REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE SAAD DAHLEB DE BLIDA
FACULTE DES SCIENCES AGRO-VETERINAIRES

DEPARTEMENT DES SCIENCES AGRONOMIQUES

Effet biocide de Bacillus Thuringiensis sur quelques champignons

phytopathogénes lors du stockage de blé tendre

Triticum aestivum L.

M¢émoire de fin d’étude en vue de I’obtention du diplome de master académique en
Sciences de la nature et de la vie

Spécialité : phytopharmacie appliquée

Présenté par : Mlle. ZENIKERI Imene

Devant les membres de jury composé de :

Mme. SABRI K. M.AA. U.S.D.B. Présidente
Mme. AMMAD F. M.AA. U.S.D.B. Promotrice
Mme. BENSAID F. M.AA. U.S.D.B. Examinatrice
Mme. DJENAS K. M.AA. U.S.D.B. Examinatrice

ANNEE UNIVERSITAIRE 2012/2013



Remerciements

Tout d’abord, je remercie Dieu, le tout puissant, de m’avoir donné la force, la patience et le
courage pour achever ce travail.

Je tiens a remercier les membres de jury de thése d"avoir accepté d honorer et d enrichir mon
travail. Pour cela, je leur exprime ma profonde reconnaissance et mes respects.

Je tiens a exprimer ma gratitude, mes sincéres remerciements, ma reconndissance et mes
respects a ma promotrice Madame AMMAD. F de m'avoir dirigée, orientée et aidée par ses
précieux conseils tout le long de ce travail, sa rigueur scientifique, sa patience, ainsi que son
exigence dans le travail.

Je tiens a remercier également le directeur de UINPYV de Boufarik, Mr. DJEBAILI de
m’avoir accepté dans le laboratoire de [institut et jexprime mes vifs remerciements a
Madame ZITOUN F. de m’avoir dirigée au cours de mon expérimentation.

Je tiens a exprimer mes vifs remerciements d tous les enseignants de notre institut surtout de
la spécialité phytopharmacie.

Je remercie également mes trés chére parents qui m’ont soutenue le long de mes années
d’études avec amour et patience et qui ont sacrifiés de tout pour me voir heureuse et réussie,
ainsi que mes deux_ trés chéres seeurs que dieu vous garde pour moi « Inchallah ».

J'adresse mes profonds remerciements a mon amie et seeur Neila d avoir partagé avec moi les
bons et mauvais moments depuis notre connaissance, que dieu te garde pour ta famille.

Je remercie également ma trés chére amie Soumia pour son amitié, son aide et son soutien au
cours de notre travail et pour tous les moments quand a vécu ensemble durant les trois
années passees.

A Madame Amina, technicienne du laboratoire de zoologie, j'adresse ma reconnaissance pour
sa gentillesse, son aide et sa disponibilité.

Je remercie tous ceux que j'ai [occasion de cotoyer au cours de ces trois années licence et
master dans des sphéres universitaires ou associatives mai avant tout amicale.

Je remercie également toute personne ayant contribué de loin ou de prés a la réalisation de ce
modeste travail.



Dédicaces

Je dédie ce modeste travail a :

Ma tres tres chere mere source d’affection, de courage et d'inspiration,

sans qui je ne serai jamais arvivé ou je suis maintenant.

Mon pere, a qui je dois du respect, qui trouve ici 'expression de ma

profonde reconnaissance pour tout ce qui m’a apporté.
A wmes tres cheres seeurs Soumia et Fella
A mon ame sceur et unique amour Hocine
A toutes mes tantes et tous mes oncles.
A mes cousins et cousines
A mes deux amies intimes Neila et Soumia.
A toutes mes cheres amies de la spécialité phytopharmacie
A toute la famille ZENIKERI et NACI
Pour leur présence a tout instant,

Pour leur soutien qu’ils m’ont apporté
Avec toute mon affection et ma reconnaissance.

lmene



Résumé

Effet biocide de Bacillus Thuringiensis sur quelques champignons

phytopathogénes lors du stockage de blé tendre

Triticum aestivum L.

L’étude a porté en premier lieu sur l'isolement classique de la flore
fongique des graines de blé tendre stockées. En second lieu sur I'estimation du
pouvoir antifongique in vitro, d’'un biopesticde d’origine microbienne a base de
Bacillus thuringiensis sur la gamme de champignons phytopathogénes isolés, par

deux modes d’actions ,activité volatile et dilution avec le milieu gélosé (PDA).

Les résultats de lisolement au niveau de laboratoire ont révélé la
présence de deux espéces du genre Aspergillus (A clavatus et A Fumigatus) ainsi

une flore accompagnatrice prédominée par le genre Pénicillium.

Les analyses liées au pouvoir antifongique du biopesticide ont révélé
un effet fongicide sur la gamme d’isolats de champignons tout le long du suivi, les
taux d’inhibition enregistré avec la technique volatile varient de 8% a 31%, et de

4 5% a45% avec la deuxieme méthode de traitement

Les résultats de cette étude menée ont montré que la toxicité des différents
traitements évolue avec l'augmentation de la concentration des doses appliquées
d'une part, et une efficacité relativement régressive par rapport au temps (durée
apres traitement) qui se traduit par une faible efficacité d’autre part. Cela est attribué

a la sécrétion des mycotoxines par les isolats testés.

Mots clés : Effet biopesticide, Bacillus thuringiensiss, céréale, Champignons

phytopathogénes, Inhibition, Mycotoxines.



Abstract

Biocidal effect on some Bacillus thuringiensis phytopathogenic fungi during

the storage of wheat

Triticum aestivum L.

The study focused primarily on the traditional isolation of the fungal flora of seed
wheat stockées. En second on estimation antifungal potency in vitro, a biopesticde of
microbial origin of Bacillus thuriengisis the range of plant pathogenic fungi isolated by

two modes of action, volatile activity and dilution with agar (PDA).

The results of isolation in laboratory revealed the presence of: two species of the
genus Aspergillus (Aclavatuset Fumigatus A) potentially toxin production and an

accompanying flora dominated by the genus Penicillium.

Analyzes related to the antifungal biopesticide showed a fungicidal effect on the
range of fungal isolates to follow along with inhibition rate that does not exceed
between 4,5% and 45%.

The results of this study showed that the toxicity of different treatments evolves with
increasing concentration of applied dose on the one hand, and a relatively regressive
effectiveness over time (time after treatment) resulting in a low effectiveness of the

other part. This is attributed to secretion of the mycotoxins by the isolates tested.

Keywords:

Effect biopesticide , Bacillus thuregiensiss, cereal, phytopathogenic fungi,
inhibition, Mycotoxins.



udla
bl alad) il
Bacillus thuringiensis

deal 53 grpball sbadll Bleld i e Wil 5 45l malll s e kil Je e Yl Al S s
e Gl Lol ae cadddll 5 Al s sk 335 Bacillus thuringiensis cass) giwlls 25 S
A Sl A el il shadl) (40 A sane

V) Ao 55 2265 4 Hlad a gans UL A8 5 prall i (e (e 51 25y o il (B Jad) il S

Op Jarall 138 5l 5 kil sai Jane e iina il sbaadll ekl AspergillusetPénicélium

(%45 - %4,5) Ay H35]) Lo gl e il (0631-068) Laill Ll

ol a3 a8 Aga (e Aol 5S35 8L ) e skt ddlidall Cilalal) dpan Gf Al Hall s34 il < yekil
ey O (Sae 13a 5 s AT Aga e BeliS mliail ) ool Laa(zDlall amy G ll) a3l 5 e Ay Allad
Skl Gl (e 3 kel o sandl d3aS

Gl alals

Lohill o pensd) Jadis il A paal) il plaill o gaall | st Jafiadinly 4 sanll lagall il



Sommaire
Remerciements
Dédicaces
Résumé
Abstract
Uaale
Sommaire
Liste des abréviations
Liste des figures
Liste des tableaux

INtroduCtioN GENETAIE ..o e

PREMIERE PARTIE : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitre | : Présentation du blé tendre

L1.dmportance du DI&.. ...
[.2.0rigine et historique du blé.......... ..o
[.5.Systématique du blé

L= 0 =

|.6.Stockage et conservation du blé........... ..o
Chapitre Il : Présentation des moisissures

[1.1.L€S MICrOOIQaNISIMES. ... vttt ettt e et e et et e e e eaenees
[1.2.MyCOtoXINES €t ECOtOXIJENESE .....viniiri it eae
II.3.Méthodologies de lutte contre les champignons phytopathogénes...............
Chapitre Ill : Présentation du biopesticide d’origine microbienne

[1l.1.Systématique de Bacillus thuringiensis

DEUXIEME PARTIE : ETUDE EXPERIMENTALE

12

15

18

23

25



Chapitre IV : Matériel et méthodes

Y0 T o = X 1 30
IV.2. Matériels d’etUde. .........oooieii 30
IV.3.l1solement et recherche de la microflore su stockage..................ccooeienin. 31
IV.6. Analyse statistique des résultats ............ocoieiiiiiiii e 35
Chapitre V : Résultats et diSCUSSION .......coeiiiiiiii e 36
ConcCluSION et PErSPECLIVES ... ..ot 59

Références bibliographiques
Table des matiéres

Annexes



LISTE DES ABREVIATIONS

ADN : Acide désoxyribonucléique

AFB1 : Aflatoxine B1

AFB2 : Aflatoxine B2

AFGL1 : Aflatoxine G1

AFG2 : Aflatoxine G2

AFML1 : Aflatoxine M1

Bt : Bacillus thuringiensis

CRSTRA : Centre de Recherches Scientifiques et Techniques des zones Arides
Cry : protéine cristale

FAO : Food and Agriculture Organization

ITGC : Institut technique des grandes cultures
KDa : Kilodalton

OTA : Ochratoxine A

OTB : Ochratoxine B

OTC : Ochratoxine C

PDA : Potato- Dextrose- Agar.

PFT : Pore-Forming Toxin

Pl : Pourcentage d’inhibition

USDA: United States Department of Agriculture.
USD : United States Dollars

UV : Les rayons ultra-violets



LISTE DES FIGURES

Figure I-1 : Evolution de la production mondiale de blé..............................l.
Figure I-2 : Evolution de la surface mondiale et des rendements mondiaux de blé
Figure I-3 : Coupe schématique d'ungraindeblé ................ooiiiiiiinnn.
Figure I-4 : Ecosystéme du grain StOCKE ...........ccooiiiiiii e
Figure 1I-1 : le marché mondial des biopesticides microbiens en 2005................
Figure lll-1 : Bacillus thuringiensis sous microscope en contraste de phase ........

Figure 1ll-2. Une bactérie de B. thuringiensis en microscopie en contraste de

Figure IlI-3. Cristaux de BT observés en microscopie électronique a transmission
Figure lllI-4 : Cycle biologique des bactéries formant des endospores ............
Figure 11I-5 : Mode d’action des protéines Cry et mécanismes hépothétiques de
1S ] €= o =

Figure IV-1 : Mise en culture des graines sur milieu PDA ...........cccooiiiiiininnn.

Figure V-1 : Forme macrosopique d’Aspergillus fumigatus(Al) et Aspergillus
FlAVUS(B ) . . ettt e

Figure V-2 : Forme macroscopique de Penicillium sp (C2).........cccviviiiiiiinnnnn.

Figure V-3: Pouvoir antifongique de Bacillus thuringiensis par dilution dans un

milieu gélosé représentés par des zones d'‘inhibition aprés 7 jours de traitement

par activité VoIatile. ....... ..o

Figure V-4 : Evolution tomporelle du pouvoir antifongique du biopesticide
microbien (B. thuringiensis) sur I'isolat fongique Al...........ccooiiiiiiiiiii
Figure V-5 : Evolution tomporelle du pouvoir antifongique du biopesticide
microbien (B. thuringiensis) sur I'isolat fongique B3.............ccooiiiiiiiiiiii
Figure V-6 : Evolution tomporelle du pouvoir antifongique du biopesticide
microbien (B. thuringiensis) sur I'isolat fongique C2............c.cooiiiiiiiiiiii,
Figure V-7: Analyse en composantes principales (A.C.P.) du traitement

biologique sur le taux d’inhibition des trois isolats fongiques en fonction de la

11
21
24

25
25
26

28
32



durée d’incubation par activité volatile................cc 43
Figure V-8 : Effet de Bacillus thuringiensis par 'activité volatile (durée, dose) sur

les isolats fongique par activité volatile ... 44
Figure V-9 : Pouvoir antifongique de Bacillus thuringiensis par dilution dans un

milieu gélosé représentés par des zones d‘inhibition aprés 7 jours de traitement

par dilution dans un milieu GEIOSE ... 46
Figure V-10: Evolution tomporelle du pouvoir antifongique du biopesticide

microbien (B. thuringiensis) sur I'isolat fongique Al...........cooiiiiiiiiiiies 47
Figure V-11: Evolution tomporelle du pouvoir antifongique du biopesticide

microbien (B. thuringiensis) sur I'isolat fongique B3.............ccoooiiiiiiiiiii 48
Figure V-12: Evolution tomporelle du pouvoir antifongique du biopesticide

microbien (B. thuringiensis) sur Iisolat fongique C2..............ccoiiiiiiiiiiiinnnn. 49
Figure V-13 : Analyse en composantes principales (A.C.P.) du traitement

biologique sur le taux d’inhibition des trois isolats fongiques en fonction de la

durée d’incubation par dilution dans un milieu géloseé ..., 51
Figure V-14: Effet de Bacillus thuringiensis (durée, dose) sur les isolats

fongiques par dilution dans un milieu gélosé..............cooiiiiiiiii i 52



Liste des tableaux

Tableau II-1. Principaux genres bactériens rencontrés sur le grain du blé tendre

AU COUTS 0U STOCKAGE ...ttt 12
Tableau I1-2. Les principaux mycotoxines du champ et de stockage 14
Tableau II-3. Les principales moisissures contaminant les céréales.................. 16
Tableau IV-1. Origine et date d’isolement des échantillons............................. 31

Tableau V-1. Résultats des tests du pouvoir antifongique de Bacillus

thuringiensis sur les trois isolats fongiques par activité volatile........................ 38
Tableau V-2.Tableau d‘analyse de la variance des différents paramétres

23 0T =S 44
Tableau V-3 : Résultats des tests du pouvoir antifongique de Bacillus

thuringiensis sur les trois isolats fongiques par dilution dans un milieu gélosé..... 45
Tableau V-4: Tableau d‘analyse de la variance des différents paramétres

B U S .ottt 52



INTRODUCTION GENERALE



Introduction

Les graines de céréales constituent, depuis toujours, la principale ressource
alimentaire de 'Homme et de I'animal et possédent un pouvoir nutritionnel important.
Dans la plupart des cas, la production des céréales est assurée par une seule récolte
dans I'année alors que la consommation est prolongée toute au long de I'année, d’ou

la nécessité du stockage.

Malheureusement, de nombreux agents de détériorations (vertébrés, insectes,
moisissures, acariens,...) sont la cause de la perte d’'une grande partie des récoltes
de céréales. Les moisissures et leurs métabolites secondaires entrainent, a I'’échelle
mondiale, des pertes de céréales et leurs dérivees estimées de 5 a 10% (Pfohl-
leszkowicz, 1999).

La sécrétion des métabolites secondaires hautement toxiques, par les champignons
mycotoxinogénes au cours de leur prolifération sur les céréales stockées, constitue
un danger réel pour la sécurité sanitaire de I'Homme et de I'animal. En Angleterre, en
1960, l'ingestion d’une farine importée du Brésil, contaminée par Aspergillus flavus a
entrainé la mort brutale d'une centaine de milliers de volailles. Cet événement
dénommé autrefois tout simplement « Turkey-X- Disease » a donné le départ d'une
série d'études et de recherches sur les substances actives élaborées par les
moisissures. D’ailleurs, dans la méme année (1960), le nom d’aflatoxine est attribué

a cette nouvelle toxine (Tantaoui, 1977).

Les maladies affectant les plantes peuvent étre d‘origine fongique, virale ou
bactérienne. Ces organismes attaquent toutes les parties de la plante et générent
des symptébmes tres variés causant des dégats sur les cultures et par conséquent
des pertes agricoles. Le contréle de ces maladies des plantes se doit d‘étre efficace
en utilisant des méthodes de lutte conventionnelles représentées par les méthodes

physiques, chimiques, génétiques et biologiques.

A partir de la seconde guerre mondiale, I'essor de la chimie organique associé a la
prise en considération des problemes du monde agricole a débouché sur la mise au
point d‘'un nombre sans cesse croissant de produits phytosanitaires.

lls se répartissent actuellement en une dizaine de classes, les herbicides, les



fongicides et les insecticides—acaricides, représentant plus de 90% du marché
mondial (Bonnemain et Chollet., 2003)

Les méthodes de lutte chimiques sont efficaces contre les champignons par
I‘'utilisation de fongicides alors que les maladies virales et bactériennes sont

incurables et nécessitent des moyens de lutte préventifs.

L‘'usage des produits pesticides est en constante augmentation a travers tous les
pays du monde. Selon les constatations des experts mondiaux, la demande en
pesticides est telle que leur quantité de production double pratiquement tous les 10
ans depuis 1945. Ce sont les pays en voie de développement qui les utilisent de plus
en plus. Au niveau mondial, la valeur marchande des pesticides est de |‘'ordre de 32
milliards de dollars, dont 3 milliards pour les pays en voie de développement
(Bouziani, 2007)

La recherche de nouvelles stratégies de prévention contre les infections et les
maladies d’origine fongique, comporte un intérét majeur, d’'une part pour la sécurité
sanitaire des aliments et la santé du consommateur et d’autre part, pour la protection

de I'’économie du pays, visant ainsi a diminuer I'impact des produits phytosanitaires.

hY

Face a ces profils toxicologiques et écotoxicologiques nettement importants
constatés au cours de ces dernieres décennies et qui sont liés a I'accumulation des
résidus de pesticides, il était urgent de développer des méthodes de contrble et de
protection plus écologiques tout comme les approches alternatives complémentaires
et innovantes. Cette démarche s‘inscrit dans le cadre du développement d‘une

protection intégrée, raisonnée ou biologique telle que I‘utilisation de biopesticides.

Le biopesticide d‘origine microbienne qui a connu le plus grand succés commercial,
le Bacillus thuringiensis occupe cette derniere décennie environ 1,5 % du marché

mondial des insecticides (Panneton et al., 2000)

La présente étude a ciblé deux objectifs ; le premier a traité I'isolement de la flore
fongique qui accompagne le blé tendre au cours de stockage collecté au niveau de
trois wilayas (Médéa, Guelma et Tiaret). Le second a été orienté vers I'évaluation de
l'effet antifongique in vitro d’'un biopesticide d’origine microbienne a base de

Bacillus thuringiensis contre quelques isolats fongiques menagant les céréales



stockées a travers deux modes d’action ; activité volatile et dilution du biopesticide

dans le milieu gélosé.
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l.1.Importance du blé
l. 1.1. Dans le monde

La production mondiale du blé est dominée par un nombre restreint de pays ou
groupes de multinationales agro-alimentaire, ces derniers jouent un réle tres marqué
dans le marché international. lls sont cing grandes compagnies qui dirigent le négoce
des céréales, a savoir : <« CARGILL», « CONTINENTAL», «BUNGE»,
«DREYFUS» et« (ANDRE» (Boudjemaa, 1992).

La production mondiale de blé fut en croissance constante durant les cinquante
derniéres années et s’éléve pour la campagne 2010-2011 a 691,5 millions de tonnes
soit trois fois plus que pour la campagne 1960-1961 (Figure I-1) (Gavira et Burny,
2012).

Evclution de la production mondiale de blé
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Figure I-1 : Evolution de la production mondiale de blé
(Gavira et Burny, 2012).

Cette hausse de la production de blé est principalement due a une augmentation
constante des rendements a I'’hectare (multiplié par 2,8 sur les cinquante dernieres
années) plutdét qu’a une augmentation des surfaces mondiales cultivées en blé. En
effet, le nombre d’hectares cultivés en blé, aprés avoir connu une augmentation
jusqu’en 1981 (239,2 millions d’hectares de blé), n’a pas cessé de diminuer pour
atteindre 216,8 millions d’hectares en 2010 (Figure |-2) (Gavira et Burny, 2012).



Evolution de la surface et des rendements mondiaux de blé
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Figure I-2 : Evolution de la surface mondiale et des rendements mondiaux de blé
(Gavira et Burny, 2012).

l. 1.2. En Algérie

En Algérie, les céréales sont la base alimentaire de la population (220Kg /
individu / an) occupent la premiére place en surface agricole et une place
stratégigue dans le systeme alimentaire et dans I'économie nationale. Cette
caractéristique est percue d’'une maniére claire a travers toutes les phases de la
filiere (Djermoun, 2009).

L’Algérie appartient au groupe des plus gros importateurs de blé dans le monde, ou
elle est classée a la sixieme place (Kellou, 2008). La production nationale est faible
et ne permet de satisfaire qu’environ 35 % des besoins d’une population de plus en
plus croissante et le recours aux importations a placé I'Algérie parmi les premiers
pays importateurs de blé (Saraoui, 2011).

I. 2. Origine et historique du blé

Les céréales et leurs dérivées constituent l'alimentation de base dans
beaucoup de pays en développement, particulierement dans les pays du Maghreb.
La filiere céréaliére constitue une des principales filieres de la production agricole en
Algérie. (Djermoun, 2009).



Le blé est une céréale qui appartient au genre Triticum; en Algérie deux
variétés dominent la production ce sont le blé tendre et le blé dur (Anonyme, 2005).
En Afrique, les pertes des céréales en stocks sont souvent estimés a 30% par contre

dans les pays développés, elles avoisinent les 3% (Bulot, 1990).

Le blé est une céréale du mot grec Cérés qui signifie déesse des moissons,
cultivé pour son grain ,dont I'albumen amylacé ,réduit en farine ,est consommable

par ’'homme et par les animaux domestiques (Moule ,1972).

La culture de blé remontait au néolithique, elle est largement repartie sur tous
les continents, mais reste présente principalement en Europe et en Asie (Simon et
al., 1989). Les travaux d’archéologie menés apres la deuxieme guerre mondiale au
proche Orient ont montré que les plus anciennes domestications de blé remontent a
neuf mille ans environ, les découvertes les plus ancienne ont été faites dans le

désert de Syrie ; le Kurdistan Irakien et le plateau central d’Anatolie (Harlan ,1966).

l. 3. Variétés de blé tendre cultivées en Algérie

Selon l'institut technique des grandes cultures (ITGC) en mois de février 2013, 3
a 4 variétés sur une vingtaine de variétés de blé tendre sont cultivées en Algérie
(Doumandji et al., 2003) ; il s'agit de :

» Mahon Demias : C'est un blé introduit par les premiers colons francais en
Algérie. Il est rustique et tardif. Doté d’'une paille haute, cette variété est a
semer en zones seches et sur les sols légers.

» Anza : D'origine américaine (Californie), est la variété de blé tendre connu
partout en Algérie. C’est une variété précoce (plus précoce que Hidhab), elle
est productive grace a son tallage épi élevé.

» Florence Aurore : C'est une variété qui caractérise surtout par la présence de
trois arrétes longues bien différenciées au sommet de I'épi. Elle est de moins
en moins cultivée en Algérie.

» Hidhab : La variété précoce a paille moyenne et a épi long. Elle est résistante
a la verse et a la rouille brune. Hidhab présente de bonnes caractéristiques

technologiques pour la panification (Doumandii et al., 2003).



I.4. Structure et Composition biochimique du blé tendre

Le grain est un caryopse de section arrondie ou ovale, de poids moyen variable
selon les especes et les variétés (Figure |-3). Dans le cas du blé tendre, le grain
récolté est dépourvu d'enveloppe, il est constitué d’eau et de matiere séche, cette
derniere est composée de matiere minérale, et matiere organique dont ces
composants biochimiques avec leurs teneurs sont :

Matiére seche (88g), protéines (10g), lysine (2,6% de protéines), lipides totaux
(2,49), glucides assimilables (71,5g), cellulose brute (2,5g), minéraux totaux (1,7g) et
vitamines (4,5 mg) (Adrian et Rabache M., 1988).
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Figure I-3 : Coupe schématique d'un grain de blé (CHEFTEL et CHEFTEL, 1977).
(1) : poils (stigmates). (2) : téguments (écorce). Le caryopse est un fruit car I'écorce
est le résulat de la fusion des téguments de la graine et de la paroi de I'ovaire.

(3) : albumen. (4) : cotylédon unique. (5) : épicotyle (capuchon recouvrant la
gemmule). (6) : premiere feuille. (7) : scutelum. (8) : gemmule. (9) : tigelle.

(10) : radicule. (11) : coiffe. (12) : coléorhize (capuchon recouvrant la radicule).



I.5. Systématique du blé tendre

Les principales especes de céréales cultivées appartiennent a la famille des
poacées (blé tendre, blé dur, mais, riz, avoine, seigle, millet et sorgho) ou des
polygonacées (sarrasin) (Molinié et al., 2005). D’aprés Chadefaud et Emberger
(1960), Prats (1960) et Feillet (2000), le blé tendre appartient a la classification

suivante :

Regne : Plantae (Régne végétale)
Division : Magnoliophyta (Angiospermes)
Classe : Liliopsida (Monocotylédons)
S/Classe : Commelinidae

Ordre : Poale

Famille : Poaceae (ex Graminées)
S/Famille : Triticeae

Tribu : Triticeae (Triticées)

S/Tribu : Triticinae

Genre : Triticum

Espéce : Triticum aestivum L. ou Triticium vulgare

1.6. Stockage et conservation du blé

La consommation quotidienne est assurée par une seule récolte, quelque fois
deux dans I'année d’ou la nécessité du stockage. En outre, les grains stockés sont

utilisées comme des semences en attendant la saison suivante (Druvefors, 2004).

Plus I'hnumidité des grains est importante a la récolte, plus les conditions sont
favorables au développement des microorganismes. De bonnes pratiques de
conservation consistent a éviter son altération en controlant les principaux facteurs

de détérioration (Molinié et al., 2005).



Le but des technologies de conservation est de préserver par des moyens
appropriés l'intégrité des principales qualités des graines qui ne peuvent pas étre

ameliorées pendant le stockage (Chawla, 1984).

Les premiers systemes de stockage étaient de grands paniers faits de roseaux
ou fioles d'argiles qui sont enfoncées dans le sol, ainsi que des puits, des structures

de bois et des puits garnis de paille (Druvefors, 2004).

Les céréales sont des produits qui peuvent étre stockés a long terme et

présentent une facilité pendant leurs transports (Doumandiji et al., 2003).
l. 6.1. Le stockage traditionnel du blé

Le paysan algérien par exemple, sur les Hauts plateaux, conservait tant bien que
mal, le produit de ses champs d’orge et de blé dans des enceintes creusées dans un
sol argileux généralement a un endroit surélevé ou proche de la ferme. C’est ce
qu’on appelle « El-matmoura ». La capacité de ces lieux de stockage est variable,

elle est de I'ordre de quelques métres cubes (Doumand;i et al., 2003).

C’est une technique archaique peut étre encore utilisée dans certains régions
isolées. L’inconvénient majeur de cette derniére, c’est la trop forte humidité et les
eaux d’infiltration qui favorisent le développement des moisissures et les

phénoménes de fermentation bactérienne (Doumandji et al., 2003).
l. 6.2. Autres méthodes de stockage peu fréquent actuellement
Parmi les méthodes de stockage les plus utilisées actuellement nous citons :

e Le stockage en gerbes

e Le stockage en épis

e Le stockage des grains avec leurs balles
e Le stockage en sac du blé

e Le stockage du blé en vrac

e Le stockage du blé en silo



l. 7. Facteurs d’altération du blé tendre
I. 7.1. Altérations chimiques ou biochimiques

Lorsque le grain est soumis a des températures trop élevées (échauffement
naturel ou températures trop fortes lors du séchage) il peut se produire une
dégradation de la structure de I'amidon et des protéines, des pertes de vitamines et
une modification d'aspect (brunissement, voire dans des cas extrémes,

noircissement du grain) (Figure 1-4) (Multon, 1982).
l. 7.2. Altération d’origine mécanique ou physique

Les altérations d’origine mécanique sont dues a des chocs entrainant des
cassures et favorisant les autres causes d’altération (Figure |-4). L'utilisation des
radiations telles que les rayons gamma et les rayons ultra-violet (UV) peuvent
provoquer des altérations radiochimiques tels que la pyrolyse, redistribution de I'eau

dans le grain et 'adhésion de I'amidon et des constituants protéiques (Afnor, 1986).

l. 7.3. Les altérations dues aux moisissures

Les moisissures sont toujours présentes sur les grains. Elles se développent au
champ, ou au cours du stockage (Guiraud, 1998).Cependant la colonisation des
grains par les moisissures peut entrainer, suivant la durée de conservation et les
conditions du milieu de stockage, divers types de dégats : perte de germination,

décoloration, production de mycotoxines,.....etc.

De plus, le développement des moisissures favorise la pullulation des acariens
mycophages, responsables de nombreux probleme d’allergies (Kossou et Ahon,
1993).

l. 7.4. Altération d’origine biologique

Un lot de grains entreposé comporte inévitablement au moins deux entités
vivantes (Figure 1-4) : les grains eux-mémes et les micro-organismes. De fagcon non
obligatoire, mais cependant frequente, on y trouve également associés des insectes,

des acariens, voire de petits vertébrés (rongeurs, oiseaux) (Multon, 1982).



La microflore des grains est banale. Les bactéries, les levures et les mycetes
filamenteux constituent un envahisseur interne et/ou contaminant externe qui font
I'objet d’altération biologique (Magan et al., 2003). Les virus paraissent négligeables,
et les lichens sont parmi les rares organismes vivants capables de supporter sans
dommage une grande siccité : leurs teneurs en eau se situent entre 5 et 40%, contre
75 & 97% pour le reste du monde vivant (Multon, 1982).

FACTEUR DU MILIEU

PHYSIQUE

ORGANISMES VIVANTS

\—_’/

Figure I-4 : Ecosystéme du grain stocké (Cangardel, 1978)
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Les champignons phytopathogenes sont responsables de pres de la moitié des

maladies connues a ce jour chez les plantes cultivées (Boiron, 2005).

Les maladies sont définies a la fois par les caractéristiques phénotypiques des
agents pathogénes et par les symptdbmes qu’ils induisent sur les hoétes.
Ainsi, la quantification des maladies s’effectue soit de maniére directe en déterminant
'abondance de I'agent pathogéne lui-méme, soit de maniere indirecte en quantifiant
'incidence de la maladie sur I'hnéte, a travers la quantit¢ de symptébmes qu'il
développe (Sache, 2003).

[I.L1. Les microorganismes

Les grains fraichement récoltés constituent une niche écologique pour plusieurs
types de bactéries (Tableau 1l-1). La population bactérienne est essentiellement
constituée par des eubactéries qui renferment une trés forte proportion
d’entérobactéries, notamment de coliformes qui sont toujours abondantes sur les
céréales (Withlow et Hagler, 2001).

Tableau II-1. Principaux genres bactériens rencontrés sur le grain du blé tendre au

cours du stockage (Bourgeois et al., 1996).

Familles Genres et espéeces Pourcentage des grains
contaminés(%)

Bacillaceae B.cereus 18
B.subtilis 36
Entérobactériaceae Acrobacter sp 54
Escherichia coli 9
Paracolobacterium sp 90
Lactobactériaceae Leuconostoc sp 9

Lactobacillus sp présence

Streptococcus sp présence
Micrococcaceae M.candidus 48
M.caseolyticus 48
Pseudomonadaceae Pseudomonas sp 73

1. 1.1. Moisissures des céréales




Plus de 150 especes de moisissures filamenteuses ont été trouvées sur les

grains de céréales comme contaminants extérieures. Les graines sont naturellement

en contact avec des spores fongiques avant, pendant et aprés la récolte, durant le

transport et le stockage. La croissance fongique est régie par de nombreux

parametres physico-chimiques, notamment la quantité d'eau libre, la température, la

présence d’oxygéne, la nature du substrat et le pH (Jouany et Yiannikouris, 2002).

Les moisissures se développant aux champs nécessitent une forte humidité pour

leur croissance (20 a 25%), alors que les moisissures de stockage sont capables de

croitre sur des substrats contenant de 10 a 18 % d’humidité (Molinié et al., 2005).

Les mycetes colonisant le grain ont été classifiés dans trois groupes :

Les moisissures de champ : quand les conditions sont propices au
développement des moisissures, celles-ci peuvent croitre sur les grains
encore attachés a la plante. Le mais et le blé sont deux exemples de grains
qui peuvent contenir des niveaux importants de mycotoxines a la récolte.
Parmi les genres composants cette flore, qui a besoin d’humidité pour se
développer et qui régresse le plus souvent sur les grains stockés nous citons:
Alternaria, Fusarium, Helminthosporium, Epicoccum, Septoria, Verticillium).
(Tableau 11-2)

La flore de stockage : dominé essentiellement par les genres ; Aspergillus
et Penicillium (Tableau 11-2)

Il existe une flore intermédiaire prédominé sur grains insuffisamment secs
tel que les mucorales comme Rhizopus, Absidia, Mucor et certaines levures
(Magan et Lacey, 1988).



Tableau II-2 : Les principaux mycotoxines du champ et de stockage

(Anonyme, 2004).

Mycotoxines

Moisissure

Principaux substrats

Les mycotoxines du champ

Thrichothécenes Fusarium Mais, orge, blé, avoine
Zéaralénone Fusarium Mais, blé, sorgho
graminearum
Fumonisines Fusarium moniliforme Mais

Les mycotoxines de stockage

Ochratoxines

Aspergillus ochraceus

Mais, orge, blé

Penicillium
viridicatum
Citrinine Penicillium citrinium Orge, seigle, avoine,
mais
Stérigmatocystine | Aspergillus versicolor Blé
Aflatoxines Aspergillus Mais, sorgho
parasiticus

Aspergillus flavus

Il. 1.2. Effets néfastes des moisissures

Les grains de céréale forment un excellent milieu de culture pour les
moisissures. Pendant le stockage, les céréales subissent généralement une perte de
qualité, assurée par une infection des mycetes, des insectes et des acariens. Cette
détérioration est caractérisée par une diminution de la germination, une décoloration,
des changements chimiques et nutritionnels, un durcissement et de mauvais goUts

qui ont comme conséquence le rejet du produit (Mills, 1990).



II. 2. Mycotoxines et écotoxigénese
Il. 2.1. Mycotoxines

L'enquéte réalisée a I'échelle mondiale montre que 40 % des céréales sont

contaminées par des mycotoxines (Jouany et yiannikouris, 2002).

Les céréales peuvent étre contaminées a plusieurs moments (en plein champ ou
lors du stockage) (Pfohl-leszkowicz, 1999). Ces toxines sont des métabolites
secondaires é€laborées par diverses moisissures (a faible poids moléculaire
PM < 1000 Da). Elles sont tres stables dans les milieux acides et aux températures
élevées, peu solubles dans l'eau et difficlement métabolisées par les organismes
vivants (Adebanjo et Bankole, 2003).

La présence de moisissures ne signifie pas nécessairement la formation de
mycotoxines (Pfohl-leszkowicz, 1999). Il existe des souches produisant des
mycotoxines et des souches qui n’en produisent pas ou peu. La plus dangereuse de
ces mycotoxines est I'aflatoxine B1 (AFB1) a cause de ces dégats pathologiques
séveres, elle est produite par Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus (Godon et
Loisel, 1997).

Les mycotoxines possedent des effets aigus a court terme ainsi que des effets a
long terme (Moll et Moll, 1995). Elles peuvent étre ingérés, inhalés ou absorbés par
la peau humaine. On vy trouvera globalement des activités hémorragiques,
immunotoxiques, hépatotoxiques, néphrotoxiques, neurotoxiques, oestrogéniques,
tératogéne ainsi que des effets mutagenes et cancérogénes (Adebanjo et Bankole,
2003).

Les mycotoxines sont produites par 5 genres de champignons : Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, Claviceps et Alternaria. Plusieurs sortes de mycotoxines
peuvent se retrouver dans les denrées alimentaires (Miller et Trenholm, 1994). Le
tableau I11-3 représente les moisissures et les mycotoxines détectés dans les

céréales.



Tableau II-3. Les principales moisissures contaminant les céréales
(Pfohl-leszkowicz, 1999 in Molinié et Pfohl-leszkowicz, 2003)

Champignons Toxines Denrées alimentaires
Claviceps Alcaloides de I'Ergot Blée et dérives, seigle.
Fusarium Trichothécénes (DON, Blé, mais, orge, riz, seigle,

NIV, toxine T-2, DAS), avoine
Zéaralénone,

Fumonisines, Fusarine,

Moniliformine

Aspergillus Alfatoxines, Mais, blé
Stérigmatocystine,

Ochratoxine A

Penicillium Patuline, Citrinine, BIé, riz, orge

Pénitrem A, Ochratoxine A

Sept groupes de toxines qui, a notre avis, posent les problemes les plus

importants au cours de la conservation des céréales (Multon 1982).
Il. 2.1.1. Les aflatoxines :

Ces des mycotoxines produites par deux souches mycéliennes extrémement
voisines : Aspergillus flavus et Aspergillus parasititicus. .Elles sont stables au cours
d’'un stockage prolongé, les produits contaminés conservent leurs contaminations
intactes pendant plusieurs années. Par contre, elles se dégradent rapidement en

milieu alcalin. Elles absorbent la lumiére vers 350 nm (Multon, 1982).
[I. 2.1.2. Les époxytrichothécenes

Les contaminations par ce type de toxine tel que les trichothécenes peuvent
avoir des conséquences multiples tant pour des consommateurs humains que pour
du bétail (Multon, 1982), ne sont détruits ni au cours des opérations de stockages,
méme prolongées, ni au cours des préparations culinaires et des modalités de

cuisson aux quelles les céréales sont soumises (Multon, 1982).




1. 2.1.3. La zéaralénone

La zéaralénone est un métabolite synthétisé par des moisissures appartenant
au genre Fusarium contaminant les céréales au cours de leur stockage, il ne s’agit
pas d’une toxine au sens strict du terme, mais son action cestrogéne peut provoquer

des perturbations physiopathologiques graves (Multon, 1982).
II. 2.1.4. Les ochratoxines

Bien qu’elle aient d’abord été caractérisées comme meétabolites d’Aspergillus
ochraceus, d’ou leur nom les ochratoxines sont synthétisées par au moins 7 souches
d’Aspergillus . A. ochraceus, A. alliaceus, A. melleus, A. ostianus, A. petrakii, A.
sclerotium et A. sulfureus et 6 souche de Penicilliem : P.viridicatum, P. cyclopium, P.

commune, P. palitans , P. purpurescens et P. variabile. (Multon, 1982).

Elles sont solubles dans la plupart des solvants organiques mais peu solubles
dans 'eau et insolubles dans les éthers de pétrole et les carbures saturés.
Elles se dégradent en milieu alcalin, stables a la chaleur et résistent aux procédés

de cuisson et de stérilisation utilisées en pratique culinaire (Multon, 1982)
[I. 2.1.5. La citrinine

La citrinine est produite par au moins 14 especes de Penicillium citrinum et
d’Aspergillus. Le principal producteur dans les céréales apparait étre P. viridicatum
(Multon, 1982).

Elle est thermosensible, stable en milieu acide, mais est instable en milieu
alcalin. Elle se dégrade spontanément au cours du stockage des céréales,

spécialement en présence d’une haute activité d’eau (Multon, 1982).

II. 2.1.6. La patuline

La patuline a été isolée a partir des cultures de Penicillium patulum (J.H.
Birkinshaw et al 1943 in Multon 1982), elle a un pouvoir cancérogene une fois
injectée par voie sous-cutanée. Sa présence dans les céréales est cependant
suffisamment rare pour qu’elle puisse poser a ce niveau de probleme majeur
(Multon, 1982).

II. 2.1.7. La stérigmatocystine



Elle est produite avec un rendement pouvant largement dépasser 1g/kg par
culture d’Aspergillus Versicolor sur un milieu solide a base de mais, mais peut étre
également synthétisée, en moindre quantité, par une dizaine d’espéces
appartenant aux genres Aspergillus, Bipolairis, Chaetomium. Elle est peut étre

accompagnée d’'un grand nombre de métabolites voisins (Multon, 1982).

II. 2.2. Ecotoxigénése

Les mycotoxines peuvent étre produites a tous les stades de la chaine alimentaire
depuis le champ jusqu’au produit fini. La mycotoxine peut aussi étre présente alors
que I'agent responsable a disparu, soit du fait de I'évolution de la mycoflore, soit du
fait des traitements technologiques. La sécrétion par les moisissures de métabolites
toxiques dans les aliments dépend de plusieurs facteurs qui peuvent étre
intrinséques (nature de la souche) ou bien extrinséques (conditions de

I'environnement) (Pfohl-leszkowicz, 1999).
II. 3. Méthodologies de lutte contre les champignhons phytopathogénes

Les céréales constituent la base de la nourriture des populations. Les différentes
méthodes présentées comme alternatives aux pesticides présentent chacune des
avantages, mais aussi quelques limites. C’est |a tout le sens d’'une gestion intégrée
basée sur la combinaison de plusieurs procédés pour circonscrire l'activité des
insectes, redoutables compétiteurs de ’'homme (Ketoh et al., 2005). Afin de faire face
a la problématique de synthétiser de facon permanente de nouvelles molécules
insecticides et puisque les pesticides ne peuvent pas étre abandonnés, c'est la
gestion intégrée qui est encouragée Ceci rend obligatoire la découverte

d’alternatives moins polluantes (Adda et al., 2002 ; Ketoh et al., 2005).

II. 3.1. La lutte chimique

La lutte chimique contre les champignons phytopathogénes est largement utilisée
et s’est révélée depuis toujours une méthode de lutte efficace et indispensable
(Pezet et al., 2004).



La lutte préventive est principalement assurée par I'application de fongicides a la
plante. Cependant, I'application des effets secondaires de ces produits a remis en
cause leur utilisation. En effet, des études ont montré que certains produits
présentent une toxicité aiglie ou chronique pour ’'homme et les organismes cibles
(Leroux, 2004). De plus les agents pathogénes peuvent devenir résistants a ces

produits chimiques. Ceci a entrainer le retrait du commerce de certains fongicides
(Panon et al., 2006).

Il. 3.2. Lalutte génétique

Ce moyen de lutte alternatif envisage I'utilisation de plantes génétiquement modifiées
permettant d’'introduire une résistance a une ou plusieurs maladies en exprimant des
genes de défense issus d’autres organismes ou en sur-exprimant les genes de

défenses déja existants (Gilbert et al., 2006).
Il. 3.3. Lutte physique et mécanique

Elles concernent toutes les techniques mécano-thérapeutiques susceptibles de
rendre le stock sain. Elles sont recommandées pour pallier aux problémes des
résidus chimiques liés aux différents traitements chimiques appliqués aux denrées
stockées (Multon, 1982).

Il. 3.4. La lutte préventive

En agriculture, la lutte contre les maladies et les ravageurs des cultures se fait d’'une

maniére préventive plutdt que curative (Brust et al., 2003).

La prophylaxie représente 'ensemble des mesures pouvant étre conseillées afin
de prévenir ou défavoriser [linstallation d’'un organisme nuisible et son

développement dommageable sur un territoire déterminé (Bernard et Bugaret, 2002).

Actuellement, le meilleur moyen préconisé est d’abord de limiter au maximum les
sources d’inoculum primaire. Les mesures préventives s’appuient sur les techniques
agronomiques approuvées qui visent a créer simultanément des conditions
défavorables pour les ennemis des cultures, telles que la rotation des cultures,
I'hygiéne, les pratiques culturales, la fertilisation raisonnée et le travail du sol

(Deguine et ferron, 2005).



II. 3.5. Lalutte biologique

bY

La lutte biologigue est une méthode alternative & la lutte chimique. Les
biopesticides ou agents de lutte biologique, peuvent étre définis comme des produits
phytosanitaires dont le principe actif est un organisme vivant ou I'un de ses dérivés.
lls peuvent donc étre constitués d’organismes (plantes, insectes, nématodes) ou de
microorganismes (bactéries, levures, champignons, virus) exercant une activité
protectrice sur les plantes vis-a-vis d’agents phytopathogénes. lls peuvent aussi étre
des substances d’origines naturelles telles que des extraits végétaux ou phéromones
(Thakore, 2006).

II. 3.5.1. Les biopesticides

Parmi les biopesticides microbiens, les produits a base de bactéries représentent
74% du marché mondiale (Figure 1l-1). Des espéces non pathogénes appartenant au
genre Fusarium, ainsi que les Pseudomonas spp et des Bacillus spp. Sont parmi les
microorganismes expérimentés avec succés, a lI'égard des maladies d’origine

tellurique
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Figure II-1 : le marché mondial des biopesticides microbiens en 2005
(Thakore, 2006)
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Cas de Bacillus thuringiensis

L'utilisation de micro-organismes pathogenes est devenue un domaine
important de la lutte biologique. Bien que les efforts en ce sens datent d'environ 80
ans, le développement de cette méthode a été du essentiellement & une meilleure

connaissance des organismes pathogenes.

Selon Starnes et al, (1993) in (Kouassi, 2001) ces bactéries

entomopathogénes appartiennent surtout a trois grandes familles qui sont les

Bacillaceae, Enterobacteriaceae et Pseudomonaceae.

En 1991, les biopesticides représentaient 1 % du marché mondial des
pesticides, soit d’environ 100 millions de dollars dont 90% étaient constitués par
des produits a base de Bacillus thuringiensis (Bt). La répartition de ce marché est
fortement déséquilibrée, en effet, 'Amériqgue du nord a elle seule représente plus
de 50% du marché (54%), les autres régions du monde utilisent encore peu
cette méthode de lutte: 23 % de parts de marché a I'Asie, 12% a | 'Afrique, 8% a
I'Amérique centrale et a 'Amérique latine, 2% a I'Australie et a I'Océanie et
seulement 0,7% a I'Europe de I'Ouest. Aucun chiffre n'est connu pour I'Europe de

I'Est et I'ex-Union Soviétique (Thakore, 2006).

Les premiers essais de lutte biologique avec B. thuringiensis ont été réalisés
en Hongrie dans les années 1920 et en Yougoslavie dans les années 1930 pour
contrdler principalement les Lépidoptéres (Beegle et Yamamoto, 1992). Les résultats
prometteurs de ces essais ont conduit a la production du premier produit commercial
en France en 1938 par les laboratoires Libec, la Sporéine. Par la suite, un nouveau
produit, le Thuricide apparut au début des années 1960 (Lord, 2005). En 1976, la
découverte des sérotypes Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) et Bacillus
thuringiensis tenebrionis (Btt) a permis l'ouverture de nouveaux marchés, grace a

une action larvicide sur les moustiques, les simulies et les coléoptéres.



[l .1. Systématique de Bacillus thuringiensis

Selon (Larpent, 1990) sa classification se présente comme sulit :

Régne : Bacteria
Embranchement : Eubacteria

Classe : Sporulales

Ordre : Bacillales

Famille : Bacillaceae

Genre : Bacillus

Espece : Bacillus thuringiensis

[Il .2. Description et caractéristique de Bacillus thuringiensis

Découvert pour la premiere fois au Japon en 1902 dans un élevage de vers a
soie (Bombyx mori) , B. thuringiensis a été a nouveau isolé en 1911 en Thuringe
(Allemagne) a partir d'une population de teigne de la farine (Ephestia kuhniella)
par Berliner qui comprit ['utilisation possible de ce germe pour lutter contre des

insectes nuisibles (Josette,1995).

Bacillus thuringiensis (Bt) est une bactérie aérobie facultative, ubiquiste, Gram
positive, caractérisée par l'activité entomopathogéne des corps d’inclusions qu’elle
produit lors de sa sporulation. Elle fait partie d'un groupe de six bacilles, rassemblés
sous le terme « groupe Bacillus cereus » : Bacillus anthracis, Bacillus mycoides,
Bacillus pseudomycoides, Bacillus weihenstephanensis et Bacillus thuringiensis.
(Figure 111-1).



A I'état végétatif, Bacillus thuringiensis a la forme d'un batonnet de 5 um de long
sur 1 um de large, et est pourvu de flagelles (Figure IlI-2). Elle se distingue des
autres bacilles du groupe par sa capacité a synthétiser des cristaux protéiques
(Figure 111-3).

Bacillus thuringiensis a la particularité de synthétiser un cristal protéique lors
de la sporulation. L'activité entomopathogéne de ce germe est liée a la
présence de cette inclusion parasporale (cristal), constituée de protoxines,
appelées également delta-endotoxines. Les cristaux ont, selon les souches, une
activité larvicide sur différentes especes d'insectes appartenant a trois ordres :

Lépidopteres, Coléoptéres et Dipteres (Josette,1995).

Figure IlI-1 : Bacillus thuringiensis sous microscope en contraste de phase
a : Bacillus thuringiensis, b : spores, c : cristaux (Rampersad et al., 2003)



Figure 1ll-2. une bactérie de Figure IlI-3. Cristaux de
B.thuringiensis en microscopie en B.thuringiensis observés en
contraste de phase ; microscopie électronique a
a : spore ; b : inclusion parasporale transmission (Du et al., 1994).

contenant les cristaux de protéines ;

[Il .3. Cycle biologique du Bacillus thuringiensis

Selon Perry et al, (2004) les bactéries formants des endospores passent par deux
phases de développement qui sont :

» Phase de sporulation
» Phase de croissance végétative (Germination) (Figure Il1-4).
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Figure llI-4 : Cycle biologique des bactéries formant des endospores
(Perry et al., 2004)

Légende :

1 : Cellule végétative a deux molécules d’ADN

2 : Séparation de deux molécules d’ADN par une membrane cellulaire formée durant
un processus de différenciation particulier.

3 : Stade d’inclusion : invagination de la membrane des deux cellules naissantes
autour de la membrane de l'autre jusqu’a I'entourer completement : formation de
préspore.

4 : murisseries de la préspore en s’entourant par certains nombres d’enveloppes.

5 : lalésion de sporange en libérant la spore et le cristal.

6 : Réhydratation de spore, gonfle en détruisant la tunique et 'exosprum, libere le
dipicolinate de calcium, et commence a ce multipli€ comme la croissance végétative

normale.



lll. 4. Les toxines de Bacillus thuringiensis (BT)

Des souches de la bactérie Bacillus thuringiensis synthétisent divers types de
protéines cristallines insecticides ou &-endotoxines, appelées Cry, types |-V (et sous
types). Ces produits sont d'importants bioinsecticides, non dangereux pour les
mammiferes, utilisés dans le monde entier contre les insectes nuisibles a certaines
cultures, foréts et produits agricoles stockes, Notons qu’une seule souche de B.
thuringiensis produit généralement plusieurs types de &-endotoxines et c'est la
variété de ces toxines qui détermine le spectre d’activité insecticide d’'une souche
donnée. Les genes qui codent pour ces protéines se trouvent habituellement sur un
plasmide. Depuis 1981, date a laquelle le premier géene de &-endotoxines a été
cloné, ont été isolés a partir de différentes souches de B. thuringiensis (Anonyme,
2007).

lll. 4.1. Mode d’action du Bacillus thuringiensis et cibles cellulaires des
6-endotoxines

Une fois B. thuringiensis ingérée par les larves d’insecte appartenant aux
espéces cibles, les 0&-endotoxines du cristal sont libérées en raison de
'environnement alcalin de I'intestin moyen de la larve. Elles sont alors activées a la
suite de clivages protéolytiques. Les toxines ainsi activees vont ensuite se fixer sur
des récepteurs présents a la surface des microvillosités des cellules épithéliales de

la paroi intestinale (fixation par la région C-terminale des toxines).

Aprés fixation sur le récepteur, la partie N-terminale des toxines va s’insérer
dans la membrane cellulaire. L’oligomérisation des molécules de toxine va permettre
la formation de spores qui vont interférer avec les systemes de transport d’ions a

travers la membrane cellulaire, et conduire a une modification du pH intestinal
(Griffitts et Arorian, 2005).

Par la suite, les cellules affectées se gonflent et éclatent, causant la perforation
de la paroi du tube digestif. Ceci provoque le passage du suc digestif dans la cavité
corporelle de l'insecte et le mouvement inverse de 'hémolymphe. Bien que certains
effets neurotoxiques aient été aussi observés, il semble qu'une perte compléte

d’intégrité causes par I'éclatement de son tube digestif serait la cause de la mort



chez un insecte empoisonné aux cristaux de Bacillus thuringiensis (Lacoursiére J. O.
et Boisvert J., 2004 in Anonyme, 2007) (Figure I1I-5).

De plus, les spores des souches BTK peuvent germer dans le corps de I'insecte
et produire des cellules végétatives qui peuvent déclencher une septicémie
(Chevalier et al, 2002)

Uile Clivages
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Figure 1lI-5 : Mode d’action des protéines Cry et mécanismes hépothétiques de
résistance (Griffitts et Arorian, 2005)

[l .5. Utilisation de Bacillus thuringiensis et de ses dérivés en tant que

biopesticide

L'intérét pour les pesticides biologiques s’est développé dans le milieu des
années 1970 du fait de 'augmentation de la résistance des insectes aux pesticides
chimiques (pyréthrinoides) (Watkinson, 1994). Depuis plus de 20 ans, l'une des
applications les plus réussies de Bt est le contréle des Lépidopteres dans les foréts
du Canada et des Etats-Unis, par la souche HD-1 capable de produire les toxines
Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac et Cry2A, réduisant significativement [utilisation
d’insecticides chimiques (Bauce et al., 2004).



En effet, plusieurs millions d’hectares de forét sont pulvérisés tous les ans par
des produits issus de Bacillus turingiensis kurstaki (BTK) pour le traitement contre la
spongieuse (Lymantria dispar) et la tordeuse des bourgeons de ['épinette
(Choristoneura fumiferana). Un avantage significatif des produits dérivés de Bt est
leur capacité a contréler cette résistance chimique des insectes. Par exemple, en
Australie, aux Etats-Unis et en Extréme Orient, ils ont été utilisés pour le traitement
contre les Heliothiss sp et papillons nocturnes résistants aux pyréthrinoides. Ainsi, en
diminuant la pression des insecticides chimiques, le risque de résistance est diminué
et ces produits peuvent alors continuer a étre utilisés (Watkinson, 1994). Cependant,

des cas de résistance ont été observés chez certains insectes.

[Il .6. Impact des toxines Bacillus thuringiensis sur I’environnement

En effet, le mécanisme d’action de Bt nécessite diverses étapes spécifiques et
essentielles a la toxicité des protéines telles que la solubilisation, I'activation et la
reconnaissance des récepteurs des cellules intestinales de l'insecte cible. De ce fait,
le risque d’atteinte des insectes non cibles semble étre mineur. Par exemple, une
concentration de Cry1Ac 100 fois supérieure a ce qu’'on peut retrouver dans les
cotons transgéniques a été appliquée sur 14 espéces d’insectes (Coléoptéres,
Diptéres, Homoptéeres, Hyménoptéres, Lépidoptéres, Neuroptéres, Orthoptéres) ; et
seuls les Lépidoptéres ont montré plus de 50 % de mortalité. Les autres espéces
n’ont pas montré de mortalité significative, indiquant que CrylAc exprimé dans les
plants de coton transgéniques a une activité biologique spécifique des Lépidopteres
et que le risque d’effets indésirables sur d’autres espéces est négligeable (Sims,
1995).

Cependant, les différentes études menées afin d’évaluer l'innocuité de Bt envers les

autres organismes ont montré des résultats contrastés.



DEUXIEME PARTIE
ETUDE EXPERIMENTALE



CHAPITRE 1V
MATERIEL ET METHODES



IV .1. Objectifs
Les biopesticides d‘origine microbienne peuvent constituer une solution
alternative aux pesticides chimiques de ces dernieres décennies. Leurs propriétés
et leurs avantages écologiques et environnementaux indéniables en font des
composés tres intéressants pour les traitements phytosanitaires a venir.
Ce présent travail a pour objectifs d‘évaluer I‘efficacité fongicide in vitro de Bacillus
thuringiensis sur quelques champignons du stockage de blé tendre (Triticum
aestivum) :
e L’isolement et lidentification des moisissures a partir des échantillons des
graines du blé tendre stockeé.
e Préparation des dilutions a partir de Bacillus thuringiensis
e Essais d’activité antifongique de Bacillus thuringiensis par deux méthodes :
o Meéthode par activité volatile
o Méthode par dilution dans un milieu gélosé (activité alimentaire)

IV .2. Matériels d’étude
IV .2.1. Matériel végétale

Précaution d’échantillonnage

Avant toute analyse, il convient de prélever un échantillon représentatif du
produit a analyser. Néanmoins, les techniques de prélévements habituellement
recommandées pour d’autres analyses ne sont guere probantes quand il s’agit
d’analyses microbiologiques. En général, sur les produits secs, granuleux et
pulvérulents, la microflore est toujours repartie de facon tres hétérogene (Dunoyer,
1989). A ce titre, il faut noter que les résultats des examens microbiologiques n’ont

de valeur que si certaines précautions d’échantillonnage ont été respectées :

+» Prises d’échantillons avec des instruments stériles ;

+ Mise de I'’échantillon dans des récipients ou sachets stériles ;

% Respect des régles d’hygiéne générale pour la personne effectuant le
prélevement ;

+ Rapidité de 'acheminement des échantillons dans I'attente de leurs analyses ;



%+ Conservation des échantillons dans un endroit frais et sec (8 a 15°C) mais

jamais a des températures négatives (Dunoyer, 1989).

Le matériel végétal utilisé au cours de notre expérimentation c'est limité sur trois
variétés de blé tendre d’origine différentes appartenant a la famille des Poacées,
genre de Triticum dont I'espéce est Triticum aestivum L. a partir de la production de
la campagne 2012, délivré par L’ ITGC: (Institue Technique des Grandes Cultures)
d’El-Harrach, Alger (Tableau IV-1).

Tableau IV-1: Origine et date d’isolement des échantillons (Originale 2013)

Type Station Date Référence Variété Origine
d’isolement
Blé ITGC (EL- 18/04/2013 A ARZ Guelma
tendre HARRACH)
Blé ITGC (EL- 18/04/2013 B ARZ Médéa
tendre HARRACH)
Blé ITGC (EL- 18/04/2013 C AIN ABID Tiaret
tendre HARRACH)

IV .2.2. Matériel microbiologique

Notre avons utilisé Pour l'évaluation fongicide une bactérie endophyte Bacillus
thuringiensis fourni gracieusement par le centre de recherche scientifiques et

techniques des zones arides CRSTRA de Biskra.

IV .3. Isolement et recherche de la microflore su stockage

5 a 6 graines ont été utilisées pour la détection éventuelle des agents fongiques
des maladies de stockage.

IV .3.1. Désinfection et isolement

Chaque graine a subi au préalable une désinfection pour éliminer le maximum
de la microflore secondaire ou accessoire de la surface. Les graines ont été
désinfectées par leur passage dans un bain d’eau javellisée (2%) pendant 20 & 30

minutes, suivi d’un ringage abondant a I'eau distillée stérile.




Aprés désinfection, les graines ont été déposés dans des boites de Pétri

contenant un milieu gélose,

Les isolements ont été effectués sur un milieu de culture ; le milieu PDA
(Potato Dextrose Agar) (Annexe A) (Figure IV-1).

Figure IV-1: Mise en culture des graines sur milieu PDA (Originale 2013)

IV .3.2. Observation et purification des cultures

Aprés 5 a 6 jours d’incubation a 25C° et a I'obscurité, seulement les colonies
présentant des caractéristiques macromorphologigues ressemblant a ceux de I'agent
causal recherché qui ont été délimités et transplantées dans de nouvelles boites de
pétri sur le milieu PDA. Les caractéristiques culturales recherchées sont surtout le

type de croissance des colonies, la couleur et la texture du mycélium.

Aprées incubation dans les mémes conditions précitées, chaque colonie a été
observée en vérifiant sa pureté culturale, aprés plusieurs repiquages, jusqu’a
'obtention d'une culture pure. Pour s’assurer de la pureté de nos isolats des

observations microscopigues ont été effectuées sous un grossissement (40x10x10).

Les principaux caracteres microscopigues pris en considération; ce sont les
champignons qui sont accusées d’étre présent dans les lieux de stockage, la nature
des hyphes, les caractéristiques des asques et des ascospores, le type du mycélium

et la présence des fructifications.



IV .4. Préparation des dilutions a testés
IV .4.1. Préparations des suspensions

Nous préparons les doses a tester aprés dilution de Bacillus thuriengisis dans 'eau
distillée stérile ce dernier est utilisé comme témoin. A partir de cette suspension,
nous avons choisi une gamme de concentrations pour [‘évaluation de I‘activité
antifongique in vitro vis-a-vis des champignons isolés et identifiés. Les
concentrations utilisées sont:

e 1°®dose ; 1g de BT + 1l d’eau distillée

e 2°M dose ;0,59 de BT + 1l d’eau distillée

e 3°M™ dose; 0,25g de BT + 1l d’eau distillée

e Témoin : 1l d’eau distillée stérile

IV .4.2. Préparation des dilutions de B. thurengisis dans le milieu gélosé
Cette méthode consiste a mélanger Bacillus thuringiensis en poudre avec le milieu de
culture stérilisé, 2 doses différentes du Bacillus thuringiensis mélangés avec le milieu ;
1g et 0,59 par litre de milieu de culture stérilisé. Chaque test est répété 3fois. Le

témoin utilisé est a base de milieu nutritif (PDA) sans Biopesticide préparé.
IV .5. Application des traitements biologiques

Pour I‘évaluation de I‘activité antifongique de la bactérie Bacillus
thuringiensis utilisée, nous avons réalisé des tests biologiques in vitro a travers;

I'activité volatile et dilution dans un milieu gélosé (activité alimentaire).
IV .5.1. Etude du pouvoir antifongique in vitro du Bacillus thuringiensis

Quatre champignons sélectionnés a partir des isolats obtenus ont été
traité par le biopesticide d’origine microbienne a travers deux méthodes qui
consistent a déposer au centre de la boite de Pétri contenant le milieu de culture, un
disque mycélien issu d‘une culture fongique jeune découpé a l‘aide d‘un emporte

pieces de 8 mm de diametre.

Pour l'activité volatile, des disques de papier Wattman de 8 mm de
diamétre, préalablement stérilisés a l‘autoclave (120°C. pendant 30 min), sont

d‘abord imprégnés et saturés avec 3 doses différentes de la suspension de Bacillus



thuringiensis dilués puis déposés sur le couvercle de la boite de Pétri retourné, a
raison de 1 disque imprégné par couvercle (Inouye et al., 2006 ; Chutia et al., 2009).
Le témoin consiste en des disques imprégnés avec le méme volume d‘eau distillée

stérile. Chaque test est répété 3 fois.

IV .5.2. Lecture des résultats

La lecture des résultats de l‘activité antifongique du Bacillus thuringiensis
vis-a-vis des champignons est effectuée aprés sept jours et 15 jours d’incubation.
Les isolats fongiques traités présentant une faible croissance par rapport au témoin
sont des isolats sensibles aux bactéries. L’évaluation de I'activité antifongique du
Bacillus thuringiensis se traduit par l'apparition d’'une zone d’inhibition de la
croissance mycelienne. Les résultats obtenus ont été enregistrés en mesurant a I‘ceil
nu les diametres de la croissance du pathogéne en millimétre a 'aide d’une régle en

métal graduée.

La croissance radiale est exprimée en pourcentage dinhibition de la

croissance mycélienne en utilisant la formule décrite par Pandey et al., (1982) :

PI(%) = (DT-DPA/DT) x 100

Pl : Pourcentage d‘inhibition de la croissance des champignons testés (%).
DT : croissance diamétrale du témoin (mm)

DPA : croissance diamétrale mycélienne du pathogéne en présence de I'antagoniste

(mm).



IV .6. Analyse statistique des résultats

Tous les essais ont été répétés au moins trois fois et trois doses différentes

pour chaque champignon, par la suite un calcul des moyennes a été realisé.

Les résultats recueillis sur les tests du pouvoir antifongique de Bacillus

thuringiensis ont fait I'objet d‘analyses statistiques.

Afin de vérifier une éventuelle efficacité du B. thuringiensis vis-a-vis des isolats
fongiques testés, des analyses ont été faites en utilisant la procédure décrite par le
SYSTAT vers. 12, SPSS 2009.

Dans les conditions paramétriques (ANOVA pour ANalysis Of VAriance), la
distribution de la variable quantitative doit étre normale. Afin de tester les interactions
entre les facteurs (dose, compartiment), nous avons alors utilisé le modele linéaire
global (G.L.M.).

Afin de vérifier une éventuelle efficacité du B. thuringiensis vis-a-vis des
souches fongiques testées, nous avons utilisé la procédure décrite dans PAST vers
1.81 (Hammer et al., 2001). Les analyses de covariance ont été conduites en
considérant les diamétres des zones dinhibition comme moyennes et les souches a

testées comme les variances.

Les corrélations existantes entre B.thuringiensis et sa dilution et les souches
fongigues sont mises en évidence par une analyse en composantes principales
(ACP). Dans ce type de test, B. thuringiensis et sa dilution ont des coordonnées
comprises entre — 1 et + 1 et appartiennent a un cercle de corrélation.
L‘interprétation de I'ACP se fait a partir de I'examen du cercle des corrélations et de

la position du statut des variables sur les axes factoriels (Philippeau, 1986).

L‘hypothése de [l‘efficacité antifongique du B. thuringiensis est testée par le
modele de la distance euclidienne a un facteur contrélé, par utilisation du logiciel
PAST — PAlaeontological STatistics, ver. 1.81.



CHAPITRE V
RESULTATS ET DISCUSSION



V. 1. Recherche des flores fongiques du stockage

Les isolements ont été réalisés avec les graines de trois de variété de blé
tendre aprés 5 mois de stockage. Aucune symptomatologie n’a été manifestée sur
les graines échantillonnées, nous avons relevé un développement d'une flore
fongiqgue accompagnée d'une flore bactérienne. Parmi les genres fongiques les plus
rencontrés nous citons ; Aspergillus et Penicillium. Les différents isolements réalisés
ont permis de purifier quatre isolats présentant des caractéres culturaux

ressemblant a ceux citées en dessus.
V. 1.1. Caracteres morphologiques des champignhons isolés

Sur le milieu PDA, le genre Aspergillus est représenté essentiellement par trois
especes, Aspergillus flavus et Aspergillus fumagatus (Figure V-1) Accompagne par

une présence assez faible du genre Pénicillium (Figure V-2).

a. Aspergillus sp

» Caracteres macroscopiques :

o Les colonies de couleur : grises a verdatres, forte odeur
o Aspect: le mycélium ras,

o Forme : réguliére

o La couleur se transforme avec le temps

» Caracteres microscopiques :
Entre lame et lamelle, et sans utilisation de colorant I'observation microscopique

montre que :
e Le mycélium : jeune est hyalin, cloisonné et ramifié,
porte des bourgeons qui se développent rapidement (Figure V-1)

e Conidie : claviformes dressées, bleu vert a vert-olive, forme
typique de massue a I'état jeune puis se séparant en plusieurs
colonnes de chaines conidiennes divergentes a maturité se

terminant par une veésicule renflée.

Nous avons utilisé pour la détermination des isolats fongiques obtenus la clé
saccardo.



Figure V-1 : Forme macrosopique d’Aspergillus fumigatus(Al) et Aspergillus
flavus(B3) (originale 2013)

b. Pénicillium sp
» Caracteres macroscopiques :

Les colonies sont généralement a croissance rapide, dans les tons de vert, parfois
blanc, principalement constitué d'un feutre dense de conidiophores.
» Caracteres microscopiques :
Au microscope, les chaines de conidies unicellulaires sont produites en

succession a partir d'une cellule conidiogéne

Figure V-2 : Forme macroscopique de Pénicillium sp (C2) (originale 2013)

Nous avons utilisé pour la détermination des isolats fongiques obtenus la clé

saccardo.



V. 2. Evaluation de I'activité fongicide du biopesticide d’origine microbienne
(a base de B. thuringiensis) sur les trois isolats fongiques Al, B3, C2

L’étude du pouvoir antifongique du biopesticide a base de Bacillus thriengisis
a été évaluée in vitro sur quatre isolats fongiques a savoir (A1, B3, C2). En utilisant
deux meéthodes, l'activité volatile et activité alimentaire (dilution dans un milieu

gélosé).

V .2.1. Etude de Iefficacité fongicide du biopesticide d’origine microbienne
(a base de B. thuringiensis) sur les isolats fongiques par I’activité volatile
L‘étude du pouvoir antifongique de Bacillus thuringiensis a été évaluée in vitro
sur trois isolats fongiques en utilisant la méthode d‘activité volatile.
Il apparait d‘aprés le tableau V-1, que Bacillus thuringiensis, s’est réveélé faiblement
efficace qualitativement et quantitativement sur tous les isolats fongiques étudiés se
traduisant par une inhibition de la croissance mycélienne des champignons

phytopathogénes qui varie d‘un isolat a un autre (V-3).

Tableau V-1. Résultats des tests du pouvoir antifongique de Bacillus thuringiensis

sur les trois isolats fongiques par activité volatile.

7J 15
D1 D2 D3 ™ D1 D2 D3 ™
Al d(mm) | 58 53 51 64 78,67 | 72,67 | 71,67 80

P1% 9,38 | 17,19 | 20,31 0 1,67 9,16 | 10,41 0

B3 d (mm) | 69,67 | 62,67 | 57,67 76 85 74,33 | 68,67 85

P1% 8,33 | 17,54 | 24,12 0 0,00 | 12,55 | 19,21 0

C2 d (mm) | 57,67 | 52,33 | 75,33 76 70 63,67 | 85,00 85

PI% |24,12 |@1,14) 0,88 0 17,65 | 25,09 0 0

Al : Aspergillus fumigatus ; B3 : Aspergillus flavus ; C2 : Penicillium sp

Ce tableau montre que Bacillus thuringiensi présente un effet antifongique faible dont
les pourcentages d‘inhibition ne dépassent pas les 30% pour tous les isolats

fongiques.




B3 : Aspergillus flavus

C2. Penicillium sp

Figure V-3: Pouvoir antifongique de Bacillus thuringiensis par activité volatile
représenté par des zones d‘inhibition aprés 7 jours de traitement
(originale 2013)

La lecture aprés 7jours : (a) le témoin, (b) le traitement



V .2.2. Tendance globale d’effet du biopesticide microbien (a base de B.
thuringiensis) sur les trois isolats fongiques

V .2.2.1.Tendance globale d’effet du biopesticide microbien (a base de B.
thuringiensis) sur I'isolat fongique Al
Le taux d’inhibition de la croissance mycélienne du champignon Al enregistré apres
'application de Bacillus thuringiensis montre un effet fongicide moyen des trois
doses utilisées s’étalant sur une durée aprés traitement de deux semaines.
Cependant on note que Bacillus appliquée avec la dose D1 montre le taux le plus
faible par rapport au deux autres doses. Tandis que le pouvoir antifongique le plus

élevée est noté avec la dose D3 (Figure V-4).
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Figure V-4 : Evolution temporelle du pouvoir antifongique du biopesticide microbien

(B. thuringiensis) sur l'isolat fongique Al
D1 :1g/l; D2 : 0,5¢/I ; D3 : 0,25¢/I

V .2.2.2. Tendance globale d’effet du biopesticide microbien (a base de
B. thuringiensis) sur I’solat fongique B3
Le taux d’inhibition de la croissance mycélienne du champignon B3 enregistré apres
traitement par B. thuringiensis est assez faible des différentes doses testées
Cependant on note que une régression de ce taux apres 15 jours d’exposition malgré
gue ces doses ont montré un effet moyen apres 7 jours qui varie en fonction des
doses (D1 ; D2 et D3) respectivement de (10% ,15% et 25%) (Figure V-5).
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Figure V-5 : Evolution temporelle du pouvoir antifongique du biopesticide microbien
(B. thuringiensis) sur l'isolat fongique B3

V .2.2.3. Tendance globale d’effet du biopesticide microbien
(B. thuringiensis) sur I’'isolat fongique C2

L’effet du biopesticide testé sur I'isolat fongique C2 montre une évolution
progressive dans le temps (7 a 15 jours) du taux d’inhibition de la croissance
mycélienne pour les différents traitements appliqués mais la dilution (D1 et la D2) du
biopesticide révele aprés 15 jours le pourcentage d’inhibition le plus important

(P1225%). Tandis que la dose (D3) n’a présenté aucune inhibition (Figure V-6).
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Figure V-6 : Evolution temporelle du pouvoir antifongique du biopesticide microbien

(B. thuringiensis) sur l'isolat fongique C2



Une analyse en composantes principales, effectuée avec le logiciel PAST est
satisfaisante pour 'ensemble des parametres étudiés dans la mesure ou plus de

90% de la variance sont exprimeés sur les 2 premiers axes.

Ce test traduit I'effet de traitement biologique avec Bacillus thuringiensis et exprime
sur les deux axes de ’ACP, que les doses ont un effet comparable et différent sur les

isolats fongiques testés.

La C.H.A. (classification hiérarchique ascendant) prise a une similarité de (- 0,8),

montre I'existence de trois groupes (voir annexe C).

Le premier groupe comprend principalement A1J15, B3J15 et qui correspondent ou
champignons Al et B3 aprés deux semaines, Ce groupe est corrélé négativement
avec les vecteurs, c’est-a-dire les doses. Il est caractérisé par sa faible activité

antifongique représentée par des pourcentages d‘inhibition inférieure a 25%.

Le deuxiéme groupe est représenté par les champignons B3J7et A1J7 apres deux

semaines, est corrélé positivement avec les doses,

Le troisieme groupe inclut le champignon C2 apres deux semaines, il est corrélé

négativement avec les vecteurs (doses)

L’analyse multivariée sur I'axe 2 (15,58%) indique que I'effet temporel des doses D1,

D2 se distinguent clairement de la dose D3.

L'effet de dose joue un réle important. Pour la dose D3 enregistre un effet

comparable, par rapport aux doses D1 et D2 qui ont un effet semblable.

La projection sur le premier axe (83,91%) montre que les deux doses D1 et D3 ont
un effet comparable et les doses D1 et D2 sont corrélent positivement, et se

correlent négativement par rapport a la dose D3 (Figure V-7).
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Figure V-7: Analyse en composantes principales (A.C.P.) du traitement biologique
sur le taux d’inhibition des 3 isolats fongiques en fonction de la durée d’incubation
par activité volatile

TM : Témoin ; D1 :1g/l; D2 : 0,59/ ; D3 : 0,25¢/I

V .2.3. Effets comparés de l'efficacité du biopesticide microbien a base
de Bacillus thuringiensis sur les isolats fongiques
Le modele général linéaire (G.L.M) a été utilisé afin de déterminer I'effet temporaire
de traitement biologique a base de Bacillus thuringiensis sur le taux d’inhibition des

trois isolats fongiques en fonction des différentes doses.

Ce modele (tableau V-2, figure V-8), nous a permis de déduire que les effets
antifongiques de traitement sont significatifs selon la concentration du produit
(P=0.019, F-ratio=2,643; P<0,05), Quant a les isolats fongiques testés
(F-ratio=0.503, P=0.608; P>0,05) et la durée de l'inhibition (F-ratio=2,195, P=0.144;
P>0,05), I'effet a été non significatif.

Il ressort aussi de la figure (V-8) que les champignons Al, B3, C2, présentent une
résistance importante pour les trois doses vis-a-vis au témoin en se traduisant par un

pourcentage d‘inhibition inférieur a 23%.



Tableau V-2: Tableau d‘analyse de la variance des différents parametres étudiés

facteur Somme des ddl Carrés F-ratio P
carrés moyens
Durée 464, 817 1 464, 817 2,195 0.144
Dose 1678.483 3 559,494 2,643 0.019
Pathogéne 212,800 2 106,400 0.503 0.608

P>5 %: Probabilité non significative, P<5 %: Probabilité significative ;
P<1% : Probabilité hautement significative.
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Figure V-8 : Effet de Bacillus thuringiensis par I'activité volatile (durée, dose) sur les
isolats fongique par activité volatile

DO : Eau distillé, D1 :1g/l; D2 : 0,59/l ; D3 : 0,25g/I

L’étude de l'action antifongique de biopesticide (Bt) sur les différents isolats
fongigues montre que lisolat C2 présente une nette sensibilité a l'égard de
traitement aprés sept jours avec un pourcentage d’inhibition le plus élevé (Pl <17%),
alors que les deux isolats Al et B3 affichent des pourcentages d’inhibition plus ou
moins similaires a savoir (6% < Pl < 13%) (Figure V-8).

Les résultats obtenus indiquent que toutes les concentrations du biopesticide
inhibent la croissance mycélienne, cette efficacité se traduit par un pourcentage
d’inhibition (3% < Pl < 23%). (Figure V-8).

L’évolution temporelle des taux d’inhibition de la croissance mycélienne des
différents isolats fongiques montre que le produit testé se révéle efficace au bout
de 7 jours avec un pourcentage d’inhibition (PI=15%), puis se régresse fortement
(P1>3%) (Figure V-8).



V .3. Etude de I'efficacité fongicide du biopesticide d’origine microbienne a

base de B. thuringiensis sur les trois isolats fongiques par activité alimentaire

L‘étude du pouvoir antifongique de Bacillus thuringiensis a été évaluée in vitro sur
trois isolats fongiques en utilisant la méthode d’activité alimentaire.

Il apparait d‘apres le tableau V-3, que Bacillus thuringiensis, s’est révélé faiblement
efficace qualitativement et quantitativement sur tous les isolats fongiques étudiés se
traduisant par une inhibition de la croissance mycélienne des champignons

phytopathogénes (figure V-8).

Tableau V-3 : Résultats des tests du pouvoir antifongique de Bacillus thuringiensis

sur les trois isolats fongiques par dilution dans un milieu gélosé.

7J 10

D1 D2 ™ D1 D2 ™

Al | d(mm) | 41,67 | 49,67 52 62 7167 | 76
PI% | 19,87 | 4,48 0 18,42 5,70 0

B3 | d(mm) | 46,67 55 85 78,33 84,33 | 85
Pl | (45,09 | (352D 0 7,85 0,79 0

C2 | d(mm) | 5633 | 62,67 66 77,33 7733 | 85
PI% | 1465 | 5,05 0 9,02 9,02 0

Al : Aspergillus fumigatus ; B3 : Aspergillus flavus ; C2 : Penicillium sp

Ce tableau montre que Bacillus thuringiensi présente un effet antifongique dont les
pourcentages d‘inhibition ne dépassent pas les 20% pour tous les isolats fongiques
sauf chez le champignon B3 présente une efficacité moyenne dont le pourcentage

d’inhibition varie entre 35% et 45% aprés 7jours.




B3. Aspergillus flavus

C2. Penicillium sp

Figure V-9 : Pouvoir antifongique de Bacillus thuringiensis par dilution dans un
milieu gélosé représentés par des zones d‘inhibition aprés 7 jours de traitement
(Originale 2013)

La lecture apreés Zjours : (a) le témoin, (b) le traitement



V .3.1. Tendance globale d’effet du biopesticide microbien (a base de B.

thuringiensis) sur les trois champignons par activité alimentaire

V .3.1.1. Tendance globale d’effet du biopesticide microbien (& base de
B. thuringiensis) sur I'isolat fongique Al

Le champignon Al traité avec le biopesticide (a base de B. thuringiensis) a
différentes dilutions montre une inhibition qui diminue dans le temps et qui se traduit
par le pourcentage d’inhibition de sa croissance mycélienne (Pl). Cependant, apres 7
jours de culture, nous constatons un taux d’inhibition plus au moins important pour la
dilution appliqguées (D1) avec une évolution respective de 20% aprés 7 et 10 jours.

Tandis que la dilution (D2) a montré un faible pourcentage d’inhibition durant tout le
suivi soit (Pl= 6%) (Figure V-10).
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Figure V-10: Evolution temporelle du pouvoir antifongique du biopesticide microbien

(B. thuringiensis) sur l'isolat fongique Al
D1 :1g/l; D2 : 0,5¢g/I



V .3.1.2. Tendance globale d’effet du biopesticide microbien (a base de

B. thuringiensis) sur l'isolat fongique B3 :

L’application des traitements avec le biopesticide a base de B.thuringiensis
sur lisolat fongique B3, montre des effets inhibiteurs de la croissance mycélienne,

dans les temps comparés a ceux observés apres traitement par le témoin.

Entre les deux observations réalisées (a 7 et 10 jours), une similitude de
I'évolution temporelle de la croissance mycélienne est enregistré pour les doses
testés (D1 et D2) avec une réduction de celui-ci a 10 jours), avec les valeurs
respectives de 7,85% et 0,8% (Figure V-11).
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Figure V-11: Evolution temporelle du pouvoir antifongique du biopesticide microbien

(B. thuringiensis) sur l'isolat fongique B3
D1 :1g/l; D2 : 0,5¢/I



V .3.1.3. Tendance globale d’effet du biopesticide microbien (a base de

B. thuringiensis) sur l'isolat fongique C2 :

Le traitement de l'isolat C2 par la dilution (D1) de biopesticide (B.thuringiensis)
indique un important taux inhibition de la croissance mycélienne apres 7 jours
(P1)=14,65%. Ce taux diminue aprés 10 jours pour atteindre 9,02%, Mais qui se
traduit par un taux relativement faible. Tandis que la dilution (D2) montre une
évolution dans le temps mais qui se traduit aussi par des taux d’inhibition
relativement faibles avec les valeurs (P1)=5,02% apres 7jours et (P1)=9,02% (Figure
V-12).
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Figure V-12: Evolution temporelle du pouvoir antifongique du biopesticide microbien

(B. thuringiensis) sur l'isolat fongique C2
D1 :1g/l; D2 : 0,5¢g/I

L’analyse en composantes principales, est satisfaisante pour 'ensemble des
parametres étudiés dans la mesure ou plus de 90% de la variance sont exprimeés sur

les 2 premiers axes.



Ce test traduit I'effet de traitement biologique avec Bacillus thuringiensis et exprime
sur les deux axes de ’ACP, que les doses ont un effet comparable et différent sur les

champignons.

La C.H.A. (classification hiérarchique ascendant) prise a une similarité de (- 0,8),

montre I'existence de trois groupes (Annexe D).

Le premier groupe comprend principalement C2J7, A1J10, Al1J7 et qui
correspondent aux champignons Al et C2 apres dix jours, Ce groupe est corrélé
négativement avec les vecteurs, c’est-a-dire les doses. Il est caractérisé par sa faible

activité antifongique représentée par des pourcentages d‘inhibition inférieure a 20%.

Le deuxieme groupe est représenté par le champignon B3 et C2 apres dix jours, il
est corrélé négativement avec les doses, ce groupe est défini par les doses a effet
antifongique tres faible, induisant une inhibition de la croissance mycélienne inférieur
a 10%.

Le troisieme groupe inclut le champignon B3 aprés sept jours, il est corrélé
positivement avec les vecteurs (doses) car il présente un effet antifongique tres

élevés par rapport au deux autres groupes, le pourcentage d’inhibition dépasse 45%.

L’analyse multivariée sur I'axe 2 (3,92%) indique que l'effet temporel de la dose D2

se distingue clairement de la dose D1.

L'effet de dose joue un réle important. Pour la dose D2 enregistre un effet

comparable sur les champignons par rapport au D1.

La projection sur le premier axe (96,07%) montre que les doses D1 et D2 montre un

effet comparable sur les champignons. (Figure V-13)

La projection des vecteurs a travers le deuxiéme axe montre que les deux doses D1

et D2 sont correlent négativement. (Figure V-13)
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Figure V-13 : Analyse en composantes principales (A.C.P.) du traitement biologique
sur le taux d’inhibition des trois isolats fongiques en fonction de la durée d’incubation

par dilution dans un milieu gélosé

TM : Témoin ; D1 :1g/l; D2 : 0,59/l

V .3.2. Effets comparés de I'efficacité du biopesticide microbien (a base de

B. thuringiensis) sur le taux d’inhibition des trois isolats fongiques
Le modéle général linéaire (G.L.M) a été utilisé afin de déterminer l'effet
temporaire de traitement biologique a base de Bacillus thuringiensis sur le taux

d’inhibition des trois isolats fongiques.

Ce modele (Tableau V-3, figure V-14), nous a permis de déduire que les effets
antifongiques de Bacillus thuringiensis sont significatifs selon la concentration du
produit (P=0.002, F-ratio=7.259; P<5%), la durée d’incubation (F-ratio=12.815,
P=0.001; P<5%) et les souches fongiques testées (F-ratio=3.699, P=0.035; P<5%).



Il ressort aussi de la figure (V-14) que les champignons Al et C2 présentent une
résistance importante pour les deux doses vis-a-vis au témoin, se traduisant par un
pourcentage d‘inhibition inférieur a 10%, contrairement au champignon B3 présente

une sensibilité importante pour les doses se traduisant par un pourcentage
d’inhibition supérieur a 15%.

Tableau V-4: Tableau d‘analyse de la variance des différents parametres étudiés

facteur Somme des ddi Carrés F-ratio P
carrés moyens
Durée 1476.214 1 1476.214 12.815 0.001
Dose 1672.508 2 836.254 7.259 0.002
Pathogéne 852.333 2 426.167 3.699 0.035
P>5 %: Probabilité non significative, P<5 %: Probabilité significative ;
P<1% : Probabilité hautement significative.
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Figure V-14: Effet de Bacillus thuringiensis (durée, dose) sur les isolats fongiques
par dilution dans un milieu gélosé.

DO : Eau distillé, D1 :1g/l; D2 : 0,59/l



Discussion générale

La discussion de nos résultats se base essentiellement sur des conclusions
préliminaires et partielles obtenues a partir des principaux isolements fongiques
effectués au niveau de laboratoires et sur I'effet fongicide d’un biopesticide d’origine

microbienne a base de Bacillus thurengiensis.

Nos observations macroscopiques et microscopiques réalisées sur milieu PDA ont

permis de constater la présence d’une flore fongique assez importante.

L’ensemble des résultats obtenus dans cette étude montre la présence d’une flore
fongigue dominée par les especes du genre Aspergillus suivi par le genre
Pénicillium. Comparativement avec les travaux de Belyagoubi (2006), ces genres
constituent la flore essentielle du stockage car ils sont tolérés par la plus faible
humidité (Godon et Loisel, 1997 et Adebango, 2003) .Par conséquent ils sont
responsables de la plupart des accidents de conservation d’origine microbiologiques

pour les produits considérés (Godon et Loisel, 1997).

La dominance du genre Aspergillus dans la flore contaminant des céréales a été
enregistrée, ce genre comprend environ 180 espéces, réparties en 18

sections (Gam et al., 1986).

Les formes parfaites (téléomorphes) de certaines d'entre elles sont connues, et
appartiennent a I'embranchement des Ascomycota .

Ce sont des contaminants fréquents de nombreux substrats, tels que les grains et les
produits dérivés (farines, aliments composés pour animaux, etc...).
Certains d'entre eux sont pathogénes, et/ou produisent des métabolites toxiques

pour les mammiféres

Les espéces du genre Aspergillus sont considérées comme des moisissures de
stockage (Withlow et Hagler, 2001). Parmi les espéces fongiques appartenant au
genre Aspergillus identifié dans cette étude, nous soulignons la grande dominance
d’Aspergillus fumigatus suivi par Aspergillus flavus. Cette fréquence de
contamination importante est accompagnée aussi par une production de
mycotoxines. Si cette présence de flore fongique est surprenante, ce n’est pas la

premiére fois qu’une telle contamination est observée. En effet, des enquétes


http://esmisab.univ-brest.fr/scientifique/Mycologie/Principaux_groupes/Les+Aspergillus#Classification
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récentes menées en ltalie ont démontré la présence de flore productrice de

mycotoxine dans les certaines matieres premieres et aliments (Pietri et al., 2004).

Dans I'ensemble, le taux de contamination élevé, ainsi que la biodiversité assez
importante constatés dans les différentes variétés du blé tendre peuvent étre
expliqués probablement par la qualité, la durée et les conditions de stockage (Davis
et Diener, 1987).

L’origine de la contamination des graines des céréales, cas de blé tendre dans notre
étude par cette flore fongique est difficile d’étre ciblé soit le champ, le transport ou/ et
le lieu de stockage ou autres, donc l'origine est mal connu, ce résultat a été
également soulevé dans les travaux de Molinié en 2003, en attribuant la cause de la
présence de ces champignons aux spores disséminées dans l'air pouvant parvenir

de champ ou des poussieres présentent dans les silo de stockage.

La présence de ces moisissures dans les lieux de conservation constitue un facteur
de détérioration d'origine biologiqgue  menacant la qualité technologique et

organoleptique des graines par la sécrétion des mycotoxines.

La dominance des espéces d’Aspergillus dans les isolements réalisés nous indique

la présence certainement des mycotoxines type aflatoxine.

La stratégie la plus couramment utilisée pour contréler les maladies fongiques des
plantes a été la prévention de la mise en place des champignons phytopathogénes
dans la plante héte, car ces maladies fongiques sont difficiles a contréler du fait
qgu’elles sont caractérisées par une infection rapide et un développement explosif des

maladies si les conditions de I'environnement sont favorables.

Les interventions phytosanitaires présentent des effets néfastes sur
'environnement et sur la santé humaine a cause de la persistance des résidus de
pesticides dans les différents niveaux de I'écosystéme, en plus, ils favorisent le
développement de souches résistantes aux matieres actives utilisées. Il devient par
conséquent, indispensable de contréler biologiguement ces organismes.

Les deux objectifs conjoints ont été menés tout au long de ce travail. Le premier

concernait I'isolement de la flore fongique a partir des graines stockées.



Le second, a visé I'évaluation du pouvoir fongicide in vitro d’un biopesticide a base
de Bacillus thurengiensis a I'égard des isolats de champignons phytopathogenes

obtenus.

A partir des résultats obtenus dans de cette étude nous pouvons citons les aspects

suivants :

L’étude du pouvoir antifongique de biopesticide d’origine microbienne a été évaluée
in vitro sur trois isolats fongiques a savoir Aspergillus fumigatus, Aspergillus
flavus et Pénicillium sp en utilisant la technique d’activité volatile et dilué dans le
milieu gélosé. Les résultats obtenus ont révélé un faible pouvoir fongicide de
traitement étudié en fonction ; des isolats testés, des concentrations des doses

appliquées et du temps d’exposition.

En effet, la croissance mycélienne du champignon a été inhibée par le biopesticide a
base de B.thuriengisis. Cependant ce traitement a montré une similarité entre les

deux techniques utilisées.

Les résultats obtenus ont été confirmés par une analyse statistique des résultats qui
a indiqué que la variation du diameétre des zones d’inhibition dépend de Bacillus et

du genre des isolats pathogénes qui font I'objet du test.

Ces résultats ont montrés une efficacité faible entre les différentes moisissures avec
la biopesticde a base de Bacillus thuringiensis et ses différentes concentrations

(1g/1, 0,59/1, 0,259/1) par les deux modes d’action utilisées.

Dans des essais menés in vitro avec B. thuringiensis, utilisés sous forme volatile ou
dilués dans un milieu gélosé, le champignon C2 était le plus sensible aprés sept

jours, quant a Al et B3 ils exhibaient une sensibilité intermédiaire.

Les concentrations de Bacillus thuringiensis ont montré un pouvoir antifongique sur
les isolats étudiés, donnant des résultats en pourcentage d‘inhibition de la croissance

mycélienne qui ne dépasse pas 30%.

Les résultats obtenus par l'activité volatile vis-a-vis Aspergillus flavus,
Aspergillus fumigatus et pénicillium montrent que les doses utilisés ont un effet
antifongique aprés 7 jours de traitement cet effet diminue aprés 10jours, les

différents isolats arrivent a croitre normalement en présence des trois doses de



Bacillus thuringiensis. Le traitement biologique perd son effet inhibiteur sur la
croissance fongique, Cet état nous améne a suggérer deux hypothéses.
La premiere est relative a la sécrétion des toxines par les isolats étudiés, ces

molécules ont annulé I'effet biocide de traitement a 15 jours.

D’aprés Diener et Davis (1966), la production des aflatoxines est la conséquence de

la combinaison de plusieurs facteurs, I'espéce, le substrat et 'environnement.

Munimbazi et Lloyd Bullerman (1998), ont soulignés l'influence de 6 isolats de
Bacillus pumilus sur la production de ses aflatoxines, Botton et Peluso (2003), ont
identifiés les composés produits par B pumilus qui peuvent inhiber la croissance
d’Aspergillus sp, les composés actifs qui empéchent la germination des spores
d’Aspergillus et I'allongement des hyphes.

Les travaux de Edward et Richard (2003), ont relevé que l'activité antifongique de
Bacillus sp sur Aspergillus flavus a demeuré stable pendant 8 jours seulement ce qui

concorde avec nos résultats.

Calistru et al., (1997), ont reporté qu’un isolat de Trichoderma harzianum et deux
isolats de T. viridae ont pu inhiber la croissance de A. flavus .

Choudhary (1992), a montré que T. viridae inhibe la production des aflatoxines B1 a
(73.5%) et aflatoxine G1 a 100% si ils sont ensemble cultivé avec A flavus .

(Skory et al., 1992 ; Chang et al., 1995) ont noté que L'amélioration de la croissance
des plantes pourrait étre attribuée aux effets inhibiteurs de Bacillus spp. sur les

agents pathogenes.

La seconde hypothése repose sur l'effet toxique des doses appliquées, Le
modes utilisé (dilution dans le milieu gélosé) a montré une toxicité presque similaire
que le premier mode daction testé avec les différentes concentrations. La
croissance mycélienne de L’isolat B3 est fortement inhibé par les différentes doses,
le taux d’inhibition enregistré aprés une semaine varie entre 8 et 35% .Tandis que
les champignons Al et C2 ont manifesté une faible sensibilité traduite par un
pourcentage d’inhibition inférieur & 30% pour toute la gamme de concentrations

réalisés



Il existe d’autres modes de bio contrble a travers [utilisation des huiles
essentielles a I'égard des champignons qui menacent les aliments (Choudhary,
1992).

Montes-Belmon et Carvaial (1998), ont isolé 6 types de plante (Camomille,
Basilic, Origan, clou de girofle, thym, piment) qui ont un effet toxique & 100% sur la
croissance des Aspergillus flavus isolé de mais stockeé.

En effet, Omidbeygi et al., (2007), ont suggéré que les composants des
traitements a base d’huile essentielle traversent la paroi en interagissant avec les
enzymes et les protéines de la membrane, produisant ainsi un flux de protons vers
I'extérieur de la cellule qui provoque des changements, et, finalement leur mort.
Sharma et Tripathi (2006), ont indigué que les composants des extraits agiraient sur
les hyphes du mycélium, provoquant la sortie des composants du cytoplasme, la
perte de la rigidité et l'intégrité de la paroi cellulaire des hyphes, ce qui entraine sa
désintégration et la mort du mycélium ,il s‘est avéré que le Thym (Thymus sp.) riche
en groupements phénols a montré une activité inhibitrice particulierement élevée
contre la croissance fongique et la sporulation d‘Aspergillus fumigatus
(Benamarouche, 2010). Ces effets antifongiqgues semblent avoir une corrélation
avec le développement incomplet des conidiophores d‘Aspergillus fumigatus. Des
modifications morphologiques ont été observées et confirmés par les travaux de
De billerbeck (2000).

Selon certains auteurs, les champignons ne réagissent pas de la méme
maniére vis-a-vis des biopesticides (Veldhuizen et al., 2006), ce qui pourrait
expliquer d’'une part la sensibilité des isolats B3 a I'égard de B. thurigiensis et le
comportement de Al et C2 affichant une certaine résistance vis-a-vis de ce méme
biopesticide.

Par comparaison des deux modes d’actions utilisées dans ce travail, nous
pouvons conclure que la dilution du biopesticide avec le milieu gélosé et I'activité
volatiles ont montré une efficacité antifongique plus au moins intéressante au bout
d’'une semaine de suivi, Cela suggere que la molécule biologique testée a pu
atteindre le site ciblé des isolats a travers la nutrition. Nos conclusions rejoignent
celles de plusieurs études qui se sont intéressées du mode d’action des Bacillus
thurengisis, car les Bacillus spp (Gram+) arrivent a se maintenir et a produire des

substances inhibitrices vu leur pouvoir de sporulation, la régression de I'efficacité de



B. thuringiensis dans le temps est probablement a cause de la faible persistance de
la substance inhibitrice dans le milieu qui peut étre attribué a la production des
toxines par les isolats étudiés. Le comportement des espéces Al et C2 affichant une
certaine résistance vis-a-vis du biopesticide a base microbienne qui s’est révélé
moins efficace au bout de 10 jours. Nos résultats corroborent avec ceux de Tafifet,
étudiant des extraits de diverses plantes spontanées montrant que quelques isolats
fongiques se sont révélés résistant avec un pourcentage d‘inhibition d‘environ 20%
(Tafifet, 2010).

Les résultats obtenus de cette étude indiquent que toutes les concentrations
inhibent la croissance mycélienne au début de traitement. Cette efficacité se traduise

par une différence de sensibilité entre les isolats fongiques testés.



CONCLUSION ET
PERSPECTIVES



Par le présent travail, nous avons essayé de contribuer a I'évaluation des
potentialités agro-phytosanitaires des microorganismes entomopathogénes pouvant
étre utilisées localement comme biopesticides dans la gestion de la filiére
agroalimentaire.

Ainsi, cette étude a montré que les échantillons de blé tendre dans les silos de
stockage peut étre accompagné par la présence d’'une flore fongique, les analyses
mycologiques menées ont révelé la présence des genres suivants : Aspergillus et
Pénicillium.

Parmi ces isolats trois ont été sélectionné pour I'évaluation de [effet
antifongique d’'un biopesticide d’origine microbienne a base de Bacillus
thuringiensis, par deux modes d’action ; activité volatile et dilution dans le milieu

gélosé (PDA) (activité nutritive).

L’étude in vitro du pouvoir antifongique de biopesticide d’origine microbienne
sur les trois isolats testés a savoir Aspergillus fumagatus et Aspergillus flavus et
pénicilium s’est révélée intéressante. Leur action inhibitrice s’est montrée efficace

sur toutes les souches fongiques.

En effet, la croissance mycélienne du champignon a été inhibée aussi bien par
le biopestide utilisé par activité volatile et/ou dilué dans le milieu gélosé, mais cette
derniére a montré une action inhibitrice plus importante que celle de I'activité volatile,

présentant un pourcentage d’inhibition élevé.

Les résultats révelent une sensibilité d’A1 et C2 tandis que B3 et ne se
comporte pas de la méme maniére, une certaine résistance vis-a-vis de ce méme
biopesticide est relancée la fin du suivi, qui se traduit par I'enregistrement d’'un

faible pourcentage d’inhibition suite a la reprise de la croissance mycélienne.

Les résultats obtenus de cette étude indiguent que les concentrations les plus
elevées pour le biopesticide a savoir (D1) et (D2) inhibent plus efficacement que la
(D3). Le diametre des colonies mycéliennes se réduit a chaque fois que la dose est

augmentée. En revanche, la baisse du pourcentage d’inhibition a la fin du suivi peut



étre expliquée par la sécrétion des mycotoxines par les espéces d'Aspergillus
sachant que ces derniéres sont trés connus par leurs potentialités.

Il est a rappeler que cette étude de I'effet fongicide constitue une premiere
étape dans la recherche de molécules biocides d’origine microbienne, elle mérite

d’étre poursuivie par des études in planta pour confirmer leur activité

A partir des résultats obtenus dans cette étude il en ressort une certaine
efficacité du biopesticide d’origine microbienne sur les trois isolats fongiques.

Cette étude constitue une premiere étape dans la recherche de molécules
biopesticides d‘origine microbienne. Il serait intéressant d’isoler ce genre de bactérie
du territoire national afin d’avoir des souches locales et les testées sur ces isolats
fongiqgues et sur autre agents phytopathogénes qui menacent une culture
stratégique.

Il serait ainsi envisageable de :

- Cibler les microorganismes a activité fongicide.

- Etablir une collection de souche locale.

- Prévoir des formulations adéquates sur la base de connaissances touchant a
la fois les bioagresseurs et le mode d’application.

- ldentification moléculaire des souches fongiques isolées du blé tendre pour
connaitre leur origine et leur toxicité

- Une étude in vivo pour obtenir une vue globale sur l'activité antifongique de
Bacillus thuringiensis

- Realisation d’'une étude toxicologique avant l'application du biopesticide

microbien au niveau des silos de stockage.
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Annexe A

Composition du milieu de culture utilisé

(Pour un litre de milieu)

> Milieu de culture a base de pomme de terre " Milieu PDA" (Potato
Dextrose Agar)

Les ingrédients :

- Pomme de terre 2009

- D. glucose 20g
- Agar 209
- Eau distillée 1000ml

Ajuster le PH a 7 avant d’ajouter I'agar.

Autoclavage 30 minutes a 120°C.



Annexe B

» Matériel de laboratoire

Etuve

Hote

Autoclave

Boite de pétri de 9 cm de diametre.
Balance

Plaque chauffante
Pince

Eau distillée
Micropipette

Bec benzéne
Papier filtre

Parafilm



Annexe C
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Figure : Classification hiérarchique ascendant (C.H.A.) sur les trois isolats
fongiques par activité volatile



Annexe D
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Figure : Classification hiérarchique ascendant (C.H.A.) sur les trois
isolats fongiques par dilution dans un milieu gélosé






