facon sympodiale de petites spores unicellulaires. Le
conidiophore continue de croitre aprés avoir donné naissance aux spores et, chaque
spore laisse une cicatrice en relief (aspect denticulé). Les bouquets de conidiospores
donnent un aspect en "fausse téte" (Figure 3).

Figure 3. Morphologie de Beauveria bassiana : A -structures conidiales; B -cellules
conidiennes ; C -spores (Vuillemin, P., 1912).

On distingue deux types de spores selon la présence ou l'absence d'oxygeéne: les
conidiospores formées en présence d'air et les blastospores en condition d'anaérobie.
Les conidiospores prennent une forme sphérique ou ovale tandis que les blastospores
sont uniquement ovales. Les deux types de spores peuvent avoir le méme effet
pathogeéne sur les insectes infectés (Weiser, 1972 et Lipa, 1975).

Le champignon B. bassiana est une espéce fréquemment retrouvée dans les sols du
monde entier. Il forme des hyphes transparents et septaux de 3,5 pm de diametre.
Cette espéce produit des colonies cotonneuses de couleur blanchétre a jaunatre. Ce
champignon croit et sporule sur une large variété de milieux de culture et peut étre
conservé a des températures de 5° a 8°C sans toutefois perdre sa viabilité et sa
capacité de sporulation (Tong-kwee et al., 1989).

~11 ~
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1.1.2.4 Mécanismes d'action

Le champignon B. bassiana infecte l'insecte par contact et n'a pas besoin d'étre ingéré
par son hote pour causer l'infection. En général, le processus d'infection de B. bassiana
est divisé en quatre phases distinctes: phases d'adhésion, de germination, de
différentiation et de pénétration.

La phase d'adhésion constitue la premiére étape du processus d'infection. Elle se
déclenche par un mécanisme de reconnaissance et de compatibilité des conidies avec
le tégument de l'insecte. Ce phénomene peut étre déclenché par des polysaccharides
fongiques extra-cellulaires, des lectines et des enzymes extracellulaires (Boucias et
Pendland, 1991).

La phase de germination dépend des conditions environnementales et également de
la physiologie de I'hote (composition biochimique de la cuticule) qui peut favoriser
ou inhiber la germination (Ferron et al., 1991). Il a été démontré que la germination
des spores était affectée par des lipides épicuticulaires et les acides gras (Boucias et
Pendland, 1991).

La phase de différentiation est importante dans le processus d'infection. Au cours de
laquelle, la spore germée produit une structure appressoriale, qui sert de point
d'ancrage et de ramollissement de la cuticule ce qui a pour effet de favoriser la
pénétration de la spore. La production des appressorias est dépendante de la valeur
nutritive de la cuticule de I'hote (Magalhaes et al., 1989).

La phase de pénétration consiste a la pénétration du microchampignon dans I'hote a
travers les orifices naturels, la cuticule ou par ingestion. En général, la cuticule de
l'insecte est une barriere structurellement et chimiquement complexe pour la
pénétration du champignon. L'épicuticule contient une protéine stable au phénol et
est couverte d'une couche cireuse contenant des acides gras, des lipides et des stérols
(Andersen, 1979).

1.1.2.5 Utilisation en agriculture

L'exploitation directe d'organismes vivants afin d'éliminer les ravageurs nécessite
une compréhension des mécanismes d'interaction entre 'agent entomopathogene et

l'insecte nuisible visé.

En effet, la pathogénicité de 1'inoculum sporal et la spécificité de I'hote sont deux
parametres importants dans le choix de l'isolat fongique. Le microchampignon B.
bassiana s'avere étre un agent de lutte intéressant puisqu'il possede 1'avantage, par
rapport aux autres microorganismes pathogenes, d'infecter I'hote sans étre ingéré.

~ 12 ~
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Ce qui peut rendre les différents stades de développement de 1'hote sensibles a ce
biopesticide (Wraight et Roberts, 1987).

Cette caractéristique fait aussi en sorte que ce mycete peut étre efficace contre les
insectes piqueurs-suceurs qui sont relativement peut exposés a l'infection par des
spores déposées sur le feuillage des plantes (Wraight et Roberts, 1987).

Les especes de champignon du genre Beauveria ont un intérét agronomique
considérable dans la lutte biologique contre les ravageurs de cultures et font donc
'objet d'études de plus en plus poussées. En outre, la persistance des conidies dans le
sol peut assurer un contrdle a long terme en provoquant la mycose sur les
générations suivantes de 1'hdte (Gaugler et Lashomb, 1989). Au niveau de la
biosécurité, plusieurs études ont prouvé que ce mycete n'est pas dangereux pour les
vertébrés (Faria et Wraight, 2001).

Le champignon B. bassiazna, comme la plupart des microchampignons
entomopathogenes, peut étre produit en masse et peut étre appliqué avec les
méthodes conventionnelles (Faria et Wraight, 2001).

1.1.2.6 Utilisation de B. bassiana contre les ravageurs.

Contrairement aux insecticides chimiques qui tuent rapidement les insectes, la
plupart des mycétes entomopathogenes, mettent quelques jours avant de tuer leur
hote. Selon Liu et al., (2003b), une période minimum d'incubation de six jours apres
un traitement fongique est nécessaire afin d'évaluer 1'efficacité de B. bassiana sur
l'insecte hote. Plusieurs études ont montré que le B. bassiana peut infecter une grande
variété d'insectes (Goettel, 1992).

Chez l'ordre des lépidopteres, la virulence de 23 isolats de B. bassiana a été testée en
laboratoire contre les larves du troisieme stade de la tordeuse a bandes obliques,
Choristoneura rosaeeana (Tortricidae) (Todorova et al., 2002a).

Tous les isolats ont causé plus de 66 % de mortalité des larves apres 16 jours. Une
réduction du comportement d'alimentation a été observée 3 jours apres l'inoculation
des larves de deuxieme stade de la pyrale de mais Chilo partel/us (pyralidae) par B.
bassiana (Tadela et Pringle, 2003).

Cette réduction a été attribuée a la production de substances toxiques par les mycetes
et/ou la rupture mécanique de l'intégrité structurale de l'insecte par la croissance des
hyphes. Des travaux effectués sur des especes appartenant a I'ordre des coléopteres
ont démontré que B. bassiana peut entrainer une mortalité élevée contre la coccinelle
maculée, Coleomegilla maculala (Coccinellidae) (Todorova et al., 2002b; Todorova et al.,
1996).
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Egalement, I'utilisation de certains isolats de B. bassiana contre le scarabée argentin,
Cyclocephala signaticollis (Scarabeidae), peut provoquer une mortalité de 70 % de
larves du troisieme stade apres 16 jours (Cornia et Beatriz, 2004).

Les criquets, appartenant a l'ordre des orthoptéres, sont les principaux ravageurs
causant des dégats aux cultures et aux paturages. Actuellement, les deux genres
d'hyphomycetes reconnus pour leur effet sur ces insectes sont Metarhizium et
Beauveria. Dans les régions tempérées, il existe des souches efficaces infectant les
criquets. La plupart de ces champignons ne provoquent pas de symptomes visibles
avant la mort. Les criquets atteints perdent I'appétit et deviennent de moins en moins
actifs et leur couleur devient parfois rougeatre (Greathead et al., 1994).

1.1.3 Metarhizium anisopliae
1.1.3.1 Historique

Parmi les micro-organismes entomopathogenes ayant un potentiel d’agent de lutte
biologique contre les insectes nuisibles, plus de 500 especes de champignons sont
susceptibles d'infecter des insectes (Starnes et al., 1993). Metarhizium anisopliae était le
premier pathogene utilisé délibérément pour le contrdle d’insecte ravageur par le
Russe Eli Metchnikoff (1880) considéré comme étant le pere de la lutte
microbiologique.

Metarhizium anisopalie est une espéce bien étudiée et appliquée pour le contrdle
microbien des insectes nuisibles (Liu et al.,, 2007 ; Hoe et al., 2009). C'est un
hyphomycéte pathogene se reproduisant naturellement dans le sol (Entz, 2005). C’est
un organisme intéressant pour son attaque de I'hote, et il produit des métabolites
biologiques actives in vitro et in situ (Rao et al., 2006). Il est I'agent de Muscardine
verte, la maladie d’insectes, il est également 1'un des plus célébres habitants
entomopathogenes du sol, avec un potentiel de virulence sur les ravageurs des
plantes et des animaux (Tajick Ghanbary et al., 2009). Il est destiné a controler des
insectes nuisibles divers y compris les termites, les blattes, le charangon noir de la
vigne, les aleurodes, les pucerons, la pyrale du mais, hannetons et d’autre insectes
(Strasser et al., 2000 ; Khetan, 2001 ; Wraight et al., 2001).

Les différentes souches de Metarhizium anisopalie s’attaquent aux espéces d’insectes.
Mais, son utilisation générale en tant qu’insecticide est restreinte, cela limite aussi les
effets du champignons sur les organismes non ciblés, ce qui en fait un produit plus
sécuritaire (Kabaluk et al., 2001).
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Metarhizium anisopalie var. acridum est un entomopathogenes fongique qui infecte les
sauterelles et les criquets (Lomer et al., 2001 ; Prior, 1992), retrouvé sur Ornithacris
cavroisi au Niger, il serait le plus virulent (Zakaria et Sagnia, 2003 in Bissad et al.,
2010).

1.1.3.2 Taxonomie et classification

Le genre Metarhizium comprend prés de 200 especes appartenant a sept ordres
(Veen, 1968). Les premieres approches de la taxonomie considéerent les
caractéristiques morphologiques au niveau macro - et microscopique. Metchnikoff
(1879) fut le premier a décrire les spores d’ Entomophthora anisopliae.

En 1883, Sorokin a rebaptisé le champignon Metarhizium anisopliae. Mais, jusqu’en
1969 au moins huit autres noms ont été proposés pour le seul genre Metarhizium
(Tulloch, 1976). M. brunneum a été décrit d'abord par Petch (1935), a été déterminé
par la suite étre M. anisopliae par Roberts (1967) quand l'irradiation de spores vertes
de M. anisopliae. Dans la mesure ot aucunes différences microscopiques ne
pourraient étre trouvées entre M. brunneum et M. anisopliae, il a été conclu que M.
brunneum était un mutant naturel de M. anisopliaze. En 1915, Johnston a proposé la
classification de M. anisopliae dans des formes longues et courtes spores. Gams et
Rozsypal (1973) ont décrit une troisieme espece Metarrhizium flavoviride isolée des
insectes et des sols. Elle présente une forme a courte spores décrite par Rombach et
al. (1986).

D'autres especes ont été proposées en Chine et au Japon avec des confusions
morphologique et phylogénétique (Tzean et al, 1993; Liang et al, 1991; Shimazu,
1989;. Guo et al, 1986).

Selon Kleespies et al. (2000), Metarhizium anisopalie se classe comme suit :
Regne ......ccovevevvinievennennnne. . LJFungi
Division..........cccceeveveevenneenen.... BEumycota
Sous division........................... Deutromycotina
Classe......cccceeeevvrvvennncnce e een o Hyphomycetes
Ordre......ccoeevvevveeiienervnnvennee o .Molinizles
Famille........cccecevevvevvnnvennenne .. Moliniaceae
GeNre ....ccoeevvvveevennennsvnneennen o Metarhizium

Espéce.....cccocevvevinnninvenvnnnnneen e .Metarhizium anisopalie
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1.1.3.3 Aspect cultural et morphologie

La couleur des spores est un premier caractére pour l'identification du champignon.
Sur Agar la couleur dépend des ingrédients du milieu mais, généralement les spores
sont vertes chez le genre Metarhizium.

La forme des spores et des conidiophores intervient aussi dans la détermination. Les
conidiophores du Metarhizium anisopalie sont relativement courts, irrégulierement
ramifiés ou non et arrangés en groupes compacts formant une masse de spores
(Greathead et al., 1994) (Figure4).

Figure. 4 : Différents aspects du Metarhizium anisopalie, A.B.C- Conidiophores ;
D- Conidies (Hoog, 2000).

L’identification en se basant seulement sur les caractéristiques morphologiques est
extrémement difficile (absence de clés de détermination), ce qui peut entrainer des
erreurs d’identification. Les techniques basées sur I’ADN sont largement utilisées et
précises pour identifier les especes et les variétés (Driver et al.,, 2000 ; Entz et al.,
2005).

1.3.4 Mécanismes d’action

La maladie causée par ce champignon est appelée la muscardine verte due a la
couleur verte de ses spores, ces dernieres en contact avec le corps d"un insecte hote,
germent et les hyphes qui émergent pénetrent la cuticule (Neil et Donald, 2005) au
moyen d une combinaison de pressions physiques et dégradation enzymatique.
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Une fois que le champignon atteint 1’hémocele, il grandit en formant des hyphes
(blastospores). La mort de 1'hdte se produit habituellement par I'épuisement
d’éléments nutritifs, I'invasion d’organes et I'action des toxines fongiques (Butt et
Goettel, 2000 ; Inglis et al., 2001). La cuticule du cadavre devient souvent rouge. Si
I'"humidité ambiante est assez élevée, une moisissure blanche pousse sur le cadavre
qui trés tot devient verte comme les spores produites (Neil et Donald, 2005).

Ce champignon produit des peptides cycliques qui sont des destruxines (Hsiao et Ko,
2001) qui peuvent jouer un role dans la pathogénicité (Kershaw et al., 1999). La
capacité des destruxines dans le contrdle pratique est moins étudiée, mais certaines
enquétes ont décrit ses propriétés insecticides (Brousseau et al.,, 1996 ; Thomsen et
Eilenberg, 2000). Plus de 35 différents destruxines structurellement liées ont été isolés
a partir de culture de Metarhizium anisopalie (Pedras et al., 2002).

1.3.5 Utilisation en agriculture

La premiére tentative de lutte contre les parasites avec un agent fongique a été
effectuée en Russie en 1888, lorsque le champignon actuellement connu sous le nom
de Metarhizium anisopalie (Metschn). Sorokin a été produit en masse sur le mott de
biere et pulvérisé dans le domaine du contréle de la betterave charangon Cleonus
punctiventris (Germar) (Lord, 2005).

Actuellement, des produits commerciaux a base de Metarhizium anisopalie sont
fabriqués a des fins commerciales et sont utilisés dans plusieurs pays. Cest le cas
notamment des granules Bio-Green et Bio-Cane utilisées en Australie contre les vers
dans les paturages et les cultures de canne a sucre ; Green Muscle utilisé contre le
locuste en Afrique, I’Ago Biocontrol visant a contréler différents ravageurs de plantes
ornementales est utilisé en Amérique du sud et Bio-Path, utilisé aux Etat-Unis pour
enrayer les blattes (Kabaluk et al., 2001).

Depuis 1989, le projet de lutte biologique contre les locustes et les sautereaux
(LUBILOSA) a permis la mise au point d"un mycopesticide : Metarhizium anisopalie
var. acridium ou « Green Muscle ». Il s’agit d'un champignon obtenu a partir des
spores d"un insecte mort. Il se présente soit sous la forme d’une poudre seche ou en
formulation huileuse (Joachim Saizonou, 2004). La formulation des suspensions
huileuses ultra bas volume (UBV) de conidies des deutéromycétes du genre
Metarhizium est relativement facile et offre des possibilités d’application en
conditions seches. Cette formulation a base d’huile tue les insectes plus rapidement
qu'une formulation a base d’eau, les huiles s’attaquent aux exo cuticules des insectes,
elles s’y étalent facilement et peuvent ainsi aider le transport des conidies vers les
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membranes inter segmentaires vulnérables et a la pénétration ultérieure des hyphes
(Bateman, 1991 in Hallouane, 1997).

Il a été tres efficace contre la plupart des locustes et particulierement le criquet
pélerin dans le Sahel. Des tests ont été réalisés notamment dans la zone du lac Tchad
et ont permis d’évaluer l'efficacité de ce produit dont l'utilisation est maintenant
recommandée par la FAO (Joachim Saizonou, 2004).

Des résultats satisfaisants sont obtenus en 2005 lors des essais de Green Muscle
effectués en Algérie dans la wilaya d’El-Oued, sur des nymphes de criquet pélerin,
montrant 80% de mortalité au bout des 7 a 8 jours (Kooyman et al., 2005). Ce produit
représente une avancée intéressante car, étant beaucoup moins nocif pour
I'environnement, il ne met pas ’'homme et les animaux en danger. Le délai nécessaire
a son action, 4 a 6 jours, ne lui permet pas de stopper la destruction d"une récolte, car
les insectes ont le temps de dévorer les récoltes avant de mourir. Par contre, le
«Green Muscle » permet une éradication plus durable des criquets et parait
parfaitement adaptés a la lutte préventive dans les zones de reproduction (Joachim
Saizonou, 2004). En outre, la forte variabilité de thermotolérence a été observée chez
les isolats de Metarhizium anisopalie quand des suspensions de conidies ont été

exposées a des températures élevées et basses (Rangel et al., 2005 ; Fernandes et al.,
2008).

Pour que I'utilisation de ce bio pesticide se généralisé en Afrique, une condition reste

a satisfaire : parvenir a obtenir une production industrielle pour faire face aux
besoins (Joachim Saizonou, 2004).

1.2 Données bibliographiques sur les plantes étudiées

Les substances de défense synthétisées par les végétaux sont des sources
d'inspiration de plus en plus fréquentes pour la recherche de nouveaux produits
phytosanitaires. Les produits naturels sont de plus en plus recherchés pour une
agriculture durable, I'utilisation sans discernement des pesticides conventionnels de
synthese ayant eu un impact écologique et sanitaire néfaste (résistance des ravageurs,
contamination de I'environnement et des écosystémes, perte de la biodiversité...). Le
recours au monde végétal et aux molécules qui ont permis aux plantes de se protéger
contre les ennemis naturels devient donc indispensable (Regnault, 2008).

La plupart des composés extraits des végétaux ont montré des effets sur le
développement de la croissance mycélienne de plusieurs champignons et des effets
sur leur sporulation et leur germination.
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Dans ce sens, plusieurs plantes ont été valorisées dans le cadre de la production en
masse des champignons utiles pour I'agriculture.

1.2.1 Mauve (Malva sylvestris)
1.2.1.1. Description botanique

Les mauves (Malva) ont donné leur nom a la famille des Malvacées et a 1'ordre des
Malvales. Elles se ressemblent étroitement par leurs caracteres anatomiques comme
par leurs propriétés.

La mauve sylvestre est une plante bisannuelle. Mais elle peut éventuellement étre
vivace par des bourgeons souterrains (Bonnier et Douin, 1912-1935 ; Belzung, 1900).
La mauve sylvestre est une plante poilue. Elle peut avoir une pubescence simples a
poils simples ou a poils presque tous étoilés ou bien pubescence mixte, a poils
simples et étoilés (Rouy, 1893-1913). Elle mesure de 30 cm a 1m 50 de long (Fournier,
1934-1940 ; Blamey & Grey-Wilson, 1991).

C’est une plante polymorphe, au fil du temps les feuilles tendres se font dévorer par
les insectes et les escargots, ce qui donne a ’ensemble de la plante un aspect négligé
(Fletcher, 2007).

La floraison de Malva sylvestris (fig. 5) se produit du mois de mai au mois de
septembre (Schaffner, 1993 ; Coste, 1901 ; Bonnier & Douin, 1912-1935).

Figure 5. La morphologie des feuilles et des fleurs de Malva sylvestris dans son
milieu naturel (Fournier, 1934-1940 ; Blamey & Grey-Wilson, 1991).
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1.2.1.2 Composition chimique

Les principales molécules présentes chez les mauves sont des mucilages, des
flavonoides et des tanins. Les mauves sont aussi riches en sels minéraux (calcium,

magnésium, fer) et en vitamines.

Les mucilages présents dans les mauves sont des polysaccharides acides poly
uroniques et neutres. Ce sont des mucilages qui donnent ses propriétés émolliente,
anti-irritative et laxative a la mauve. Ces mucilages sont souvent accompagnés de
raphides ou de macles d’oxalate de calcium (Wichtl, 2003 ; Classen et Blaschek, 1998).

Les polysaccharides et les flavonoides se trouvent dans les fleurs et les feuilles. Mais
les tanins ne sont présents que dans les feuilles (PDR for herbal medicines, 2000).

‘étude de Cutillo et al. en 2006 a permis de mettre en évidence dans les extraits
aqueux de mauve sylvestre fraiche de trés nombreux sesquiterpenes, un diterpene
linéaire tétrahydroxylé, 2 monoterpenes, 6 C13 nor-terpenes et 11 composés
aromatiques (acides-phénoliques).

1.2.2 Le caroubier (Ceratonia siliqua)

Scientifiquement, le caroubier est appelé Ceratonia siliqua. Ce nom dérive du grec
keras et du latin siliqua, faisant allusion a la forme de son fruit qui ressemble a la
‘corne’” de bouc (Bolonos, 1955).

Le genre Ceratonia appartient a la famille des Leguminosae (Fabacae) de l'ordre des
Rosales. Toutefois, cette position taxonomique reste litigieuse. Il est généralement
placé dans la tribu des Cassieae, sous famille des Cesalpinoidae. Cependant, certains
auteurs tels qu'Irwin et Barneby (1981) ainsi que Tucker (1992a, 1992b), ont émis des

réserves en ce qui concerne ce positionnement taxonomique.

1.2.2.1 Description botanique

Le caroubier est un arbre a croissance lente, pouvant atteindre une quinzaine de
metres de hauteur (Quezel et Santa, 1962/63). Il possede une cime tres étalée et un
tronc dont la base peut atteindre 2 a 3 metres de circonférence. Sa longévité est
importante, dépassant souvent les 200 ans (Rejeb et al., 1991). Les feuilles (fig. 6), de
10 a 20 cm de longueur, sont persistantes, composées de 4 a 10 folioles glabres,
vertes, luisantes sur la face dorsale, plus claires et mates sur la face ventrale, a folioles
ovales entieres, légérement échancrées au sommet et paripennées (Diamantoglou et
Mitrakos, 1981; Rejeb, 1995).
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Figure 6. La morphologie des feuilles de Ceratonia siliqgua dans son milieu naturel
(Diamantoglou et Mitrakos, 1981; Rejeb, 1995).

1.2.2.2 Composition chimique

Dans les domaines forestiers, les pieds males sont souvent taillés pour le fourrage.
Plusieurs études ont montré que l'utilisation des feuilles associées avec le
polyéthyléne glycol (PEG) améliore la digestibilité et la qualité nutritive des tanins
contenus dans les feuilles (Priolo et al., 2000).

Rejeb et al. (1991) ont estimé la valeur nutritive des feuilles du caroubier a 0.25uf/kg
de matiere seche. En Turquie, des extraits des feuilles contenant des tanins sont
utilisés dans la médecine traditionnelle pour traiter la diarrhée et dans I’alimentation
diététique (Baytop, 1984). Ces extraits foliaires sont également désignés comme étant
porteurs des activités cytotoxiques et antimicrobiennes (Kivcak et Mart, 2002).

1.2.3 Le citron (Citrus limon)

Selon Padrini et Lucheroni (1996), le citron appartient au genre Citrus , a la famille
des Rutaceae , a de I'ordre des Sapindales. 1l est généralement placé dans la tribu des
Cassieae.

1.2.3.1 Description botanique

Le citronnier est un arbuste appartenant au groupe des agrumes. Les fruits sont de
forme ovale, avec un mamelon plus au moins apparent a leurs extrémités.
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La peau fine est colorée en jaune a maturité du fruit; elle est pourvue de nombreuses
glandes oléiferes renfermant des essences. La pulpe, de coloration jaune ou verdatre,
est généralement riche en acide citrique, ce qu’il lui donne sa saveur acide (Blancke,
2001).

Cette plante vigoureuses, de croissance rapide, elle produit de nombreuses branches
et fructifie abondamment, et la fructification de I'hiver est plus importante (de 60 a
70% de production annuelle de 1’arbre) (Dubois, 2006). Les principales variétés
méditerranéennes cultivées de citronnier sont «Verna », «Eureka », «Lisbonne »,
«Monachello », «Interdonato » et «Lunaris » (Blancke, 2001).

Le fruit mar (fig. 7) a une écorce qui va du vert tendre au jaune éclatant sous 'action
du froid. La maturité est en fin d'automne et début d'hiver dans I’"hémisphere nord.
Sa chair est juteuse, acide et riche en vitamine C. De 1'écorce on extrait une huile
essentielle qui renferme du limoneéne et du citral.

Figure7. La morphologie des feuilles et du fruit de Citrus limon dans son milieu
naturel (Blancke, 2001).

1.2.3.2 Composition chimique

La norme ISO : NF T 75-335 (1995) In Robert et Lobstein (2005) a donné la
composition de I'huile essentielle extraite par expression de 1"écorce du Citrus limon
avec un rendement de 1,2 a 1,5%. Les principaux constituants sont le limonene (65 a
70%), le citral (1 a 5%), le B-pinene (4 a 9%), le y-terpinene (9 a 12%), le linalol (1,5%),
le cinéole, d’acétate de géranyle, le nonanal, le citronellal, I"a-terpinéol, le camphéne
et 'a-bisaboléne.
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1.2.4 La Carotte (Daucus carota)

La carotte appartient au genre Daucus, a la famille des Apiaceae , a de I'ordre des
Apiales. 11 est généralement placé dans la tribu des Scandiceae (Chaux et Foury ,1994 ;
Renaud, 2003).

Elle est cultivée pour sa racine, utilisée en alimentation humaine et animale (Clement,
1981), pour sa valeur diététique, liée surtout a sa teneur en vitamine A (11000UI), sa
valeur appréciée et ses modes de consommation variées (Chaux et Foury, 1994).

1.2.4.1. Description botanique

La carotte est une plante a racine bisannuelle, cultivée en annuelle (Encyclopédie de
la cuisine, 1999 ; Renaud, 2003). La carotte est, cultivée pour sa racine, utilisée en
alimentation humaine et animale (Clement, 1981).

La carotte est plus ou moins allongée ou trapue, selon les variétés (fig.8). Sa couleur
peut étre orangée, blanche, jaune, rouge, pourpre ou noire (Encyclopédie de la
cuisine, 1999). Selon Renaud (2003) c'est une racine longue, pivotante et charnue.

bourgeon terminal |

périderme |

~départd'une

i'
{racine secondaire

“phloéme |

cambium vasculaire |

[ yléme

Figure 8. La morphologie de Daucus carota(A) et Coupe longitudinale d'une
carotte(B) (Villeneuve et Leteinturier ,1992 cités par Villeneuve ,1999).

1.2.4.2 Composition chimique

La carotte renferme des réserves considérables de sucres, principalement du
saccharose et des sucres simples tels que glucose et fructose. Sa teneur en sucres
solubles varie en fonction de la variété et de I'époque de récolte, de2a 8 g pour 100 g
de carotte fraiche. Ces sucres participent pour une large part au plaisir gustatif.
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Elle renferme des Acides Aminés (AA) libres (glutamique), des substances
terpéniques et phénoliques qui interviennent dans l'agrément gustatif des
préparations de ce légume (Villeneuve ,1999).

1.2.5 La betterave (Beta vulgaris)

La betterave appartient au genre Beta de la famille des Chénopodiacées. La betterave
potagere Beta vulgaris, variété cicla, la betterave fourragere Beta vulgaris, variété
macrohiza et la betterave de table Beta vulgaris, variété crassa.

1.2.5.1 Description botanique

La betterave (Beta vulgaris L.) est une plante bisannuelle dont la racine (conique,
ronde ou plate) est tubérisée, pivotante et possede une chair rouge dans le cas de la
betterave potagere (utilisée uniquement dans I'alimentation humaine), ou une chair
blanche dans le cas de betterave fourragere, demi-sucriére et sucriere (LELONG F.
2008., LORGUE G. et al (1987)., NEDELEC P.Y. 1993)

Les feuilles (fig. 9) forment une rosette surmontant la racine (24.27.30), elles sont
grandes, luisantes, ovales et pétiolées (LELONG F.2008, NEDELEC P.Y. 1993).

La racine donne naissance la deuxieme année a une tige anguleuse et ramifiée,
atteignant un metre de hauteur et portant des fleurs verdatres disposées en
glomérules (LELONG F. 2008, LORGUE G. et a 1987., NEDELEC P.Y. 1993) (24 a 30).

Figure 9. Présentation de la morphologie de betterave ; A- feuilles ; B- a: racine
rugueuse a forme conique, b : collet (tige), c : feuilles (d"apres Boiffin et Choppin de
Janvry, 1994).
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1.2.5.2 Composition chimique

La betterave Beta vulgaris est constituée d'environ 23.5% de matiere seche et de 76.5%
d'eau. Le saccharose représente environ 17% de la matiére seche. Le reste est
constitué de composés solubles et insolubles. La partie insoluble, appelée marc, est
formée essentiellement de cellulose, d’hémicelluloses et de substances pectiques. La
cellulose et les hémicelluloses constituent le squelette de la cellule, et les substances
pectiques jouent le role de ciment.

La partie soluble est constituée principalement de composés organiques azotés ou
non, de sels et de cendres. La composition approximative de la pulpe de la betterave
sucriére selon Viénat-Nikodemski (1994).

1.2.6 Les petits pois (Pisum sativum L.)

Le petit pois appartient au genre Pisum a la famille des Fabaceae et a la tribu des
Fabeae. Le genre Pisum, apres avoir compté plus d'une douzaine d'espéces, il n'en
existe actuellement que deux especes : Pisum sativum L. et Pisum fulvum . Toutes les
autres ont été reléguées au rang de sous especes ou variétés de Pisum sativum (Free
1993 ; Pouvreau 2004).

1.2.6.1 Description botanique

L'espéce Pisum sativum est une plante annuelle (fig. 10). C’est une plante
essentiellement autogame (Free 1993 ; Pouvreau 2004) ; mais des taux d’allogamie
peuvent étre observés chez certains cultivars. Ses fruits, appelés gousses ou cosses
renferment des graines, les pois. Ils sont consommés, selon les variétés (Haskell
1943).

Figure 10. Pisum sativum dans son milieu naturel (Free 1993 ; Pouvreau 2004).
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1.2.6.2 Composition chimique

Le petit pois du genre Pisium est constitué essentiellement de glucide, les lipides, les
minéreaux. La partie glucidique des pois est formée essentiellement
d'amidon (amylose et amylopectine en proportion variable selon les variétés), et de
sucres, comprenant du saccharose et des oligosaccharides et riche en protéines et en
fibres.

Il est considéré comme une bonne source de minéraux, notamment potassium,
phosphore, calcium et fer, ainsi que de la vitamine B.

1.2.7 Fenugrec (Trigonella foenum-graecumn)

Le fenugrec est une plante herbacée annuelle (Maletic et Jevdjovic, 2007) ou de
vivaces (Burnie et al., 2006) de la famille des Fabaceae. Apparenté au trefle, ce genre

réunit environ quatre- vingt especes (Burnie et al., 2006).
1.2.7.1 Decription botanique

Le fenugrec est une plante herbacée (fig. 11), elle pousse en plein champ, sur les sols
riches en calcaire. Cette plante se distingue par sa tige haute pouvant atteindre 50 cm,
ses feuilles ovales et dentées et ses fleurs qui oscillent entre le jaune et le violet. Le
fruit est une gousse recourbée qui peut mesurer jusqu'a 20 cm de long (Maletic et
Jevdjovic, 2007).

Figure 11. Trigonella foenum-graecum : Feuilles (A) et grains(B)
(Maletic et Jevdjovic, 2007).
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1.2.7.2 Composition chimique

Les graines de fenugrec renferment une quantité importante de composés
médicinaux. Elles contiennent notamment des mucilages, des substances liquides
riches en glucides. Elles possedent la particularité de se gonfler au contact de I'eau,
au méme titre que les albumines.

Les protéines sont présentes en grand nombre dans les graines de fenugrec. Elles
sont aussi bien pourvues en acides gras essentiels grace a la lécithine. Les graines de
fenugrec contiennent de petites quantités de magnésium, de phosphore, de
coumarine et un alcaloide la trigonelline (Maletic et Jevdjovic, 2007).

1.2.8 La laitue de mer (Ulva sp.)

L'ulve appartient au regne des Protista, a la division des Chlorophyta, a la classe des
Ulvales, a l'ordre des Chlorophyceae, a la famille des Ulvaceae et au genre Ulva.
(Hayden et al., 2003).

1.2.8.1 Description botanique

La plante est constituée d'un thalle vert (fig. 12). Les algues peuvent se reproduire
par multiplication végétative ou par fragmentation qui est le mode de reproduction
le plus courant chez les algues.

Elles peuvent aussi libérer des spores qui germent et donnent naissance a un nouvel
individu. La reproduction sexuée est moins utilisée. Les algues vertes contiennent
des chlorophylles A, B et d’autres pigments. Elles sont présentes dans les eaux
douces et les eaux salées. Si certaines atteignent le metre, d’autres sont
microscopiques (M.B.A.R.L., 2001).

Ulva sp. généralement connue comme la laitue de mer, a une morphologie qui
permet a l'assimilation nutritive rapide, la haute capacité de stocker des substances
nutritives et la reproduction massive spontanée (Santelices et Ugarte ,1987;
M.B.A.R.I., 2001). Ces caractéristiques leur ont permis de développer une distribution
mondiale (Lahaye et Robic, 2007).
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Figure 12. La morphologie d’un thalle Ulva dans son milieu naturel
(Hayden et al., 2003).

1.2.8.2 Composition chimique

les algues marines sont une source riche de composés bioactifs qui peuvent trouver
plusieurs applications dans l'agriculture (Aziz et al., 2003; Delattre et al., 2005;
Chandia et Matsuhiro, 2008).

La paroi de leurs cellules renferme des polysaccharides sulfatés, dont les propriétés
technologiques et biologiques commencent a étre bien décrites (Lahaye et Robic,
2007). Ces polysaccharides présentent des potentialités d'applications dans des
domaines tres variés comme la nutrition animale, la pharmacie, mais aussi
l'agriculture (Lahaye et Robic, 2007).
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Chapitre 2 Matériel et méthodes

2.1 Introduction

Ce présent travail nécessite 1'utilisation d"un matériel biologique représenté par un
matériel végétal terrestre et marin ainsi qu'un matériel fongique appartenant a trois

genres de champignons utiles pour I'agriculture.

I1 comporte trois parties essentielles:

1- La collecte et le séchage du matériel végétal,

2- Préparation des extraits aqueux des plantes terrestres et d’algue marine verte,

3- Etude in vitro de l'effet des extraits végétaux et d'un extrait algale sur la
production en masse des champignons utiles des genres Trichoderma, Beauveria et

Metarhizium.

2.2 Matériel biologique

2.2.1 Matériel végétal

Le matériel végétal terrestre est composé de huit especes : Malva sylvestris, Ceratonia
siliqua, Citrus reticulata, Daucus carota, Trigonella foenum-graecum, Beta vulgaris, Pisum
sativum

Le matériel végétal marin : Algue verte du genre Ulva.

La collecte des échantillons pour analyses a été effectuée au mois de mars 2013 dans
différentes localités :

- Boufarik (W. Blida) : Malva sylvestris

- Ouled yaich (W. Blida) : Ceratonia siliqua

- Berrouaghia (W. Médea) : Citrus limon, Daucus carota, Trigonella foenum-graecum,Beta
vulgaris et Pisum sativumet

- Au bord de la plage de chenoua (W. Tipaza) : Ulva.

Les données relatives aux échantillons récoltés sont résumées dans le tableau 1

suivant :
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Tableau 1. Données sur les especes végétales et I’algue macroscopique marine
testées

Données sur les végétaux testés Illustrations

Nom commun : Mauve
Nom latin : Malva sylvestris L.

Partie utilisée : feuilles

Nom commun : Caroubier
Nom latin : Ceratonia siliqua L.
Partie utilisée : feuilles

Nom commun ; Citron
Nom latin : Citrus limon

Partie utilisée : péricarpe

Nom commun : Carotte
Nom latin : Daucus carota

Partie utilisée : péricarpe

Racine de Carotte
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Nom commun : Betterave
Nom latin : Beta vulgaris

Partie utilisée : péricarpe

Bulbe de Betterave

Nom commun : Petit pois
Nom latin : Pisum sativum

Partie utilisée : écosses

Fruits de Petit pois

Nom commun : Fenugrec
Nom latin : Trigonella foenum-graecum

Partie utilisée : grains

Graines de Fenugrec

Nom commun : laitue de mer ou ulve
Nom latin : Ulva sp

Partie utilisée : Lames (thalle)

Thalle de Ulve
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Apres la collecte, le matériel végétal a été nettoyé séparément avec de I'eau courante
pour le débarrasser des débris de sol. L'algue marine a également subi plusieurs
rincages successifs pour éliminer le sel, puis le tout a été mis a sécher a 'abri de la

lumiere, ala température ambiante et a Iair libre.
2.2.2 Matériel fongique

Quatre isolats fongiques utiles purifiés et ayant déja fait objet des travaux de
recherche (Moumene et al., 2013a) et du projet PNR (Moumene et al., 2013b) ; ont été

retenues pour notre étude.

Deux isolats antagonistes Algériennes de Trichoderma sp. (fig. 13) et deux isolats
fongiques entomopathogenes dont un isolat de Beauveria sp. (fig. 14) et un isolat de

Metarhizium sp.(fig. 15).

Figure 13. Aspect cultural des deux isolats de Trichoderma T4 et T8 respectivement
cultivées sur milieu PDA a 25°C apres 6¢me jour (originale).
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Figure 14. Aspect cultural de Beauveria sp. Cultivé sur milieu PDA a 25°C apres
6mejour (originale).

Figure 15. Aspect cultural de Metarhizium sp. Cultivé sur milieu PDA a 25°C apres
6¢me jour (originale).
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2.3 Séchage et broyage du matériel végétal :

Apres séchage a lair libre pendant 20 jours, les plantes et les lames de 1'algue Ulva
sp. ont été broyées a I'aide d'un mixeur jusqu'a I'obtention de poudres (Figurel6) ,
pesées et récupérées dans des boites propres portant le nom de chacune et

conservées a 'abri de la lumiere et de I'humidité pour des tests ultérieurs.

Figure 16. Préparation des poudres du matériel végétal et algal.

2.4 Préparation des extraits aqueux

Les extraits aqueux ont été obtenus par décoction de 100 g de chacune des espéces
végétales et de I'algue marine étudiées dans 1L d’eau distillée. Cette opération a été
réalisée a I'aide de l'autoclave a 100°C pendant 30 mn dans des fioles bien fermées et

cela, afin d’éviter toute forme de contamination provenant des plantes.

L’extrait aqueux est récupéré par filtration sur papier Wattman stérile sous hotte
aspirante. Le filtrat obtenu a été récupéré dans des flacons en verres stériles
hermétiquement fermés et couvres par un papier d’aluminium et conservés au

réfrigérateur a 4°C jusqu’a son utilisation a I’état pur et aux concentrations 20 et 50%.

2.5 Effet des extraits de plantes et de 1’algue marine sur la production

en masse des champignons

Notre travail consiste a 'amélioration du milieu de culture PDA par l'addition des
extraits aqueux des plantes et de I'algue..

Trois concentrations (20, 50 et 100%) de chaque extrait aqueux correspondant

respectivement aux doses D1, D2 et D3 ont été retenues dans cette étude.
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Les procédures microbiologiques des extraits aqueux ont été déterminées selon la

méthode de Paranagama et al. (2003).

Pour chaque dilution, 5 ml d’extrait de plante est versé dans des boites de Pétri de
méme diametre (90 mm) a I'aide de micropipettes.

Le milieu PDA (voir annexe 01) maintenu en surfusion a 45°C est ensuite coulé dans
les boites contenant les extraits. Ces dernieres sont légerement agitées pour
homogénéiser le milieu.

Ainsi, a l'aide des pipettes Pasteur stériles, un disque d’inoculum de 5 mm de
diametre de chaque isolat est prélevé séparément puis déposé au centre des boites de

pétri.

Des boites de Pétri contenant du milieu PDA sans extraits des plantes sont inoculées

pour servir comme témoins.

Les boites seront bien fermées et entourées d'un parafilm. L’incubation de ces
derniéres ainsi préparées se fait dans 1'étuve réglée a la température de 25°C pour
évaluer les parametres biologiques de chaque isolat fongique selon chaque extrait et

chaque concentration.
2.5.1 Evaluation de la croissance mycélienne

La croissance mycélienne a été estimée quotidiennement, pendant une durée
d’incubation de 15 jours, en calculant la moyenne des deux diameétres mesurés sur
deux axes perpendiculaires tracés au revers des boites de culture. Tous les trois jours
pendant 15 jours, le diamétre de chaque colonie est mesuré jusqu'a ce que le

mycélium envahisse la totalité des boites de Pétri (Rapilly, 1968).

En ce qui concerne les colonies confluentes a contour réguliers les taux de croissance
mycélienne ont été déterminé selon les taux de recouvrement de la superficie de la

boite de Pétri (100%).
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2.5.2 Caractérisation culturale des champignons étudiés

Une description culturale de chaque champignon cultivé sous l'effet de chaque
extrait aqueux utilisé a complété notre étude sur la croissance mycélienne. Cette
derniére a porté sur leur pigmentation, leur texture, leur contour, leur aspect, la
présence ou l'abondance des exsudats et leur vitesse de croissance apres 6 jours

d’incubation a 25°C (Botton et al., 1990).
2.5.3 Evaluation de la sporulation et de la germination

L’évaluation de la sporulation et de la germination de chaque isolat fongique cultivé
sous l'effet de chaque extrait aqueux préparé et pour chaque dilution nécessite la

préparation des suspensions conidiennes.

Figure 17. Préparations des suspensions conidiennes.

Les suspensions conidiennes ont été déterminées apres une période d’incubation de
20 jours de croissance des isolats. Ce qui consiste a verser 20 ml d’eau distillée stérile
dans chaque boite de culture d’isolat puis, racler cette derniere al'aide d'une pipette
pasteur stérile pour récupérer les suspensions sporales dans des tubes a essai
stérilisés.

Ces derniers ont été soumis a l'agitation a 1'aide d'un agitateur de tubes vortex.
Ainsi, la concentration en spores est déterminée pour chaque suspension conidienne
préparée par le biais d'une cellule de Malassez sous microscope optique au
grossissement (X500).

D’autre part, le pourcentage de la germination est déterminé pour chaque isolat
développé sous l'effet de chaque extrait aqueux et pour chaque concentration, en

comparaison avec les témoins.
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2.6 Analyse statistique

L’activité stimulante des extraits des plantes et de I'algue marine sur la production
en masse des trois champignons utiles pour l'agriculture a été basée sur la
détermination des taux de leur croissance mycélienne, de leur sporulation et de leur
germination. Les répétitions ont été résumées par le calcul de la moyenne dans

"Excel, puis le calcul du pourcentage.

Afin de vérifier I'activité stimulatrice des extraits aqueux des végétaux vis-a-vis des
isolats fongiques testés et de comparer les différents extraits aqueux utilisés a
différentes concentration sur les différents parameétres biologiques des trois
champignons étudiés a savoir, la croissance mycélienne, la sporulation, la
germination, des analyses statistiques ont été effectuées au moyen du logiciel
SYSTAT vers.7, en déterminant la variance a 'aide du GLM (General Linear Model),

les différences ont été considérées comme significatives pour une P <0,05.

Les corrélations existantes entre les différents extraits, leurs concentrations et les
parametres biologiques étudiés ainsi que les isolats de Trichoderma, Beauveria et
Metarhizium ont été mis en évidence par une analyse en composantes principales
(ACP). L'interprétation de ’ACP se fait a partir de 'examen du cercle de corrélation

et de la position du statut des variables sur les axes factoriels (Philippeau, 1989).
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3.1 Effet des extraits de plantes et de ’algue marine sur la production
en masse des champignons
Tous les extraits de plantes ont permis la croissance mycélienne des champignons a

des taux variés et a différentes doses. D’apres les résultats obtenus, la dose 100% a été

plus efficace au développement des champignons par rapport a 50% et a 20%.

3.1.1 Effet sur la croissance mycélienne

Les taux de la croissance mycélienne chez T4 obtenus montrent que tous les extraits
de plantes donnent une bonne croissance mycélienne par rapport au témoin; Les

meilleurs résultats sont obtenus par les extraits de la mauve (fig.18) et de betterave

(fig.19) contrairement a ceux du caroubier.

-

_—

Figure 18. Aspect cultural de T4 sur l'extrait de la mauve apres le 6¢me jour a 25°C.
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Témoin

Figure 19. Aspect cultural de T4 sur I'extrait de betterave apres le 6¢me jour a 25°C.

De méme, les meilleurs extraits de plantes qui donnent une bonne croissance
mycélienne par rapport au témoin sontles extraits de la mauve (fig.20) et de

betterave (fig.21).

e o2, il gy

Figure 20. Aspect cultural de T8 sur l'extrait de la mauve apres le 6¢me jour a 25°C.
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} Témoin fa

Figure 21. Aspect cultural de T8 sur l'extrait de betterave apres le 6¢me jour a 25°C.

Par ailleurs, les résultats obtenus montrent que les extraits qui permettant une
meilleure croissance sont ceux de la mauve (fig.22), du petit pois (fig.23) et I'extrait

de la betterave (fig.24).

Figure 22. Aspect cultural de Beauveria sp. sur I'extrait de la mauve apres le 6¢me jour

a 25°C.
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Figure 23. Aspect cultural de Beauveria sp. sur 1'extrait de petit pois a concentration

de 100% apres le 6¢me jour a 25°C.

Figure 24. Aspect cultural de Beauveria sp. sur I'extrait de betterave apres le 6¢me jour

a 25°C.
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De méme, les résultats montrent que la meilleure croissance par rapport le témoin est

présentée par I'extrait de la mauve (fig.25) et du fenugrec (fig.26).

Figure 25. Aspect cultural de Metarhizium sp. sur l'extrait de la mauve a concentration

de 100% apres le 6¢me jour a 25°C.

i

Figure 26. Aspect cultural de Metarhizium sp. sur l'extrait de fenugrec apres le 6¢me

jour a 25°C.
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Tableau 2. Analyse de la variance des taux de croissance mycélienne des
champignons étudiés en fonction des extraits des plantes et de leurs concentrations.

souches Source Somme d.dl Moyenne | F-ratio P
des carrés des écarts
Extraits des plantes | 5625.965 8 703.246 82.248 0.000
T4 Doses 791.387 2 395.693 46.278 0.000
Extraits des plantes | 8031.289 8 1003.911 110.965 0.000
T8 Doses 532.128 2 266.064 29.409 0.000
Extraits des plantes | 8151.543 8 1018.943 47.933 0.000
Bv Doses 3173.621 2 1586.810 74.646 0.000
Extraits des plantes | 7927.604 8 990.951 66.264 0.000
Met Doses 829.196 2 414598 | 27.724 0.000

T4+T8 : Trichoderma sp, Bv : Beauveria sp, Met : Metarhizium sp.

D’apres les résultats obtenus (Tab. 2), 'analyse de la variance de la croissance
mycélienne de l'ensemble des champignons étudiés montre une différence

hautement significative selon les extraits des plantes utilisés et leurs doses.

Les résultats présentés sur la figure 27 montrent les taux de croissance mycélienne.
Les taux de croissance mycélienne chez T4 (fig. 27a) et chez T8 (fig.27b) varient entre
50% et 100% . Par ailleurs, les taux de croissance chez Beauveria varient entre 10% et
71.8% (fig.27c). De méme, chez Metarhizium, les taux de croissance mycélienne

varient entre 50% et 100% (fig.27d).
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Figure 27. L’analyse de la variance des taux de croissance mycélienne des
champignons testés en GLM selon les extraits des plantes.

Les calculs de la distance euclidienne ont fait ressortir 4 groupes d’extraits a
différentes concentrations selon les taux de croissance mycélienne des champignons

étudiés (fig.28a) :

- Le groupe 1 renferme les extraits de carotte avec trois concentrations, de l'ulve a la
concentration D3 (100%), de la betterave a la concentration D1 (20%), de citron aux

concentrations D2(50%) et D3 (100%) et de petit pois a la concentration D1 (20%).
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- Le groupe 2 renferme les extraits de Malva aux trois concentrations, de betterave
aux concentrations D2 (50%) et D3 (100%) et de petits pois aux concentrations D2

(50%) et D3 (100%).
- Le groupe 3 renferme 'extrait de Fenugrec aux trois concentrations.

- Le groupe 4 renferme les extraits qui ont montré des taux de croissance proches des
témoins. On distingue les extraits de citron a la concentration D1 (20%), de I'ulve aux

concentrations D1 (20%) et D2 (50%) et du caroubier a la concentration D3 (100%).

La corrélation entre les champignons étudiés, les extraits de plantes testés a
différentes concentrations et les taux de croissance mycélienne enregistrés a affirmé
une stimulation remarquable de la croissance mycélienne des champignons par les
trois groupes distincts. La croissance mycélienne des deux isolats de Trichoderma sp.
et Beauveria sp. ont été stimulées par le groupe 2, celle de Metarhizium sp. par les

groupes 2 et 3 (fig.28b).
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Figure 28.Classification hiérarchique des extraits de plantes testés bruts et a
différentes concentrations (a) et Analyse en composante principale (ACP) des taux de
croissance mycélienne des champignons étudiés (b) selon les extraits de plantes et

leurs concentrations 20%, 50% et 100%.
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3.1.2 Caractérisation culturale des champignons étudiés

Les résultats obtenus sur différents milieux apres le 6¢me jour sont représentés selon

plusieurs critéres (voir annexe.2) comme suit :

3.1.2.1 Aspect et couleur de la colonie

a) Trichoderma sp. T4 et T8
Sur tous les extraits des plantes testés la croissance au départ par la formation des
amas blancs, compactés en touffes, formant un anneau irrégulier dans chaque boite
de Pétri ; apres 6 jours, 'anneau coloré en vert (conidies) occupe toute la surface ; il

devient de plus en plus foncé jusqu’a devenir vert- bleu au 14¢™¢jour.

b) Beauveria sp.
La surface du milieu est couverte d'une couche farineuse blanche, compactée en
touffes au milieu et bombée, apres 6 jours, des colonies occupent toute la surface sous

forme dispersée et restent toujours blanches.

¢) Metarhizium sp.
Au début, il y a une formation des amas blancs dispersés. Apres 6 jours, des colonies
de couleur vert pistache occupent toute la surface des boites puis, cette couleur

devient plus foncée avec le temps.

3.1.2.2 Couleur des extraits

Les extraits de PDA, de la mauve, du citron, de la carotte, de 'Ulve et du petit pois
n’ont pas changé de couleur de leurs milieux. Par contre, les extraits de la betterave,
du fenugrec et du caroubier, ont changés globalement la couleur de leurs milieux
apres le 3¢me jours :

- Soit par la disparition totale de la couleur : ce qui signifie I’absorption compléte de
'extrait. La couleur rouge de l'extrait de la betterave a disparu graduellement avec la
croissance mycélienne chez T4 (fig.29), T8 et Metarhizium sp., et reste inchangée chez

Beauveria sp.
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3éme jour

Figure 29. Disparition graduelle de la couleur rouge de I'extrait de betterave

chez T4 a 20%.

- Soit par l'apparition d’autre couleur plus foncée que la couleur originale chez

'extrait du fenugrec (fig.30) et du caroubier (fig.31).
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Figure 30. Changement de la couleur de I'extrait de fenugrec chez T4.
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Figure 31. Changement de la couleur de I'extrait de caroubier chez T4.
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3.1.2.3 La vitesse de la croissance

La vitesse de la croissance a été trés rapide sur l'extrait de la mauve, de la betterave
et du petit pois chez T4, T8 et Beauveria avec l'extrait de fenugrec chez Metarhizium
que le témoin (PDA) qui subit une croissance rapide que les extraits du caroubier,

carotte, citron et ulva qui ont été lentes au départ de la croissance.

3.1.2.4 Exsudats

Une bonne présence des exsudats est observée au 20¢me jour chez les extraits de la
betterave, de la mauve (fig.32a), du petit pois (fig.32b) et du fenugrec et bien définie
a I'état pur (100%) pour toutes les souches avec une simple présence ou absence

totale chez les autres extraits (voir annexe 2).

Figure 32. Présence des exsudats chez Beauveria sp. (a) et chez T8 (b) sur l'extrait de

la mauve a 100% apres le 6¢me jour.
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1.1.3 Effet sur la sporulation

Les résultats d’une meilleure sporulation obtenue par 'extrait de la mauve (fig.33) a

100% chez T4 .

Figure 33. Aspect cultural de T4 sur l'extrait de la mauve a concentration de 100%

apres le 6¢me jours a 25°C.

Alors que chez T8, la meilleure sporulation est obtenue par 'extrait de la mauve

(fig.34) 2 100%.

Figure 34. Aspect cultural de T8 sur l'extrait de la mauve a concentration de 100%
apres le 6¢me jour a 25°C.
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Egalement, chez Beauveria bassiana, la meilleure est obtenue par I'extrait de la mauve

(fig.35).

Figure 35. Aspect cultural de Beauveria sp. sur I'extrait de la mauve a concentration de

100% apres le 6¢me jour a 25°C.

Par contre la chez Metarhizium anisopalie, la meilleure sporulation est obtenue par

'extrait de fenugrec (fig.36).

Figure 36. Aspect cultural de Beauveria sp. sur I'extrait de fenugrec a concentration de

100% apres le 6¢me jour a 25°C.
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La classification hiérarchique des extraits de plantes testés a différentes

concentrations selon les taux de sporulation enregistrés pour chaque champignon

Résultats et discussion

étudié a mis en évidence trois groupes distincts (fig.38a) :

D3 (100%), de petits pois, betterave et fenugrec a la concentration D3

(100%).

- Le groupe 2 renferme les extraits de Malva a la concentration D1 (20%), de

petits pois, betterave et fenugrec a la concentration D2 (50%).

enregistrés des taux de sporulation proches des témoins. Ils correspondent
aux extraits de la carotte, du citron et d’ulve aux trois concentrations, de la

betterave, du petits pois et du fenugrec a la concentration D1 (20%), et du

caroubier a la concentration D3 (100%).

La corrélation entre les extraits de plantes testés a différentes concentrations et les
trois champignons étudiés selon les taux de sporulation a révélé une nette

stimulation par les extraits de plantes testés aux concentrations classées dans les

groupes 1 et 2 (fig.38b).

Le groupel renferme les extraits de Malva aux concentrations D2 (50%) et

Le groupe 3 renferme les extraits aux différentes concentrations ayant
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Figure 38. Classification hiérarchique des extraits de plantes (a) et Analyse en

composante principale (ACP) des taux de sporulation de champignons étudiés (b)

selon les extraits de plantes et leurs concentrations 20%, 50% et 100%.
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D’apres les résultats obtenus (Tab. 3), I'analyse de la variance de la sporulation de
I'ensemble des champignons étudiés a montré une différence hautement significative

selon les extraits des plantes utilisés et leurs doses.

Tableau 3. Analyse de la variance des taux de sporulation des champignons étudiés
en fonction des extraits des plantes et de leurs concentrations.

souches Source Somme des | d.d.l Moyenne F-ratio P
carrés des écarts
Extraits des plantes | 7.91831x1012 8 9.89789x101 | 304.146 0.000
T4 Doses 1.38963x1012 2 6.94815x101t | 213.505 0.000
Extraits des plantes | 7.26499x1012 8 9.08123x101 | 431.678 0.000
T8 Doses 1.50522x1012 2 7.52612x1011 | 357.756 0.000
Extraits des plantes | 1.09435x1012 8 1.36794x101 94.866 0.000
Bv Doses 3.28128x101 2 1.64064x101 | 113.777 0.000
Extraits des plantes | 1.15041x1013 8 1.43801x102 | 804.413 0.000
Met Doses 1.71912x1012 2 8.59560x1011 | 480.831 0.000

T4+T8 : Trichoderma sp, Bv : Beauveria sp, Met : Metarhizium sp.
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Les résultats présentés sur la figure 37 montrent les taux de sporulation. Les taux de
sporulation chez T4 varient entre 0.8x10° et 13.8x10° (fig. 37a); ils varient entre
0.8x10° et 13.6x10° chez T8 (fig.37b). Par ailleurs, les taux de sporulation chez
Beauveria bassiana varient entre 0.6x10° et 7.6x10° (fig.37c). Alors que Metarhizium

anisopalie, les taux de sporulation varient entre 0.6x10° et 13.8x10° (fig.37d).
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Figure 37. L’analyse de la variance des taux de sporulation des champignons testés

en GLM selon les extraits des plantes.
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1.1.4 Effet sur la germination

Les résultats montrent que chez T4 la meilleure germination est obtenue par 1'extrait
de la mauve (fig.33). La mauve a également permis une bonne germination chez T8
(tig.34) et chez Beauveria bassiana (fig.35). Alors que chez Metarhizium anisopalie la

meilleure germination est obtenue par l'extrait de fenugrec (fig.36).

Tableau 4. Analyse de la variance des taux de germination des champignons étudiés
en fonction des extraits des plantes et de leurs concentrations.

souches Source Somme d.d1l | Moyenne | F-ratio P
des carrés des écarts
Extraits des plantes | 32472.944 8 4059.118 68.447 0.000
T4 Doses 8279.933 2 4139.966 69.811 0.000
Extraits des plantes | 37026.931 8 4628.366 98.692 0.000
T8 Doses 4998.847 2 2499.424 53.296 0.000
Extraits des plantes | 10067.081 8 1258.385 85.705 0.000
Bv Doses 2141.078 2 1070.539 72.912 0.000
Extraits des plantes | 37505.386 8 4688.173 173.887 0.000
Met Doses 5597.149 2 2798.575 103.801 0.000

T4+T8 : Trichoderma sp, Bv : Beauveria sp, Met : Metarhizium sp.

D’apres les résultats obtenus (Tab. 4), 'analyse de la variance de la germination de
I'ensemble des champignons étudiés a montré une différence hautement significative

selon les extraits des plantes utilisés et leurs doses.
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D’autre part, les résultats montrent que chez T4 les taux de germination varient entre
0% et 100%, (fig.39a). Chez T8§, les taux de germination varient entre 0% et 100%
(fig.39b). Les taux de germination chez Beauveria bassiana varient entre 0% et 58.33%,
(tig.39c). Aussi, les taux de germination chez Metarhizium anisopalie varient entre 0%

et 90%, (fig.39d).

61. T T T T T T T T T 55 T T
i 7
-{ = ; i
R 55 i i x ! i
5 { S 43 i -
T = g
£ F 300 i ] = = -
E 1 £ 1
e Q
% 145 3 éi 1
Lu} - T
{ tod {
’I G 1 1 ] 1 1 L 1 1 ] '1 1 [ 1 L [ i 1
T @00 g (P 20 38 K
eﬁoﬁoéﬁfiﬁ%é"#‘ v QB(@’(JB‘GS@‘FQGSM\"QQ\\\ A
Extraits Extraits
43. | S I N R R T A 62— 1 ¥ T 3
i
L
e | ] i
e #43 X a8k . -
5 = A
5= =
§ 5 258 b * 5 i
= @ i £ =30 .
= 172 " : £
g i 5
o i i o 14+ -
4  gg 3! : 5 i
¢ Py i
1 1 L} 1 1 1 I 1 1 -~ 1 1 1 1 1 1 1 1 1
- © W0 & P W @ LR ae & P P b o
%e@%z‘(‘} o‘;‘iﬁ \@;a\‘d’“’ <o %e\*“‘%"f#"%ﬁ@ﬁ @fz\w‘ﬁ S
Extraits Extraits
T4+T8 : Trichoderma sp, Bv : Beauveria sp, Met : Metarhizium sp.

Figure 39. Analyse de la variance des taux de germination des champignons testés

en GLM selon les extraits des plantes.

~ 55 ~



Chapitre 3 Résultats et discussion

La classification hiérarchique des extraits de plantes testés a différentes
concentrations selon les taux de germination enregistrés pour chaque champignon

étudié a mis en évidence deux groupes distincts (fig.40a) :

- Le groupel renferme les extraits de Malva et de betterave aux trois
concentrations, de petits pois et de fenugrec aux concentrations D2 (50%)
et D3 (100%).

- Le groupe 2 renferme les extraits aux différentes concentrations ayant
enregistrés des taux de germination proches des témoins. Ils correspondent
aux extraits de citron, carotte et ulve aux trois concentrations, de petits pois

et fenugrec a la concentration D1 (20%), et le caroubier a la concentration

D3 (100%).

La corrélation entre les extraits de plantes testés a différentes concentrations et les
trois champignons étudiés selon les taux de germination a révélé une nette
stimulation par les extraits de plantes testés aux concentrations classées dans les

groupes 1 (fig.40b).
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Figure 40. Classification hiérarchique des extraits de plantes (a) et Analyse en
composante principale (ACP) des taux de germination des champignons étudiés (b)

selon les extraits de plantes et leurs concentrations 20%, 50% et 100%.
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3.2 Discussion :

Dans la présente étude, plusieurs extraits de plantes ont été testés pour produire en
masse des champignons utiles pour 1'agriculture. Le succés de la lutte biologique ne
dépend pas seulement de l'isolement, de la caractérisation et de la pathogénicité ;
mais également, sur la production en masse de l'agent de succés fongique en
laboratoire. La disponibilité de 1'agent pathogene est une exigence primordiale dans
la lutte biologique. Des efforts de recherche actuels visaient a sélectionner les
meilleurs extraits de plantes pour la croissance de ces champignons. Cette étude est
menée avec huit especes (Malva sylvestris, Ceratonia siliqua, Citrus limon, Daucus carota,
Beta vulgaris, Pisum sativum, Trigonella foenum-graecum et Ulva), dont leurs extraits
aqueux sont testés a des doses D1 (20%), D2 (50%) et D3 (100%) et évalué leurs effets
stimulateurs sur Trichoderma sp., Beauveria sp. et Metarhizium sp.

Tous les milieux de culture ont permis la croissance mycélienne de Trichoderma sp.,
Beauveria sp. et Metarhizium sp. Apres 72h d’incubation a 25°C, des colonies de
champignons envahissent toutes les boites de Pétrie et pour Beauveria qui tapissent la

boite apres le 6éme jour.

Les milieux de la mauve, de la betterave, du petit pois et du fenugrec sont des
milieux plus favorables par rapport au témoin, ils permettent une rapidité et une
bonne croissance a divers doses. Les milieux montrent une croissance variable. Le
caroubier présent la croissance la plus lente au départ. Le milieu de culture naturel a
base de pomme de terre, le PDA a permis une croissance rapide et bonne des

champignons.

La croissance rapide de la biomasse qui été observée sur la mauve et la betterave
serait due a la présence des sources de carbone et d’énergies (glucose, saccharose).
Selon Chater et Bibb, (1997), Marwick et al., (1999) ; Voelker and Altaba (2001), les
substrats rapidement assimilables comme le saccharose et le glucose provoquent une
augmentation de taux de croissance. La mauve serait le meilleur extrait pour la

production de la biomasse a cause de sa richesse par des sources de carbone, par la
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suite, 'extrait de betterave, 1'extrait de petit pois et de fenugrec, ils sont aussi plus

riche en glucoses et en saccharose.

La production en masse des champignons dépend aussi de conditions
environnementales régissant des facteurs intrinseques et extrinseques (composition

des substrats naturels, température, pH, taux d'O: et de CO, compétitivité

microbienne...) (Frisvad et Samsom, 1991).

Selon Jitendra Mehta et al. (2012), les impulsions (riz et blé) ont montré une forte
croissance et un taux élevé de production de biomasse des champignons
entomopathogenes (Trichoderma viride) comparativement a la betterave et a la pomme
de terre.

Selon Fadwa NASSEUR (2013), d'autres travaux ont montré le méme effet, I'étude de
I"évaluation de la croissance d'un isolat de Sphaerotheca macularis « od2 » sur les
milieux de culture organiques (Fraise), mixtes (PDA et MEA) et synthétiques
(Czapek et Pétri), a révélé que les milieux "Fraise" et PDA permettent un bon
développement de S.macularis. La Fraise est le milieu le plus favorable au
développement de ce champignon. La performance de la croissance sur des disques
flottant sur PDA suggérant le caractére de parasite obligatoire de S.macularis
exprimé par de nombreux auteurs Maas (1984), Lanier et al., (1978) et Agrios (1978),
La croissance sur le milieu MEA est faible, elle est d’autant plus faible sur les milieux
de syntheése ; Czapek (minéral contenant une source du carbone) et Pétri (purement
minéral). Ces résultats confirment bien I'hétérotrophie des champignons signalée par
plusieurs auteurs tels que Samson et al., (1984) et Boutton (1990).

En effet, aprés 6 jours d’incubation, le diameétre est de 8 cm sur l'extrait de fraise
(considéré comme optimum) et de 6 cm sur PDA, ainsi que sur le milieu MEA, celle-
ci est de 3,02 cm. Par contre, pour nos résultats, apres seulement 3 jours
d’incubation, les boites ont été remplies par la majorité des extraits testés et chez

toutes les souches sauf pour Beauveria sp. qui a été remplie apres le 6¢me jour.
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Conclusion générale

Conclusion

Le travail présenté dans cette étude consiste a montré les meilleurs extraits de plantes
pour la production en masse des champignons utiles pour l'agriculture du genre
Trichoderma, Beauveria et Metarhizium, on se basant sur la croissance mycélienne, la

sporulation et la germination.

Les résultats des tests menés in vitro sur Trichoderma, Beauveria et Metarhizium
montrent que Les taux de croissance mycélienne chez T4T8 et Metarhizium sp.
Varient entre 50% et 100%. Par ailleurs, chez Beauveria bassiana ils varient entre 10%

et 71.8% et apres le 3¢me jour.

Par la suite, les taux de sporulation chez T4 varient entre 0.8x10° et 13.8x10°; ils
varient entre 0.8x10° et 13.6x10° chez TS8. Par ailleurs, les taux de sporulation chez
Beauveria sp. varient entre 0.6x10° et 7.6x10°. Alors que Metarhizium sp., les taux de

sporulation varient entre 0.6x10° et 13.8x10°.

Le meilleur extrait pour la croissance mycélienne chez T4 et TS a été I'extrait de la
mauve et 'extrait de betterave. Par ailleur, chez Beauveria sp. le meilleur extrait a été
I'extrait de la mauve, l'extrait de petit pois et l'extrait de betterave et chez

Metarhizium sp. a été I'extrait de la mauve et de fenugrec.

Les résultats montrent que chez T4 les meilleurs sporulations et germinations ont été
obtenues par l'extrait de la mauve. La mauve a également permis une bonne
sporulation et germination chez T8 et chez Beauveria sp. Alors que chez Metarhizium

sp. le meilleur résultat a été obtenue par l'extrait de fenugrec.

In vitro, les extraits de plantes ont donnés des résultats satisfaisants et encourageants

sur la croissance mycélienne, la sporulation et la germination des especes étudiées.
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A la l'issue de ce travail on peut conclure qu'on peut produire en masse des
champignons utiles pour 'agriculture d’apres les plantes qui possedent dans leur
composition chimique des métabolites primaires de la source de carbone tel que les

glucides et les polysaccharides.

En perspectives, pour une meilleure poursuite de la recherche des molécules
stimulateurs de la production en masse des champignons, de la présente étude, il est

souhaitable de:

- Faire une étude in vivo, et compléter ce travail en pulvérisant le sol par ces
extraits de plantes.

- Faire les analyses chimiques de ces extraits de plantes.

- Tester l'efficacité et l'activité de ces champignons cultivés sur le milieu des

extraits.
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Annexe 1.

A. Matériel non biologique utilisé
1. Verreries et accessoires

Ballons

Béchers

Bec bunsen

Boites de Pétri
Pipettes

Pipettes Pasteur
Micropipette

Tube a essai
Parafilm

Cellule de Malassez
Entonnoir

Papier filtre
Scalpel

Lames et lamelles
Ciseaux

2. Appareillage
Balance électronique
Microscope photonique
Hotte
Broyeur
Etuve
Autoclave

Agitateur

B. Composition du milieu de culture PDA

GELOSE POMME DE TERRE GLUCOSE (PDA)
Pommes de terre 200 g
Glucose 20g
Agar 20g
Eau 1000 ml
pH final 5,6




Annexe 2.

Tableau 5. Etude macroscopique de Trichoderma (T4) sur différents milieux a 25°C

apres le 6¢me jours.

Milieux Face Revers Aspect croissance Exsudats
PDA Vert Pale jaune Un peu dense, velouté et plat Rapide F
Malva Vert Ambre jaune Tres dense, rugueuse, Tres rapide +++
filamenteux et plat.
Betterave Vert Pourpre Tres dense, rugueuse, Tres rapide +++
filamenteux, plat.
Citron Vert Jaune Dense, rugueuse, filamenteux, Lente au ++
plat. début
Caroubier Vert Marron Eparpillé, rugueuse, velouté, Lente au 4
plat. début
Fenugrec Vert Marron clair Eparpill¢, rugueuse, velouté, Rapide ++
plat.
Petit pois Vert Pale jaune Tres dense, rugueuse, Tres rapide +++
filamenteux, aérienne.
Carotte Vert Jaune Dense aux extrémités, Rapide -
rugueuse, velouté, plat.
Ulva Vert jaune clair Dense, rugueuse, filamenteux, Lente -

aérienne.

-: Absent/ +: Abondant/ ++ : Un peu plus abondant/ +++ : Tres abondant

Tableau 6. Etude macroscopique de Trichoderma (TS§) sur différents milieux a 25°C

apres le 6¢me jours.

Milieux Face Revers Aspect croissance  Exsudats
PDA Vert Pale jaune Dense aux extrémités et au Rapide W
milieu, velouté et plat
Malva Vert Ambre jaune Tres dense, rugueuse, Tres rapide +++
filamenteux et plat.
Betterave Vert Pourpre Tres dense, rugueuse, Tres rapide +++
filamenteux, plat.
Citron Vert Jaune Dense, rugueuse, Lente au ++
filamenteux, plat. début
Caroubier  Vert Marron Eparpillé, rugueuse, velouté, Lente au ++
plat. début
Fenugrec Vert Marron clair ~ Eparpillé, rugueuse, velouté, Rapide ++
plat
Petit pois Vert Pale jaune Tres dense, rugueuse, Tres rapide +++
filamenteux, aérienne.
Carotte Vert Jaune Dense aux extrémités, Rapide -
rugueuse, velouté, plat.
Ulva Vert jaune clair Dense, rugueuse, Lente =

filamenteux, aérienne.

- :Absent/ + : Abondant/ ++ : Un peu plus abondant/ +++ :Tres abondant



Tableau 7. Etude macroscopique de Beauveriasp. sur différents milieux a 25°C apres le

6¢me jours.
Milieux Face Revers Aspect croissance Exsudats
PDA Blanche Pale jaune Compactée en touffe, lisse, Lente -
cotonneuse, semi bombée.
Malva Blanche = Ambre jaune Tres dense, lisse e Tres rapide +++
cotonneuse t, trés bombée.
Betterave Blanche Pourpre Tres dense, lisse et Rapide ++
cotonneuse, bombée.
Citron Blanche Jaune Eparpillé, lisse et cotonneuse, Lente -
semi bombée.
Caroubier Blanche Marron Non dense, cotonneuse, plat. Lente =
Fenugrec  Blanche Marron clair Eparpillé, cotonneuse, semi Lente -
bombée.
Petit pois  Blanche Pale jaune Tres dense, lisse et Rapide ++
cotonneuse, bombée.
Carotte Blanche Jaune Non dense, lisse, plat. Lente -
Ulva Blanche jaune clair Compactée en touffe au Lente -

milieu, lisse et bombée.

- :Absent/ + : Abondant/ ++ : Un peu plus abondant/ +++ :Tres abondant

Tableau 8. Etude macroscopique de Metarhiziumsp. sur différents milieux a 25°C apres

le 6¢me jours.

Milieux Face Revers Aspect croissance Exsudats
PDA Vert Palejaune  Dense, rugueuse, velouté, semi Rapide +
bombée.
Malva Vert Ambre Tres dense, rugueuse, velouté, Tres rapide +++
jaune semi bombée.
Betterave Vert Pourpre Tres dense, rugueuse, Tres rapide +++
filamenteux, semi bombée.
Citron Vert Jaune Eparpillé, rugueuse, filamenteux, Lente -
aérienne, semi bombée.
Caroubier Vert Marron Moins dense, rugueuse, velouté, Un peu -
semi bombée. lente
Fenugrec Vert Marron Tres dense, rugueuse, Tres rapide +++
clair filamenteux, semi bombée.
Petit pois Vert Pale jaune Tres dense, rugueuse, Tres rapide +++
filamenteux, aérienne, semi
bombée.
Carotte Vert Jaune Non dense, rugueuse, velouté, Rapide -
semi bombée.
Ulva Vert jaune clair Non dense, rugueuse, Lente -

filamenteux, semi bombée.

- :Absent/ + : Abondant/ ++ : Un peu plus abondant/ +++ :Treés abondant



Annexe 3.

Tableau 9. Résultats obtenus aprés 6éme jours sur différents milieux a 25°C.

T4 T8 Bv Met

Témoin

PDA

Malva

Betterave

Citron

Carotte

Caroubier

Fenugrec

Petit pois

Ulva
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