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Résumé
Cette étude met en avant les propriétés insecticides des champignons endophytes tels qu'A.alternata, A. tenuissima,
A. niger et Trichoderma sp, extraits du ricin commun et testés contre L. migratoria. Ces champignons se
distinguent par la production de métabolites secondaires, a la fois volatils et non volatils. Une analyse chimique
préliminaire des extraits fongiques révele la présence de polyphénols, d'alcaloides, de terpénaides et de saponines
dans les extraits d'A. alternata et A. niger, tandis que Trichoderma sp et A. tenuissima présentent également des
polyphénols et des tanins. Tous les extraits fongiques sont dépourvus de flavonoides.
L’activité insecticide des extraits fongiques est avérée mais leur efficacité est variable selon le champignon
endophytes, la dose ainsi que le temps d’exposition au traitement. Pour le traitement par contact, les champignons
A. alternaria, A. tenuissima, Aspergillus niger et Trichoderma sp provoquent des mortalités de 72,22%, 72,22%,
72,22% et 66,67% respectivement a la dose de 2 g/l. En revanche, Pour le traitement par ingestion les mortalités
corrigées enregistrées sont de 88,89%, 88,89%, 77,78% et 66,67% pour A. alternaria, A. tenuissima, Aspergillus
niger et Trichoderma sp respectivement.La DL50 d’A. tenuissima et A. alternata présente des valeurs sensiblement
égales, soit 1,17 et 1,20 g/l respectivement. Ces valeurs sont encore plus basses lors du traitement par ingestion,
s'établissant a 0,65 et 0,88 g/l respectivement. En revanche, Aspergillus niger et Trichoderma sp affichent
également des DL50 similaires, indiquant une activité comparable voire supérieure a celle des deux champignons
endophytes précédents. Pour Trichoderma sp, les DL50 sont de 1,79 pour le traitement par contact et ingestion,
tandis qu'elles sont de 1,47 pour Aspergillus niger.Le temps léthal (TLso) pour A. alternata s’éléve a 108,62 heures,
4,53 jours Apres traitement par contact alors que pour le traitement par ingestion, la TLso est de 88,02 heures, soit
3,67 jours. Par contre A. Tenuissima a une TLsy égale & 126,65 heures, soit 5,38 jours. Aspergillus sp et
Trichoderma sp se distinguent par des temps léthaux qui sont plus ou moins élevés par rapport aux deux
endophytes précédents, 205,52 heures, soit 8 jours et 216,10 heures soit 9 jours pour le traitement par contact et
152,22 heures 6,34 jours et 172,86 soit 7,20 jours). Les extraits fongiques d’A. alternata, A. tenuissima, A. niger
et Trichoderma sp ont une activité inhibitrice sur 1’ Acétylcholinestérase a des taux d’inhibition respectifs variables
de 62,22%, 73,11%, 53,77% et 80 % aprés 15 minutes. L’analyse FTIR-ATR d’extraits fongiques montre
qu’A.Alternata et A. tenuissima comprennent des groupes communs : il s’agit de sulfone, nitro, imine, éther d’enol,
alcyne, hydroxyle. Les sulfones n’existent ni chez Aspergillus niger ni chez Trichoderma sp, mais ils ont en
commun les groupes alcool, nitro, imine, alcyne hydroxyle.L'analyse GC-MS des extraits fongiques d'Aspergillus
sp a révélé la présence de métabolites volatils insecticides, notamment I'Hexahydro-1H-cyclopenta[c]isoxazole-
4,5,6-triol, le 2,3,4,4a,5,6,7,8-octahydro-1H-naphtaléne-1,8a-diol et I'acide propanoique 2-éthyl-3-hydroxyhexyle.
De méme, l'analyse d’extrait fongique d'Alternaria tenuissima a mis en évidence la présence de métabolites volatils
insecticides tels que le phénol 3,5-bis(1,1-diméthyléthyl), le phénol 2,6-bis(1,1-diméthyléthyl) -4-méthyl- et le
2,6-di-tert-butyl-4-méthylphénol. L'examen d’extrait fongique d'Alternaria alternata a identifié des métabolites
volatils insecticides similaires, dont le phénol 3,5-bis(1,1-diméthyléthyl), le phénol 2,6-bis(1,1-diméthyléthyl) -4-
méthyl-, le 2,6-di-tert-butyl-4-méthylphénol, le 1,3-pentanediol 2,2,4-triméthyl- et le 2,3,4,4a,5,6,7,8-octahydro-
1H-naphtaléne-1,8a-diol. Enfin, I'analyse d’extrait fongique de Trichoderma sp a mis en lumiere la présence de
métabolites volatils insecticides tels que le curlone, le phénol 2,6-bis(1,1-diméthyléthyle) et le phénol 3,5-bis(1,1-
diméthyléthyl).

Mots clés : Activité insecticide, champignons endophytes, ricin commun, L. Migratoria



Abstract

This study highlights the insecticidal properties of endophytic fungi such as A. alternata, A. tenuissima, A. niger,
and Trichoderma sp, extracted from the common castor plant and tested against L. migratoria. These fungi are
characterized by the production of secondary metabolites, both volatile and non-volatile. Preliminary chemical
analysis of the fungal extracts reveals the presence of polyphenols, alkaloids, terpenoids, and saponins in the
extracts of A. alternata and A. niger, while Trichoderma sp and A. tenuissima also exhibit polyphenols and tannins.
All fungal extracts are devoid of flavonoids. The insecticidal activity of fungal extracts is confirmed, but their
efficacy varies depending on the endophytic fungus, the dose, and the exposure time to the treatment. For contact
treatment, the fungi A. alternaria, A. tenuissima, Aspergillus niger, and Trichoderma sp cause mortalities of
72.22%, 72.22%, 72.22%, and 66.67%, respectively, at a dose of 2 g/l. In contrast, for ingestion treatment, the
corrected mortalities recorded are 88.89%, 88.89%, 77.78%, and 66.67% for A. alternaria, A. tenuissima,
Aspergillus niger, and Trichoderma sp, respectively. The DL50 of A. tenuissima and A. alternata shows
substantially equal values, namely 1.17 and 1.20 g/l, respectively. These values are even lower for ingestion
treatment, standing at 0.65 and 0.88 g/I, respectively. However, Aspergillus niger and Trichoderma sp also display
similar DL50 values, indicating comparable or superior activity to the two preceding endophytic fungi. For
Trichoderma sp, the DL50 values are 1.79 for both contact and ingestion treatments, while they are 1.47 for
Aspergillus niger in both cases. The lethal time (TL50) for A. alternata is 108.62 hours or 4.53 days after contact
treatment, whereas for ingestion treatment, the TL50 is 88.02 hours or 3.67 days. In contrast, A. tenuissima has a
TL50 of 126.65 hours or 5.38 days. Aspergillus sp and Trichoderma sp differ in their lethal times, which are
somewhat higher compared to the two preceding endophytes, with values of 205.52 hours or 8 days and 216.10
hours or 9 days for contact treatment, and 152.22 hours or 6.34 days and 172.86 hours or 7.20 days for ingestion
treatment. The fungal extracts of A. alternata, A. tenuissima, A. niger, and Trichoderma sp exhibit inhibitory
activity on Acetylcholinesterase, with respective inhibition rates of 62.22%, 73.11%, 53.77%, and 80% after 15
minutes. FTIR-ATR analysis of fungal extracts reveals common groups in A.Alternata and A. tenuissima, including
sulfone, nitro, imine, enol ether, alkyne, and hydroxyl. Sulfones are absent in Aspergillus niger and Trichoderma
sp, but they share alcohol, nitro, imine, alkyne, and hydroxyl groups. GC-MS analysis of fungal extracts from
Aspergillus sp has identified volatile insecticidal metabolites, including Hexahydro-1H-cyclopenta[c]isoxazole-
4,5,6-triol, 2,3,4,4a,5,6,7,8-octahydro-1H-naphthalene-1,8a-diol, and 2-ethyl-3-hydroxyhexyl propanoate.
Similarly, analysis of fungal extract from Alternaria tenuissima has revealed the presence of volatile insecticidal
metabolites such as phenol 3,5-bis(1,1-dimethylethyl), phenol 2,6-bis(1,1-dimethylethyl)-4-methyl-, and 2,6-di-
tert-butyl-4-methylphenol. Examination of fungal extract from Alternaria alternata has identified similar volatile
insecticidal metabolites, including phenol 3,5-bis(1,1-dimethylethyl), phenol 2,6-bis(1,1-dimethylethyl)-4-
methyl-, 2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol, 1,3-pentanediol 2,2,4-trimethyl-, and 2,3,4,4a,5,6,7,8-octahydro-1H-
naphthalene-1,8a-diol. Finally, analysis of fungal extract from Trichoderma sp has highlighted the presence of
volatile insecticidal metabolites such as curlone, phenol 2,6-bis(1,1-dimethylethyl), and phenol 3,5-bis(1,1-
dimethylethyl).

Keywords: Insecticidal activity, endophytic fungi, common castor, L.Migratori
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% : pourcentage
° C : degrés Celsius
Mg : microgramme
KM : micrometre
CE50 : concentration efficace médiane
CI50 : concentration inhibitrice médiane
CILSS : Comité Inter-Etats de lutte contre la Sécheresse dans le Sahel
Cm : centimétre
CMI : concentration minimale inhibitrice
DL50 : dose létale mediane
EAG: milligrammes équivalents d'acide gallique
EAO : milligrammes équivalents d’acide oléanolique
EAT : milligrammes équivalents d'acide tannique
Ev : électronvolt
Fe : Fer
H : heure
Mg : milligramme
MI : millilitre
mM :Mili molaire
mm :millimetre
Ni : nickel
Nm : nanometres
P : potassium
PDA : Potato dextrose agar
PDB : Potato dextrose broth
PH :potentiel hydrogéne ppm :partie par million
TL50 : Temps létale médiane
U :unités
Zn : Zinc

EA : milligrammes équivalents de 1’atropine
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INTRODUCTION

Les criquets sont présentés dans 1’ancien testament comme la huitiéme plaies d’Egypte
(Dajoz, 1983), et ils considérés au méme titre que les catastrophes naturelles les plus
terrifiantes (Pasquier & Gerbinot, 1945). Les Acridiens ravageurs, contre lesquels 1’homme
est en guerre permanente pour défendre ses récoltes. Ils sont capables de migrations car ils ont
la capacité de passer d’une phase solitaire a une phase grégaire qui constitue la phase la plus
dangereuse pour les cultures. Ce phénomeéne est identifié comme polymorphisme phasaire,
dont I'occurrence est principalement conditionnée par la densité des criquets, induisant ainsi la
création d'essaims impressionnants qui engendrent des dommages significatifs aux cultures
(Sangbaramou et al., 2018). En effet, les criquets, locustes et sauteriaux, constituent I’un des
problemes majeurs de défense des cultures pour toute la zone soudano-sahélienne, des tles du
Cap-Vert au Tchad. Tous les pays regroupés au sein du CILSS sont concernés ; ils sont a la
ligne de front face a ce fléau. En 1986, 35 millions de dollars ont été consacrés a la lutte
contre les criquets dans les différents Etats du Comité Inter-Etats de lutte contre la Sécheresse
dans le Sahel (CILSS) (Lecoqg, 1988).

L’Algérie a connu de nombreuses invasions acridiennes au cours de son histoire, en
particulier par le criquet migrateur (Locusta migratoria), une espece largement répandue et
connue pour son potentiel destructeur sur les cultures agricoles.

Au XXe siecle, I’Algérie a connu plusieurs épisodes majeurs d’invasion. Entre 1930 et
1935, de vastes essaims ont été signalés dans le Sud algérien, s’étendant jusqu’aux Hauts
Plateaux. Une autre vague d’infestation a eu lieu entre 1954 et 1956, causant des dégats
considérables aux cultures agricoles. Plus récemment, durant la période 1987-1989, une
invasion acridienne d’ampleur régionale a touché 1’ensemble de 1’Afrique du Nord, dont
I’ Algérie, nécessitant des campagnes intensives de lutte chimique (Launois & Launois-Luong,
1988).Dans les annees 2000, des foyers larvaires ont été détectés dans les régions sahariennes,
notamment a Tamanrasset, Illizi et Adrar. Ces zones sont particuliérement sensibles en raison
de leur proximité avec les aires de reproduction traditionnelles situées dans le Sahel (Niger,
Mali, Mauritanie) et de leur régime pluviométrique instable qui peut declencher des
explosions démographiques chez les criquets (Cirad, 2004).

Le Criquet migrateur est trés largement répandu dans I'’Ancien Monde. On le trouve en
Afrique, au sud du Sahara, dans la péninsule Arabique et Indo-Pakistanaise, en Europe ainsi
que sur les bords de la Méditerranée, en Asie orientale ainsi qu'en Australie (Cirad, 2024).

L'espece migratoria comprend au moins une douzaine de sous-espéces, chacune possédant



des particularités bioécologiques liées aux caractéristiques éco climatiques de leur domaine
d'existence (Cirad, 2024). Locusta migratoria est 1’espéce de locuste qui a la plasticité
écologique et ’extension géographique les plus grandes (Launois-Luong & Lecoq, 1993). A
I’état grégaire il forme d’énormes essaims qui causent des dégats qui dépassent le seuil
économiquement supportable dans les zones subtropicales, les fellahs payent alors un lourd
tribut sur le plan financier. Mais ces invasions sont devenues rares en Afrique, mais se
produisent encore une a deux fois tous les 10 ans. Elles sont tres improbables en zone
tempérée (Cirad, 2024). Par ailleurs les orthopteres criquets, sauterelles, grillons sont des
marqueurs ecologiques de la structure physique des milieux qu’ils occupent. La diversité d’un
peuplement traduit la diversité des niches écologiques en lien avec 1’étagement de la
végétation (Richaud & Delauge, 2015). En d’autres termes, ils sont des bioindicateurs
importants de la santé des écosystemes en raison de leurs préférences spécifiques en matiere
d’habitat et de leur sensibilité & tout changer dans leurs biotopes (Wysiecki et al., 2011).

IIs sont également des marqueurs écologiques de lastructure physique des milieux qu’ils
occupent. La diversité d’un peuplement traduit la diversité des niches écologiques en lien
avec I’étagement de la végétation, la hauteur et la densité de la strate herbacée, la présence de
surfaces nues, le degré d’humidit¢ du milieu, les températures moyennes, etc (Richaud &
Delauge, 2015). Bien que les orthoptéres soient moins sensibles aux insecticides, la plupart
des insectes sont décimés par I’agriculture chimique dite conventionnelle, en particulier les
insectes pollinisateurs et auxiliaires @ ’homme en raison de I’utilisation de pesticides
neurotoxiques pour lutter contre les insectes. En effet, le contrble des insectes, en général,
repose en grande partie sur de vastes campagnes chimiques de lutte antiacridienne largement
majoritaires a I’heure actuelle qui nécéssitent l'application de quantités considérables
d’insecticides chimiques englobant les organophosphoreés, les carbamates, les pyréthrinoides
et les régulateurs ou inhibiteurs de croissance (Shuping & Eloff, 2017 ; Zhang & Lecocq, 2021).
Malgré leur rentabilité et leur efficacité, il est impératif de mettre en place une réglementation
environnementale plus stricte quant a utilisation des insecticides quel que soit leur nature, car
ils constituent un péril de par non seulement les problémes de résistance des insectes aux
insecticides, mais aussi, la pollution environnementale et les conséquences préjudiciables sur
le bien-étre humain qu’ils engendrent (Shuping & Eloff, 2017 ; Berestetskiy & Hu, 2021).
D’aprés Zhang et Lecoq (2021), ’'une des alternatives les plus prometteuses aux pesticides
chimiques est la lutte biologique qui a déja utilisé comme agents biologiques la
microsporidienne Nosema locustae et le champignon Metarhizium acridum, qui ont tous

deux étes assez largement utilisés dans le contréle. En effet, il est connu que les acridiens
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possedent beaucoup d’ennemis naturels aussi bien vertébrés qu’invertébrés : prédateurs,
parasitoides, parasites, agents pathogénes (champignons, bactéries, protozoaires, virus) qui
entrainent leur mort (Greathead et al., 1994). C’est pourquoi avons-nous jugé utile d’étudier
I’impact des champignons endophytes sur Locusta migratoria afin de contribuer a
I’amélioration de la stratégie de lutte anti-acridienne. Ceux-ci sont reconnus comme l'un des
ensembles biologiques les plus encourageants pour la préservation des cultures contre une
multitude d'insectes nuisibles y compris les acridiens, en générant des composés métaboliques
secondaires bioactifs ayant une action insecticide (Yan et al., 2018 ; Toghueo, 2019 ; Kaur,
2020). Les champignons endophytes produisent également des métabolites secondaires
naturels bioactifs identiques ou similaires a ceux produits par leurs plantes hétes et avec une
diversité chimique exceptionnelle et un large spectre d'activités biologiques (Momesso et al.,
2008 ; Toghueo, 2019). Les extraits de champignons endophytes isolés du ricin (Ricinus
communis) pourraient exercer une activité insecticide notable contre le criquet migrateur
(Locusta migratoria). Cette activité pourrait s’expliquer par divers mécanismes biologiques,
notamment des effets neurotoxiques perturbant la transmission synaptique, des altérations des
processus digestifs entrainant une inhibition de 1’assimilation des nutriments, ou encore une
interférence avec les hormones de mue, perturbant ainsi le développement et la métamorphose
des insectes. L’identification et la caractérisation de ces effets ouvrent des perspectives
prometteuses pour le développement de bio-insecticides d’origine fongique, respectueux de
I’environnement.Partant de cela, la présente étude consiste en une étude sur l'activité
insecticide des extraits des champignons endophytes présents dans les feuilles du ricin
commun Ricinus communis L. (Euphorbiaceae, Malpighiales) contre le criquet migrateur

Locusta migratoria L. (Oedipodinae, Acrididae).



CHAPITRE |
TAXONOMIE ET CARACTERISTIQUES BOTANIQUES DU RICIN

coMMUN Ricinus Communis L.

I. TAXONOMIE ET SYNONYMIE DE Ricinus communis L.

1. Taxonomie

Selon Jitendra & Gupta (2012), la classification du ricin comme est comme suit :

.......................... Plantae

Ordre.......coenee. Malpighiales

Famille.......................... Euphorbiaceae

Sous famille... ........................ Acalyphoideae

GENIE ..o Ricinus

ESPECE ..o, Ricinus Communis L.
2. Synonymie

Ricinus africanus Mill; Ricinus angulatus Thunb.; Ricinus armatus Andrews;
Ricinus atropurpureus Pax & K. Hoffm; Ricinus badius Rchb; Ricinus cambodgensis
Benary; Ricinus digitatus Noronha; Ricinus europaeus T. Nees; Ricinus giganteus Pax &
K. Hoffm.; Ricinus glaucus Hoffmanns.; Ricinus hybridus Besser; Ricinus inermis Mill.;
Ricinus japonicus Thunb; Ricinus krappa Steud; Ricinus laevis DC; Ricinus leucocarpus
Bertol; Ricinus lividus Jacq; Ricinus macrocarpus Popova; Ricinus macrophyllus Bertol.;
Ricinus medicus Forssk.; Ricinus medius J.F. Gmel.; Ricinus megalospermus Delile;
Ricinus messeniacus Heldr; Ricinus metallicus Pax & K. Hoffm; Ricinus microcarpus
Popova; Ricinus minor Mill; Ricinus nanus Bald; Ricinus obermannii Groenl;Ricinus
peltatus Noronha; Ricinus perennis Steud; Ricinus persicus Popova; Ricinus
purpurascens Bertol.; Ricinus ruber Mig.; Ricinus rugosus Mill.; Ricinus rutilans Mull.
Arg; Ricinus sanguineus Groenl.; Ricinus scaber Bertol. ex Moris; Ricinus speciosus
Burm. f.; Ricinus spectabilis Blume; Ricinus tunisensis Desf ( Paniagua-Zambrana et
al.,2020).



I1. CARACTERISTIQUES BOTANIQUES
Le ricin commun est appelé castor oil plant en anglais ; ¢ s en arabe.Le ricin est un
arbuste vivace a croissance rapide atteignant 4 a 5 métres de hauteur (Figure 1A).
1. Systéme racinaire
Le systéme racinaire du ricin est constitué d’une racine principale pivotante plus au
moins développée et des racines secondaires latérales (Figure 1B).
2. Tige
La tige de ricin est de couleur rougeéatre a violette, est ramifiée, parfois recouverte
d'une couche cireuse et a nceuds bien développés (Figure 1C).
3. Feuilles
Les feuilles sont caduques, alternes, d’environ 15 a 45 centimetres de longueur,
d’une couleur qui varie du vert clair au rouge foncé, palmées avec 5 a 11 lobes et
possédant un long pétiole (Figure 1D).
4. Fleurs
Le ricin se caractérise par des fleurs males et des fleurs femelles insérées sur la méme
inflorescence sous forme d’une grappe pyramidale qui peut atteindre 1 métre de hauteur.
Les fleurs staminées males sont placées sur la partie inférieure de 1’inflorescence. Elles
ont un calice vert profondément découpé en 3 a 5 segments qui renferme de nombreuses
étamines jaunes ramifiées. Par contre les fleurs pistillées femelles occupent la partie
supérieure et sont couronnées par trois stylets rouges Dans certains cas, 1’inflorescence
peut étre formée uniquement par des fleurs pistillées (Figure 1E).
5. Fruit
Le fruit est une capsule épineuse globulaire, tricoque qui s’ouvre a maturité. Lorsqu’il
devient dur et cassant, il abandonne la columelle sur laquelle s’insérent les graines (Figure
1F).
6. Graines
Les graines sont brillantes et tachetées, de 0,8 a 1,9 cm de diamétre, pesant entre
0,08 & 0,9 g par graine et se caractérisent par la présence d’un endosperme et d’un
embryon spatulé axialement (Figure 1G) (Shifriss, 1966 ; William et al., 1967 ; Weiss,
2000 ; Ghrabi, 2005 ; Prat et al., 2005 ; Wan, 2006 ; Akande et al., 2012 ; Jitendra &
Gupta,2012 ; Falasca et al., 2013 ; Salihu Bolaji et al., 2014).
I11. DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE ET ECOLOGIE
1. Distribution géographique

Le ricin est un arbuste vivace originaire d'Afrique de I'est, néanmoins il se trouve

5



a I’état sauvage ou cultivé dans de nombreuses régions tropicales, subtropicales,
tempérées, arides et semi arides du globe

. Figure 1. Arbuste et organes du ricin commun. A. Arbuste, B. Systeme racinaire,
C. Tige, D. Feuille, E. Fleurs, F. Fruits, G. Graines (Laib et al.,2023)

2. Ecologie

Le ricin tolére la sécheresse et peut pousser sous des précipitations annuelles allant
de 200 a 4 290 mm, a une altitude de 300 a 1800 m et une température annuelle allant de
0 a 40 ° C .il a une tolérance modérée au stress salin, mais pas dans les premiers stades
de croissance .1l a une grande capacité d'accumulation de Ni, Zn et Fe dans les sols pollués
et peut supporter des ph du sol de 4,5 a 8,3. Cependant, il préfere des pluviométries assez
élevées de 450 a 1000 mm, une température optimale de 20 a 26° C des pentes qui ne
dépassent pas 12%, des sols argileux-siliceux profonds dont le pH ne dépasse pas 7
(Déthiollaz, 2003 ; Pinheiro et al., 2008 ; Rousset et al., 2008 ; Chan et al., 2010 ; Nielsen
etal., 2011 ; Radhamani et al., 2012 ; Salihu Bolaji, 2014 ; Kallamadi et al., 2015 ;
Lakhani et al., 2015 ).



IV. COMPOSITION CHIMIQUE
Les feuilles contiennent des alc aloides (ricinine et le N-demethylricinine),des
flavonoides (kaempferol -3 — O — B — D - xylopyranoside, kaempferol -3-0 - B - D
glucopyranoside, quercetin - 3— O — B — D - xylopyranoside , quercetin-3 -0 - - D -
glucopyranoside, kaempferol 3 — O — f - rutinoside and quercetin-3 - O-f - rutinoside),
des phénols (I’acide gallique, I’acide gentisique, 1’acide ellagique, la quercetine, la rutine
et D’epicatéchine) et des terpenoides (1, 8-cineole, camphre et o pinene , B-
caryophyllene) (Kang et al.,1985 ; Khogali et al.,1992 ; Kadri et al., 2011 ;Darmanin et
al., 2009 ; Jitendra & Gupta, 2012). La tige contient également de la ricinine. Les graines
contiennent des stéroides (l'ergostérol ; le stigmastérol, le Y-sitostérol, le fucostérol) et
les terpénoides (Lupéol, 30-Norlupane-3p-0l-20-one) et 45% d’huile qui contient de
glycosides, d'acides gras ricinoléique, isoricinoléique, stéarique et dihydroxystéarique,
palmitique, arachidique, hexadécénoique, oléique, linoléique ainsi que des lipases et de
la ricinine. L'acide indole-3-acétique (une auxine) est contenu dans les racines. L'huile
essentielle du ricin renferme des terpenoides (1,8 cinéole, 'a-pinéne, le camphre, le
camphéne, 1'a - thujone) (Kang et al.,1985 ; Khogali et al.,1992 ; Kadri et al., 2011 ;
Darmanin et al.,2009 ; Jitendra & Gupta,2012).
IV. IMPORTANCE AGRONOMIQUE, MEDICAL ET INDUSTRIEL
1. Importance agronomique
1.1. Fertilisation organique
L'utilisation de la farine des graines du ricin comme engrais organique est tres
avantageuse en raison de sa teneur élevée en azote et de sa minéralisation trés rapide (7
fois plus rapide que le fumier bovin). Les cosses des graines du ricin peuvent également
étre utilisées comme engrais organique, mais elles doivent étre mélangées avec une
matiére organique riche en azote pour fournir un meilleur équilibre nutritif pour la
croissance des plantes (Lima et al., 2006 ; Salihu Bolaji et al., 2014).
1.2. Activité insecticide
L’extrait méthanolique et d'acétate d'éthyle ont montré un effet insecticide sur les
larves de Bactrocera cucurbitae (Diptera, Tephritidae) avec des TLsode 0,22 mg/mi
a0,93mg/ml. L’extrait méthanolique a également montré un effet insecticide contre
Bactrocera zonata (Diptera, Tephritidae) avec unTLso de 2,88 mg/ml. La poudre de
feuilles du ricin montre aussi une bonne activité insecticide contre le bruche du haricot,
Acanthoscelides obtectus (Coleoptera, Chrysomelidae) et la teigne des fruits

secs ou pyrale indienne des fruits secs, Plodia interpunctella (Lepidoptera, Pyralidae)
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(Lagunes ,1993 ; Collavino et al., 2006 ; Rampadarath et al., 2014). L'extrait
méthanolique et d'éther de pétrole a 15000 ppm ont également provoqué des taux de
mortalités du Charancon du riz (Sitophilus oryzae) (Coleoptera, Curculionidae) de 60% a
89% (Calle et al., 1996). D’apres Tinzaara et al., (2006), I’application de I’extrait aqueux
des feuilles de ricin & 20% inhibe la ponte chez Cosmopolites
sordidus(Coleoptera,Curculionidae). Aussi, I’effet des extraits des graines et des feuilles
du ricin sur Spodoptera frugiperda (Lepidoptera, Noctuidae)ont donnés des TLso qui sont
de 750 & 1970 ppm pour les extraits de graines et de 483 & 1001 ppm pour l'extrait de
feuilles(Ramos-Ldpez et al., 2010).Ces mémes extraits de graines de ricin macérées 24
heures avant leur application ont causé une mortalité de 50%chez le charancon du piment
Anthonomus eugenii (Coleoptera, Curculionidae)(Palma & Serrano, 1997).11 en est de
méme de I’émersion des fragments de feuilles de piment Capsicum annum (Solanaceae)
pendant 10 secondes dans un extrait aqueux de graines de ricin a 125 000ppm apres 72hde
maceération, provoque une inhibition de la prise alimentaire de A. eugenii. Ces différents
types d’extraits de ricin montrent des effets insecticide, répulsif et inhibiteur de ponte et
de prise alimentaire des insectes ravageurs des cultures grace a leur composition chimique
griace a la présence d’alcaloides et des flavonoides (Skursky et al.,1969 ; Kang et al.,
1985 ; Upsani et al., 2003).
1.3. Activité acaricide.

L'extrait éthanolique provoque des taux de mortalité variant de 35 & 95 % et un taux
d’inhibition de la ponte de 36,4 a 63,1% sur les tiques Rhipicephalus
microplus (Arachnida : Ixodidae) un taux de mortalité de 100% a été enregistré aprées 24
heures de leur exposition. Le méme taux de mortalité a été enregistré, aprés application
conjointe de I’huile du karanja de neem et du ricin, & une dose de 200 mg/ml de I’extrait
éthanolique (Ghosh et al., 2013 ; Sudha Rani et al.,2018). En outre, ce mélange améliore
la croissance de la racine de noix de coco et repousse 90% des de 1’acarien du cocotier,

Aceria guerreronis (Arachnida : Eriophyidae) (Das et al., 2015)
1.4. Activité fongicide

L’application de 1’extrait méthanolique des feuilles du ricin a 500 pg/ml a entrainé une
inhibition de 71,46% de la croissance mycélienne d’Aspergillus niger (Eurotiales :
Trichocomaceae) mais, 1’extrait éthanolique a 40 mg/ml inhibe, plus efficacement, la
croissance mycélienne de 91,10% du Mildiou de la pomme de terre, Phytophthora

infestans (Hypocreales : Nectriaceae).et de 89,90% du Fusarium solani (Hypocreales :
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Nectriaceae).Aussi I’huile essentielle des feuilles de ricin démontre une bonne activité
antifongique contre Botrytis cinerea (Helotiales : Sclerotiniaceae) et Penicillium
digitatum (Eurotiales : Trichocomaceae). Par ailleurs, I’extrait d’acétone des graines a 52
mg/ml donne des valeurs de concentration minimale inhibitrice de 0,84 pour Fusarium
oxysporum (Hypocreales : Nectriaceae), 2,50 pour Pythium ultimum (Peronosporales :
Pythiaceae) , 0,32 pour Rhizoctonia solani (Cantharellales : Ceratobasidiaceae), 0,64
pour Aspergillus parasiticus (Eurotiales : Trichocomaceae) et Aspergillus niger
(Eurotiales : Trichocomaceae), 0,53 pour Phytophthoranicotiana, 1,05 pour
Colletotrichum gloeosporioides (Glomerellales : Glomerellaceae), 2,50 pour
Trichoderma harzianum (Hypocreales : Hypocreaceae) et 0,43 pour Penicillium
expansum (Eurotiales : Trichocomaceae) (Mdee et al., 2009 ; Zarai et al., 2012 ; Alwan,
2018 ; Carolina et al., 2019).
1.5. Activité nématicide

Un taux de mortalité de 29,67 % des juvéniles J2 des nématodes a galles Meloidogyne
javanica (Tylenchida : Heteroderidae) a été obtenu aprés 72 heures d’incubation dans
I'extrait méthanolique des parties aériennes de Ricinus communis a 100 ug/ml .Egalement,
I’incorporation de 30 g de graines broyées du ricin par 2,5 kg de sol éliminent 100 % des
juvéniles J2 de Meloidogyne incognita (Tylenchida : Heteroderidae) et réduit 67,06% des
galles formées sur les racines de la tomate .Similairement, L’application des extraits
aqueux et méthanolique du ricin sur des pots contenant des plants de tomates infestés par
des juvéniles J2 de Meloidogyne incognita (Tylenchida : Heteroderidae) ont montrés des
valeurs de TLso de 0,75 pour I’extrait méthanolique et de 0.83 pour I’extrait aqueux
(Mayad et al., 2006 ; Hatipoglu & Kaskavalci, 2007 ; Zaidat et al., 2020).

2. Intérét industriel et médicinal

Les feuilles de ricin soulagent les maux de téte et le rhumatisme (Kota
&Manthri,2011). Les feuilles, les racines et les graines sont utilisées pour la
contraception, ’avortement et le traitement des inflammations et des maladies du foie.
Elles ont également des propriétés hépato protectrice, diurétique et antibactérienne (Khan
et al.,1978 ; Kirtikar & Basu,1991;Visen et al., 1992;Nath, 2010 ; Kalita et al., 2011).
L’huile de ricin est utilisée dans des traitements purgatifs ou laxatifs, en cosmétique
comme cremes solaires, cremes antirides, pour le soin des durillons, des kystes et de
certaines plaies ouvertes. La solution obtenue aprés décoction des fruits de ricin, est

utilisée comme un antidysentérique (Polveche, 1996).
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L’huile de ricin est largement utilisée comme lubrifiant grace a sa souplesse,
résistance mécanique, résistante a des températures de -40 °C a +130°C et elle a une
grande affinité a 1’égard des surfaces métalliques. Elle est utilisée également dans la
fabrication des fibres de nylon, vernis, savons, peintures, biodiesel biodégradable

(Polvéche,1996 ; Forero, 2004 ; Perret, 2007; Rousset et al., 2008).
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CHAPITRE Il

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE SUR LES CHAMPIGNONS
ENDOPHYTES

I. TAXONOMIE ET COLONISATION DES CHAMPIGNONS ENDOPHYTES
1. Taxonomie des champignons endophytes

Les champignons endophytes se catégorisent en deux principales catégories :
les Clavicipitaceae et les non-Clavicipitaceae, chacune de ces catégories se subdivise en
quatre classes distinctes.

1.1. Les endophytes Clavicipitaceae (Classe 1)

Ils comprennent Les champignons qui appartiennent aux groupes Ascomycota et
Hypocreales, y compris les espéces de Balancia, Neotyphodium, Epichloe et Claviceps.
Ces champignons se propagent systématiquement a 1’intérieur des cellules végétales et
sont transmis de maniere verticale par le biais des graines. Ils offrent a leurs hotes divers
avantages, tels qu’une augmentation de la biomasse, une résistance a la sécheresse et une
protection contre les insectes nuisibles (Rodriguez et al., 2009 ; Mishra et al., 2014).

1.2. Les endophytes non-Clavicipitaceae (Classe 11)

Ces organismes, qui font partie des Ascomycota et Basidiomycota, colonisent
les espaces intracellulaires des plantes en utilisant des appressoria ou en pénétrant
directement dans les tissus de 1’hote par le biais des hyphes. lls sont transmis de maniére
verticale a travers les graines. De plus, ils favorisent la croissance des plantes et les
protégent contre le stress abiotique en absorbant les nutriments (Rodriguez et al., 2009 ;
Hardoim et al., 2015 ; Mishra et al., 2015).

1.3. Les endophytes non-Clavicipitaceae (Classe 111)

Ces organismes, qui font partie des Ascomycota et Basidiomycota, sont
exclusivement liés aux parties aériennes d’une variété de plantes. Cela comprend les
plantes non vasculaires et vasculaires, les coniferes, ainsi que les angiospermes des
régions tropicales, boréales, arctiques et antarctiques. lls se transmettent de maniere
horizontale (Rodriguez et al., 2009 ; Hardoim et al., 2015).

1.4. Les endophytes non-Clavicipitaceae (Classe 1V)

Ces champignons se distinguent par leur teinte brune et leur structure cloisonnée. Ils
sont principalement classés parmi les Ascomycota, caractérisés par leur stérilité ou leur

capacité a former des conidies, ainsi que par la présence de structures telles que les hyphes
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et les microsclérotes. lls se caractérisent par la nature dans leurs hyphes par la présence
de meélanine qui leur donne un aspect sombre. Ils se retrouvent souvent associés a des
arbustes ou arbres, en particulier les espéces de coniferes (Rodriguez et al., 2009). lls ont
un réle particulierement important dans les milieux arides, semi-arides, alpins ou
subalpins (environnement & haut stress abiotique) (Porras-Alfaro et al., 2008). Ils se
propagent latéralement (Rodriguez et al., 2009), favorisent la croissance de la plante et la
préservent des microorganismes pathogenes et des insectes nuisibles en réduisant le taux
de carbone dans la rhizosphéere et en produisant des métabolites secondaires a effet
insecticide (Mandyam & Jumpponen, 2005).

2. Colonisation des tissus des végétaux

Des méthodes de séquencage a haut débit ont récemment permis d’estimer qu’il existe
au moins un million d’espéces de champignons endophytes, dont la relation avec les
plantes remonte a plus de 400 millions d’années (Mane et al., 2018 ; Yan et al., 2018).
Ces champignons endophytes, qui sont pratiguement présents dans toutes les plantes
(Wang & Dai, 2011), colonisent les tissus de leurs plantes hotes sans provoquer de
symptdmes d’infestation visibles (Porras Alfaro & Bayman, 2011 ; Kaul et al., 2012). lIs
sont omniprésents et colonisent également divers types de plantes, comme les mousses,
les plantes non vasculaires, les fougéres, les coniferes et les plantes a fleurs, y compris
celles qui poussent dans différents écosystemes (désert, toundra arctique, mangroves,
foréts tempérées et tropicales, prairies et savanes, ainsi que les terres cultivées) (Yan et
al., 2018)

Le champignon endophyte infecte la plante hote en pénétrant directement dans la paroi
cellulaire par les appressoriums et les haustorium ou bien a travers les ouvertures
naturelles comme les stomates. Puis il colonise les tissus internes de différentes parties
de la plante hote tels que le systéme racinaire, les feuilles, les tiges des plantes d’une
maniere intracellulaire limitée, intercellulaire localisée ou systémique, ou bien intra et
intercellulaire a la fois (Sieber, 2002 ; Schulz &Boyle, 2005 ; Stone et al., 2004).

II. TRANSMISSION ET INTERACTION PLANTE-CHAMPIGNONS
1. Transmission des champignons endophytes
1.1. Transmission verticale

La transmission verticale se caractérise par la pénétration des hyphes de formes
végétatives des champignons endophytes a I’intérieur des tissus de semences ou la
descendance de la plante hote. Aprées colonisation, les semences du végétal portent elles-

mémes leur propre inoculum du champignon endophyte (Faeth, 2002)
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1.2. Transmission horizontale

La transmission horizontale se caractérise par la dissémination de spores qui sont
déposées sur les différentes parties du végétal d’un héte n’ayant pas de lien avec 1’hote
primaire. Aprés germination 1I’hyphe pénétre et colonise la nouvelle plante soit par les
stomates soit par pénétration directe a travers 1’épiderme (Arnold et al., 2001).

2. Interaction plante - champignons endophytes

Les champignons endophytes comprennent des espéces qui sont des saprophytes
latents, des mutualistes et des pathogenes latents. Par conséquent, 1’interaction entre la
plante et I’endophyte peut varier de 1’antagonisme au mutualisme (Zabalgogeazcoa,
2008). Certains d’entre eux ont la capacité de survivre et de se développer en tant que
saprophytes décomposant la litiere aprés la mort des tissus de leur plante héte
(Zabalgogeazcoa, 2008 ; Unterseher et al., 2013 ; Hirose et al., 2013). Les champignons
endophytes mutualistes augmentent la tolérance de la plante hote au stress d’origine
biologique et environnementale (Ullah et al., 2019). En echange, les plantes hotes
approvisionnent des nutriments, une disposition spatiale et, dans le cas d’une transmission
verticale, la propagation de ces champignons a la prochaine génération de la plante héte
(Clay, 1988 ; Wolock-Madej & Clay, 1991 ; Knoch et al., 1993 ; Saikkonen et al., 1998
; Faeth & Fagan, 2002 ; Rudgers et al., 2004). Les pathogenes latents résident a I’intérieur
des tissus de la plante sans provoquer de symptomes apparents. Cependant, si la plante
est soumise a un stress lors de sa sénescence, les pathogenes produisent des spores et
infectent leurs plantes hotes (Sieber, 2007)

1. ROLES DES CHAMPIGNONS ENDOPHYTES

1. Réles physiologiques

1.1. Solubilisation du phosphore

Le phosphore est un élément peu mobile dans le sol. 1l est disponible sous forme d'ions
ortho phosphatés et représente 1 a 5 % de la matiere seche de la plante. Il joue un role
majeur dans le stockage et le transfert d'énergie (ADP, ATP) nécessaire au transport et a
I'absorption des ions dans les processus, de photosynthése et de respiration d’une part et,
d’autre part a la formation des nucléotides, des acides nucléiques des coenzymes et des
phospholipides. Ils interviennent non seulement dans le pouvoir germinatif des semences,
la croissance et le développement des racines, mais aussi dans l'initiation florale, la
formation des grains, des fruits et le développement et la maturation des fruits (Uchida,
2000 ; Ronen, 2007 ; Hamdani, 2020).
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L’inoculation des plantes avec les champignons Penicillium spp, Aspergillus awamori,
Trichoderma sp améliore les propriétés physico-chimiques et biologiques des sols
assurant ainsi, une meilleure stabilité structurale des agrégats du sol et des niveaux plus
élevés de carbone dans celui-ci (Kucey et al., 1989 ; Board, 2004 ; Anand et al., 2016 ;
Nosheen et al., 2021). lls solubilisent également de 0,1 a 0,5 % des formes insolubles du
phosphore tel que HPO4 et H 2POs, en formes solubles par la production des acides
organiques ayant des groupes hydroxyle et carboxyle qui chélatent le cation P et réduisent
également le pH du sol dissolvant ainsi le phosphore lié et le rendent disponible aux
plantes (Reddy et al., 2002 ; Antoun, 2012 ; Sharma et al., 2013 ; Itelima et al., 2018 ;
Kalayu, 2019 ; Prabhu et al., 2019 ; Nosheen et al., 2021).

1.2. Production des Sidérophores

Le Fer est un microélément immobile disponible sous forme de Fe?* ou Fe* avec une
concentration moyenne dans les tissus végétaux de 100 ppm. Il contribue a la
pigmentation et & la respiration des feuilles, la formation et le maintien de la chlorophylle,
la formation et I’activation des enzymes des végétaux. En plus, Il assure également la
viabilité des microorganismes (Machuca & Milagres, 2003 ; Uchida, 2000 ; Ronen,
2007 ; Hamdani, 2020).

Certains champignons endophytes excrétent des chélateurs spécifiques de Fe®*
nommeés sidérophores qui permettent la solubilisation du fer du sol pour augmenter et
mobiliser le fer nécessaire dans les environs immediats des racines de la plante pour son
activité métabolique (Machuca & Milagres, 2003 ; Kajula et al., 2010 ; Ratul et al.,
2012).Parmi ces champignons endophytes, il y a Phialocephala fortinii qui a été isolé des
racines de Pinus sylvestris (Pinales : Pinaceae)(Bartholdy et al., 2001) et Acremonium
sclerotigenum de Terminalia bellerica (Myrtales : Combretaceae) (Prathyusha et al.,
2015).

1.3. Production des phytohormones
Les champignons endophytes sont capables de produire ou d’induire la synthése de
phytohormones chez les plantes. L’acide indole-3-acétique, une de ces hormones,
favorise la croissance des racines et la production de biomasse végétale. Par exemple,
I’analyse des filtrats de Fusarium tricinctum RSF-4L et Alternaria alternata RSF-6L,
isolés des feuilles de Solanum nigrum, a révélé la présence de 54 et 30 ug/ml d’acide
indole-3-acétique respectivement, stimulant la croissance des plants de riz (Khan et al.,

2015). De méme, Fusarium oxysporum, un champignon endophyte isolé de Phyllanthus
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niruri (Phyllanthaceae), sécrete des concentrations de 23,52 pg/ml et de 5,95 pg/ml
d’acide indole-3-acétique (Junaidi & Bolhassan, 2017).

Les acides gibbérelliques jouent un role crucial dans les processus de croissance et
de développement des plantes, intervenant dans la germination des graines, 1’¢longation
des tiges, la floraison et le développement des fruits (Leitdo & Enguita, 2016). Par
exemple, le filtrat d’Aspergillus clavatus Y2HO0002, isolé de Nymphoides peltata
(Menyanthaceae), contient des acides gibberelliques (GAL, GA3 et GA4) qui stimulent
la croissance des plantules de riz (You et al., 2015).

D’autres études ont démontré la capacité des champignons endophytes a stimuler
la croissance des plantes en utilisant d’autres phytohormones, telles que [’acide
abscissique (Dai et al., 2008), I’acide salicylique (Ismail et al., 2018) et les cytokinines
(\Vadassery et al., 2008)

2. Rdle en protection des vegétaux

Les champignons endophytes protégent leur plantes hotes les insectes, les nématodes,
les champignons phytopathogenes et les mauvaises herbes (Sturz et al., 2000 ; Liarzi &
Ezra, 2014 ; Ullah et al., 2019).

2.1. Insectes

Les champignons endophytes protégent la plante contre la pullulation des insectes
ravageurs par la production de métabolites secondaires ou mycotoxines (Johnson et al.,
2013 ; Tripathi et al., 2008). En effet, un mélange d'extrait fongique et de suspensions de
spores de 1x107 spores/ml d'extrait dissous d’Isaria fumosorosea isolé a partir des feuilles
de ricin commun, entraine une mortalité de 80% des adultes du bruche du haricot,
Acanthoscelides obtectus, coléoptére de la famille des Chrysomelidae apres 72h
d’application (Laib, 2020a). Il en est de méme pour le traitement par émulsions inverses
contenant des filtrats et des suspensions conidiennes du champignon endophyte
Cladosporium oxysporum isolé a partir des tiges d'Euphorbia bupleuroides qui provoque
une mortalité de 91,94% du puceron noir de la feve, Aphis fabae petit insecte de I'ordre
des hémiptéres et de la famille des aphididés apres 48 heures (Bensaci et al., 2015). Aussi,
des souches entomopathogenes du champignon endophyte Beauveria bassiana isolée a
partir des plantes de Solanum lycopersicum L et Musa spp infectent et tuent le charancon
noir du bananier Cosmopolites sordidus, coléoptere de la famille des Curculionidae
(Akello et al., 2008).
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2.2. Nématodes

Les champignons endophytes protegent les plantes hétes contre les nématodes
phytoparasites soit par un processus d’hyper parasitisme impliquant des forces
mécaniques sous forme de structures appréssoriales et d'enzymes lytiques pour pénétrer
les ceufs, les larves et les adultes de nématodes (Curtis et al., 2011 ; Lin et al., 2013 ; Yao
et al., 2015), ou soit par la sécrétion des métabolites secondaires ou mycotoxines qui ont
un effet toxique contre ces ravageurs. Parmi les isolats fongiques endophytes
nématophages Acremonium implicatum,Paecilomyces lilacinus, Arthrobotrys oligospora
et Trichoderma asperellum peuvent piéger ou attaquer, tuer et dévorer des nématodes
dans le sol ou dans les racines (Bordallo et al., 2002 ; Escudero &Lopez-Llorca, 2012 ;
Rumbos & Kiewnick, 2006 ; Singh & Mathur, 2010). Les filtrats de culture de plusieurs
champignons endophytes du genre Neotyphodium spp appliqués au sol, entrainent un effet
répulsif et provoquent méme une mortalité des larves du nématode, Meloidogyne incognita
qui est due aux mycotoxines comme laloline, I'ergovaline et I'a-ergocryptine (Bacetty et
al., 2009a ; Bacetty et al., 2009b ; Jia et al., 2013).

Parmi les métabolites secondaires nématicides (chaétoglobosine A, la chaétoglobosine
B, la flavipine ,3-méthoxyépicoccone, le 4,5,6-trihydroxy-7-méthylphtalide) obtenus a
partir du filtrat de Chaetomium globosum Y SCS5, espece de champignons lignivores a une
dose 200 pg/ml, ont montré une activité nématicide variable contre les juvéniles de
deuxieme stade de Meloidogyne javanica (Khan et al.,2019).
Le champignon endophyte Fusarium oxysporum EF119 produit deux composés
nématicides le bikavérine et 1’acide fusarique a 100 mg/ml. Ces derniers provoquent des
taux de mortalité respectifs de 50% et 43 % sur le nématode Bursaphelenchus xylophilus
(Kwon et al., 2007).

2.3. Champignons phytopathogénes

Les champignons endophytes assurent la protection des plantes grace a une
colonisation efficace et rapide de tissus végétaux, par la production de la lignine qui limite
la capacité de pénétration des tissus de la plante héte et la disponibilité des éléments
nutritifs pour les agents pathogenes ou en dégradant les parois des champignons
phytopathogénes par un processus d’hyper parasitisme ,par I’emploi des enzymes
hydrolytiques et par la production des métabolites secondaires antifongiques (Harman et
al., 2004 ; Pal & Gardener, 2006 ; Gunatilaka, 2006 ;Ting, 2014). Quelques champignons
endophytes présents dans I’orge induisent un épaississement des parois cellulaires de la

plante. En consequence, ils entravent I’invasion de celle-ci par 1’agent pathogéne
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Verticillium longisporum (Narisawa et al., 2004). Ils produisent également les
sidérophores qui sont des molécules ayant des capacités de fixation du fer, I’augmentation
de la disponibilité du fer soluble autour des racines stimulant ainsi le développement de
leurs plantes hotes (Marek-Kozaczuk et al., 1996).

L’hyperparasitisme, une stratégie écologique employée par les endophytes, sert a
protéger la plante. Au cours de ce processus, I’agent pathogene est directement attaqué et
éliminé par un champignon endophyte spécifique (Tripathi et al., 2008). La plupart des
champignons phytopathogénes ont une paroi cellulaire munie de chitine comme squelette
structurel disposé en couches régulierement ordonnées et des b-1,3-glucanes comme
matériau de remplissage disposes de maniere amorphe (Chemin & chet, 2002). En
utilisant des enzymes telles que les chitinases et les b-1,3-glucanases, les champignons
endophytes parasitent 1’hyphe des champignons pathogenes pour les plantes. Ces
enzymes permettent aux endophytes de pénétrer les parois cellulaires des pathogeénes et
de décomposer leurs macromolécules complexes en unités plus petites. Ces unités sont
ensuite utilisees comme source de carbone, d’énergie et de nutriments pour la croissance
des endophytes (Limon et al., 1999 ; Yadav et al., 2015).1ls synthétisent aussi un éventail
de métabolites secondaires antifongiques de poids moléculaire faible, qui sont
fonctionnels méme a des concentrations réduites, induisant une croissance aberrante des
hyphes de 1’agent pathogéne fongique (Guo et al., 2000 ; Ting, 2014).Parmi ces composes
on peut citer la trichodermine isolée a partir du champignon endophyte Trichoderma
brevicompactum souche 0248 obtenue d'Allium sativum qui a montré une puissante
activité inhibitrice contre Rhizoctonia solani, avec une CE50 de 0,25 pg/ ml et contre B.
cinerea, avec une CE50 de 2,02 pg / ml (Shentu et al., 2014). La trichothécine secrétée
par Trichothecium sp isolé des feuilles de Phyllanthus sp, présente une activité
antifongique variable contre Fusarium oxysporum, Penicillium expansum, Trichoderma
viride, Paecilomyces varioti et Aspergillus niger avec une concentration minimale
inhibitrice de 10, 30, 40, 20 et 12 ug/mL, respectivement (Taware et al., 2015).

Le phomenone produit par Xylaria sp. isolé a partir Piper aduncum et 3,12-
dihydroxycadalene produit par Phomopsis cassiae isolé a partir Cassia spectabilis
possédent une bonne activité antifongique contre Cladosporium cladosporioides et C.
sphaerospermum (Silva et al., 2006,Silva et al., 2010).

Les composés stéroides 3b, 5 a - dihydroxy - 6 B — acétoxy - ergosta - 7,22 - diene , 3 j3,
5 o — dihydroxy - 6 B -phénylacétyloxy — ergosta - 7,22 - diéne, 3  — hydroxy — ergosta
—5-¢ene, 3 - 0xo - ergosta - 4, 6, 8, 22 - tétraene isolés du filtrat du champignon
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endophyte Colletotrichum sp isolés a partir des tiges d'Artemisia annua sont dotés d’une
activité antifongique contre Phytophthora capisici, Gaeumannomyces graminis,
Rhizoctonia cerealis et Helminthosporium sativum (Lu et al., 2000).

La chaétoglobosine A et D ont été isolees Chaetomium globosum CDW?7, un
endophyte de Ginkgo biloba a démontré une efficacité antifongique notable envers
Sclerotinia sclerotiorum avec des valeurs CIS0 de 0,35 et 0,62 pg / ml respectivement
(Zhao et al., 2017).

Le bipolamide B isolé de Bipolaris sp. MU34, un champignon endophyte associé aux
feuilles de Gynurahispida Thwaites a démontré une activité antifongique moyenne avec
des valeurs MIC de 16, 32, 32, 64 et 64 pug / mL, contre Cladosporium cladosporioides,
C. cucumerinum, Aspergillus niger et Rhizopus oryzae respectivement (Siriwach et al.,
2014).

La koningiopisine C produite par le champignon endophyte Trichoderma koningiopsis
YIM PH30002 isolé a partir de Panax notoginseng a revélé une activité antifongique
respectivement contre F. oxysporum, A. panax, F. solani et P. cucumerina avec des CMI
a32, 64,32 et 16 ug/ml (Liu et al., 2016).

Le champignon endophyte Cytospora sp produit le seiricardine D antifongique contre
Magnaporthe oryzae avec une CMI de 839 uM (Deng et al., 2018).

Le champignon endophyte Trichothecium crotocinigenum est la source de
trichothecrotocines A, B, C a capacité antifongique contre A. solani et F. oxysporum avec
une CI50 entre 8 a 32 ug/ml (Yang et al., 2018a).

Le champignon endophyte Rhizopycnis vagum Nitaf 22 isolé a partir de la racine de
Nicotiana tabacum est la source de Rhizopycnine D et TMC - 264 qui ont montré une
forte inhibition de la germination des spores de Magnaporthe oryzae avec des valeurs
CI50 de 9,9 et 12,0 pg/ml, respectivement (Lai et al., 2016).

2.4. Mauvaises herbes

Les champignons endophytes peuvent éliminer les mauvaises herbes (Kowalski et
al.,2015) en produisant des métabolites secondaires herbicides (Wang et al., 2007). En
effet I'ascotoxine produite par Paraconiothyrium sp. Inhibe la germination des graines de
la laitueLactuca sativa (astéracée) et la poacee Echinochloa crus-galli (Khan et al.,2012
a) alors le Brefeldin A, inhibiteur du transport des protéines est produit par Cladosporium
sp. Il inhibe la maturité du tube pollinique de la mauvaise herbe Picea meyeri qui est un
conifére de la famille des Pinacées (Wang et al., 2007). Les dérivés d'azaphilone, dont la

capacité herbicide n’est plus a démontrer sont produits par le champignon Chaetomium
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globosum isolé des feuilles de Amaranthus viridis (Piyasena et al., 2015). En revanche,
I’indole alcaloide est un métabolite produit par Fusarium chlamydosporum qui se
distingue non seulement par son activité phytotoxicité, mais aussi par son inhibition de la
croissance des racines d’Echinochloa crusgalli de la famille des Poaceae (Wang et al.,
2018).
3. Tolérance des facteurs abiotiques

Les champignons endophytes sont impliqués dans la protection des plantes contre les
divers stress abiotiques comme les métaux lourds, la sécheresse et la salinité
(Stepniewska & Kuzniar, 2013 ; Saikkonen et al., 2010 ; Malinowski et al., 2005 ; Ullah
etal., 2019).

3.1. Tolérance aux métaux lourds

Les champignons endophytes peuvent dégrader et bio-restaurer les métaux lourds,
améliorer I'absorption des éléments nutritifs, le taux de germination et de croissance,
augmenter la biomasse végétale et par conséquent ce qui améliore la tolérance des plantes
aux métaux lourds (Aly et al., 2011 ; Stepniewska & Kuzniar, 2013). Par exemple, le
champignon endophyte Microsphaeropsis sp. LSE10 montre une capacité de biosorption
maximale de cadmium de 247,5mg/g (Xiao et al., 2010). La biosorption est un processus
physico-chimique naturel et passif, agissant chez certaines espéces de bactéries,
champignons, plantes ou animaux, leur permettant de bioconcentrer passivement certains
métaux, radionucléides, minéraux ou molécules organiques toxiques. Plusieurs autres
champignons notamment Lasiodiplodia sp. MXSF31 provenant des tiges du Pourpier
potager Portulaca oleracea,considéré comme une adventice, augmente la biomasse et la
capacitt ~ d’absorption de  Brassica  napus, plante a fleurs jaunes  de
la famille des Brassicacées, dans les sols contaminés par le cadmium et le plomb (Deng
et al., 2014). Par ailleurs, Trichoderma sp H8 et Aspergillus sp G16 augmentent le poids
frais de la plante dans des sols contaminés toujours par le cadmium et le nickel (Jiang et
al., 2008).

3.2. Tolérance a la sécheresse

Les endophytes aident la plante a la tolérance de la sécheresse en produisant des
hormones de croissance telles que les gibbérellines et les auxines ou en incitant la plante
a les sécréter elle-méme. Ces hormones améliorent le rythme et 1’extension temporelle de
la croissance des racines et des poils absorbants. De plus ils améliorent le métabolisme
des nutriments, stimulent la croissance et I’augmentation de la biomasse de la plante I'note
(Malinowski et al., 2005 ; Davies, 2004 ; Khan et al., 2013 ; Kuldau & Bacon, 2008 ;
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Malinowski et al.,1997 ; Koevoets et al., 2016). Aussi ils interviennent dans la production
des métabolites osmoprotectants qui affectent I'équilibre osmotique, ce qui atténue les
conséquences de la dehydrattion et préserve les protéines, les enzymes, les organites, les
membranes cellulaires ainsi que le matériel génétique de la dénaturation (Malinowski &
Belesky, 2000 ; Bush et al., 1997 ; Hahn et al., 2007 ; Ullah et al., 2017). Ils augmentent
également, la biomasse végétale de la plante sous des conditions de manque d’eau (Wagas
et al., 2012 ; Bacon & Hill, 1996 ; Bacon, 1993 ; West, 1994 ; Joost, 1995 ; Singh et al.,
2011). Par exemple Cladosporium sphaerospermum produit des gibbérellines GA3, GA4
et GA7 qui induisent la croissance des plantes en général, du riz et du soja en particulier
(Hamayun et al., 2009). De méme, I'inoculation du champignon Curvularia sp améliore
la croissance des plantes et la tolérance de celles-ci aux températures élevées du sol en
impliquant des métabolites osmolytes comme le tréhalose, la glycine, la bétaine, la taurine
et la mélanine (Redman et al., 2002 ; Khan et al., 2012b ; Morsy et al., 2010).
3.3. Tolérance a la salinité

Les sols salins englobent 7% de la surface du globe terrestre (Ruiz Lozano et al.,1996)
et cing pour cent des sols agricoles (Munn et al., 1999). Cette surface restreinte constitue
une menace pour le rendement des cultures (Singh et al., 2011 ; Govindasamy et al.,
2018). L’endophyte Piriformospora indica contribue a la tolérance de la salinité par la
plante (orge) en augmentant l'activité métabolique de ses feuilles, en induisant des
changements dans la composition de leurs acides gras, en régulant I’activité de leurs
enzymes antioxydantes et en augmentant leur biomasse (Baltruschat et al., 2008 ; Waller
et al., 2005). Il stimule aussi la production d’éthyléne au niveau des racines (Cao et al.,
2006). Certains champignons comme Paecilomyces formosus LHL10, Phoma glomerata
LWL2 et Penicillium sp. LWL3, aident la plante a tolérer la salinité en améliorant la
croissance, la biomasse et I’incorporation des nutriments. Indispensables en situation de
salinité élevée (Khan et al., 2012c ; Wagas et al., 2012). Par contre, Exophiala sp. LHL08
produit de I’acide salicylique pour que la plante tolére la salinité (Khan et al., 2011b). En
effet une suspension sporale d’Aspergillus flavus appliquée sur le Riz variété Waito-C
CHS1, augmente sa teneur en chlorophylle, sa production de biomasse, la longueur de ses
racines, et la tolérance a la salinité d’une concentration de 400 mm. Ces effets bénéfiques
sont dus a la capacité de solubilisation du phosphate et a la production d'acide indole

acétique et de gibbérellines par ce champignon (Lubna et al., 2018).
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CHAPITRE Il
CARACTERES MORPHOLOGIQUES ET BIOECOLOGIQUES
DE LOCUSTA MIGRATORIA CINERASCENS (FABRICIUS, 1781).

I.LPOSITION SYSTEMATIQUE ET SYNONYMIE
1. Taxonomie
Selon Louveaux et Ben-halima (1987), le criquet migrateur est classé comme suit :
Regne.....cccooveveenene. Animalia
Embranchement..... ......... Arthropoda
ClasSe.....ccoeireiie e Insecta
Ordre....ooeeeee Orthoptera
Famille.......coooveieieee e Acrididae
Sous-famille........c.ccoooiiiii Oedipodinae
GBINIE . Locusta
ESIBCE ettt Locusta migratoria L.
SOUS/ESPECE ...t Locusta migratoria cinerascens (Fabricius
,1781).
2. Synonymes
Gryllus danica (Linnaeus, 1767 );Gryllus migratorius (Linnaeus, 1758) ;Locusta
cinerascens (Fabricius, 1781 );Acrydium manilensis (Meyen, 1835 );Oedipoda
migratorioides (Reiche & Fairmaire, 1849) ;Pachytylus brasiliensis (Walker,
1870) ;Pachytylus  australis (Saussure, 1884) ;Pachytylus  capito (Saussure,
1884 );Locusta rossica (Uvarov & Zolotarevsky, 1929) ;Gastrimargus affinis (Sjostedt,
1931) ;Gastrimargus morio (Sj6stedt, 1931);Locusta gallica (Remaudiére,
1947) ;Locusta danica burmana (Ramme, 1951);Locusta migratoria solitaria (Carthy,
1955);Pachytylus punctifrons (Dirsh, 1961);Locusta migratoria migratoria form
remaudierei (Harz, 1962) ;Locusta migratoria tibetensis ( Chen, 1963).
3. Noms communs
On I’appelle criquet migrateur en frangais, The migratory locust en anglais et
saleddl alall en arabe (Defaut et al., 2013 ; Ali, 2014).
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I1.CARACTERES MORPHOLOGIQUES
4. Description
4.1. Les ceufs
Les ceufs mesurent de 5,5 a 7,1 mm, de couleur jaune ou brun clair, a forme
allongée légerement courbée et avec des extrémités arrondies. Ils sont déposés dans le sol
avec une orientation bilatérale dans une oothéque, surmontée d’un bouchon spumeux a
structure spongieuse, de couleur blanche ou brun clair (Popov et al., 1990 ;
Balachowsky&Mesnil, 1936) (Figure. 2).

A
'[t»

b

Figure 2. (Eufs de Locusta migratoria cinerascens. (Laib et al.,2023).

4.2. Larves

La morphologie des stades larvaires ressemble a celle des adultes ailés. A 1’état
grégaire les larves sont de couleur grise au début de développement et deviennent orange
ou noire & la fin de développement larvaire. A la phase solitaire, elles sont de couleur
verte ou brune selon I’humidité et le milieu ambiant (Duranton et al., 1982) (Figure. 3).
Les 3 premiers stades se ressemblent avec une augmentation de taille, qui est visible
surtout au niveau de la téte et du thorax, I'abdomen s'allonge entre les mues avec la prise
alimentaire. Les larves du 4eme et 5éme stade se distinguent des autres stades par leur
taille et la direction des ébauches alaires qui sont dirigées vers le haut alors qu’aux stades
précédents elles étaient dirigées vers le bas (Bellmann et Luquet, 1995).

4.3. Adultes

Les adultes grégaires présentent un corps de couleur jaune et noire, mesurant entre
40 et 50 mm chez les males et 46 et 56 mm chez les femelles. Ils possédent un pronotum
court et arrondi, pourvu d’une caréne médiane concave ou droite a la partie posterieure
de celui-ci. En revanche, les adultes solitaires, se distingue par un corps de couleur verte
qui mesure entre34 et 60 mm chez les femelles et 29 et 46 mm chez les males avec un

pronotum long qui présente une caréne mediane convexe et forme un angle aigu a I’arrié¢re

22



de la partie postérieure du corps (Balachowsky& Mesnil, 1936 ; Duranton et al., 1987 ;

Bonnemaison,1961).

Larves (L1) Larves (L») Larves (Ls)

Larves (Ls) Larves (Ls)

Figure 3. Stades larvaires de Locusta migratoria. (Laib et al.,2023)

Pour les deux formes, la téte est arrondie portant des antennes filiformes,
I’abdomen est de couleur brune jaunatre, les élytres dépassent I’extrémité abdominale,
sont ornés de nombreuses petites taches brunes disposées en zone transversale, les ailes
sont transparentes avec des nervures noires légerement enfumées vers 1’apex (Chopard
,1943 ; Bonnemaison ,1961) (Figure. 4).

Figure 4. Adultes males et femelles de L. migratoria. (Laib et al.,2023).
Il. CARACTERES BIOLOGIQUES
1. Cycle biologique
Le criquet migrateur passe par trois états biologiques successifs : 1’état embryonnaire
(Figure 5), I’état larvaire et I’¢tat imaginal (Bonnemaison, 1961 ; Duranton et al., 1982 ;

Launois luong&Lecoq, 1989).
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Les ceufs sont déposés dans une oothéque recouverte d’une matiére spumeuse. Apres 5
jours de la ponte, le développement embryonnaire commence et dure de 10 a 30 jours
selon I’humidité et la température d’incubation dans le sol (Bonnemaison, 1961 ;
Duranton et al., 1982 ; Launois luong & Lecoq, 1989)

A D’éclosion de I’ceuf, la larve vermiforme est enfermée dans un étui transparent
et devient, aprés une mue intermédiaire, une larve du premier stade (Albrecht, 1967).

Les larves passent par 5 stades larvaires, séparees par des mues larvaires. Le stade
larvaire dure de 21a 30 jours environ.L. migratoria effectue 4 a 5 générations par an a sa
phase solitaire et 3 a sa phase grégaire (Launois luong & lecoq, 1989).

A la mue imaginale, les imagos de L. migratoria recherchent un biotope favorable
a I’alimentation pour augmenter leur poids et accumuler du corps gras, cela permet aux
femelles de préparer leur future premiere ponte (Lecoq, 1975).

La réduction et le dessechement progressif de la végétation réduit les lieux
favorables au développement des criquets, ce qui les conduit a se rassembler dans les

lieux contenant encore une végétation verte (Girardie, 1991).

Figure 5. Stades embryonnaires de L. migratoria apres la ponte

a :stade Ilb a3jours ;b : stade Illb a4 jours ;¢ :stade Illc a5 jours ; d : stade
IV a6jours;elete2:stades IV bletlIV b2 a7jours; fl et f2 :stade Va et
V b a8 jours ; g :stade VI a 10 jours ;h 1:stade Stade VII a 11 jours ; h2 :
stade VII+ & 12 jours;i :stade VIlla 13 jours ; j : stade VIIIb & 14 jours;k :
stade IXa a 16 jours ; | : stade 1Xb a 17 jours (Harrat & Petit, 2009).
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2. Transformation phasaire
Lorsque la densité dépasse un seuil de 2 000 ailés par hectare il y’aura une
augmentation des contacts interindividuels et un déclenchement du processus de
transformation phasaire qui s'exprime par des différences morphologiques (diminution de
taille et changement de couleur chez les grégaires par rapport aux solitaires),anatomiques
(diminution du nombre moyen d’ovarioles et de tubes séminiféres chez les grégaires par
rapport au solitaires),biologiques(diminution du nombre de générations par an chez les
grégaires par rapport aux solitaires) ecologiques (les grégaires volent plus longtemps et
plus loin et occupent une aire géographique plus étendue que les solitaires) et
physiologiques (les grégaires ont un métabolisme plus élevé que les solitaires) (Launois
luong &Lecoq, 1989 ; Popov, 1996 ;Rasolomandimby, 1996).
IIILECOLOGIE ET DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE
2. Exigences écologiques

Le choix d’un habitat par le criquet migrateur dépend de la structure de la
végétation, le nombre d’especes végétales, le climat, les caractéristiques édaphiques, la
disponibilité des plantes nourricieres et des sites de ponte (Otte, 1977).

A I’état solitaire, le criquet migrateur préfére des milieux a optimum thermique autour
de 20° a 25°C et pluviométrique de 50 a 100 mm par mois ou il trouve une alimentation
et une nature du sol qui lui permet d’effectuer sa maturation sexuelle, une production
d’ceufs suffisante et la ponte.

En phase grégaire, Le criquet migrateur préfére une pluviométrie qui se situe autour
de 25 a 100 mm par mois ou les biotopes constitués par des formations herbacées denses
sur sols alluviaux, des steppes et les savanes a faible couvert ligneux et susceptibles
d’aboutir directement ou indirectement a des densités pouvant entrainer la transformation
phasaire. (Launois luong &Lecoq, 1989 ; Popov et al., 1991).

Le criquet migrateur présente des sous especes paléarctiques telles que Locusta
rossica Uvarov&Zolotarevsky 1929, Locusta gallica Remaudiére,1947 qui n’ont qu’une
géneration par an, une diapause prolongee, des ceufs résistants au gel et une phase solitaire
relativement sédentaire. Les sous especes tropicales, sub-tropicales et des zones
tempérées chaudes de 1’hémisphére sud sont Locusta cinerascens Fabricius, 1781 ;
Locusta migratorioides Reiche et Fairmaire, 1849 ; Locusta manilensis Meyen, 1835 ;
Locusta burmana Ramme, 1951 ; Locusta capito Saussure, 1884 ; Locusta Australis
Saussure, 1884 sont multivoltines, sans diapause, et avec des ceufs sensibles au gel
(Farrow & Colless, 1980 ; Défaut et al., 2013).
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En Algérie, on trouve la sous-espéce Locusta migratoria cinerascens dans les
zones littorales, les plaines de 1’atlas tellien et le sud de 1’ Atlas saharien (Chopard,1943).
3. Régime alimentaire
Le régime alimentaire de Locusta migratoria varie selon la région et les sous
especes. Il est principalement par les graminées (Uvarov,1923 ; Uvarov,1936 ;
Zolotarevsky, 1934).
Pendant 1’invasion par les bandes de larves et les essaims, plusieurs plantes sont
susceptibles d’étre dévorées, qu’elles soient ligneuses ou graminées (Couturier et al.,
1946).
. DEGATS ET MOYENS DE LUTTE
1. Dégats
Les dégats dont il responsable le criquet migrateur a la surface du globe peuvent
étre comparé aux grands fléaux de I’humanité, aux inondations, aux tremblements de terre
et aux épidemies.A I’état grégaire le criquet migrateur est le plus dévastateur, puisque ses
invasions s’étendent a toutes les zones steppiques d’Europe, d’Asie ainsi qu’aux régions
tropicales de I’ Afrique et le Madagascar .De nombreuses plantes sont susceptibles d’étre
attaquées en période d’invasion, qu’elles soient ligneuses ou graminées (Balachowsky &
Mesnil, 1936 ; Couturier et al., 1946).
2. Moyens de lutte
2.1. Lutte préventive
La lutte préventive est basée sur des réseaux de surveillance des aires
grégarigénes afin d’éliminer d’une manic¢re précoce et efficace les premicres
concentrations de criquets et éviter une invasion acridienne (Launois Luong et al., 1988).
Cette opération est renforcée par [utilisation des satellites écologiques et
météorologiques et des systéemes d’informations géographiques permettant de fournir des
informations et des prévisions sur les sites potentiellement favorables pour le
développement et la pullulation de L. migratoria (Popov,1997).
2.2. Lutte chimique
a I’échelle mondiale, la lutte antiacridienne se fait par 1’application des produits
insecticides organophosphorés, les carbamates, les pyréthrinoides et les régulateurs ou
inhibiteurs de croissance (Rachadi, 1991 ; Launois Luong et al., 1988),par voie terrestre
pour de petites pullulations et aérienne en cas de forte pullulation ou invasion
(Latchininsky & Launois Luong, 1992). En Algérie, les insecticides employés pour la

lutte  antiacridienne  appartiennent  aux  pyréthrinoides  (cypermethrine,
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alphacypermethrine,  beta-cypermethrine, deltamethrine, lambda cyhalothrine),
organophosphorés (chlorpyriphos, chlorpyriphosethyl), dérégulateurs de croissance
(diflubenzuron) (MADRP, 2015).

Les organophosphorés et les carbamates inhibent la dégradation de I'acétylcholine au
niveau des synapses cholinergiques ce qui provoque une activité neuronale récurrente
conduisant a la mortalité de I’insecte (Buffat et al., 1989 ; Testud et Grillet, 2017).

Les pyréthrinoides agissent en augmentant la fréquence des décharges nerveuses (ou
le temps d’ouverture des canaux de sodium (Na*), ce qui provogue une transmission
répétée ou continue de I’influx nerveux et entraine des convulsions puis une tétanie de
I’insecte (Testud &Grillet, 2017).

Les régulateurs de croissance des insectes sont des insecticides sélectifs qui perturbent
I’action des hormones de développement, ce qui induit une mue prématurée, incompléte
et létale (Dallaire et al., 2004). lls inhibent également la synthése de la cuticule et
empéchent I’insecte de muer correctement et provoquent ainsi sa mort (Biddinger & Hull,
1995 ; Hoffmann & Lorenz, 1998 ; Gordan et al., 1989 ; Berry et al., 1993).

2.3. Lutte biologique

L’emploi des bio pesticides a base d’extraits végétaux, de champignons ou bactéries

entomopathogenes constitue une intéressante alternative aux pesticides chimiques
synthétiques grace a leurs efficacité, biodégradabilité et spécificité (Welling &
Zimmermann, 1997 ; Prior & Greathead, 1989 ; Grethead et al., 1994).
Les bio pesticides a base du champignon Metarhizium spp éliminent 70 a 90% des
criquets traités apres 14 a 20 jours, sans effets indésirables sur les organismes non cibles
(Kooyman et al., 1997, Lomer et al., 2001). En effet 1’application d’une dose de 2 x 10°
blastopores de Metarhizium anisopliae contre les adultes de Locusta migratoria var.
acridum provoque la réduction du nombre des hémocytes, la colonisation du corps et
enfin, la mort de 17,3% a 100 % des criquets au bout de 6 jours, selon 1’absence ou la
présence de thermorégulation. Cette derniere est une fievre comportementale développée
par l’insecte apres D’infection (Ouedraogo, 2005).Les bactéries entomopathogenes,
Bacillus thuringiensis et Bacillus sphaericus incorporées dans 1’alimentation des larves
de Locusta migratoria montrent une efficacité comparable a celle des pesticides
chimiques grace aux toxines produites par la bactérie qui provoquent la lyse et la
destruction des cellules épithéliales intestinales (Dunphy & Tibelius, 1992 ; Zimmerman
et al., 1994 ; Mohandkaci et al.,2014).
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Des individus de Locusta migratoria traités par 3 concentrations croissantes de
1,72 mg/ml, 0,75 mg/ml et 0,28 mg/ml de B. sphaericus ont causé des mortalités
respectives de 76, 67% ; 53, 33% et 43, 33% au 22eme jour apres le traitement
(Mohandkaci et al., 2014).

Comme les champignons et les bactéries, 1’extrait aqueux de Schinus molle a une
concentration del166,66g/L provoque une forte mortalité de 100%de larves Ls, apres 10
jours pour le traitement par ingestion et 7 jours celui par contact. Cette mortalité est due
aux metabolites secondaires présentes dans les feuilles de Schinus comme le limonéne et
la o phéllandréne, la timol, la citronelilacetate, et B-cariophylene, cis-menth-2 et-1-ol y
trans-piperitol (Chilali&Benrima,2018). Quant a I’extrait methanolique d’Olea europaea
a une concentration de 8% a engendré une mortalité de 82,26%sur les larves Lsde Locusta
migratoria apres 8 jours du traitement (Abdellaoui et al., 2018).

D’aprés Benhamouda et al., (2016), cet est causé par les quantités élevées de
composés phénoliques contenus dans les feuilles d'olivier, en particulier 1’oleuropéine.
Toujours d’aprés ces mémes auteurs, I’ingestion de 1’acide gibbérellique (GA3), hormone
végétale, provoque chez Locusta migratoria une diminution, une inhibition du
développement des larves et des adultes, un ralentissement et une dérégulation du

processus de la mue.
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CAPITRE IV
PARTIE EXPERIMENTALE

I.MATERIEL ET METHODES
1. Matériel végétal
Les feuilles agées de Ricinus communis, communément appelé ricin, sont collectées
via un scalpel sur cing spécimens sains provenant d’une flore indigene dans la région
de Beni Bechir (Skikda) (36°46°20° N et 6°57°30° E) en 2018 (Figure 6).

Figure 6. Feuilles de Ricinus communis (Laib et al.,2023)
1.1.1solement et identification
L’objectif de cette phase est de procéder a I’isolement, a I’identification et au calcul de
la fréquence de colonisation des champignons endophytes associés aux feuilles de
Ricinus communis, communément appelé ricin. L’isolement des champignons
endophytes a été effectué 48 heures aprés la collecte du matériel végétal, en utilisant la
méthode décrite par Li et al. (2015), avec quelques modifications (Figure 7). Les feuilles
ont été soigneusement lavées a 1’eau courante pour éliminer les particules de sol, puis
découpées en segments de 5 x 5 mm a I’aide d’une lame de rasoir stérilisée sur une source
de chaleur. Ces segments ont ensuite été placés dans de 1’éthanol a 75% pendant 1 minute,
suivis de trois ringages successifs a I’eau distillée stérile pendant 3 minutes pour éliminer
I’excés d’éthanol. Ils ont ensuite été séchés a 1’aide de papier filtre stérile dans des
conditions aseptiques avant d’étre transférés de manicére uniforme et aseptique dans des
boites de Pétri contenant du milieu PDA supplémenté avec de la streptomycine (200 mg/l)
pour inhiber toute croissance bactérienne. Ces boites ont été scellées en utilisant du
parafilm, puis incubées a une température ambiante de 25°C pendant 21 jours pour
permettre la croissance des champignons endophytes. Les champignons émergeant des
tissus végétaux situes aux extremités des segments ont été immédiatement isolés et

transplantés dans un nouveau milieu PDA sans antibiotiques, puis incubés a 25 °C
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pendant 3 a 6 jours. L’identification morphologique des souches fongiques isolées a été
réalisée a I’aide d’un microscope optique, en se basant sur les caractéristiques
morphologiques et phénotypiques (couleur, aspect), les caractéristiques des spores et les

structures de reproduction des colonies fongiques.

Immersion dans
Lavage a I’eau courante Coupure en fragments 5x5 cm I’éthanol a 75%

pendant 1 minute

Lavage avec de I'eau
distillée stérile pendant 3
minutes

Séchage sur papier
Filtre

Incubation des . .
fragments dans une Transplantation des champignons

smer i o Identification
étuve a 25 > C pendant émergeants dans un nouveau milieu puis

o - Y ‘
21 jours incubation & 25 ° C pendant 3 - 6 jours

Figure 7. Méthode d’isolement et identification des champignons endophytes associés
aux feuilles de ricin commun Ricinus communis (Laib et al.,2023)
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1.1. Fréquence de colonisation
La fréquence de colonisation (FC) ou d'infection est calculée et exprimée en % en se
basant sur la méthode de Fisher et Petrini(1987). Elle s’écrit comme suite :
FC % = (N¢/N¢) x 100
Nc : est le nombre de segments colonisés par une espece ou un groupe fongique.
Nt : est le nombre total des segments.
1.2. Fermentation submergée et production des extraits fongiques
La production des extraits fongiques des champignons endophytes associés aux
feuilles de ricin est effectuée en utilisant la méthode décrite par Dolatabad et al. (2017)
avec de légeres modifications (Figure 8). En effet des disques d’agar, associés aux
mycéliums des champignons endophytes, ont été placés dans des flacons de 250 mi
contenant 50 ml du milieu PDB que I’on ferme hermétiquement pour éviter les
contaminations. Pour homogénéiser le milieu et la biomasse fongique, les cultures sont
incubées pendant 21 jours a 25 + 2°C, puis elles sont agitées intermittemment pendant
une heure a I’aide d’un agitateur « va et vient ». Apres 21 jours de croissance et lorsque la
biomasse est importante, les mycéliums sont séparés du milieu par filtration a I’aide d’un
papier filtre Whatman n°1.Le filtrat issu de la filtration est mélangé ensuite avec l'acétate
d'éthyle.Le mélange (filtrat +acétate d’éthyle) est laissé pendant 10 minutes jusqu’a sa
séparation en deux couches non miscibles (organique et aqueuse).L’acétate d'éthyle est
éliminé a I’aide d’un évaporateur rotatif et I’extrait est dissout dans 1 ml de I’cau distillée
et conservé a 4 ° C pour son utilisation ultérieure .
2. Matériel acridien
2.1. Elevage de masse
La méthode d’¢levage en masse des insectes, l€gerement modifiée par rapport a
celle déecrite par Ouedraogo et al. (2002), est mise en ccuvre dans une cage en bois de
50*100 cm. Cette cage est recouverte de tulle pour permettre une bonne aération pour les
criquets et est équipée d’une porte coulissante. Le fond de la cage contient des pondoirs
remplis aux deux tiers de tourbe et au tiers de sable de riviére, tous deux stérilisés et
humidifiés a 10%, afin de faciliter la récupération des ootheéques. L’alimentation de L.
migratoria se compose de feuilles fraiches de blé et la photopériode est assurée par une
ampoule a incandescence de 60 watts12/12 heures tandis que la température était de 30+

1°C.L'humidité oscille entre 50 et 60% au maximum (Figure 9).
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Disques d’agar associés
avec les mycéliums des
champignons endophytes
inocules dans le PDB

Incubation pendant 21 jours a 25 + 2 ° C avec
agitation intermittente pendant une heure (1 h)

Evaporation d’acétate d/éthyle Mélange du filtrat

par evaporateur rotatif avec Pacétate
d’éthyle

Filtration avec du
papier filtre

Figure 8. Fermentation submergée et production des extraits fongiques (Laib et al.,2023)

Figure 9. Cage d’¢élevage de Locusta migratoria. (Laib et al.,2023)

2.2. Dispositif experimental

Le dispositif expérimental se compose de 10 blocs et cing répétitions ou celles-ci
contiennent 20 individus dans chaque contenant c’est dire a dire dans chaque répétition,
soit 55 observations et 1100 individus traités en tout pour les 10 blocs. Le premier bloc

comprend cing répétitions et 20 individus pour chaqu’une d’elles ; il est traité a I’eau
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distillée en tant que témoin (Figure 10). Dix doses de I’extrait fongique ont été retenues,
de0,2;04;06;08;10;12;14;1,6;1,8get2g/L etdeux modes de traitement,
chacun avec cing répétitions et 10 blocs ont été effectués.
2.3. Traitement fongique de L. migratoria
2.3.1. Traitement par contact
Le traitement par contact consiste a pulvériser I’extrait fongique directement sur
du papier filtre qui tapisse le fond des contenants en matiére plastique sur lesquels sont
déposés 20 individus de L. migratoria par contenant de dimensions 40x40x12 cm. On a
utilisé 10 doses, de 0,2 a 2 g/L de I’extrait fongique et 5 répétitions pour chaque bloc, soit
10 blocs et un bloc témoin traité a 1’eau distillée. Le suivi de la mortalité fait apres 24
heures pendant 7 jours de suite.
2.2.2. Traitement par ingestion
Apres un jeun de 24 heures, I’extrait fongique selon les concentrations retenues,
est pulvérisé sur I’aliment qui se compose de feuilles de blé dur Triticum durum dans des
contenants de dimensions 40x40x12 cm dans lesquels sont mis des adultes de L.
migratoria. Chaque contenant contient 20 individus issus de I’¢levage de masse et traités
avec les doses citées ci-dessus. Le premier bloc, servant de témoin, comprend également

20 individus. Le suivi de la mortalité fait apres 24 heures pendant 7 jours de suite.

~_ 0,6g/ L 0,8 g/ L

al

1,6¢g/L 1,8g/L
1,6 g/L 1,8g/L

Figure 10. Dispositif expérimental des traitements par contact et ingestion de L. migratoria.
(Laib et al.,2023)
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2.2.3. Calcul de la mortalité corrigée
Le taux de mortalité corrigée (en pourcentage) a été calculé pour chaque
traitement sur 7 jours selon la formule d’Abbott (1925). Elle s’écrit comme suit :

Mortalitée enregistrée (%) — Mortalité témoin(%)
100 — Mortalité témoin (%)

Mortalité corrigée (%) =

3. Test d’inhibition d’Acétyl cholinestérase

Cette étape consiste a connaitre 1’effet des extraits sur le systeme nerveux des insectes
traités. L'activité inhibitrice de I'acétylcholinestérase (Ache) a été testée selon le protocole
décrit par Ellman et al. (1961) ou l'acétylthiocholine est habituellement utilisé comme
substrat artificiel de I'AChE dont I'hydrolyse provoque la formation de thiocholine. Cette
derniere réagit avec le DTNB [acide 5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoique)], présent dans le
milieu réactionnel, et le clivage du pont disulfure existant dans sa structure permet de
libérer I'anion 3-carboxy-4- nitrobenzenethiolate de couleur jaune. Celui-ci devient alors
détectable par spectrophotométrie UV a 412 nm. Ce protocole est effectué comme
suit :150 uL de 100 mM du tampon sodium phosphate (Ph =8) est ajouté au 20 uL d’Ache
+ 10uL de chaque concentration d’extrait fongique, ce mélange est incubé ensuite a 25
°C pendant 15 minutes avant I’ajout de 10 uL de DNTB (0.5mM)+ 10 uL d’acetyl choline
iodide (0.71 mM).
Des lectures & 412 nm a 0 et 15 minutes ont été effectuées en utilisant un lecteur de
plaques (Figure 11) et le pourcentage d’inhibition de I’enzyme Ache est déterminé par la
formule suivante :

Inhibition de ’enzyme Ache (%) =(E-S)/E*100

Ou E = Activité de I'enzyme sans extrait, S = Activité de I'enzyme avec I'extrait.

Figure 11. Lecteur de plaques (Laib et al.,2023).
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4. Analyse chimique des extraits fongiques

L’analyse chimique des extraits de champignons révéle leur composition chimique et
identifie les métabolites secondaires qui sont responsables de leur activité insecticide. Les
principales classes de métabolites secondaires ont été détectées en utilisant les techniques
décrites par Harborne (1998). Les extraits de champignons ont été dissous
individuellement dans de ’acide chlorhydrique dilué (HCI), filtrés, puis traités avec le
réactif de Mayer (iodure mercurique de potassium ( Hgl4K?2). La formation d’un précipité
jaune indique la présence d’alcaloides. Les flavonoides dans les extraits de champignons
ont été détectés en ajoutant quelques gouttes de solution d’hydroxyde de sodium (NaOH).
L’apparition d’une couleur jaune intense qui devient incolore aprés I’ajout d’acide
chlorhydrique dilué (HCI) indique la présence de flavonoides. Pour détecter les phénols
dans les extraits de champignons, quelques gouttes d’une solution de chlorure ferrique a
5% (FeCl3) ont été dissoutes dans 5 ml d’eau distillée. L apparition d’une couleur vert
foncé indique la présence de composés phénoliques. Les saponines, contenues dans 1’eau
distillée, ont été vigoureusement agitées avant d’étre laissées au repos pendant 10
minutes. La formation d’une émulsion stable indique la présence de saponines. Les
terpénoides dans 1’extrait de champignon ont été mis en évidence a I’aide de chloroforme
et d’acide sulfurique, ce qui a entrainé la formation d’une couleur marron-rouge indiquant
la présence de terpénoides. Les tanins ont été détectés en traitant I’extrait de champignon
avec un réactif alcoolique FeCl3, ce qui donne une couleur noire bleuatre qui disparait en
ajoutant un peu de H2SO4 dilué, entrainant la formation d’un précipité brun jaunatre

5. Analyse spectroscopie d’infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) en
réflexion totale atténuée (ATR) des extraits

L’analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) permet
I’analyse des éléments organiques et la détection de liens chimiques et de structures
moléculaires de différents types d’échantillons solide ou liquide sans préparation
particuliére sans pour autant déterminer leur constitution exacte. La spectroscopie utilise
le moyen infrarouge qui s’étend de 4 000 cm! & 400 cm™ car c’est dans cette gamme que
la majorité des composés organiques produisent un spectre d’absorption unique.

L’analyse des échantillons concerne 1mg de chaque extrait fongique. Pour cela, on a
utilisé un spectrometre FTIR de la série Cary-630 (Agilent Technologies, Santa Clara,
Californie) avec un ATR (MIRacle™ singlereflection (ATR) configuré avec une plaque
diamant (Di) IRE (PIKE Technologies, Fitchburg, Wisconsin) . Les acquisitions ont été
réalisées en effectuant 8 balayages entre 4 000 et 650cm™, avec une résolution de 4 cm™.
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Un spectre des conditions ambiantes (background) a été automatiquement soustrait par le
logiciel Reésolution Pro version 5.0 (Agilent Technologies) pour chaque spectre
d'échantillon (Sala et al., 2020) (Figure 12).

LA R 2R Y

Figure 12. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)
en mode réflexion totale atténuée (ATR) (Laib et al.,2023).

6. Analyse des composants volatiles des extraits fongiques

L’analyse des composants volatils des extraits par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) est effectuée en utilisant
I’instrument GCMS-QP2020 NX Shimadzu (Figure 13) équipé d’une colonne capillaire
en silice fondue. L’utilisation de I’instrument (CG-MS) suit les étapes décrites par
Senthilkumar et al. (2014). Il est paramétré a une température initiale de 100 °C pendant
1 minute, qui est ensuite augmentée progressivement de 5°C/min jusqu’a atteindre 280°C,
et maintenue pendant 9 minutes. La température de 1’orifice d’injection est maintenue a
270°C, le débit d’hélium est réglé & Iml/min et la tension d’ionisation est fixée a 70 eV.
Un volume de 1 pl de chaque échantillon (dilué dans 1ml de méthanol) est injecté et la
plage de balayage du spectre de masse est fixée a 45-450 (m/z). L’interprétation des
spectres de masse obtenus par GC-MS-MS est réalisée a I’aide de la base de données du
National Institute Standard et Technologie (NIST), qui contient plusieurs modeles. Le
spectre des composants inconnus est comparé au spectre des composants connus stockés
dans la bibliotheque NIST. Le nom, le poids moléculaire et la formule moléculaire des
composants volatils sont ainsi déterminés.

7. Analyse des composants volatiles produits par les hyphes fongiques
L’analyse des composants volatils produits par les hyphes fongiques est réalisée en
suivant les étapes décrites par Fiers et al. (2013). Pour cela, une solution de spores
fongiques (2X107 spores/ml) de 50uL est introduite dans des vials de micro-extraction

sur phase solide (SPME) inclinés de 20 ml, contenant 7 ml de PDA, de maniére a ce que
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la suspension couvre entierement la surface du milieu de culture. Les vials,
hermétiquement fermés, sont ensuite placés dans une étuve a une température de 23°C.
Avant I’extraction des composants volatils, les fibres (SPME) sont conditionnées a 270°C
pendant 1 heure, puis placées sur un support a piston et chaque vial de micro-extraction
est placé dans un bain-marie de 25°C pendant 10 minutes afin de concentrer les
composants volatils dans I’espace de téte du vial. Chaque fibre (SPME) est ensuite
introduite a I’intérieur d’un vial en per¢ant son bouchon, puis libérée et exposée aux
composants volatils produits accumulés pendant 20 minutes a une température de 23°C.
L’instrument (GC-MS-MS) a été paramétré a une température initiale de 100 °C pendant
1 minute. Celle-ci est augmentée progressivement jusqu’a 250°C, d’abord a un rythme de
35°C pendant 2 minutes, puis a un intervalle de 5°C/min jusqu’a 155°C, et enfin de
20°C/min jusqu’a 250°C pendant 10 minutes. La température de I’orifice d’injection est
maintenue a 250°C, le débit d’hélium a 1,5 ml/min et la tension d’ionisation a 70 eV. La
fibre SPME est placée dans I’injecteur du GC et la plage de balayage du spectre de masse
a été fixée a 45-450 (m/z). L’interprétation des spectres de masse obtenus par GC-MS a
été réalisée a 1’aide de la base de données du National Institute Standard et Technologie
(NIST). Le nom, le poids moléculaire et la formule moléculaire des composants volatils

ont ensuite été déterminés.

Figure 13. Analyse GC-MS des composants volatiles des extraits et des hyphes fongiques.
(Laib et al.,2023)
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8. Dosage de la teneur en métabolites secondaires des extraits fongiques

8.1. Dosage du teneur en polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols dans les extraits fongiques a été effectué en utilisant une
méthode basée sur celle développée par Waterhouse (1999), avec quelques adaptations.
Dans cette méthode, 2 grammes de I'extrait sont mélangés avec 0,2 millilitres du réactif
Folin-Ciocalteu et 1,4 millilitres de Na2CO3 a 2% (poids/volume). Ce dernier consiste en
un melange d'acide phosphotungstique (HsPW12040) et d'acide phosphomolybdique
(HsPMo012040). Lorsque les phénols sont oxydés, ce mélange se réduit pour former un
mélange d'oxydes bleus de tungstene et de molybdéne. Ensuite, le mélange est agité et
incubé a I'obscurité a température ambiante pendant 2 heures. La coloration se développe
avec une absorption maximale comprise entre 725 et 760 nanométres, laquelle est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits fongiques (Boizot
et Charpentier, 2006). Les absorbances sont ensuite mesurées a 760 nanomeétres a l'aide
d'un spectrophotometre UV-visible 1800 (Shimadzu).

Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalents d'acide gallique par
gramme d'extrait en se référant a une courbe d'étalonnage de I'acide gallique établie a
partir de 6 valeurs de concentrations variant de 0 a 1 milligramme par millilitre. Le

contenu phénolique total de I'extrait est calculé en utilisant la formule suivante :
CoVoF

m

QP =

Ou :
» QP : lateneur en polyphénols en mg EAG/ g d’extrait brut

A\

m: la masse d’extrait solubilisé pour préparer la solution mére en mg
» Co: la concentration de I’extrait obtenue a partir de la courbe d’étalonnage en mg
EAG/mI
» Vo : le volume final de la solution (volume des réactifs + le volume de la solution
fille) en ml
» F : le facteur de dilution=Vm /Vf dont Vm est le volume de la solution mere en
ml et Vf est le volume de la solution fille prélevé en ml.
8.2. Dosage de la teneur en alcaloides totaux
La quantité totale d'alcaloides a été évaluée selon la méthode décrite par Shamsa et
al. (2008). Pour cette méthode, un mélange de solution VBC a été préparé en combinant
69,8 milligrammes de réactif vert de bromocrésol (VBC) avec 3 millilitres de NaOH (2N)

et 5 millilitres d'eau distillée. Parallelement, une solution tampon phosphate a pH 4,7 a
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été preparée en dissolvant 71,6 grammes de phosphate de sodium (Na;HPO4) 2 M et 0,2
M d'acide citrique dans 1 litre d'eau distillée.

Pour l'analyse, 2 grammes de l'extrait fongique ont été dissous dans de l'acide
chlorhydrique (HCI) 2N et filtrés. Ensuite, le pH de I'extrait a été ajusté en ajoutant du
NaOH (0,1 N). Dans un autre tube, 5 millilitres de I'extrait fongique dissous ont été
mélangés avec 5 millilitres de la solution VBC et 5 millilitres de la solution tampon
phosphate, puis le mélange a été vigoureusement agité.

L'absorbance a été mesurée a 470 nanométres. Les alcaloides totaux ont ensuite été

calculés en se référant a une courbe d'étalonnage de I'atropine, selon la formule suivante

_Co Vo F
T om

QA
Ou:
» QA : lateneur en alcaloides en mg équivalent de I’atropine / g d’extrait brut

A\

m: la masse d’extrait solubilisé pour préparer la solution mere en mg
» Co: la concentration de I’extrait obtenue a partir de la courbe d’étalonnage en mg
équivalent d’atropine/ml
» Vo : le volume final de la solution (volume des réactifs + le volume de la solution
fille) en ml
» F: le facteur de dilution="VVm /Vf dont Vm est le volume de la solution mére en
ml et Vf est le volume de la solution fille prélevé en ml.

8.3. Dosage de la teneur en saponines totaux

La concentration totale en saponines (TSC) des extraits a été évaluée conformément
a la méthode décrite par Navarro del Hierro et al. (2018). Pour cette méthode, les extraits
ont été préparés a une concentration de 2 milligrammes par millilitre (mg/mL) dans du
méthanol.

Pour chaque échantillon, 2 grammes d'extrait ont été combinés avec 2 microlitres
de vanilline dissoute dans de I'éthanol (a 0,8% poids/volume) et 2 millilitres d'acide
sulfurique dilué dans de l'eau (a 72% volume/volume). Un échantillon témoin a été
également préparé en utilisant uniqguement du méthanol. Les échantillons ont été agités
vigoureusement a l'aide d'un agitateur vortex, puis chauffés a 60°C pendant 10 minutes.
Par la suite, les flacons ont été refroidis dans de la glace pendant 5 minutes.

L'absorbance a été mesurée a une longueur d'onde de 520 nanometres en utilisant
un spectrophotometre UV-visible (UV-visible 1800, Shimadzu) par rapport a
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I'échantillon témoin contenant uniquement du méthanol. La concentration en saponines a
été déterminée en se référant a deux courbes d'étalonnage. Une courbe d'étalonnage de
I'acide oléanolique a été utilisée comme standard représentatif des saponines.

Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalents d'acide oléanolique par

gramme d'extrait, calculés selon la formule suivante :
CoVoF
S=—
m
Ou:

» QS : lateneur en saponine en mg équivalent d’acide oléanolique / g d’extrait brut

A\

m: la masse d’extrait solubilisé pour préparer la solution mere en mg
» Co: laconcentration de I’extrait obtenue a partir de la courbe d’étalonnage en mg
équivalent d’acide oléanolique ou de diosgénine /ml
» Vo : le volume final de la solution (volume des réactifs + le volume de la solution
fille) en ml
» F: le facteur de dilution= Vm /Vf dont Vm est le volume de la solution mére en
ml et Vf est le volume de la solution fille préleve en ml.

8.4. Dosage de la teneur en tanins totaux

Les tanins, lorsqu'ils sont soumis a la chaleur en milieu acide, se décomposent en
produisant une coloration spécifique dont I'absorption maximale se situe a 530 nm
(Skerget et al., 2005).

Le dosage des tanins implique le mélange de 2 grammes d'extrait fongique avec 2
millilitres de solution de réactif butanol-HCL, comprenant également 77 milligrammes
de FeSO4 dissous dans 500 millilitres de butanol-HCL. Aprés incubation de la solution
pendant 15 minutes, I'absorbance est mesurée a 530 nm. La concentration des tanins est
ensuite déterminee a partir d'une courbe d'étalonnage de I'acide tannique, et la teneur en
tanins est exprimée en milligrammes équivalents d'acide tannique par gramme d'extrait.

La concentration des tanins est calculée selon la formule suivante :

- CoVoF
m
Ou:
» QT : lateneur en tanins en mg EAT/ g d’extrait brut
» m: la masse d’extrait solubilisé pour préparer la solution mere en mg
» Co: laconcentration de I’extrait obtenue a partir de la courbe d’étalonnage en mg
EAT/mI
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» Vo le volume final de la solution (volume des réactifs + le volume de la solution
fille) en mi

» F: le facteur de dilution="Vm /Vf dont Vm est le volume de la solution mére en
ml et Vf est le volume de la solution fille préleve en ml.

9. Analyse statistique des données.

L’Analyse de Variance (ANOVA) et le test de Newman-Keuls (SNK), avec un
intervalle de confiance de 95%, ont été utilisés pour comparer et regrouper les valeurs
enregistrées du taux de mortalité corrigé et de 1’inhibition de 1’acétylcholinestérase. La
Concentration Létale 50 (CL50) est déterminée a partir de la ligne de régression des
probits en fonction du logarithme de la dose, correspondant aux pourcentages de mortalité
ajustés en fonction des logarithmes des doses de traitement. Le Temps Létal 50 (TL50)
est calculé en se basant sur la ligne de régression des probits en fonction du logarithme
de la dose, associée aux pourcentages de mortalité ajustés en fonction des logarithmes
des temps de traitement. Toutes les analyses statistiques des données ont été réalisées en
utilisant le logiciel XLSTAT 2019 (Addinsoft, 2019. Solution d’Analyse Statistique de
Données XLSTAT, Paris, France).
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Il. RESULTATS ET DISCUSSION

1. Composition et criteres d’identification d’isolats fongiques

Les critéres d’identification de champignons endophytes nous ont permis d’isoler cing
especes fongiques contenues dans les feuilles de ricin commun (R. communis) : il s’agit
de Alternaria alternata, Alternaria tenuissima, Aspergillus niger, Trichoderma sp et
Gliocladium sp.

1.1. Alternaria alternata

La colonie de couleur verdatre et laineuse au revers noir, pousse rapidement (Figures

14 aet 14 b). Elle se distingue par des conidiophores formées de plusieurs cellules (Figure

14 c), a conidies brunes, disposees en chaine acropétale ou isolées, d’aspect piriforme ou

ovoide, a base élargie avec des septations transversales, longitudinales et obliques (Figure
14d et 14e).

-

Figure 14. Colonie de champignon endophyte d’Alternaria alternata,
Conidiophore et Conidie et chaine acropétale
a : Colonie face (verdatre), b : colonie revers (noir), ¢ : conidiophore, d : conidie(Laib et al.,2023).
1.2. Alternaria tenuissima
La colonie de couleur gris verdatre, laineuse, au revers noir, pousse rapidement. Elle
posséde des conidiophores bruns formées de plusieurs cellules ayant des conidies brunes

groupeées qui prennent naissance a partir du conidiophore (Figure 15).
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Figure 15. Colonie de champignon endophyte d’Alternaria tenuissima,

Conidiophore et Conidie
a : Colonie face (gris verdatre, laineuse), b : colonie revers (noir), c :

conidiophore, d : conidie (Laib et al.,2023).

1.3. Aspergillus niger
La colonie pousse rapidement. Poudreuse, elle se reconnait par sa couleur verdatre, a
revers et par ses organes de reproduction asexuée. Les tétes aspergillaires et les conidies
sphériques, sont non septées, Celles-ci se caractérisent par des cicatrices visibles jaunes
(Figure 16).

(

Figure 16. Colonie de champignon endophyte d’Aspergillus niger,
Téte aspergillaire et Conidies sphériques.
a : Colonie face (verdatre), b : colonie revers (jaune), ¢ :Téte aspergillaire,
d : Conidies sphériques (Laib et al.,2023).
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1.4. Trichoderma sp
La colonie pousse rapidement. Elle se reconnait grace a sa couleur blanche et ses
conidies de couleur verte, globuleuses et unicellulaires. Les phialides, ovoides a
ellipsoidales, isolées ou groupées sont en petit nombre (2-3) et disposées sur les branches,

généralement, perpendiculaires a 1’axe (Figure 17).

0

AL X o

Figure 17. Colonie de champignon endophyte de Trichoderma sp Phialides et Conidies.

a : Colonie face (blanche), b : colonie revers, ¢ : Phialide, d. Conidies (Laib et al.,2023).

1.5. Gliocladium sp
La colonie est duveteuse, blanche, ayant des conidiophores ramifiés en forme de
pinceaux et des conidies de forme arrondies, elle pousse lentement. 1l ne fera pas I’objet

de notre travail (Figure 18).

Figure 18. Colonie de champignon endophyte de Gliocladium sp

Phialides et Conidies. a : Colonie face (blanche), b : colonie revers,

¢ :conidiophores portant des conidies (Laib et al.,2023).
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2. Fréguence de colonisation d’isolats fongiques

Les espéces Alternaria alternata et Alternaria tenuissima représentent une fréquence
de colonisation totale de 29% chacune. Ils sont suivis par Trichoderma sp et Aspergillus
niger dont les fréquences respectives sont de 21% et de 14%. Ayant une fréquence de
colonisation faible Gliocladium sp ne compte que 7% (Figure 19).

Plusieurs études en matiére d’isolement, d’identification et de fréquences de
colonisation des champignons endophytes ont été réalisés a travers le monde.

En effet, D’aprés Jain & Sharma (2015) les champignons endophytes isolés contenus
dans les feuilles, les graines et les tiges de ricin sont respectivement Cephalosporium sp,
Aspergillus sp, Penicillium sp, Rhizopus sp et Gliocladium sp.

D’aprés ces mémes auteurs, leur fréquence de colonisation totale est de 25,82%. Par
contre, Cephalosporium sp, Rhizopus sp et Gliocladium sp ont une fréquence de
colonisation de 0,83% chacun. Les champignons ayant des fréquences de 12,5% et
10,83% sont Penicillium sp et Aspergillus sp.

D’autres champignons endophytes ont été identifiés dans les feuilles de ricin : il s’agit
par ordre croissant d’Aspergillus fumigates (12,50%), Aspergillus repens (12,5%),
Aspergillus japonicas (18,75%), Curvularia pallescens (18,75%), Phoma hedericola
(12,50%), Alternaria tenuissima (25%). En revanche Aspergillus niger (25%), Fusarium
semitectum (14,28%) sont contenus dans les tiges tandis qu’a partir des racines, deux
champignons ont été isolés, Fusarium solani (14,28%), Drechslera australien (7,14%).
De méme, plusieurs espéeces du genre Alternaria comme Alternaria Arborescens MUCL,
Alternaria Arborescens MUCL (2), Alternaria tenuissima EF 04, Alternaria alternata,
AlternariaKl1-2010, Alternaria Cas 1, Alternaria BrassicaeM6, AlternariaLongipes,
Alternaria alternata HDJZ-zwm-34, Alternaria Porri Ap-18, Alternaria Porri Ap-3,
Alternaria brassicae B70, Alternaria sp.Wangcy 003, Aspergillus fumigatus ont ont été
isolés, mais une seule espéce du genre Aspergillus (Aspergillus fumigatus) a eté

enregistré dans le ricin (Singh et al., 2012).
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Cette différence est due a plusieurs facteurs tels que 1’age de la plante, la composition
chimique de ses différents organes, la capacité des champignons endophytes a produire
certaines enzymes et a résister a certaines molécules chimiques de sa plante hote, ce qui
leur permettent de coloniser une partie de celle-ci. En plus les conditions
environnementales et la composition en éléments minéraux nutritifs sont primordiales
pour la biodiversité des champignons endophytes (Sim et al., 2010 ; Li et al., 2012 ;
Zheng et al., 2016 ; Park et al., 2017 ; Yu et al., 2018). En comparant nos résultats, les
champignons endophytes isolés a partir du ricin commun, ne sont que peu conformes

malgré quelques ressemblances par rapport aux auteurs cités ci-dessus.

Figure 19. Fréquences de colonisation des champignons endophytes de R. communis.

3. Fermentation submergée et production des extraits fongiques.

La fermentation submergée a permis d’isoler et de produire 4 extraits fongiques
susceptibles d’étre utilisés en tant que bioinsecticides contre les insectes en général et
les locustes comme Locusta migratoria en particulier. Il s’agit d’Alternaria alternata,
Alternaria tenuissima, Aspergillus niger, Trichoderma sp et Gliocladium sp (Figure 20).
Ces composés chimiques bioactifs seront destinés pour des traitements contre Locusta
migratoria.
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Figure 20. Extraits des champignons endophytes des feuilles de R. communis
A : Alternaria alternata, B : Alternaria tenuissima, C. Aspergillus niger, D.
Trichoderma sp., E. Gliocladium sp. (Laib et al.,2023).

Il est connu en effet que les champignons endophytes constituent une source
importante de métabolites secondaires bioactifs (El-Sayed et al., 2020). A cet effet, la
fermentation submergée a été adoptée en raison du temps relativement court pour la
production de métabolites secondaires bioactifs en un espace limité. Elle réduit, en outre,
les risques de contamination et contrdle les conditions physico-chimiques tel que le pH
initial. Elle emploie également des milieux de cultures a base de substrats peu chers, ce
qui réduit considérablement le colt de production de ces métabolites (Horgan & Murphy,
2011 ; Xu et al., 2008 ; Saltarelli et al., 2009 ; Zhong & Xiao, 2009 ; Zhou et al., 2012 ;
Upadhyay et al., 2014 ; Tan et al., 2015 ; Papinutti, 2010 ; Zhang et al., 2010 ; Patil et
al., 2016).

4. Analyse chimique préliminaire des extraits fongiques.

Apres le test chimique préliminaire d’extraits d’Alternaria alternata et Aspergillus
niger, il a été identifié la présence de polyphenols, alcaloides, terpenoides et saponines
(émulsion assez stable), mais ils sont dépourvus de tanins. Le premier est fortement
pourvu en polyphenols comme Trichoderma sp alors que le second est riche en alcaloides.
Les mémes métabolites se retrouvent dans les extraits de Trichoderma sp et Alternaria
tenuissima qui sont riche en polyphénols mais en plus il y a présence de tanins. On
reconnait la présence des polyphenols gréace a leur couleur verte alors que les alcaloides
sont jaunes, les terpenoides marron-rouge, les tanins bleus. Les saponines apparaissent
sous forme d’émulsion assez stable. Tous les extraits fongiques se caractérise par

I’absence de flavonoides (Tableau 1 et Figure 21).
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Tableau 1. Métabolites secondaires des extraits fongiques.

Champignon endophyte |Polyphenols| Alcaloides | Terpenoides| Saponines Tanins
Aspergillus niger + ++ + + -
Alternaria alternata ++ + + + -
Trichoderma sp +++ + + + +
Alternaria tenuissima + ++ + + +

(+) Présence, (++) Forte présence, (+++) Trés forte présence, (- ) Absence

Figure 21. Analyse chimique préliminaire des extraits fongiques. A : A.

niger, B : A. alternata, C : A. tenuissima, D : Trichoderma sp, E : Témoin
(Laib et al.,2023).
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Les champignons endophytes sont des organismes fascinants qui vivent a I’intérieur des
tissus des plantes sans causer de dommages apparents. Is offrent a la plante une protection
contre les insectes nuisibles (EI-Sayed et al., 2017) par la production de métabolites
secondaires spécifiques bioactifs impliqués dans des interactions écologiques entre la
plante et son environnement. Ces métabolites secondaires spécifiques bioactifs modulent
la qualité nutritionnelle de la plante ou en émettent des substances volatiles pour repousser
les insectes ravageurs (Bartelt & Wicklow, 1999 ; Strobel, 2003 ; Howe et al., 2008 ;
Hardoim et al., 2015). lls constituent également un réservoir de composes biologiquement
actifs inexploités, et de nouveaux produits agrochimiques qui pourraient étre un moyen
de lutte alternatif aux insecticides chimiques (Demain et al., 2000 ; EI-Sayed et al., 2020).
Les métabolites secondaires qui se distinguent par une activité insecticide sont le plus
souvent les terpénoides, les alcaloides et les composés phénoliques (Boulogne et al.,
2012). Plusieurs terpénoides a activité insecticide sont produites et isolées a partir des
cultures de champignons endophytes parmi eux les sesquiterpenes tels que l'acide
heptélidique et I'acide hydroheptélidique produites par le champignon Phyllosticta sp
isolé a partir du sapin baumier Abies balsamea. Ces sesquiterpénes présentent une toxicité
pour la tordeuse des bourgeons du blé Cnephasia pumicana et des larves de
Choristoneura fumiferana (Calhoun et al., 1992). Dans le méme odre d’idées, deux
benzofuranes contenant des dérivés normonoterpéniques sont toxiques pour les larves de
la tordeuse des bourgeons de I'épinette Choristoneura fumiferana (Findlay et al., 1995).

Les composeés phénoliques sont des composeés défensifs (Sharma et al., 2009) ; ils sont
toxiques et agissent par ingestion chez les insectes (Kortbeek et al., 2019). L’oxydation
des phénols par les polyphénols oxydase (PPO) et la peroxydase (POD) est un mécanisme
de défense potentiel chez les plantes contre les insectes. Les quinones formées par cette
oxydation se lient aux protéines des feuilles et inhibent leur digestion par les insectes
(Bhonwong et al., 2009). Les polyphénols et les acides phénoliques sont fréguemment
détectés dans les cultures de champignons endophytes et ont des activités insecticides
importantes. Par exemple des composés phénoliques purifiés a partir de I'extrait d'acétate
d'éthyle de Cladosporium sp isolé de Tinospora cordifolia provoguent une mortalité
importante et inhibent le développement et la survie du ver gris du tabac Spodoptera litura
(Singh et al., 2015).

Les tanins sont des toxines qui affectent la croissance et le développement des insectes
en agissant comme dissuasifs alimentaires contre de nombreux insectes ravageurs. Ils

chélatent les éléments ou ions minéraux, réduisant ainsi leur biodisponibilité pour les
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insectes. lls réduisent la digestibilité des protéines végetale, diminuent la valeur nutritive
de la plante. De plus ils précipitent les enzymes digestives, réduisent l'efficacité
d'absorption des nutriments et causent des Iésions dans I'intestin moyen des insectes
(Sharma & Agarwal, 1983 ; Sharma et al., 2009 ; Barbehenn & Peter Constabel, 2011 ;
War et al., 2012 ; Taye & Borkataki, 2020).

Les saponines, qui ont une activité insecticide et répulsive, jouent un role déterminant
dans le controle de la croissance des insectes. En se liant au cholestérol, elles perturbent
la production d’ecdystéroides, ce qui interféere avec la mue des insectes. Elles
fonctionnent également comme des inhibiteurs de protéase et sont cytotoxiques pour
certains types d’insectes (Chaib, 2010).Par contre les terpénoides sont impliqués dans
I’inhiber de DP’activité des récepteurs stéroidiens d'insectes (Molécules protéiques qui
permettent a la cellule de détecter la présence d’hormones (Clouse, 2011). Ces substances
jouent un rdle crucial dans la prévention de la transmission de maladies virales en créant
une barriére entre la plante et ’insecte, réduisant ainsi le risque d’infection (Kortbeek et
al., 2019). De méme ils sont impliqués dans la défense en tant que toxines chez un grand
nombre d'insectes ravageurs (Gershenzon & Croteau, 1991).

Il est admis que les champignons endophytes produisent des métabolites secondaires
a activité insecticide tels que les alcaloides (péramines, alcaloides de I'ergot, lolitremes,
alcaloides de la loline). Ces alcaloides ont été détectés dans les cultures de champignons
endophytes associés aux graminées, comme le genre Epichloe spp et Neotyphodium spp
(Muller & Krauss, 2005 ; Zhang et al., 2012). Ils sont classés en trois groupes : les
amines et les amides, les dérivés d'indole et les pyrrolizidines. Parmi les amines et les
amides, la peramine est toxique pour les insectes et a une forte capacité dissuasive contre
le charancon argentin Listronotus bonariensis ainsi que d’autres insectes ravageurs
(Rowan et al., 1990 ; Rowan et al., 1993). Elle est sans effet indésirable pour les
mammiferes (Dew et al., 1990 ; Rowan & Latch, 1994). Les s alcaloides de L'ergot du
seigle (Claviceps purpurea Tul.) est un champignon vénéneux du groupe des
ascomycetes, parasite du seigle (et d'autres céréales) offrent également une résistance
significative contre les insectes ravageurs (Potter et al., 2008). Parmi les dérivés d'indole,
il a été demontré que les lolitrem C et F conférent une résistance contre un certain nombre
d'espéces d'insectes (Parish et al., 2003). D'autres dérivés d'indole, a savoir la
chanoclavine, I'agroclavine et I'elymoclavine isolés a partir la culture de Neotyphodium
spp (Strobel et al., 2004), se sont révélés toxiques pour certains insectes (Ball et al., 1997).

Les alcaloides lolines ont également démontré une activité insecticide par ingestion
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contre une large gamme d’insectes ravageurs (Siegel et al., 1990 ; Bacetty et al., 2009Db).
Parmi les pyrrolizidines, les alcaloides aminopyrrolizidiniques saturés comme la
norloline, la N-formylloline, la N-acétylnorloline, la N-acétylloline ont été exclusivement
trouvés dans les graminées. En effet ’ascomycétes de la famille des Clavicipitaceae,
Neotyphodium coenophialum infeste Festuca arundinacea tandis que Neotyphodium
uncinatum infecte Festuca pratensis (Schardl & Phillips, 1997).

5. Traitement par contact et par ingestion
5.1. Evolution de la toxicité selon la dose

L’activité insecticide des extraits fongiques des champignons endophytes Alternaria
alternata, Alternaria tenuissima, Aspergillus sp, Trichoderma sp contre Locusta
migratoria a montré une efficacité relative selon le champignon, la dose ainsi que le temps
d’exposition au traitement. En effet, la mortalité est d’autant plus forte que la dose est
élevée et A. alternaria reste le plus performant en raison de la forte mortalité qu’il
provoque a la dose de 2 g/l apres traitement par contact (72,22%) (Tableau 2, Figure 22).
Il est suivi de A. tenuissima et Aspergillus sp qui entrainent également une mortalité de
(72,22%) a la méme dose que A. alternaria. Trichoderma sp, par contre provogue une
mortalité de 66,67% toujours & la méme dose. Pour les champignons endophytes A.
alternaria et A. tenuissima, on note un taux de mortalité respectif de 55,56% et 61,11% a
la dose de 1,4 g/l a Iopposé de Apergillus niger et Trichoderma sp qui atteint une
mortalité¢ de 38,89% toujours a la dose de 1,4 g/l. Ce dernier champignon n’est pas
efficace pour les doses de 0,2 a 1,6g/l ou la mortalité n’excede pas 38,89% quel que soit
la concentration exception faites de celles de 1,89/l et de 29/l qui causent 61,11% 66,67%
de mortalité. Par contre Aspergillus niger entraine une mortalité de 55,56% a la dose de
1,69/1 tandis que pour les autres concentrations, la mortalité reste faible, elle est inférieure
a 40% (38,89%) (Tableau 2, Figure 18). Par ailleurs, le traitement par ingestion est plus
efficace et agit avec des doses plus faibles que le traitement par contact. En effet, a partir
de 0,8g/l, A. alternaria arrive a tuer 50% de criquets, mais entre 1g/l, les champignons
endophytes aussi bien A. alternaria qu’a A. tenuissima entraine respectivement 61,11%
et 55,56% de mortalité. Au-dela de cette concentration ¢’est-a-direlg/l, la mortalité est
tres eleveée et atteint 88,89% pour 1’un et I’autre champignons. Au début du traitement par
ingestion, Aspergillus niger est peu efficace sur L. migratoria, en particulier, pour les
doses entre 0,2g/1 et 1,4¢g/1, son activité sur I’acridien commence a la dose del,6g/1 ou la

mortalité est de 66,67%. Celle-ci augmente jusqu’a 77,78% a la dose de 2g/l. Mais
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Trichoderma sp ne donne pas des résultats probants dans la mesure ou les doses entre 0,2
g/l et 1,6 g/l donne une mortalité trés faible qui ne dépasse pas 38,89% (Tableau 2, Figure
23).

Tableau 2. Toxicité des champignons endophytes sur L. migratoria apres traitement par

contact et ingestion en fonction des doses

A. alternaria A. Tenuissima Aspergillus niger Trichoderma sp
Doses Contact | Ingestion | Contact | Ingestion | Contact | Ingestion | Contact | Ingestion
0,29/l |16,67 |22,22 11,11 16,67 5,56 5,56 11,11 11,11
0,49/l 22,22 33,33 11,11 22,22 5,56 16,67 16,67 16,67
0,69/ [27,78 38,89 16,67 33,33 11,11 22,22 16,67 16,67
0,80/ 33,33 |50 27,78 38,89 16,67 33,33 22,22 22,22
1,0g/1 38,89 |61,11 38,89 55,56 21,78 38,89 27,18 27,18
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5.2. Détermination de la DLso en g/l

Le calcul de la DL50 aprés traitement par contact montre que A. tenuissima et A.
alternata ont sensiblement des valeurs sensiblement égales et que leur activité est
intéressante pour leur utilisation éventuelle dans le contréle biologique. En revanche
Aspergillu niger et Trichoderma sp ont également des DL50 qui sont proches 1’une de
I’autre et indiquent que leur activité est bien que plus que les deux champignons
endophytes précédents, mais leur activité insecticide n’est pas a négliger. Le traitement
par ingestion a donné des valeurs des DL50 plus faibles que celles obtenues aprés le
traitement par contact. A. tenuissima se distingue par une DLso n’excédant pas 0,65, il est
suivi par A. alternata (0,88), et Aspergillus niger (1,08). C’est Trichoderma sp qui vient
en dernier avec une DL50 de 1,47 (Tableau 3, Figures 24, 25, 26, 27)

Les valeurs des DL50 résultants du traitement par ingestion sont largement plus faibles
que celles obtenues apres traitement par contact. Il s’avere que de point de vue efficacité
en tant que biopesticide, A. tenuissima et A. alternata ont montré une plus grande toxicité
a I’égard de L. migratoria sans pour autant négliger aussi bien Aspergillus niger que
Trichoderma sp dont I’activité toxique est appréciable (Tableau 3, Figures 28,29,30,31).
L’analyse de la variance indique qu’il n’y a pas de différence significative entre les
champignons endophytes et que leur action toxique est avérée (DDL = 3, F = 0,5371, Pr
(0,6614) > F (0,5371). De méme le test de Newman-Keuls (SNK) qui consiste en une
analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance & 95% indique
qu’il n’existe pas de différence significative entre les champignons endophytes vis-a-vis
de L. migratoria (Tableau 4). Par conséquent, ces derniers forment forment un seul
groupe homogeéne toujours sur la base de la comparaison des moyennes par le biais du
test de Newman-Keuls (Tableau 5).

Tableau 3. DLso en g/l apres traitement par contact et ingestion

Especes Contact Ingestion
Alternaria tenuissima 1,17 0,65
Alternaria alternata 1,20 0,88
Aspergillus niger 1,56 1,08
Trichoderma sp 1,79 1,47
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Tableau 4. Newman-Keuls (SNK) / Analyse des différences entre les modalités avec un
intervalle de confiance a 95% :

Contraste Différence |Différence Valeur |Pr > Diff |Signifi
standardisée | critique catif
A. tenuissima vs A. alternata 2,286 1,0364 2,7587 |0,7301 | Non
A. tenuissima vs A. niger 2,286 1,0364 2,4975 |0,5617 |Non

A. tenuissima vs Trichodermasp |2,286 1,0364 2,0639 [0,3104 | Non
Trichoderma sp vs A. alternata 0,000 0,0000 2,4975 [1,0000 |Non
Trichoderma sp vs A. niger 0,000 0,0000 2,0639 [1,0000 |Non
A.niger vs A. alternata 0,000 0,0000 2,0639 |1,0000 |Non

Tableau 5. Groupes formés par les champignons endophytes calculé sur la base du test
de Newman-Keuls

Modalité Moyenne estimée Groupes
A. tenuissima 13,7143 A
A. alternata 11,4286 A
Aspergillus niger 11,4286 A
Trichoderma sp 11,4286 A

5.3. Evolution de la toxicité temporelle

Apres 24 heures, la mortalité demeure faible au premier jour, quelque soit le
champignon (5,56%) pour Aspergillus niger, Trichoderma, A. alternaria et A. Tenuissima
sp apres le traitement par contact. Ce n’est que 48 heures apres que le taux de mortalité
se differencie, il est de 16,67% aussi bien pour A. alternaria que pour A. Tenuissima alors
que Aspergillus niger et Trichoderma sp ont un taux de 11,11% chacun et les ecarts se
creuse davantage selon le temps, entre la mortalité provoquée par les champignons. A.
Tenuissima provoque une mortalité de 55,56% au 5°™ jour, soit 120 heures apres le
traitement et au 6°™ ¢ soit 144 heurs apreés le traitement pour A. alternaria. Ce dernier
avec A. Tenuissima causent 1’un et ’autre un taux de mortalité maximum de 77,78% au
7¢™ jour, soit 168 heures aprés le traitement par contact. Par contre Aspergillus sp et
Trichoderma sp provoque une faible mortalité au 7¢™ jour n’excedant pas 38,89% chacun
(Tableau 6,Figure 32). Contrairement au traitement par contact, celui par ingestion
entraine une mortalité, bien que peu importante, de plus de 16,67% pour A. alternaria et

11,11% pour A. Tenuissima, celle-ci ne dépasse pas 5,56% pour Aspergillus niger et
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Taux de mortalité (%)

Trichoderma sp au premier jour de traitement. L’un des deux champignons notamment
A. niger apparait plus toxique vis-a-vis de L. migratoria du moment qu’il provoque au
6™ et au 7™ 55,56% et 66,67% (144 et 168 heures aprés) par rapport a Trichoderma sp
dont la mortalité est de 38,89% au 7™ jour, soit 168 heures aprés. Ce sont A. alternata
et A. tenuissima qui sont vraisemblablement promoteur en tant que biopesticide pour le
contrble non seulement les insectes en général mais aussi, L. migratoria en particulier.
En effet les deux champignons entrainent un taux de mortalité de 55,56% au 4°™ jour (96
heures) pour A. alternata au 5™ jour (120 heures) pour A. tenuissima. Au 7™ jour la
mortalité est la méme pour les deux champignons, celle-ci atteint 77,78%. En résumé la
mortalité est d’autant plus grande que le temps d’exposition est grand (Tableau 6, Figure
33).

Tableau 6. Toxicité temporelle (TL50) des champignons endophytes sur L. migratoria

A. alternata A. Tenuissima Aspergillus niger Trichoderma sp

Contact |Ingestion |Contact | Ingestion | Contact | Ingestion | Contact | Ingestion
24 5,56 16,67 5,56 11,11 5,56 5,56 5,56 5,56
48 16,67 |22,22 16,67 |16,67 11,11 11,11 11,11 11,11
72 22,22 33,33 22,22 22,22 16,67 16,67 16,67 22,22
96 27,78 |55,56 33,33 38,89 22,22 22,22 22,22 33,33
120 38,89 |61,11 55,56 |55,56 27,78 33,33 27,78 33,33
144 55,56 |66,67 66,67 |66,67 27,78 55,56 38,89 38,89
168 77,78 |77,78 77,78 |77,78 38,89 66,67 38,89 38,89

Temps

90 A. alternata A. Tenuissima .
A. niger Trichoderma sp A. alternata A. Tenuissima
80 A. niger Trichoderma sp
70 S 90
60 @ 80
T 0
>0 E 60
40 s 50
30 x 40
30
20 °
= 20
10 10
0 0
24H 48H 72H 96H 120H 144H 168H 24H 48H 72H 96H 120H 144H 168H
Temps (heures) Temps (heures)
Figure32.Toxicité temporelle des Figure 33. Toxicité temporelle des
champignons endophytes sur L. migratoria champignons endophytes sur L. migratoria
apres traitement par contact apres traitement par ingestion
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5.4. Détermination de la TL50
Aprés le traitement par contact, le temps Iéthal pour A. alternata est 108,62 heures,
soit 4, 53 jours a I’opposé de A. Tenuissima ou son activité pour provoquer 50% de
mortalité s’éleve a 126,65 heures, soit 5,28 jours. Le temps Iéthal augmente
progressivement pour Aspergillus niger et Trichoderma sp, celui-ci atteint 205,52 soit 8
jours et 216,10 soit 9 jours. Par contre le traitement par ingestion a une activité toxique
précoce et les TLso sont largement supérieure a celles du traitement par contact. En effet
A. alternaria se distingue par une TLso égale a 88,02 heures, soit 3,67 jours alors que A.
Tenuissima détruit 50% de la population de L. migratoria au bout de 106,22, soit 4,43
jours. Les deux champignons moins efficaces que les précédents, sont intéressants et
méritent également peut-étre plus d’attention car leurs temps léthales est encourageant
dans la mesure ou ils entrainent 50% de mortalité au bout de 205,52 heures, soit 6,34

jours et 216,10, soit 7,20 jours (Tableau 7).

Tableau 7. TLso des champignons endophytes aprés traitements par contact et ingestion
sur L. migratoria

Espéces Contact Ingestion

En heures En jours En heures En jours
Alternaria alternata 108,62 4,53 88,02 3,67
Alternaria tenuissma 126,65 5,28 106,22 4,43
Aspergillus niger 205,52 8 152,22 6,34
Trichoderma sp 216,10 9 172,86 7,20

5.5. Modifications physiologiques
L’application des extraits fongiques induit une modification de la pigmentation
corporelle des criquets, qui vire au rouge suite a un traitement par contact (Figure 34A,
B, C et D), et une coloration noire de la face ventrale (emplacement du tube digestif)
apres le traitement par ingestion (Figure 34E, F, G et H). Une diminution de ’activité
motrice, des défécations intensives et des pertes hydriques anormales sont observées chez

les individus traités par ingestion.
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Figure 34. Effets morphologiques et pigmentaires des traitements par les extraits fongiques sur
Locusta Migratoria.
A. Effet de I’extrait d’Alternaria alternata par contact, B. effet de I’extrait d’Alternaria

tenuissima par contact, C.Effet de 1’extrait d’Aspergillus niger par contact,D.Effet de 1’extrait de
Trichoderma sp par contact, E.Effet de ’extrait d’Alternaria alternata par ingestion,F.Effet de
I’extrait d’Alternaria tenuissima par ingestion,G. effet de I’extrait d’Aspergillus niger par
ingestion,H. Effet de ’extrait de Trichoderma sp par ingestion
(Laib et al.,2023).
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Les extraits des champignons endophytes A. Alternata, A. tenuissima, A. niger et
Trichoderma sp montrent qu’ils sont dotés d’activité insecticide variables selon la
concentration utilisée et le temps de traitement. La concentration 2 g/l est la plus efficace
contre ces insectes avec des taux de mortalités maximales enregistrés apres 7 jours du
traitement de 77,78%, aussi bien pour le traitement par contact que par ingestion
notamment pour A. alternata que A. tenuissima. Au contraire A. niger entraine une
mortalité de 38,89% et 66,67% apres traitement par contact et ingestion tandis que et
Trichoderma sp ne cause que 38,89% quel que soit la nature du traitement. Le
champignon endophyte Gliocladium sp n’a montré aucune activité insecticide contre L.
migratoria et ne fait, donc, pas I’objet de notre travail. Les doses Iéthales apreés traitement
par contact sont encourageants et varient de 1,17 g/l pour A. tenuissima a 1,70 g/l pour
Trichoderma sp. Elles sont grandement plus basses pour le traitement par ingestion dans
la mesure ou nous avions noté par ordre croissant 0,65 g/l A. tenuissima, 0,88 g/l pour A.
alternata, 1,08 g/l Aspergillus niger et 1,47 g/l pour Trichoderma sp. Les Symptomes
observeés sont des signes d’intoxication des criquets dus aux extraits fongiques (Kemassi
et al., 2018). En effet les extraits fongiques provoquent également un changement de la
pigmentation du corps du criquet vers une couleur rouge apres traitement par contact et
I’apparition d’une couleur noire au niveau de I’abdomen apres traitement par ingestion.
Le pigment au niveau du prosternum est la mélanine qui est responsable de la couleur
noire (Chauvin, 1956) observée apres traitement est di a une mélanisation trés poussée,
provoquée par une toxicité intestinale (Chauvin, 1956). Les pigments de mélanine, des
carotenes, des ptérines et de biliverdine sont présents dans I’hémolymphe du criquet
migrateur, Locusta migratoria (Goodwin & Srisukh, 1948 ; Fuzeau-Braesch, 1985 ;
Kayser, 1985). Le pigment a I’origine de la coloration rouge de la cuticule des criquets
est la B-caroténe. Par conséquent, la teinte rouge foncée observée apres traitement est
attribuable a une surproduction de ce pigment (Yang et al., 2019).Le changement de
couleur corporelle est un phénomeéne adaptatif effectué par les insectes exposés a des
changements environnementaux, ou des maladies (Burmeister et al., 2005 ; Henderson et
al., 2017). De méme, le manque de tonus nerveux se produit a cause de I’action insecticide
des extraits sur le systeme nerveux centrale qui provoque également une distension et des
nécroses cellulaires.

Le tube digestif de Locusta migratoria est composé de stomodeum (cesophage,
jabot), proctodeum d’origine ectodermique et de mésentéron avec ses diverticules, les

caecums gastriques sont d’origine endodermique (Boufersaoui & Matz, 1968). Le
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stomodeum est subdivisé en quatre parties ; pharynx, cesophage, jabot et gésier, lorsque
le criquet migrateur découpe sa nourriture grace a ses pieces buccales de type broyeur.
Celle-ci passe dans le pharynx et 1’cesophage et transite vers le jabot responsable de la
trituration, du stockage et du broyage des aliments grace a des épines ayant un rdle de
dents. Ensuite le gésier accumule ces aliments broyés avant de passer dans I’intestin
moyen du mésentéron ou ils vont étre dégradés grace a la sécrétion d’enzymes digestives
pour étre absorbés par la suite (Romoser, 1998). Les caecums gastriques du mésentéron
assurent 1’augmentation de la surface d’absorption des aliments. Le proctodeum est
subdivisé en trois parties 1’intestin postérieur proprement dit, le rectum et ’ampoule
rectale, la réabsorption d’eau et d’ions se fait au niveau de I’intestin postérieur proprement
dit et le rectum assure 1’évacuation des produits (Romoser, 1998). Une réaction
physiologique s’ensuit pour essayer de cicatriser les blessures causées par les extraits au
niveau de ’intestin qui ne peut plus remplir son réle d’absorption et d’assimilation des
nutriments, Cela entraine une carence en protéines et en lipides, conduisant a la mort des
insectes (Idrissi Hassani & Hermas, 2008 ; Shamim et al., 2014).

D’autres études portant sur 1’activité insecticide des champignons endophytes contre les
insectes ont été étudiés. Effectivement, Yang et al. (2012) ont rapporté que I’extrait brut
d’Alternaria alternata souche 7484, pulvérisé a une concentration de 50 pg/ml, stimule
la résistance de Rosa chinensis contre Macrosiphum rosivorum. De plus, des extraits de
filtrats d’Alternaria alternata a des concentrations de 5 ; 10 ; 15 ; 20 et 25 ul/ml induisent
des effets délétéres sur la viabilité, le développement et la croissance des larves de
Spodoptera litura (Kaur et al., 2013). Podova et al (1977) ont isolé une substance
insecticide efficace a partir de différentes souches d’Alternaria spp, qui inhibe le
développement de Drosophila melanogaster. En plus de sa présence dans les plantes,
Alternaria alternata a été isole a partir des cadavres de Zyginidia pullula (Hemiptera,
Cicadellidae) (Ozino, 1982) et des adultes hivernants de Corythuca ciliata (Hemiptera,
Tingidae) (Ozino & Menardo, 1984). 1l a été identifié comme entomopathogene contre
les thrips (Raizada, 1976), bien qu’il présente une faible activité insecticide sur Oulema
gallaeciana (Machowicz-Stefaniak & Miczulski, 1985). Il est reconnu que les espéces du
genre Alternaria produisent des molécules insecticides pertinentes (Singh et al., 2012) et
Alternaria alternata, en particulier, présente un potentiel aphidicide considérable
(Christias et al., 2001).Dans le méme ordre d’idées, Alternaria infectoria et Alternaria
alternata ont été utilisés comme agent de lutte biologique contre les cochenilles et les
pucerons (Shabana & Ragab, 1997 ; Christias et al., 2001). Une souche d’Alternaria
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tenuis est également ,notée comme entomopathogene a 1’égard d’Oulema gallaeciana par
Miczulski & Machowicz-Stefaniak (1977) d’une part, et d’autre part Alternaria sp est tres
efficace sur le 3eme et le 4éme stade larvaire d'Aedes, d’Anopheles et de Culex spp.
(Rybalchenko & Gopkalo, 1980). Il est démontré qu’Alternaria kikuchiana produit des
mycotoxines comme les enniatins EA1, E-B, EB;1 qui possedant d’excellente activité
insecticide (Turner & Aldridge, 1983). Ces mycotoxines sont utilisées en tant
qu’entomopathogeénes contre le Thrips tabaci, Oulema gallaeciana (Machowicz-
Stefaniak & Miczulski, 1985), Anopheles sp et Culex sp (Rybalchenko & Gopkalo, 1980).
Les champignons du genre Aspergillus produisent également des métabolites a activité
insecticide importante comme la nominine, la tubingensine, la leporine A et la
carbonarine (Gloer, 1995). L’extrait d’Aspergillus fumigatus JRJ111048, contenant
I’aspergide responsable de son activité larvicide contre le premier stade de Spodoptera
litura (Lepidoptera, Noctuidae) a été isolé a partir de feuilles d’Acrostichum specioum.
D’apres Guo et al., (2017), cet aspergillus a causé un taux de mortalité de 76,67% sur ce
Iépidoptere aprés 20 jours de traitement. D’apres El-Sayed et al., (2020) Aspergillus
nidulans isolé a partir Lantana camara (Magnoliopsida, Verbenaceae), contient des
métabolites bioactifs tels que le 1-docosanol et le 1-octadecanol qui se distinguent par
une forte activité larvicide sur le second stade larvaire de Spodoptera littoralis dont la
TLso est de 34,4 ug/ml apres 18 jours du traitement. Toujours ce méme champignon isolé
a partir Melia azedarach contient des composés secondaires (fumitremorgine B, C,
verruculogene, 3-hydroxyfumiquinazoline A, tryptoquivaline O, Fumiquinazoline D et F.
Il a une activité insecticide contre les larves de Spodoptera frugiperda (Li et al., 2012).
Par contre Aspergillus ochraceus produit de la destruxine DA qui se caractérise, aussi,

par une bonne activité insecticide (Turner & Aldridge, 1983).

Trichoderma sp EFI1671, champignon endophyte extrait a partir de Laurus sp (Laurales,
Lauracees), contenant les acides oléique, linoléique et palmitique, montre un fort effet
répulsif des pucerons notamment Myzus persicae (Kaushik et al., 2020). Lorsque le
filtrat de Trichoderma harzianum, ayant une concentration de chitinase de 2000 U/ml,
est appliqué de maniere topique, il en résulte une mortalité larvaire de 70% chez
Helicoverpa armigera.(Binod et al., 2007). D’autres extraits de champignons
endophytes ont effet répulsif ou une activité insecticide avéré. A titre d’exemple
Diaporthe miriciae issu du Cyperus iria peut avoir une forte activité répulsive comme il
peut é&tre un inhibiteur de la ponte ou méme peut agir en tant que biopesticide contre

Plutella xylostella (Lepidoptera ,Plutellidae) en raison de la présence de la phyllostine
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acétate (Ratnaweera et al., 2019). Il en est de méme pour Emericella nidulans BPPTCC
6038 dont la TLso 1102,27 ppm quant aux larves de Spodoptera litura, qui a été extrait
de feuilles de mangrove Rhizophora mucronata (Malpighiales, Rhizophoraceae)
(Abraham et al., 2015).

6. Inhibition d’Acétyl cholinestérase par les extraits fongiques

A la lumiére des résultats, il ressort que les extraits des champignons endophytes d’A.
alternata, A. tenuissima, A. niger et Trichoderma sp possedent une activité inhibitrice
d’Acétylcholinestérase ou les taux d’inhibition respectifs maximum ont respectivement
de 62,22% ; 73,11% ; 53,77% et 80% apres 15 minutes (Figure 36)

L’analyse de la variance ANOVA et le test Newman et keuls des taux d’inhibition
respectifs des extraits fongiques apres 0 et 15 minutes sont indiquées dans les tableaux
(8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21,22,23,24,25,26,27,28,29,30,31)

Tableau 8. L’analyse de la variance ANOVA des taux d’inhibition

’Acétylcholinestérase a 0 minutes pour A. alternata

Source DDL Somme des | Moyenne F Pr>F
carres des carrés

Modéle 6,000 14670,000 | 2445,000 2139,375 <0,0001

Erreur 28,000 32,000 1,143

Total corrigé | 34,000 14702,000
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Tableau 9. Newman-Keuls (SNK) / Analyse des différences entre les modalités

avec un intervalle de confiance a 95%

Contraste Diff  Diff Valeur Pr > Diff  Significatif
standardisée  |critique
4 ug/ml vs 0,05ug/ml 49,000 | 72,472 3,172 <0,0001 | Oui
4 ng/ml vs 0,1ug/ml 49,000 | 72,472 3,056 <0,0001 | Oui
4 ng/ml vs 0,25ug/ml 45,000 | 66,556 2,913 <0,0001 | Oui
4 ng/ml vs 0,5ug/ml 37,000 | 54,724 2,730 <0,0001 | Oui
4 pug/ml vs 1ug/ml 15,000 | 22,185 2,474 <0,0001 | Oui
4 pug/ml vs 2ug/ml 1,000 | 1,479 2,048 0,150 Non
2ug/ml vs 0,05ug/mi 48,000 | 70,993 3,056 <0,0001 | Oui
2ug/ml vs 0,1ug/mi 48,000 | 70,993 2,913 <0,0001 | Oui
2ug/ml vs 0,25ug/ml 44,000 | 65,077 2,730 <0,0001 | Oui
2ug/ml vs 0,5ug/ml 36,000 | 53,245 2,474 <0,0001 | Oui
2ug/ml vs 1pg/ml 14,000 | 20,706 2,048 <0,0001 | Oui
1pg/ml vs 0,05ug/ml 34,000 | 50,287 2,913 <0,0001 | Oui
lpg/ml vs 0,1ug/ml 34,000 | 50,287 2,730 <0,0001 | Oui
1ug/ml vs 0,25ug/ml 30,000 | 44,371 2,474 <0,0001 | Oui
1pg/ml vs 0,5ug/ml 22,000 | 32,538 2,048 <0,0001 | Oui
0,5ug/ml vs 0,05ug/ml 12,000 | 17,748 2,730 <0,0001 | Oui
0,5ug/ml vs 0,1ug/ml 12,000 | 17,748 2,474 <0,0001 | Oui
0,5ug/ml vs 0,25ug/mi 8,000 | 11,832 2,048 <0,0001 | Oui
0,25ug/ml vs 0,05ug/ml | 4,000 | 5,916 2,474 <0,0001 | Oui
0,25pug/ml vs 0,1pg/mi 4,000 |5,916 2,048 <0,0001 | Oui
0,1pg/ml vs 0,05ug/mi 0,000 | 0,000 2,048 1,000 Non
Tableau  10. Groupes homogenes des moyennes  estimées  d’inhibition
d’Acétylcholinestérase pour A. alternata
Modalité Moyennes Groupes
estimées

4 pg/mi 59,000 A

2ug/ml 58,000 A

1pg/ml 44,000 B

0,5pg/ml 22,000 C

0,25ug/mi 14,000 D

0,05pg/ml 10,000 E

0,1ug/ml 10,000 E
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Tableau 11. L’analyse de la variance ANOVA des taux d’inhibition

d’Acétylcholinestérase (A. tenuissima).

Source DDL | Sommedes | Moyenne des F Pr>F
carrés carrés

Modeéle 6,000 | 13524,286 2254,048 1127,024 <0,0001

Erreur 28,00 | 56,000 2,000

Total corrigé | 34,00 | 13580,286

Tableau 12. Newman-Keuls (SNK) / Analyse des différences entre les modalités avec un

intervalle de confiance a 95% (A. tenuissima) :

Contraste Diff Diff Valeur | Pr> Significatif
standardisée | critique | Diff
4 pg/ml vs 0,05pg/mi 62,00 69,318 3,172 | <0,0001 | Oui
4 ng/ml vs 0,1ug/ml 46,00 51,430 3,056 | <0,0001 | Oui
4 ug/ml vs 0,25ug/ml 39,00 43,603 2,913 | <0,0001 | Oui
4 ng/ml vs 0,5ug/ml 37,00 41,367 2,730 <0,0001 | Oui
4 nug/ml vs 1ug/ml 18,00 20,125 2,474 | <0,0001 | Oui
4 nug/ml vs 2pug/ml 14,00 15,652 2,048 <0,0001 | Oui
2pg/ml vs 0,05pg/mi 48,00 53,666 3,056 | <0,0001 | Oui
2ug/ml vs 0,1ug/ml 32,00 35,777 2,913 | <0,0001 | Oui
2ug/ml vs 0,25ug/ml 25,00 27,951 2,730 | <0,0001 | Oui
2ug/ml vs 0,5ug/ml 23,00 25,715 2,474 | <0,0001 | Oui
2ug/ml vs 1pg/ml 4,000 4,472 2,048 | 0,000 Oui
1pg/ml vs 0,05ug/ml 44,00 49,193 2,913 | <0,0001 | Oui
1ug/ml vs 0,1ug/ml 28,00 31,305 2,730 | <0,0001 | Oui
1ug/ml vs 0,25ug/mi 21,00 23,479 2,474 | <0,0001 | Oui
1ug/ml vs 0,5ug/ml 19,00 21,243 2,048 <0,0001 | Qui
0,5ug/ml vs 0,05ug/mi 25,00 27,951 2,730 | <0,0001 | Oui
0,5ug/ml vs 0,1ug/ml 9,000 10,062 2,474 | <0,0001 | Oui
0,5ug/ml vs 0,25ug/ml 2,000 2,236 2,048 | 0,033 Qui
0,25ug/ml vs 0,05pug/ml | 23,00 25,715 2,474 | <0,0001 | Oui
0,25ug/ml vs 0,1ug/ml 7,000 7,826 2,048 <0,0001 | Qui
0,1pg/ml vs 0,05ug/ml 16,00 17,889 2,048 <0,0001 | Qui
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Tableaul3. Groupes  homogenes des moyennes estimées d’inhibition
d’Acétylcholinestérase (A. Tenuissima).
Modalité | Moyennes Groupes
estimées
4 pg/ml 67,000 A
2ug/ml 53,000 B
1pg/ml 49,000 C
0,5ug/ml 30,000 D
0,25ug/ml | 28,000 E
0,1pg/ml 21,000 F
0,05pg/ml 5,000 G
Tableau 14. L’analyse de la variance ANOVA des taux d’inhibition
Acétylcholinestérase (A. niger)
Source DDL Sommedes | Moyenne des F Pr>F
carrés carrés
Modéle 6,000 2774,286 462,381 340,702 | <0,000
1
Erreur 28,000 38,000 1,357
Total corrigé 34,000 2812,286

Tableau 15. Newman-Keuls (SNK) / Analyse des différences entre les modalités avec un

intervalle de confiance a 95% (A. niger)

Contraste Diff Diff Valeur Pr> Diff Significatif
standardisée | critique
4 ug/ml vs 0,05ug/ml 27,00 | 36,646 3,172 <0,0001 Oui
4 ng/ml vs 0,1ug/ml 27,00 | 36,646 3,056 <0,0001 Oui
4 pg/ml vs 0,25ug/mi 27,00 | 36,646 2,913 <0,0001 Oui
4 pg/ml vs 0,5ug/mi 23,00 | 31,217 2,730 <0,0001 Oui
4 pug/ml vs 1ug/ml 22,00 | 29,859 2,474 <0,0001 Oui
4 nug/ml vs 2ug/ml 22,00 | 29,859 2,048 <0,0001 Oui
2ug/ml vs 0,05ug/ml 5,000 | 6,786 3,056 <0,0001 Oui
2ug/ml vs 0,1ug/ml 5,000 | 6,786 2,913 <0,0001 Oui
2ug/ml vs 0,25ug/ml 5,000 | 6,786 2,730 <0,0001 Oui
2ug/ml vs 0,5ug/ml 1,000 | 1,357 2,474 0,376 Non
2ug/ml vs 1ug/ml 0,000 | 0,000 2,048 1,000 Non
1ug/ml vs 0,05ug/mi 5,000 | 6,786 2,913 <0,0001 Oui
1ug/ml vs 0,1pug/ml 5,000 | 6,786 2,730 <0,0001 Oui
1ug/ml vs 0,25ug/mi 5,000 | 6,786 2,474 <0,0001 Oui
1pug/ml vs 0,5ug/ml 1,000 | 1,357 2,048 0,186 Non
0,5ug/ml vs 0,05pug/ml | 4,000 | 5,429 2,730 <0,0001 Oui
0,5ug/ml vs 0,1pg/ml 4,000 | 5,429 2,474 <0,0001 Oui
0,5ug/ml vs 0,25ug/ml 4,000 | 5,429 2,048 <0,0001 Oui
0,25ug/ml vs 0,05pug/ml | 0,000 | 0,000 2,474 1,000 Non
0,25ug/ml vs 0,1ug/ml 0,000 | 0,000 2,048 1,000 Non
0,1pg/ml vs 0,05ug/mi 0,000 | 0,000 2,048 1,000 Non
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Tableau 16 .Groupes homogenes des moyennes estimées d’inhibition
d’Acétylcholinestérase (A. niger)

Modalité Moyennes Groupes

estimees

4 pg/ml 28,000 A

1pg/ml 6,000 B

2ug/ml 6,000 B

0,5ug/ml 5,000 B

0,1pg/ml 1,000 C

0,25ug/mi 1,000 C

0,05ug/ml 1,000 C
Tableau 17. L’analyse de la variance ANOVA des taux d’inhibition
d’Acétylcholinestérase (Trichoderma sp)

Source DDL Sommedes | Moyenne F Pr>F

carrés des carrés

Modeéle 6,000 3710,000 618,333 309,167 <0,0001

Erreur 28,000 56,000 2,000

Total 34,000 3766,000

corrigé

Tableau 18. Newman-Keuls (SNK) / Analyse des différences entre les modalités avec

un intervalle de confiance a 95% (Trichoderma sp)

Contraste Différence | Différence | Valeur | Pr> Significatif
standardisée | critique | Diff
4 ug/ml vs 0,05ug/ml 32,000 35,777 3,172 | <0,0001 | Oui
4 pg/ml vs 0,1ug/ml 28,000 31,305 3,056 | <0,0001 | Oui
4 ug/ml vs 0,25ug/ml 19,000 21,243 2,913 | <0,0001 | Oui
4 pug/ml vs 0,5ug/ml 12,000 13,416 2,730 | <0,0001 | Oui
4 pg/ml vs 1ug/mi 11,000 12,298 2,474 | <0,0001 | Oui
4 pg/ml vs 2ug/mi 10,000 11,180 2,048 | <0,0001 | Oui
2ug/ml vs 0,05ug/ml 22,000 24,597 3,056 | <0,0001 | Oui
2ug/ml vs 0,1ug/ml 18,000 20,125 2,913 | <0,0001 | Oui
2ug/ml vs 0,25ug/ml 9,000 10,062 2,730 <0,0001 | Qui
2ug/ml vs 0,5ug/ml 2,000 2,236 2,474 | 0,082 Non
2ug/ml vs 1ug/ml 1,000 1,118 2,048 0,273 Non
1ug/ml vs 0,05ug/ml 21,000 23,479 2,913 | <0,0001 | Oui
1pg/ml vs 0,1pg/mi 17,000 19,007 2,730 <0,0001 | Oui
1pg/ml vs 0,25ug/ml 8,000 8,944 2,474 | <0,0001 | Oui
1pg/ml vs 0,5ug/ml 1,000 1,118 2,048 | 0,273 Non
0,5ug/ml vs 0,05ug/ml | 20,000 22,361 2,730 <0,0001 | Qui
0,5ug/ml vs 0,1ug/ml 16,000 17,889 2,474 | <0,0001 | Oui
0,5ug/ml vs 0,25ug/ml | 7,000 7,826 2,048 | <0,0001 | Oui
0,25ug/ml vs 0,05ug/ml | 13,000 14,534 2,474 | <0,0001 | Oui
0,25ug/ml vs 0,2ug/ml | 9,000 10,062 2,048 | <0,0001 | Oui
0,1pg/ml vs 0,05pg/ml | 4,000 4,472 2,048 | 0,000 Oui
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Tableau  19. Groupes homogenes des moyennes  estimées  d’inhibition
d’Acétylcholinestérase (Trichoderma sp)
Modalité Moyennes | Groupes
estimées
4 pg/mi 74,000 A
2ug/ml 64,000 B
1pg/ml 63,000 B
0,5ug/ml 62,000 B
0,25ug/ml | 55,000 C
0,1pg/ml 46,000 D
0,05ug/ml | 42,000 E
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Figure 35. Inhibition d’ Acétylcholinestérase & 0 minutes pour les differnets extraits

fongiques
Tableau 20. L’analyse de la variance ANOVA des taux d’inhibition
d’Acétylcholinestérase (A. alternata).
Source DDL Sommedes | Moyenne des F Pr>f
carrés carrés

Modéle 6,000 12680,636 2113,439 1232,834 <0,0001

Erreur 28,000 48,000 1,714

Total 34,000 12728,636

Corrigé

68



Tableau 21. Newman-Keuls (SNK) / Analyse des différences entre les modalités avec un

intervalle de confiance a 95% (A. alternata).

Contraste Différence | Différence | Valeur Pr> Significatif
standardisée | critique | Diff

4 pg/ml vs 0,05pg/ml 50,220 60,646 3,172 | <0,0001 | Oui

4 ug/ml vs 0,1pg/ml 48,220 58,231 3,056 | <0,0001 | Oui

4 pug/ml vs 0,25ug/ml 31,220 37,702 2,913 <0,0001 | Oui

4 pug/ml vs 0,5ug/ml 19,220 23,210 2,730 <0,0001 | Oui

4 pg/ml vs 1pg/mi 17,220 20,795 2,474 <0,0001 | Oui

4 pg/ml vs 2ug/ml 0,220 0,266 2,048 |0,792 Non
2ug/ml vs 0,05ug/ml 50,000 60,381 3,056 | <0,0001 | Oui
2pg/ml vs 0,1pg/ml 48,000 57,965 2,913 | <0,0001 | Oui
2pug/ml vs 0,25ug/ml 31,000 37,436 2,730 | <0,0001 | Oui
2pug/ml vs 0,5pg/ml 19,000 22,945 2,474 | <0,0001 | Oui
2ug/ml vs 1pg/mi 17,000 20,529 2,048 | <0,0001 | Oui
1ug/ml vs 0,05ug/ml 33,000 39,851 2,913 | <0,0001 | Oui
1pg/ml vs 0,1pg/ml 31,000 37,436 2,730 | <0,0001 | Oui
1pg/ml vs 0,25ug/ml 14,000 16,907 2,474 <0,0001 | Oui
1pg/ml vs 0,5ug/ml 2,000 2,415 2,048 |0,023 Oui
0,5pug/ml vs 0,05ug/ml 31,000 37,436 2,730 | <0,0001 | Oui
0,5ug/ml vs 0,1ug/ml 29,000 35,021 2,474 | <0,0001 | Oui
0,5ug/ml vs 0,25ug/mi 12,000 14,491 2,048 | <0,0001 | Oui
0,25pg/ml vs 0,05ug/ml | 19,000 22,945 2,474 | <0,0001 | Oui
0,25pg/ml vs 0,1pg/ml 17,000 20,529 2,048 | <0,0001 | Oui
0,1pg/ml vs 0,05ug/mi 2,000 2,415 2,048 | 0,023 Oui
Tableau  22. Groupes homogenes des moyennes  estimées  d’inhibition
d’Acétylcholinestérase a 15 minutes pour (A. alternata).

Modalité | Moy estimées Groupes

4 pg/ml 62,220 A

2ug/mi 62,000 A

1pg/ml 45,000 B

0,5ug/ml 43,000 C

0,25ug/ml 31,000 D

0,1pg/ml 14,000 E

0,05ug/mi 12,000 F
Tableau 23. L’analyse de la variance ANOVA des taux d’inhibition
d’Acétylcholinestérase a 15 minutes pour Alternaria tenuissima

Source DDL | Somme des carrés | Moyenne des carrés | F Pr>F

Modéle 6,00 | 5978,895 996,482 664,32 |<0,0001

Erreur 28,00 | 42,000 1,500

Total corrigé | 34,00 | 6020,895
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Tableau 24. Newman-Keuls (SNK) / Analyse des différences entre les modalités avec un
intervalle de confiance a 95% (A. tenuissima).

Contraste Différence | Différence | Valeur Pr> Significatif
standardisée | critique | Diff

4 pg/ml vs 0,05ug/mi 43,110 55,655 3,172 | <0,0001 | Oui

4 pug/ml vs 0,1pg/ml 31,110 40,163 3,056 <0,0001 | Oui

4 nug/ml vs 0,25ug/ml 15,110 19,507 2,913 <0,0001 | Oui

4 ug/ml vs 0,5ug/ml 14,110 18,216 2,730 | <0,0001 | Oui

4 pug/ml vs 1ug/mi 13,110 16,925 2,474 | <0,0001 | Oui

4 pg/ml vs 2ug/mi 13,110 16,925 2,048 | <0,0001 | Oui

2pug/ml vs 0,05pg/ml 30,000 38,730 3,056 | <0,0001 | Oui

2ug/ml vs 0,1ug/ml 18,000 23,238 2,913 | <0,0001 | Oui

2ug/ml vs 0,25ug/ml 2,000 2,582 2,730 | 0,069 Non
2ug/ml vs 0,5ug/ml 1,000 1,291 2,474 | 0,412 Non
2ug/ml vs 1ug/ml 0,000 0,000 2,048 | 1,000 Non
1ug/ml vs 0,05ug/ml 30,000 38,730 2,913 | <0,0001 | Oui

1pg/ml vs 0,1pg/ml 18,000 23,238 2,730 | <0,0001 | Oui

1pg/ml vs 0,25ug/ml 2,000 2,582 2,474 | 0,039 Non
1pg/ml vs 0,5pg/ml 1,000 1,291 2,048 | 0,207 Non
0,5ug/ml vs 0,05ug/ml | 29,000 37,439 2,730 | <0,0001 | Oui
0,5ug/ml vs 0,1ug/ml 17,000 21,947 2,474 | <0,0001 | Oui
0,5ug/ml vs 0,25ug/ml | 1,000 1,291 2,048 | 0,207 Non
0,25ug/ml vs 0,05ug/ml | 28,000 36,148 2,474 | <0,0001 | Oui
0,25pg/ml vs 0,1pg/ml | 16,000 20,656 2,048 | <0,0001 | Oui
0,1pg/ml vs 0,05pg/ml | 12,000 15,492 2,048 | <0,0001 | Oui
Tableau  25. Groupes homogenes des moyennes  estimées  d’inhibition
d’ Acétylcholinestérase (A. tenuissima)

Modalité Moyennes estimées | Groupes

4 pg/ml 73,110 A

1ug/ml 60,000 B

2ug/ml 60,000 B

0,5ug/ml 59,000 B

0,25ug/ml 58,000 B

0,1ug/ml 42,000 C

0,05ug/mi 30,000 D
Tableau 26. L’analyse de la variance ANOVA des taux d’inhibition
d’Acétylcholinestérase (A.niger).

Source DDL Somme des Moyenne F Pr>F
carrés des carrés

Modéle 6,000 11730,412 1955,069 2280,895 <0,0001

Erreur 28,000 24,000 0,857

Total corrigé 34,000 11754,413

70




Tableau 27. Newman-Keuls (SNK) / Analyse des différences entre les modalités avec un

intervalle de confiance a 95% (A. niger).

Contraste Différence | Diff Valeur | Pr> Significatif
Standardisée | critique | Diff
4 ug/ml vs 0,05ug/ml 52,770 90,122 3,172 <0,0001 | Oui
4 ng/ml vs 0,1ug/ml 52,770 90,122 3,056 <0,0001 | Oui
4 ng/ml vs 0,25ug/ml 52,770 90,122 2,913 <0,0001 | Oui
4 ng/ml vs 0,5ug/ml 48,770 83,290 2,730 <0,0001 | Oui
4 pug/ml vs 1pg/ml 32,770 55,965 2,474 <0,0001 | Oui
4 pug/ml vs 2pg/ml 21,770 47,426 2,048 <0,0001 | Oui
2ug/ml vs 0,05ug/ml 25,000 42,695 3,056 <0,0001 | Oui
2ug/ml vs 0,1ug/mi 25,000 42,695 2,913 <0,0001 | Oui
2ug/ml vs 0,25ug/mi 25,000 42,695 2,730 <0,0001 | Oui
2ug/ml vs 0,5ug/mi 21,000 35,864 2,474 <0,0001 | Oui
2ug/ml vs 1pg/ml 5,000 8,539 2,048 <0,0001 | Oui
1pg/ml vs 0,05ug/ml 20,000 34,156 2,913 <0,0001 | Oui
1pg/ml vs 0,1ug/ml 20,000 34,156 2,730 <0,0001 | Oui
1ug/ml vs 0,25ug/ml 20,000 34,156 2,474 <0,0001 | Oui
1pg/ml vs 0,5ug/ml 16,000 27,325 2,048 <0,0001 | Oui
0,5ug/ml vs 0,05ug/ml 4,000 6,831 2,730 <0,0001 | Oui
0,5ug/ml vs 0,1pg/ml 4,000 6,831 2,474 <0,0001 | Oui
0,5ug/ml vs 0,25ug/ml 4,000 6,831 2,048 <0,0001 | Oui
0,25ug/ml vs 0,05ug/ml | 0,000 0,000 2,474 1,000 Non
0,25ug/ml vs 0,1ug/mi 0,000 0,000 2,048 1,000 Non
0,1pg/ml vs 0,05ug/mi 0,000 0,000 2,048 1,000 Non
Tableau  28. Groupes homogenes des moyennes  estimées  d’inhibition
d’Acétylcholinestérase (A. niger).
Modalité | Moyennes estimées Groupes
4 pg/ml 53,770 A
2ug/mi 26,000 B
1ug/mi 21,000 C
0,5ug/ml 5,000 D
0,05ug/mi 1,000 E
0,1pg/ml 1,000 E
0,25ug/mi 1,000 E
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Tableau 29. L’analyse de la variance ANOVA des taux d’inhibition
d’Acétylcholinestérase (Trichoderma sp).
Source DDL | Somme des | Moyenne des | F Pr>F
carres carrés
Modeéle 6,000 | 37,886 6,314 3,778 0,007
Erreur 28,000 | 46,800 1,671
Total corrigé | 34,000 | 84,686

Tableau 30. Newman-Keuls (SNK) / Analyse des différences entre les modalités avec un
intervalle de confiance a 95% (Trichoderma sp)

Contraste Diff Diff Valeur | Pr> Significatif
Standardisée | critique | Diff

4 ug/ml vs 0,05ug/ml 3,000 | 3,669 3,172 0,016 Oui

4 ng/ml vs 0,1ug/ml 2,000 | 2,446 3,056 0,175 Non

4 ng/ml vs 0,25ug/ml 2,000 | 2,446 2,913 0,133 Non

4 pug/ml vs 1ug/ml 1,000 | 1,223 2,730 0,618 Non

4 ng/ml vs 0,5ug/ml 0,800 | 0,978 2,474 0,596 Non

4 ug/ml vs 2ug/ml 0,000 | 0,000 2,048 1,000 Non

2pug/ml vs 0,05pug/ml 3,000 | 3,669 3,056 0,012 Oui

2ug/ml vs 0,1ug/ml 2,000 | 2,446 2,913 0,133 Non

2ug/ml vs 0,25ug/ml 2,000 | 2,446 2,730 0,091 Non

2ug/ml vs 1pg/ml 1,000 | 1,223 2,474 0,450 Non

2ug/ml vs 0,5ug/ml 0,800 | 0,978 2,048 0,336 Non

0,5pug/ml vs 0,05pug/ml | 2,20 | 2,691 2,913 0,081 Non

0,5ug/ml vs 0,1ug/ml 1,20 1,468 2,730 0,470 Non

0,5ug/ml vs 0,25ug/ml | 1,20 1,468 2,474 0,321 Non

0,5ug/ml vs 1ug/ml 0,20 | 0,245 2,048 0,809 Non

1pg/ml vs 0,05ug/ml 2,00 2,446 2,730 0,091 Non

1ug/ml vs 0,1ug/ml 1,00 1,223 2,474 0,450 Non

1ug/ml vs 0,25ug/ml 1,00 1,223 2,048 0,232 Non

0,25ug/ml vs 0,05ug/ml | 1,00 1,223 2,474 0,450 Non

0,25ug/ml vs 0,1pg/ml | 0,00 | 0,000 2,048 1,000 Non

0,1pg/ml vs 0,05ug/ml | 1,00 1,223 2,048 0,232 Non
Tableau 31. Groupes homogenes des moyennes estimées d’inhibition
d’Acétylcholinestérase (Trichoderma sp)

Modalité Moyennes estimeées Groupes

2ug/mi 80,000 A

4 pg/mi 80,000 A

0,5ug/ml 79,200 A B

1pg/ml 79,000 A B

0,1ug/ml 78,000 A B

0,25ug/ml 78,000 A B

0,05ug/ml 77,000 B

72




Inhibition d'ache (%)
& w

Alternaria alternata Alternaria tenuissima Aspergillus niger Trichoderma sp

| mapg/ml ®m2pg/ml mipg/ml ®mO,5pg/ml mO,25pg/ml mO,1pg/ml mO,05ug/ml ‘

Figure 36. Inhibition d’Acétylcholinestérase a 15 minutes pour les differnets extraits
fongiques

Les inhibiteurs puissants, principalement utilisés comme toxines neurales et pesticides
(Colovic et al., 2013) se composent principalement d’alcaloides et de terpenoides (Su et
al., 2017). L'acétylcholinestérase est un enzyme carboxylestérase responsable de
I’hydrolyse rapide aprés la transmission de [D’information de 1’acétylcholine
neurotransmetteur (Cheung et al., 2012). En I’absence de cette hydrolyse, le taux
d’acétylcholine augmente et induit une activité répétitive des neurones entrainant la mort
de I’insecte (Su et al., 2017). L’extrait d’Alternaria sp isolé & partir de R. communis se
distingue par une activité inhibitrice de I’acétylcholinestérase dont le taux d’inhibition est
de 60% (Singh et al., 2012). Plusieurs champignons endophytes appartenant au genre
Alternaria spp et isolés a partir Azadirachta indica, Ocimum tenuflorum, Withania
somnifera, Vinca rosea, Ficus carica, Spindus detergens, Psidium guajava, Ricinus
communis produisent des inihibiteurs d’acetylcholinesterase d’une capacité d’inhibition
qui varie de 3% a 85% (Singh et al., 2014).

Provenant de produits de fermentation submergé, I'huperzine A est un alcaloide inhibiteur
de I’acétylcholinestérase. Celle-ci a une concentration inhibitrice médiane égale a 0,6 uM
des champignons endophytes isolés a partir d’Huperzia serrata, Aspergillus flavus LF40
(Wang et al.,, 2011a), Penicillium griseofulvum LF146 (Wang et al., 2011b),
Paecilomyces tenuis YS-13 (Su & Yang, 2015), Acremonium sp. 2F09P03B (Li et al.,

73



2007), Botrytis sp. HA23 (Ju et al., 2009), Colletotrichum gloeosporioides ES026 (Zhao
et al., 2013), Alternaria sp. YD-01 (Yang et al., 2011), Cladosporium cladosporioides
LF70 (Yang et al., 2011), Shiraia sp. SIf14 (Zhu et al., 2010) et Xylaria sp. YS-02 (Su et
al., 2011). Le champignon endophyte Aspergillus terreus produit un terpenoide inhibiteur
d’acetyl cholinestérase Territrem B & concentration inhibitrice médiane de 7,6 uM (Ling
et al., 1979). En revanche, Aspergillus terreus (No. GX7-3B) isolé a partir de Bruguiera
gymnoihiza produit le terpenoide NGA0187 a concentration inhibitrice médiane de
1,89uM (Deng et al., 2013). Mais Penicillium sp., skSGWI1L isolé a partir de Kandelia
candel, produit trois terpénoides l'arigsugacine |, l'arigsugacine F et le Territrem
présentant une bonne activité inhibitrice d'acétylcholinestérase avec des valeurs
respectives de 0,64 ; 0,37 et 7,03 uM, (Huang et al., 2013).

7. Analyse spectroscopie d’infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) en

réflexion totale atténuée (ATR) des extraits fongiques.

L’analyse FTIR-ATR de ’extrait d’A. alternata a révélé la présence des groupes
alcool (1000 - 1260 cm™), sulfone (1100 - 1150 cmY), nitro (1250 - 1400 cm™), imine
(1480 - 1690 cm'Y), ether d’enol (1600 - 1660 cm™), alcyne (2100 - 2300 cm™), hydroxyle
(3300 - 3500 cm™) (Figure. 37A). L’extrait d’A. tenuissima indique la présence des
groupes sulfone (1100 - 1150 cmY), nitro (1250 - 1400 cm™), imine (1480 - 1690 cm'Y),
éther d’enol (1600 - 1660 cm™), alcyne (2100 - 2300 cm™), hydroxyle (3300 - 3500 cm"
1y (Figure. 37B). A. niger montre la présence des groupes alcool (1000 - 1260 cm™2), nitro
(1250 - 1400 cm™), imine (1480 - 1690 cm™), alcyne (2100-2300 cm™), hydroxyle (3300
- 3500 cm™) (Figure. 38A). De méme Trichoderma sp a révélé quant a lui, la présence
des groupes alcool (1000 - 1260 cm™), nitro (1250 - 1400 cm™), éther d’enol (1600 - 1660
cm), alcyne (2100 - 2300 cm™), hydroxyle (3300 - 3500 cm™) (Figure. 38B).
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Figure 37. FTIR-ATR des Extraits d’A. alternata et d’A. tenuissima

A. A. alternata, B. A. tenuissima
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Figure 38. FTIR-ATR des extraits d’A. niger et Trichoderma sp.
A. A niger  B. Trichoderma sp.
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L’analyse FTIR-ATR permet de mieux connaitre la nature chimique et les métabolites
responsables de 1’activité insecticide des extraits des champignons endophytes. Selon
Field et al., (2008) I’analyse FTIR-ATR de D’extrait d’A. alternata et A. tenuissima
possédent des métabolites identiques a 1’opposé d’A. niger ou I’éther d’enol (1600-1660
cm™?) est absent et Trichoderma sp ol I’imine (1480-1690 cm™) fait également défaut. La
détection de groupe hydroxyle par FTIR -ATR confirme la présence de phénols et ou des
tanins dans les extraits fongiques (Sharaf et al., 2013).

Les imines et leurs derives sont reconnus depuis longtemps comme des intermédiaires
clés pour la synthése d'hétérocycles azotés, en particulier dans le domaine de la synthése
des alcaloides (Martin, 2009) ce qui implique, par conséquent, 1’existence des alcaloides
dans les extraits fongiques alors que la détection du groupe alcool par FTIR — ATR met
en exergue la présence des saponines dans les extraits fongiques (Chaib, 2010). Les
sulfones sont des membres des composés organo-soufrés qui ont été explorés en raison
de leur importance en tant qu'intermédiaires de synthéese pour la production d'une large
gamme de molécules chimiquement et biologiquement actives et ayant des activités
antibactériennes et antifongiques (Ahmad & Shagufta, 2015). Parmi les insecticides
portant un groupe sulfone appartenant a la famille chimique des phénylpyrazoles, il y a
le fipronil qui présente une excellente activité insecticide (Delso et al ., 2015). 1l se lie
aux récepteurs GABA (canaux_ioniques des membranes des neurones), ce qui les
bloquent et conduisent a une excitation du systeme nerveux due a l'accumulation du
neurotransmetteur (GABA) (acide y - aminobutyrique) aux jonctions synaptiques et puis
a la mort de I’insecte (Tingle et al., 2003). De nombreux dérivés d'alcyne sont des
intermédiaires clés dans la synthése de nombreux produits agrochimiques utilisés contre
une large gamme des mauvaises herbes, des insectes et des maladies fongiques
(Lamberth, 2009). Parmi les insecticides portant un groupe alcyne les pyréthrinoides
neurotoxiques agissant a faible dose sur le systéme nerveux central des insectes en
bloquant leur canal de sodium et en provoguant un manque de tonus nerveux et ainsi la
mort des insectes (Lamberth, 2009). Le groupe nitro est considéré comme un groupe
fonctionnel polyvalent et unique en chimie, il est utilisé dans la production de fongicides,
insecticides et herbicides (Strauss, 1979 ; Boelsterli, 2006). Parmi les groupes nitro les
plus utilisés les dinitrophénols comprennent des composés comme le 2,5-dinitro-o-crésol,
le dinoseb et le binapacryl (Ware, 1994). Les éthers d’énols sont également des

intermédiaires dans la synthése de nombreux produits insecticides (Chen et al., 2005).
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8. Dosage du teneur de métabolites secondaires

Les teneurs en polyphénols totaux, tanins, alcaloides et saponines des extraits

fongiques ont été estimées en utilisant des courbes d’étalonnage (Figure 39 A, B, C, D)

établies par I’emploi respectivement de 1’acide gallique, 1’acide tannique, 1’atropine et

I'acide oléanolique. Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalent acide

gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g d’extrait) pour le dosage des polyphénols

totaux, en mg équivalent d’acide tannique par gramme d’extrait (mg EAT/g d’extrait), en

mg équivalent d’atropine par gramme d’extrait et mg équivalent d’acide tannique par

gramme d’extrait (mg EA/g d’extrait) et en mg d’acide oléanolique par gramme d’extrait

(mg EAO/g d’extrait)
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Figure 39. Courbes d’étalonnage pour le dosage des métabolites secondaires
A : Composeés phénoliques, B : Tanins, C : Alcaloides, D : Saponines.
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Selon les résultats obtenus, les teneurs en polyphénols totaux, alcaloides et
saponines de I’extrait d ‘4. alternata sont de 83,20+0.20 mg EAG/g d’extrait, 85.27+0.21
mg EA/ g d’extrait et 4,25+0.25 mg EAO/g d’extrait respectivement. Une absence des
tanins a été constatée pour cette espece. Pour A. tenuissima, les résultats obtenus indiquent
que les teneurs en polyphénols totaux, tanins, alcaloides et saponines sont de 70,58+0.02
mg EAG/g d’extrait, 20.58+0.14mg EAT/g d’extrait, 105,5+0.06 mg EA /g d’extrait, 3,26
+ 0.12 mg EAO/g d’extrait respectivement. Pour A. niger une absence des tanins a été
constatée pour cette espece. Tandis que les teneurs en poly phénols, alcaloides et les
saponines enregistrées pour cette espece sont de 69,5 + 0,02 mg EAG/g, 95,58 + 0,16 mg
EA /g d’extrait et 2,26 + 0.10 mg EAO/g d’extrait, respectivement. Les quatre composes
bioactifs ont été détectés dans I’extrait de Trichoderma sp avec des quantités de : 89,50 +
0,05 mg EAG/g d’extrait pour les polyphénols totaux, 15,25 + 0,24 mg EAT/g d’extrait
pour les tanins, 88,26 + 0,08 EA/g d’extrait pour les alcaloides et 5,25 + 0,15 mg EAO/g
d’extrait pour les saponines (Tableau 32).

Tableau 32. Teneurs en polyphénols, tanins, alcaloides et saponines des extraits

fongiques.
Champignons Polyphénols | Tanins Alcaloides Saponines
endophytes (mg EAG/g | (mgEAT/g (mg EA/g (mg EAQO/g
d’extrait) d’extrait) d’extrait) d’extrait)
A. alternata 83,20£0.20 - 85.27+0.21 4,25+0.25
A. tenuissima 70,58+0.02 20.58+0.14 105,5+0.06 3.26+0.12
A. niger 69,5+0.02 - 95,58+0.16 2.26+0.10
Trichoderma sp. 89,50+0.05 15.25+0.24 88.26+0.08 5.25+0.15

Les teneurs en polyphénols totaux, tanins, alcaloides et saponines des extraits
fongiques ont été estimées en utilisant des courbes d’étalonnage établies par 1’emploi de
I’acide gallique, I’acide tannique, I’atropine et I'acide oléanolique respectivement. Les
résultats ont montré que les teneurs en polyphénols totaux, alcaloides et saponines de
Iextrait d ‘A. alternata sont de 83,20 + 0,20 mg EAG/g d’extrait, 85,27 + 0,21 mg EA/g
d’extrait et 4,25+0,25 mg EAO/g d’extrait respectivement. Une absence des tanins a été
constatée pour cette espéce.

Pour ce qui est d’A. tenuissima, les teneurs en polyphénols totaux, tanins, alcaloides et
saponines s’élévent a 70,58 + 0,02 mg EAG/g d’extrait, 20,58 + 0,14 mg EAT/g d’extrait,
105,5 £ 0,06 mg EA/g d’extrait, 3,26 £ 0,12 mg EAO/g d’extrait respectivement. Par
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contre A. niger se distingue par une absence des tanins, mais les teneurs en polyphénols,
alcaloides et saponines enregistrent respectivement 69,5 + 0,02 mg EAG/g, 95,58 + 0,16
mg EA/g d’extrait et 2,26 = 0,10 mg EAO/g d’extrait. Les quatre composés bioactifs
détectés dans 1’extrait de Trichoderma sp sont de 89,50 + 0,05 mg EAG/g d’extrait pour
les polyphénols totaux, 15,25 + 0,24mg EAT/g d’extrait pour les tanins, 88,26 + 0,08
EA/g d’extrait pour les alcaloides et 5,25 + 0,15 mg EAO/g d’extrait pour les saponines.
La comparaison avec d’autres travaux antérieurs portant sur le dosage des métabolites
secondaires, il ressort que le taux des polyphénols totaux d'un champignon endophyte
Penicillium sp, isolé a partir de Nothapodytes foetida a une biomasse de 59,42 mg GAE/g
(Sogra & Raj, 2013). Dans le méme ordre d’idées, le taux des polyphénols totaux des
endophytes de la plante Eugenia jambolana (Myrtaceae) sont regroupés dans le Tableau
33 suivant (Yadav et al., 2014).

Tableau 33. Taux des polyphénols totaux des endophytes de la plante Eugenia jambolana

(Myrtaceae)
Champignons Biomasse en |hampignons endophytes Biomasse mg
endophytes mg de GAE/g de GAE/g
Fusarium sp, 4,46 + 0,15 Aspergillus peyronelii, 4,23+0,15
Coprinopsis cinerea 26,70 £ 0,26 | Aspergillus nigerular 22,97 £ 0,30
Penicillium spinulosum | 23,90 + 0,20 | Aspergillus tubing alternata 60,13+ 0,41
Aspergillus flavus 48,93 £ 0,25 | Syncephalastrum racemosum 23,43+ 0,20
Isaria tenuipes 4,25+0,20 Choanephora sp 9,66 + 0,15
Coprinopsis cinere 55,43 £ 0,15 | Chaetomium sp 9,66 + 0,15
Penicillium spinulosum | 56,83 + 0,76 | Trichoderma longibrachiatum | 41,20 + 0,40
Aspergillus flavus 23,16 £ 0,25 | Aspergillus japonicas 33,83+£0,35
Isaria tenuipes 24,43 £ 0,15 | Aspergillus terreus 19,83+ 0,20
Aspergillus sp, 23,43+ 0,25

La teneur totale en phénol de I'extrait d'acétate d'éthyle de Curvularia aeria MTCC-12847
isolé a partir des feuilles de Tribulus terrestris L. est de 34,67 = 0,577 pg GAE /mg
d'extrait (Sahani et al., 2019). Alors que la teneur totale en alcaloides de I'extrait d'acétate
d'éthyle de Curvularia aeria MTCC-12847 isole de la feuille de Tribulus terrestris L. est
de 2,99 + 0,0057 pg d'extrait AE/mg (Sahani et al., 2019). La teneur phénolique totale
évaluée par le test Folin-Ciocalteu de I’extrait d’acétate d’éthyle du champignon
endophyte Cladosporium velox TN-9S isolé a partir de Tinospora cordifolia est de 730

pug/ml (Singh et al., 2016). Par ailleurs apres huit jours de fermentation, les saponines
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produites dans les cultures liquides des champignons endophytes Fusarium sp. PN8 et
Aspergillus sp. PN17 isolés a partir P. notoginseng est de 1,061 et 0,583 mg/ml,
respectivement (Jin et al., 2017).

Le taux de saponines totaux de I’endophyte Curvularia aeria MTCC-12847 dans la plante
Tribulus terrestris L. (Zygophyllaceae), est de 3,496 + 0,0057 ug de DE/mg d'extrait
(Sahani et al., 2019) tandis que celui des endophytes présents dans Aralia elata
(Araliaceae) sont variables selon les especes (Wu et al., 2012). En effet, les taux de
saponines totaux des filtrats des champignons endophytes d’Aralia elata (Araliaceae)
sont regroupés dans le Tableau 34.

Tableau 34. Les taux de saponines totaux des filtrats des champignons endophytes

d’Aralia elata (Araliaceae)

Champignons endophytes Taux de Champignons endophytes Taux de
saponines saponines

Penicillium sp 2.049 £ 0.044 | Cladospogrium cladosporioaides [0.066 + 0,006
Dictyochaeta sp 0.162 £ 0.004 | Trasarium paravichenese 0,065 + 0,003
Camarosporium leucadendri| 0.156 £+ 0.006 | Alternaria sp 0,060 + 0,006
Cladosporium sp 0.131 £ 0.003 | Corynespora smithii 0,059 + 0,002
Schizophyllum commune 0.120 £ 0.003 | Botryosphaeria dothidea 0,048 £ 0,001
Peniophora sp 0.109 + 0.006 | Nectria haematococca 0,038 + 0,004
Diaporthe sp 0.084 £ 0.005 | Cryptosporiopsis sp 0,032 £ 0,005
Epicoccum sp, 0.066 + 0.005

9. Analyse des composants volatiles des extraits fongiques

La chromatographie en phase gazeuse (CG) est une méthode d'analyse qui sépare les
composants d'un mélange en fonction de leur volatilité. Elle utilise une phase mobile
gazeuse pour transporter I'échantillon a travers une colonne stationnaire ou la séparation
des composants a lieu en fonction de leur affinité pour la phase stationnaire.

Les "pics” dans un chromatogramme CG-MS (Figure 40A, B, C, D) représentent les
différents composants séparés de I'échantillon, et chaque pic est associé a un composant
specifique présent dans I'échantillon. L'axe des abscisses du chromatogramme represente
le temps (ou le volume) de rétention des composants, tandis que l'axe des ordonnées
représente l'intensité du signal, qui est généralement proportionnelle a la quantité de
composant détecté (Figure 40).

La spectrométrie de masse (MS) est une technique analytique qui mesure la masse et la

structure des ions formés a partir de molécules ionisées. Elle permet d'identifier les
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composants d'un échantillon en fonction de leurs masses moléculaires et de leurs
fragments caractéristiques. Lorsque la chromatographie en phase gazeuse est couplée a la
spectrométrie de masse (CG-MS), elle permet une separation efficace des composants
d'un melange suivi d'une identification précise de ces composants a l'aide de leur spectre
de masse.
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Figure 40. Chromatogrammes des extraits fongiques endophytes . A. alternaria ; B. A.

tenuissima ; C. Aspergillus niger ; D. Trichoderma sp.
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L'analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (GC-MS) a été effectuée en se basant sur les données du National Institute of
Standards and Technology (NIST), permettant ainsi la détermination des noms, des poids
moléculaires et des formules moléculaires des composés volatils Figures (41, 42, 43, 44).
Les résultats (Figures 40, 41, 42, 43, 44) montrent que les champignons endophytes du
ricin commun et leurs extraits constituent une source potentielle de plusieurs métabolites
secondaires volatiles. Ces derniers sont produits par les champignons endophytes sous
forme de melanges d'hydrocarbures simples, hétérocycles, aldéhydes, cétones, acides,
alcools, esters, phénols, lipides thioalcools, thioesters et leurs dérivés, des dérives du
benzene, des cyclohexanes, des dérivés de naphtaléne (Chiron et Michelot, 2005 ; Korpi
et al., 2009 ; Ortiz-Castro et al., 2009 ; Strobel et al., 2001 ; Daisy et al., 2002 ; Strobel
et al., 2008).

L’Actinomycine C2 est un chromo peptide a activités antimicrobienne, anticancer et
antioxydante (Saravana kumar et al., 2014). L hydroxytoluéne butyle est un phénol a
activit¢  antioxydante employé comme additif alimentaire en industrie
agroalimentaire,dans 1’industrie pharmaceutique et dans la production du caoutchouc et
les produits pétroliers (Yehye et al.,2015).La désoxyspergualine est un amidine analogue
de la spergualine ,doté des activités antibiotique, immunosuppresseur et anti tumorale in
vitro et in vivo (Holmes et Twentyman.,1995).Le 4-(2-Aminoéthyl) phénol et le 4-(2-
Aminoéthyl)phénol chlorhydrate sont des ardmes alimentaires employés pour donner un
gout sucreé pour les viandes (FAO,2005). Les analogues de 2,4-Di-Tert-Butylphenol sont
dotés des activités antioxydante, anti - inflammatoire, anticancer, insecticide, nématicide,
antibactérienne, antiviral, antifongique et herbicide (Zhao et al., 2020). 3,5 — Dimethyl -
1, 3, 4 - hexane triol est un composé a activité anti cancéreuse (Prakash et al., 2020). Le
9,9 — Dimethoxybicyclo [3. 3. 1] nona - 2,4 - dione est une cétone sans activité signalée
(Dhanalakshmi & Manavalan, 2014). L’Ethyl iso-allocholate est un dérivé stéroidien avec
une activité antimicrobienne et antioxydante (Malathi et al., 2016 ; Hussein et al., 2016).
Les isoxazoles incluant I’hexahydro-1H-cyclopenta [c] isoxazole - 4, 5, 6 - triol sont des
azoles a capacité insecticide, antibactérienne, antibiotique, anti tumorale, antifongique,
antituberculeuse, anticancéreuse et ulcérogene (Chikkula & Raja, 2017). Les dérivés de
pyrazine sont des composés hétérocycliques qui ont des propriétés antimycobactériennes
(Zitko et al., 2013) effet antibactérienne (Servusova et al., 2014), antivirale
(Trehan,1990) ,antitumorale, antifongique et herbicide (Dolezal, 2006). Le 7 -

Héxadécenal, (Z) est un aldehyde a activité antivirale, utilisé également comme engrais
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organique (Devakumar et al., 2017). L'acide malique est un acide carboxylique a activité
antioxydante (Alakolanga et al., 2015). Utilisé comme acidulant dans les aliments et les
boissons (Mondala, 2015 ; Chi et al., 2016). Le nettoyage des métaux, la finition du textile
et pour solubiliser le phosphate d'aluminium dans le sol (Khan et al., 2014). Les composés
contenant de l'aziridine possédent de nombreuses activités biologiques, en particulier
antitumorale et antibactériennes, en raison de la présence du cycle aziridine (Ismail et al.,
2009).

Le naphtalene, un insecticide volatil, est toxique pour les stades adultes et larvaires de
divers lépidoptéres nuisibles. Il est aussi utilisé en administration orale pour éliminer les
parasites internes du bétail (Herbst, 2015). Le 1,5 - Pentanediamine est un composé
diamine impliquée dans la croissance et le développement des plantes (germination des
graines et dans le développement des semis, ouverture et fermeture des stomates) (Tomar
et al., 2013). L’utilisation de I’acide propénoique induit une réaction de répulsion chez
Callosobruchus maculatus, entraine une réduction de la ponte et, 24 heures aprés le
traitement, provoque une mortalité totale (Krzyzowski et al., 2020). Les dérivés
d'acétamide sont dotés des activités antioxydantes et anti-inflammatoires (Autore et al.,
2010). Le Tyrosol est un phenylethanoide antioxydant cellulaire stable, Il maintient son
activité antioxydante dans des conditions critiques par rapport aux autres polyphénols (Di
Benedetto et al., 2007). L’(E) — Hexadec — 2 - enal est un aldéhyde antifongique qui
inhibe de la croissance myceélienne et de la germination des spores des maladies fongiques
d’aprés récolte (Hamilton-Kemp et al., 1992) comme les champignons phytopathogénes
A. alternata, B. cinerea et Colletotrichum gloeosporioides in vitro (Vaughn et al., 1993).
Le Cyclopentadecanone, 2 - hydroxy est une cétone a activité anti-inflammatoire et anti
cancer (Hussein et al., 2016). Le 9,19 — Cyclolanost — 6 — ene - 3,7-diol, diacétate est un
composé a capacité insecticide contre plusieurs especes de moustiques (Almarzouqi et
al., 2016). L’ Acide 9-octadécénoique, 1,2,3-propanetriylester, (E, E, E)est un acide gras
antispasmodique et un modulateur immunitaire ( Almarzouqi et al., 2016). L’ Acide E-9-
tétradécénoique est un acide gras a activité analgésique et anti-inflammatoire
(Almarzouqi et al., 2016). Le 1,3-Pentanediol, 2,2,4-trimethyl est un glycol insecticide et
repulsive contre A.aegypti ,A.communis , A. punctor .,A. pionips ,A. excrucians, A.
cinereus, A. fitchii, A. decticus, A. impiger, Culiseta alaskensis, Culex sp., A. freeborni,
A. thainiorynchus, L. bequaerti, E. alfreddugesi (Gerber, 1966).

L’Acide 2 - dodécénoique est un acide gras a activité antivirale, antibactérienne,

anticancer, antioxydante (Sandhya et al., 2016).
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Le Trans-2-Aminocyclohexanol est un composé a activités leishmanicide et trypanocide
contre Leishmania spp. Et Trypanosoma cruzi (Rebollo et al.,2007). Le Curlone est un
composé a activité insecticide contre les larves d’Anopheles gambiae (Ajaiyeoba et
al.,2008).

Le 1, 2, 3 - Propanetriol est un composé a activité antifongique, utilisé dans la fabrication
des mélanges d'antigel, explosifs, dynamite, poudre sans fumée, comme colorants pour
solvant et dans le tannage du cuir (Ashwathanarayana & Naika, 2017). L'aspidospermine
est un indole alcaloide provoguant un blocage adrénergique relaxant ainsi les vaisseaux
et abaissant la pression artérielle des tissus urogénitaux (Deutsch et al., 1994).
L'érythritol, un alcool de sucre non glycémique, possédant un potentiel anti-
hyperglycémique et antidiabétique, réduit I'absorption du glucose par I’intestin, augmente
I'absorption du glucose par les muscles, améliore les activités des enzymes métaboliques
du glucose (Chukwuma et al., 2017). Le tyramine, N-formyl est un composé sans aucune
activité enregistrée (Ashwathanarayana & Naika, 2017). Les pyrimidinones constituent
une classe tres importante de composés hétérocycliques a capacité anti-VIH (Dzik et al.,
1993) et antimicrobienne (Sharma et al., 2014). Les coumarines sont des composés
hétérocycliques dotés des activités biologiques importantes, telles que I'inhibition de
I’agrégation plaquettaire (Cravotto et al., 2001) et de la protéase du VIH (Mitra et al.,
1998), antibactérien et anticancéreux (Kayser & Kolodziej, 2010 ; Kostova, 2005). Les
dicétopipérazines sont actifs contre les champignons phytopathogénes, notamment
Phytophthora capsici, P. colocasiae, Botrytis cinerea et Colletotrichum gloeosporioides
(Kumar & Nambisan, 2014). L'acide undécénoique est doté d’une activité¢ antifongique,
utilisé dans les crémes topiques pour le traitement des infections cutanées (Hunting,
1981). Le E, E, Z - 1, 3, 12 — Nonadecatriene - 5, 14 - diol est un alcool sans aucune
activité signalé (Hase et al., 2017). Les thiadiazolines et les thiadiazoles et leurs dérivés
possedent un large éventail d’activités biologiques et agissent comme des
anthelminthiques, antitumorale (llies et al., 2003), analgésique, anticancéreux, anti-
inflammatoire et antibactérien (Amir et Shikha, 2004). Les polycycloalcanes incluant le
2 — Hydroxy - 3, 5, 5 -triméthyl — cyclohex — 2 - énone constitue une famille de
propulseurs non toxiques largement utilises pour les roquettes et les missiles et en raison
de leurs densités (ou valeurs de chaleur volumetrique) relativement plus elevees que les
carburants raffinés traditionnels, les polycycloalcanes peuvent étre utilisé pour augmenter
la portée des avions sans augmenter le volume de leur réservoir de carburant (Chung et
al., 1999).
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L’Acide 2-oxoacétique, ester éthylique, oxime est un acide organique important dans
I’industrie chimique, cosmétique, pharmaceutique et alimentaire (Abdulwahed et al.,
2020).

Les cétones insaturées comme le 1, 1 - D2 — 2 - (d3 - methyl) — 4 — methyl — 1 - pentene
ont nombreuses propriétés pharmacologiques telles que des activités anticancéreuse,
cytotoxique, anti-inflammatoire, analgésique (Nowakowska, 2007) antibactérienne,
antifongique, antiulcéreuse (Dimmock et al., 1999). L’acide tétradécénoique possede
des activités répulsive et larvicide contre les moustiques Aedes aegypti et Culex
quinquefasciatus (Sivakumar et al., 2011). Le 12 — méthyl - E, E - 2, 13 -octadécadien -
1- ol (Wei et al., 2011) L’alcool pentadecenol (Chatterjec et al., 2017), le 2-
Imidazolidienethione, 3-(2-imidazolin-2-yl) (Sztanke et al., 2006) Le glycerine
(Nalawade et al., 2015) sont des composés a activité antibactérienne

L’ester méthylique de 1'acide 6,7-époxyoctadécanoique est une substance ajoutée a une
résine synthétique pour favoriser la plasticité et la flexibilité et réduire la fragilité des
matiéres (Greenspan & Gall,1953). Le Cyclo (L — prolyl — L - valine) est un
dicétopipérazine a activité anti - proliférative contre les lignées de cellules tumorales
humaines (Tafolla et al., 2019). Le Chimilether est un composant a capacité antioxydante
et anti-inflammatoire (Kim et al., 2013). Le 7,9 — Di —tert — butyl — 1 -oxaspiro (4,5) deca
- 6,9 — diene - 2,8 - dione est utilisé dans la fabrication des matériaux d'emballage
pharmaceutiques (Singh et al., 2018). L’ester de (2 - phényl -1,3 — dioxolan — 4 - yl)
méthylique d'acide 9 - octadécénoique, cis est un composant a capacité Antioxydante et
anti cancer (Syeda et al., 2011). Les dérivés de 3,5-diméthyl-1,3,4-hexanetriol sont dotés
d’une activité anticancéreuse (Prakash et al., 2020). La 2-éthylhexylamine est utilisée
comme intermédiaire pour fabriquer certains produits chimiques agricoles englobant les
insecticides (Hermann & Brenzinger,1987). Le 9,9 - diméthoxybicyclo [3.3.1] nona - 2,4
- dione est une cétone avec aucune activité enregistrée actuellement (Subavathy &
Thilaga, 2016). Le 9 - tétradécénoate de n - propyle est un émollient polaire utilisé dans
les préparations médicinales cosmétiques et topiques pour une bonne absorption par la
peau (Engelbrecht et al., 2012). Le 2H - Oxecin — 2 —one 3,4,7,8,9,10 — hexahydro — 4 —
hydroxy -10 — methyl , [4S-(4R*, 5E, 10S*)] est un composé a activité antimicrobienne
(Mohammed et al., 2016). Le n-Butylamine est utilisé dans la fabrication de pesticides
tels que les thiocarbazides, des produits pharmaceutiques et certains émulsifiants (Eller
et al., 2005). Le dioxa-tricyclo [4. 4. 0. 0 (3,8)] décane et ses dérivés sont des composeés

ont une activité nématicide contre une large gamme de nématodes phytoparasites
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(Geivandov et al., 1989). Ces résultats montrent que les champignons endophytes du ricin
commun et leurs extraits constituent une source potentielle de plusieurs métabolites
secondaires a activités insecticides et peuvent étre utilisés comme insecticides de contact
ou ingestion contre L. Migratoria. Ainsi que d’autres métabolites a activités nématicide,
antimicrobienne, anticancéreuse, antioxydante, anti-inflammatoire, antibactérienne,
antifongique, antiulcéreuse, antiproliférative, analgésique, cytotoxique, anthelminthique,
antiviral, leishmanicide, trypanocide, antispasmodique, herbicide, immunosuppresseur
qui peuvent étre utilisés dans 1’industrie chimique, cosmétique, pharmaceutique,

alimentaire et agronomique.
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Composé chimique volatile :
(Actinomycine C2)

Formule : (C63H88N12016)

Poids moléculaire (g/Mol) : 1268
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Composé chimique volatile :

Chlorhydrate de 4- (2-aminoéthyl) phénol
Formule : CgH1,CLNO

Poids moléculaire (g/Mol) : 173
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Composé chimique volatile : Hydroxytoluéne

butylé
Formule : (C63H88N12016) 1 C1sH20
Poids moléculaire (g/Mol) : 220
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Composé chimique volatile ;
Désoxyspergualine

Formule : (C17H37N703

Poids moléculaire (g/Mol) : 387
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Composé chimique volatile : Chimilether
Formule : (CegHggleole) 1 C21H1403
Poids moléculaire (g/Mol) : 344
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Composé chimique volatile : 2,6-Di-tert-
butyl-4-méthyl-phénol

Formule : C15H240

Poids moléculaire (g/Mol) : 220
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Composé chimique volatile : 3,5-diméthyle- Compose chimique volatile : 9,9-
1,3,4-hexane triol diméthoxybicyclo [3.3.1] nona-2,4-dione
Formule : CgH1503 Formule : C11H1604
Poids moléculaire (g/Mol) : 162 Poids moléculaire (g/Mol) : 212
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Compose chimique volatile : 1so-allocholate
d'éthyle

Formule : CsH140s

Poids moléculaire (g/Mol) : 436

U T N N A

Composé  chimique  volatile:  7-
hexadécénal, (Z)
Formule : C16H300

Poids moléculaire (g/Mol) : 238

Figure 41. Chromatogrammes des Composants volatils du champignon

endophyte A. niger
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Composé chimique volatile : Hexahydro-1H-

cyclopenta [c] isoxazole-4,5,6-triol

Composé chimique volatile : 2,3,6,7,8,8a-
hexahydropyrrolo [1,2-a] pyrazine-1,4-dione

Formule : CsH11NO4
Poids moléculaire (g/Mol) : 161
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. 7-Hydroxy-3-

(1,1-diméthylprop-2-ényl) coumarine

Formule : C14H1403
Poids moléculaire (g/Mol) : 230
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Composeé chimique volatile : 3-

isobutylhexahydropyrrolo [1,2-a] pyrazine-

1,4-dione
Formule : C11H1sN20;
Poids moléculaire (g/Mol) : 210

Formule : C;H10N20>
Poids moléculaire (g/Mol) : 154
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Composeé chimique volatile : 2-

Imidazolidiénethione, 3- (2-imidazolin-2-yl)

Formule : C¢H1oN4S
Poids moléculaire (g/Mol) :170
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Composé chimique volatile : L-Leucine, N-
cyclopropylcarbonyl-, ester dodécylique

Formule : C2Ha1NO3
Poids moléculaire (g/Mol) : 367

N 1 ¥ @ lgg: i -

60: ) E [ il

40' o0 4 §

™ 0 0 20:1 hj M S ks

] . . ] s BB s
LI N —— ks | :
BN I T N 1 O 1 R/ O I T T N N 1 A

Composé chimique volatile : L'acide
malique

Composé chimique volatile : 4-méthyl-2,7-

Formule : C4HsOs

Poids moléculaire (g/Mol) : 134

[

dioxa-tricyclo [4.4.0.0 (3,8)] décane
Formule : CyH140,
Poids moléculaire (g/Mol) : 154
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Composé chimique volatile : 9-
tétradécénoate n-propyle
Formule : C17H30;

Poids moléculaire (g/Mol) : 268

Composé chimique volatile : N- [4-
cyclooctylaminobutyl] aziridine
Formule : C14H2sN>

Poids moléculaire (g/Mol) : 224

Figure 41. Chromatogrammes des Composants volatils du champignon
endophyte A. niger (suite)
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Composé chimique volatile : 15-
5,6,7,8-octahydro-1H-naphtaléne-1,8a-diol pentanediamine
Formule : C10H1802 Formule : pSHlleZ
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Composé chimique volatile : Phénol, 4- (2-
aminoéthyl)

Formule : CsH11NO

Poids moléculaire (g/Mol) : 137

Composé chimique volatile : Phénol, 3,5-bis (1,1-
diméthyléthyle) -

Formule : C1sH220

Poids moléculaire (g/Mol) : 206
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Composé chimique volatile : Phénol, 2,6-bis
(1,1-diméthyléthyle)

Formule : C14H220

Poids moléculaire (g/Mol) : 206
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Composé chimique volatile Phénol, 2,2'-
méthylénebis [6- (1,1-diméthyléthyle) -4-méthyl-
Formule : C23H3202

Poids moléculaire (g/Mol) : 340
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Composé  chimique volatile 2,5-
pipérazinedione, 3,6-bis (2-méthyle propyle)
Formule : C12H22N202

Poids moléculaire (g/Mol) : 226
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Composé chimique volatile Ester 2-
méthylique, 2-éthyle-3-hydroxyhexylique
d'acide propanoique
Formule : C12H2403
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Composé chimique volatile : Pyrrolo [1,2-a]
pyrazine-1,4-dione, hexahydro-

Composé chimique volatile : Pyrrolo [1,2-a]

pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3- (2-
Formule : C7H1oN202 méthylpropyl) -
Poids moléculaire (g/Mol) : 154 Formule :  CuHisN20:
Poids moléculaire (g/Mol) : 210
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Composé chimique volatile : Acide E-9-
tétradécénoique

Formule : C14H2602

Poids moléculaire (g/Mol) : 226

Composé chimique volatile
tétradécénoique

Formule : C14H260>

Poids moléculaire (g/Mol) : 226

: Acide Z-11-

Figure 41. Chromatogrammes des Composants volatils du champignon
endophyte A. niger (suite)
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Composé chimique volatile : Acétamide, N- [2-

[4- (acétyloxy) phényl] éthyl] -

Formule : C12HisNOs

Poids moléculaire (g/Mol) : 221
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Composé chimique volatile : BHT; Phénol, 2,6-bis
(1,1-diméthyléthyl) -4-méthyl-

Formule : C15H240

Poids moléculaire (g/Mol) : 220
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Composé chimique volatile : 1,2,3,4-butanetétrol Composé chimique volatile : 1,2,3,4-butanetétrol,
Formule : C4H1004 [S-(R* R*)]
Poids moléculaire (g/Mol) : 122 Formule : C4H1004
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Composé chimique volatile : Hydroxytoluéne Composé chimique volatile : Chimilether
butylé Formule : C21H4403

Formule : C1sH240
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Composé chlmlque volatile : 9,9-diméthoxybicyclo Composé chimique volatile : 3,5-diméthyl-1,3,4-
[3.3.1] nona-2,4-dione hexanetriol
Formule : C11H1604 Formule : CgHi1s0s3
Poids moléculaire (g/Mol) : 212 Poids moléculaire (g/Mol) : 162
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Composé chimique volatile : 1,1-D2-2- (d3-méthyl)
-4-méthyl-1-penténe
Formule : C7H9D5

Composé chimique volatile : 2,6-Di-tert-butyl-4-
méthyl-phénol
Formule : C1sH240

Poids moléculaire (g/Mol) : 220 Poids moléculaire (g/Mol) : 103
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Composé chimique volatile: lso-allocholate ~ Composé chimique volatile : Erythritol
d'éthyle Formule : C4H1004

Formule : C26Ha40s

Poids moléculaire (g/Mol) : 122
Poids moléculaire (g/Mol) : 436

Figure 42. Chromatogrammes des Composants volatils du champignon
endophyte A. alternata

90



1007

W
W
- 11§
d || AN
< W Tom H
LE N i
13 1 ﬂqm
] ol i 1
: i
o& % M B Om N M OW W M W W D oM M W 40 7 00 13 160 19 20 230 280 300 M 30 40 £ 40 40

Composé chimique volatile : Hexane-1,3,4-
triol, 3,5-diméthyle

Formule : CgH1803

Poids moléculaire (g/Mol) : 162

Composé chimique volatile : 7-hexadécénal, (2)
Formule : C16H300
Poids moléculaire (g/Mol) : 238
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Compose chlmlque volatile: 2,3,6,7,8,8a-
hexahydropyrrolo [1,2-a] pyrazine-1,4-dione
Formule : C7H10N202

Poids moléculaire(g/Mol): 154
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Composé chimique volatile : 4-méthyl-2,7-
dioxa-tricyclo [4.4.0.0 (3,8)] décane
Formule : CoH1402

Poids moléculaire (g/Mol) : 154
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Composé chimique volatile : L'acide malique
Formule : C4HsOs
Poids moléculaire (g/Mol) :134
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Composé chimique volatile : Acide 9-octadécénoique,
ester (2-phényl-1,3-dioxolan-4-yl) méthylique, cis-
Formule : C2sH4404

Poids moléculaire (g/Mol) : 444
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Composé chimique volatile : 2H-oxécine-2-one,
3,4,7,8,9,10-hexahydro-4-hydroxy-10-méthyl-,
[4S- (4R *, 5E, 10S *)] -

omposé chimique volatile: 2,3,4,4a, 5,6,7,8-
tahydro-1H-naphtaléne-1,8a-diol
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Poids moléculaire (g/Mol) : 184
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Composé chimique volatile : 1,5-pentanediamine Composé chimique volatile : Trans-2-
Formule : CsH1N2 Aminocyclohexanol

Poids moléculaire (g/Mol) : 102

Formule : CsHi3No
Poids moléculaire (g/Mol) : 115
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Composé chimique volatile : 1,3-pentanediol, 2,2,4-

triméthyl-
Formule : CgH1802
Poids moléculaire (g/Mol) : 146

I (A L O (R A )

Composé chimique volatile : Ester 2-méthylique, 2-éthyl-
3-hydroxyhexylique d'acide propanoique

Formule : C12H2402

Poids moléculaire (g/Mol) : 146

Figure 42. Chromatogrammes des Composants volatils du champignon endophyte
A. alternata (Suite)
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Composé chimique volatile : Phénol, 3,5-bis (1,1- Composé chimique volatile : Phénol, 2,6-bis (1,1-

diméthyléthyl) -
Formule : C14H220
Poids moléculaire (g/Mol) :206

I

diméthyléthyl) -
Formule : C1H220
Poids moléculaire (g/Mol) : 206
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Composé chimique volatile : Phénol, 2,2'-méthylénebis
[6- (1,1-diméthyléthyl) -4-méthyl-

Formule : Ca3H3202

Poids moléculaire (g/Mol) : 340

Composé chimique volatile : Pyrrolo [1,2-a] pyrazine-
1,4-dione, hexahydro-

Formule : C7H10N202

Poids moléculaire (g/Mol) : 154
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Composé chimique volatile : Pyrrolo [1,2-a] pyrazine- Composé chimique volatile : Tyrosol, acetate
1,4-dione, hexahydro-3- (2-méthylpropyl) Formule : C10H1203
Formule : C11H1sN2O2 Poids moléculaire (g/Mol) : 180
Poids moléculaire (g/Mol) :210
100_ L ]
8 J W b
60: M ) 60: 5 E:1/%/\/\/\/\
«] é A 1oy :
q 1 1
A H I
1 §}9‘1586§l“ Ju ] 165 i ||j|\l Mn i
04 0 M 130 W % 2 2 M M M M M M M & 0 4 D oW W WMWK M MW A B K S

Composé chimique volatile : Tyramine, N-
formyl-

Formule : CgH11NO;

Poids moléculaire (g/Mol) : 165

Composé chimique volatile : acide trans-2-
undécénoique

Formule : Ci1H2002

Poids moléculaire (g/Mol) : 184

Figure 42. Chromatogrammes des Composants volatils du champignon endophyte

A. alternata (suite)
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Composé chimique volatile : Aspidospermidin-17-ol, 1-
acétyl-16-méthoxy-Formule : C22H30N203
Poids moléculaire (g/Mol) : 370

I N T M T

Composé chimique volatile : Hydroxytoluéne
butylé
Formule : CisH240

Poids moléculaire (g/Mol) : 220
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Composé chimique volatile : BHT; Phénol, 2,6-bis (1,1-
diméthyléthyl) -4-méthyl-

Formule : CisH220

Poids moléculaire (g/Mol) : 220
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Compose chlmlque volatile : 2-butylamine, N-
nonyl-

Formule : Ci3HoN

Poids moléculaire (g/Mol) : 199
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Composé chimique volatile
diol, diacétate

Formule : C34Hs3DO4

Poids moléculaire (g/Mol) : 527

: 9,19-cyclolanost-6-ene-3,7-

Composé chimique volatile : Cyclopentadécanone,
2-hydroxy-Formule : CisH2s02
Poids moléculaire (g/Mol) : 240

Composé chimique volatile : Acide 2-dodécénoique
Formule : Ci2H220:
Poids moléculaire (g/Mol) : 198
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Composé chimique volatile : Ester méthylique de l'acide
6,7-époxyoctadécanoique

Formule : CigH3s03

Poids moléculaire (g/Mol) : 312
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Composé chimique volatile : 2,6-Di-tert-butyl-4-
méthyl-phénol

Formule : CisH240

Poids moléculaire (g/Mol) : 220
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Composé chimique volatile :
éthylhexylamine, N, N-dipentyl-
Formule : C1gH3oN

Poids moléculaire (g/Mol) : 269

2-

Figure 43. Chromatogrammes des Composants volatils du champignon endophyte

A. tenuissima
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Composé chimique volatile : 6-Hydroxy-3-methyl-

9-oxabicyclo [3.3.1] nonan-2-one
Formule : CoH1403
Poids moléculaire (g/Mol) : 170

Composé chimique volatile : 3-

Isobutylhexahydropyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-
dione

Formule : C11H1sN202
Poids moléculaire (g/Mol) : 210
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Composé chimique volatile : Hexane-1,3,4-triol, 3,5-

T ‘11‘0‘ WO W W W M W W W o m

om Composé chimique volatile : 2,3,6,7,8,8a-
diméthyle hexahydropyrrolo [1,2-a] pyrazine-1,4-dione
Fo_rmule:CengOg Formule : C7H10N202

Poids moléculaire (g/Mol) : 162 Poids moléculaire (g/Mol) : 154
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Composé  chimique  volatile:  2,3,6,7,8,8a-

hexahydropyrrolo [1,2-a] pyrazine-1,4-dione
Formule : C7H10N202

Poids moléculaire (g/Mol) : 154

Composé chimique volatile : 12-méthyl-E, E-
2,13-octadécadién-1-ol

Formule : C19H360

Poids moléculaire (g/Mol) : 280
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Composé chimique volatile : (E) -Hexadéc-2-énal
Formule : C16H300
Poids moléculaire (g/Mol) : 238
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Composé chimique volatile
Nonadécatriéne-5,14-diol
Formule : C19H3402

Poids moléculaire (g/Mol) : 294
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Composé chimique volatile : 2-Oxoacetic acid, ethyl
ester, oxime

Formule : CsH7NO3
Poids moléculaire (g/Mol) : 117

Composé chimique volatile Ester 1,2,3-
propanetriylique d'acide 9-octadécénoique, (E, E,
E)
Formule : Cs7H10406

Poids moléculaire (g/Mol) : 885

Figure 43. Chromatogrammes des Composants volatils du champignon
endophyte A. tenuissima (suite)
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Composé chimique volatile : Phénol, 3,5-bis (1,1 -

diméthyléthyl) -
Formule : C14H220
Poids moléculaire (g/Mol) : 206

10

Composé chimique volatile : Phénol, 2,6-bis (1,1-
diméthyléthyl) —

Formule : Ci14H20

Poids moléculaire (g/Mol) : 206

] T 1007
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Composé  chimique  volatile:  Phénol, 2.2- Compose-chlmlque volatile : Z-11-Pentadécénol
méthylénebis [6- (1,1-diméthyléthyl) -4- Formule : CisHs
méthyl- Formule : CasHz02 Poids moléculaire (g/Mol) :226
Poids moléculaire (g/Mol) : 340
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Composé chimique volatile : Pyrrolo [1,2-a] Composeé chimique volatile : Pyrrolo [1,2-a]
pyrazine-1,4-dione, hexahydro py,razme-l,4-d|one, hexahydro-3- (2-
Formule : C7H1o0N202 méthylpropyl) -
Poids moléculaire (g/Mol) : 154 Formule : C11H1sN20,
Poids moléculaire (g/Mol) : 210
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Composé chimique volatile : 2,5-pipérazinedione, Composé chimique volatile : 4 (1H) -Pyrimidinone,
3,6-bis (2-méthylpropyl) - 6-amino-2-méthyl-5-nitroso-
Formule : Ci2H22N20: Formule : CsHsN4O2
Poids moléculaire (g/Mol) : 226 Poids moléculaire (g/Mol) : 154
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Composé chimique volatile : 8H- [1,2,5] Thiadiazolo [3,4-€]
[1,4] diazépin-8-one, 4,5,6,7-tétrahydro

Formule : CsHsNsOS

Poids moléculaire (g/Mol) : 170

Figure 43. Chromatogrammes des Composants volatils du champignon endophyte
A. tenuissima (suite)
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Composé chimique volatile : 1,2,3,4-
butanetétrol

Formule : C4H1004
Poids moléculaire (g/Mol) :122
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Composé chimique volatile : BHT; Phénol,
2,6-bis (1,1-diméthyléthyl) -4-méthyl-
Formule : CisH240

Poids moléculaire (g/Mol) :220
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Composé chimique
Hydroxytoluene butylé
Formule : Cy5H240

Poids moléculaire (g/Mol) : 220
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Composé chimique volatile : Chimilether
Formule : C21H4403
Poids moléculaire (g/Mol) : 344

10 y Iy T

B "

o ] '
i i y Q\(
" 2 5,513 § ) 9;4 mlj s g m‘%“:%l L EIALAIRT.

VR A AR A T A A A A DT T A

Composé chimique volatile : Curlone
Formule : C15H2,0
Poids moléculaire (g/Mol) : 218
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Composé chimique volatile : 9,9-

diméthoxybicyclo [3.3.1] nona-2,4-dione
Formule : C11H1604
Poids moléculaire (g/Mol) : 212

Composé chimique volatile : Cyclo (L-
prolyl-L-valine)

Formule : C1oH16N20;

Poids moléculaire (g/Mol) : 196

U]

m

T R Y S R P

Composé chimique volatile : 1,1-D2-2- (d3-
méthyl) -4-méthyl-1-penténe

Formule : C;HyDs

Poids moléculaire (g/Mol) : 103

Figure 44. Chromatogrammes des Composants volatils du champignon endophyte
Trichoderma sp
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Compose chimique volatile : 7,9-Di-tert-butyl-

1-oxaspiro (4,5) déca-6,9-diéne-2,8-dione
Formule : C17H2403

Poids moléculaire (g/Mol) : 276

Composé chimique volatile : 2,6-Di-tert-butyl-
4-méthyl-phénol

Formule : Cy5H240

Poids moléculaire (g/Mol) : 220

—
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Composé chimique volatile : Erythritol Composé chimique volatile: Acide 2-
Formule : C4HeOs dodécénoique

Poids moléculaire (g/Mol) : 134

Formule : C12H2,0,
Poids moléculaire (g/Mol) : 198
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Composé chimique volatile
1,3,4-triol, 3,5-diméthyle
Formule : CgH1503

Poids moléculaire (g/Mol) : 162

. Hexane-

Composé chimique volatile : 7-Hydroxy-3-
(1,1-diméthylprop-2-ényl) coumarine
Formule : C14H1403

Poids moléculaire (g/Mol) : 230
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Composé  chimique  volatile:  Iso- Composé chimique volatile : glycérine
allocholate d'éthyle

Formule : C2sHa40s
Poids moléculaire (g/Mol) : 436

Formule : C3HgO3
Poids moléculaire (g/Mol) : 92

Figure 44. Chromatogrammes des Composants volatils du champignon

endophyte Trichoderma sp (suite)
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Composé chimique volatile : 2-Hydroxy-
3,5,5-triméthyl-cyclohex-2-énone
Formule : CyH1402

Poids moléculaire (g/Mol) : 154
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Composé chimique volatile : Ester 2-
méthylique, 2-éthyl-3-hydroxyhexylique
d'acide propanoique

Formule : C14H20

Poids moléculaire (g/Mol) : 206
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Composé chimique volatile : Phénol, 2,6-bis
(1,1-diméthyléthyle)

Formule : C14H2,0
Poids moléculaire (g/Mol) : 206
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Composé chimique volatile : 2,3,6,7,8,8a-
hexahydropyrrolo [1,2-a] pyrazine-1,4-dione
Formule : C11H1gN2O2  Poids moléculaire

Composé chimique volatile : Phénol, 3,5-bis
(1,1-diméthyléthyl) -

Formule : C7H10N20>

Poids moléculaire (g/Mol) : 154
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Composé chimique volatile :
Isobutylhexahydropyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-
dione

Formule : C4HsOs
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Poids moléculaire (g/Mol) :
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Composeé chimique volatile : L'acide malique
Formule : C4HeOs
Poids moléculaire (g/Mol) : 134

Composé chimique volatile : 4-méthyl-2,7-
dioxa-tricyclo [4.4.0.0 (3,8)] décane
Formule : CgH1402

Poids moléculaire (g/Mol) : 154
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Composé chimique volatile : 2H-oxécine-2-
one,  3,4,7,8,9,10-hexahydro-4-hydroxy-10-
méthyl-, [4S- (4R *, 5E, 10S *)]

Formule : C1oH1603

Poids moléculaire (g/Mol) : 184

Composé chimique volatile : 1,2,3-
propanetriol
Formule : CsHuaN;

Poids moléculaire (g/Mol) :102

Figure 44. Chromatogrammes des Composants volatils du champignon endophyte
Trichoderma sp (suite)
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Composé chimique volatile : 1,5-
pentanediamine
Formule : CsH14N>

Poids moléculaire (g/Mol) : 102
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Composé chimique volatile : Phénol, 2,2'-
méthylénebis [6- (1,1-diméthyléthyl) -4-
méthyl-

Formule : Co3H3,0,

Poids moléculaire (g/Mol) : 340
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Composé chimique volatile : Pyrrolo [1,2-a]
pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3- (2-
méthylpropyl) -

Formule : C11H1sN20;

Poids moléculaire (g/Mol) :210
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Composeé chimique volatile : Tyrosol, acetate
Formule: CgH11NO,
Poids moléculaire (g/Mol) : 165
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Composé chimique volatile : Pyrrolo [1,2-3]
pyrazine-1,4-dione, hexahydro-
Formule : C7H1oN20;

Poids moléculaire (g/Mol) : 154

Figure 44. Chromatogrammes des Compos
Trichoderma
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Composé chimique volatile : acide trans-2-
undécénoique

Formule : C10H1203

Poids moléculaire (g/Mol) : 180
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Composé chimique volatile : Tyramine, N-
formyl-
Formule : CsH1sNo

Poids moléculaire (g/Mol) : 115
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Composé chimique volatile:  Trans-2-
Aminocyclohexanol
Formule : CeH13No

Poids moléculaire (g/Mol) : 115

ants volatils du champignon endophyte
sp (suite)




I1l. DISCUSSION GENERALE

Les champignons endophytes résident dans les tissus internes des plantes hotes
sans provoquer de signes visibles d’infection (Porras Alfaro et Bayman, 2011 ; Kaur,
2020)
Cette capacité a coloniser les tissus internes des plantes a fait des endophytes un outil
précieux pour améliorer les performances des cultures en agriculture (Zhang et al., 2012).
En outre, ces champignons jouent un réle crucial dans la protection des plantes hotes
contre les insectes ravageurs et les champignons phytopathogenes (Breen, 1993 ; Clement
et al., 2005 ; Reinhold-Hurek & Hurek, 2011). Ils produisent au cours de leur phase de
croissance active de nombreux metabolites secondaires bioactifs volatils et non volatils,
a capacité insecticide et répulsive pour les insectes. Ces métabolites peuvent étre
similaires a ceux de leurs hétes respectifs ou encore plus actifs (Strobel, 2003 ;
Mantzoukas et Lagogiannis, 2019 ; El-Sayed et al., 2020). En conséquence, les
endophytes fongiques ont trouvé de nombreuses applications en agrochimie, renforcant
ainsi leur importance dans la protection et I'amélioration des cultures (Nisa et al., 2015).
Parmi les métabolites secondaires a activités insecticide et antifongique produits par les
champignons endophytes, on trouve les chitinases, les protéases, ainsi que les molécules
inhibitrices de I'acétylcholinestérase telles que les alcaloides et les flavonoides (Pérez et
al., 2014 ; Lopez-llorca et al., 2002 ; Tiwari et al., 2011). En effet, ces composes jouent
un role essentiel en protection des végétaux et agissent contre les acridiens tels que L.
migratoria et B. cinerea. Les chitinases sont induites en présence de chitine colloidale
comme source de carbone, et elles exercent une activité hydrolytique contre la chitine.
Celle-ci est decomposee en molecules de faible poids moléculaire sous I’action des
chitinases. En présence de caséine, les protéases en tant que source d'azote, présentent
une activité proteolytique ; Elles sont sécrétées par de nombreuses especes de
champignons endophytes. Les mécanismes de production de chitinases et de proteases
sont courants chez les champignons entomopathogénes, notamment les Trichoderma spp
qui jouent un réle clé lors de l'infection des insectes (Seidl, 2008). Ils contribuent
également a la résistance des plantes hétes contre les champignons phytopathogenes (Tan
& Zou, 2001). En paralléle, les métabolites secondaires non volatils, tels que les
alcaloides, les phénols, les terpénoides, les saponines, et les tanins, sont également
impliqués dans la défense des plantes contre les insectes (Kortbeek et al., 2019 ; Taye &
Borkataki, 2020 ; Hussain et al., 2019). Les alcaloides, par exemple, agissent en tant que

composants dissuasifs et anti-alimentaires pour divers insectes herbivores. Les phenols
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exercent leur effet toxique par ingestion tandis que les saponines agissent en tant
qu'insecticides, répulsifs, perturbateurs de la mue et régulateurs de la croissance des
insectes en perturbant la synthése des ecdystéroides. Les tanins agissent en tant que
répulsifs alimentaires.

Les champignons produisent des molécules inhibitrices de I'acétylcholinestérase
qui pourraient étre utilisées en agriculture pour lutter contre les insectes et autres
arthropodes nuisibles en agissant sur leur systéeme nerveux (Singh et al., 2012 ; Cheung
et al., 2012 ; Su et al., 2017). Parmi ces composés, les terpénoides ont une activité
répulsive contre les insectes en réduisant le contact plante-insecte et la transmission de
maladies virales. lls agissent également en tant que toxines neurales qui affectent le
systeme nerveux des insectes (Su et al., 2017). L’acétylcholinestérase est une enzyme
carboxylestérase qui catalyse I’hydrolyse rapide du neurotransmetteur acétylcholine. Si
cette hydrolyse ne se produisait pas, une augmentation du niveau d’acétylcholine induirait
une activité neuronale répétitive, ce qui entrainerait une diminution de 1’activité motrice
de I’insecte et conduirait finalement a sa mort (Champ, 1986).

La détection de groupes hydroxyle, alcool, et imine par FTIR-ATR confirme la
présence de phénols, tanins, saponines, et alcaloides dans les extraits fongiques (Sharaf
etal.,, 2013 ; Veigaet al., 2018 ; Lv et al., 2021). Les imines et leurs dérivés sont depuis
longtemps reconnus comme des intermédiaires clés dans la synthése de composés
hétérocycliques azotés, notamment dans le domaine de la synthése d'alcaloides (Lv et al.,
2021). Les groupes sulfone, nitro, ethers d'énol et derivés alcynes sont largement
reconnus comme des groupes fonctionnels exceptionnels en chimie, fréquemment utilisés
en tant gu'intermédiaires clés dans la synthese de nombreuses molécules chimiguement
et biologiquement actives possédant des propriétés insecticides (Liu et al., 2015 ; Yu et
al., 2016 ; Nishiwaki, 2020). Les sulfones, sont des composés organosoufrés qui ont été
étudiés en raison de leur réle essentiel en tant qu'intermédiaires de synthese pour produire
une vaste gamme de molécules ayant des propriétés insecticides (Yu et al., 2016). De
plus, de nombreux dérivés alcynes sont importants dans la fabrication de divers
insecticides, parmi lesquels on cite les pyréthroides neurotoxiques. Ces derniers agissent
a faibles doses sur le systeme nerveux central des insectes en bloquant les canaux sodium,
ce qui provoque une perte de tonus nerveux et entraine ainsi la mort de I’insecte
(Soderlund, 2012). Le groupe nitro est également un groupe fonctionnel remarquable en
chimie ; il est frequemment employé dans la production de produits chimiques agricoles

tels que les fongicides et les insecticides (Nishiwaki, 2020). Les éthers énoliques
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interviennent communément dans la synthése de nombreux produits insecticides (Liu et
al., 2015).

De plus, on y trouve des composés volatils qui présentent un potentiel insecticide, tels
que le naphtalene et les analogues de 1,3-pentanediol, 2,2,4-triméthyl et 2,4-di-tert-
butylphénol qui ont été mis en exergue par Herbst (2015), Gerber (1966), Zhao et al.
(2020). Le naphtalene, un insecticide volatil, présente une toxicité pour les stades
larvaires et adultes de divers lépidoptéres nuisibles. De plus, il est utilisé en
administration orale pour éradiquer les parasites internes chez le bétail (Herbst, 2015 ;
Chikkula et Raja, 2017 ; Krzyzowski et al., 2020). Les isoxazoles, par le biais des azoles,
en l’occurrence l'acide propénoique provoquent également un effet répulsif chez
Callosobruchus maculatus ; ils réduisent la ponte et entrainent une mortalité de 100 %
apres 24 heures de traitement.

Lors de notre expérimentation et aprés l'application des extraits fongiques sur L.
migratoria, il y a eu apparition notable des signes d'intoxication, notamment une
réduction de l'activité motrice, une défécation intense et une déshydratation, ce qui
pourrait étre attribué aux effets des extraits fongiques (Kemassi et al., 2018). La couleur
rouge brique observée sur la cuticule des insectes est due probablement a une
surproduction de p-carotene tandis que la pigmentation sombre sur le tractus digestif peut
étre attribuée a la présence spécifique de la mélanine (Yang et al., 2019 ; Chauvin, 1956).
La couleur noir foncé dans l'abdomen suite au traitement pourrait résulter d'une
mélanisation excessive provoquée par la toxicité intestinale, entrainant des perturbations
de la fonction nerveuse due aux effets nocifs sur le systéme nerveux central. De plus, cela
pourrait résulter d'une distension, d'une nécrose cellulaire et d'une réaction physiologique
visant a guérir les blessures intestinales. L'incapacité des criquets a absorber et a assimiler
les nutriments conduit finalement a une carence en protéines et en lipides, ce qui entraine
la mort des insectes (Shamim et al., 2014).

Les entomopathogénes fongiques, tels que les champignons entomopathogenes
endophytes, jouent un réle crucial en tant que facteurs régulateurs écologiques pour la
gestion des populations d'insectes (Vega et al., 2009). Ces champignons
entomopathogenes endophytes infectent et tuent les insectes en produisant des
métabolites secondaires, notamment des mycotoxines, qui contournent les mécanismes
de défense des criquets et décomposent la cuticule de ces derniers (Butt et al., 2016). Des
études antérieures ont demontreé les propriétés insecticides prometteuses des champignons

endophytes. A titre d’exemple, le composé 6,8-di-O-méthylbipolarine, produit par le
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champignon Acremonium vitellinum, a donné une activité larvicide notable contre les
larves du troisiéme stade de Helicoverpa armigera (Lepidoptera : Noctuoidea) a une DLso
égale 2 0,72 mg/ml (Yuan et al., 2020). De méme, I’endophyte Curvularia lunata MRDS
302 posséde une activité insecticide exceptionnelle en provoquant un taux de mortalité
maximal de 100 % parmi les larves de premier stade de Sesamia cretica (Lepidoptera :
Noctuidae) (EL-Lebody et al., 2021). Aprés le traitement topique a 1’aide d’un filtrat de
culture de Trichoderma harzianum Pers., a une concentration de chitinase de 2000 U/ml,
celui-ci a engendré un taux de mortalité de 70 % parmi les larves de H. armigera Hub.
(Lepidoptera : Noctuidae) (Binod et al., 2007). Il en est de méme pour Alternaria sp. Cas
1 (JX177676), qui présente un taux d'inhibition de I'acétylcholinestérase atteignant 78 %
(Singh et al., 2012). Nous rappelons qu’A. alternata et A. tenuissima sont des sources
exceptionnelles de métabolites secondaires a la fois volatils et non volatils, dotés d'une
forte activité insecticide contre L. migratoria. En effet, I'extrait fongique d'A. tenuissima,
posséde des activités insecticides variables qui dépendent a la fois de la concentration et
du temps de traitement. La concentration la plus efficace est celle de 2 g/l, car elle cause
une mortalité de 73 % et 91 % chez L. migratoria lors des deux traitements par contact et
ingestion. De méme, A. niger est riche en métabolites secondaires a activité insecticide,
qu'ils soient volatils ou non volatils, et peut étre utilisé efficacement comme insecticide
contre les insectes en général (Laib et al., 2020b). D’apres Laib et al. (2022) I'extrait De
celui-ci a une concentration de 2 g/l provoque une mortalité remarquable de 86,95 %..
tandis que Trichoderma sp. a une concentration de 0,4 g/l, engendre chez les adultes de
L. migratoria un taux de mortalité de 56,52 % apres 72 heures du traitement. Dans le
méme ordre d’idées, les différentes souches de Trichoderma spp. ont montré une activité
antifongique significative contre le champignon Botrytis cinerea (Ascomycetes :
Sclerotiniaceae) (Demirci et al., 2011). En effet Trichoderma sp posseéde un potentiel
significatif en tant que bio insecticide et bio fongicide pour la lutte aussi bien contre L.
migratoria que B. cinerea ; il offre des perspectives encourageantes pour son utilisation
en agriculture. Les extraits d'acétate d'éthyle des isolats de Trichoderma spp. ont indiqué
une activité antibactérienne intéressante contre Vibrio sp. Pac, Serratia marcescens Biz,
Mycobacterium smegmatis Trevi et Bacillus cereus (Karaoglu et al., 2018). Toujours chez
Trichoderma sp. 09 isolé a partir de la racine de M. bontioides Sie & Zuc., il existe deux
composés, la dichlorodiaportinolide (135) et la dichlorodiaportine (136) qui ont une
activité antifongique contre les champignons ascomycétes Colletotrichum musae Arx et
Rhizoctonia solani Kuh a des concentration léthales respectives de 6,25 et 150 mg/ml
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contre (Li et al., 2016). D’autres métabolites sont extraites du champignon endophytes
Trichoderma brevicompactum 0248 : il s’agit du trichodermine (137) isolé d'Allium
sativum (Liliales : Liliaceae) L. qui se distingue par une activité inhibitrice puissante
contre R. solani (CE50 de 0,25 mg/ml) et contre B. cinerea (CE50 de 2,02 mg/ml) (Shentu
et al., 2012). Trichoderma koningiopsis YIM PH30002, présent dans Panax notoginseng
Bur., plante de la famille des Araliacées, constitue une source de la koninginine O (131),
de la koninginine Q (132), de la 7-O-méthylkoninginine D (133), et de la koningiopisine
C (134). Ces derniers composés ont montré différentes activités antifongiques contre
Fusarium oxysporum champignon largement réparti dans le monde et trés redouté a
une certaine époque (Li et al., 2016). T. koningiopsis Y IM PH30002 produisait également
deux koninginines R et S (138-139) qui ont une activité antifongique avérée contre
Fusarium flocciferum Cor. et F. oxysporum Sch. (Hu et al., 2017). L'acide harzianique
(HA) et la 6-pentyl-a-pyrone (6PP) ont un effet fongique contre Uncinula necator Schw
(syn. Erysiphe necator ), champignon responsable de I'oidium du raisin (Pascale et al.,
2017). De méme Trichoderma velutinum ACR-P1 est un genre fongique filamenteux
anamorphique doté d'un immense potentiel de production de petits métabolites
secondaires précieux dotés d'activités biologiques indispensables contre F. oxysporum
Sch,, Verticillium dahliae (Sharma et al., 2017).

Comparativement a certains champignons endophytes Isaria spp. Issue de ricin commun,
est un genre de champignons appartenant principalement a I'ordre des Hypocreales et a la
famille des Clavicipitaceae. Il comprend un grand nombre d' especes entomopathogenes ,
certaines d'entre elles sont exploitées comme biopesticides. En effet, I. fumosorosea a
révélé une grande efficacité contre L. migratoria et Acanthoscelides obtectus (Bruche du
haricot). Cet endophyte entomopathogénes d'importance majeure et respectueux de
I'environnement, présente une distribution mondiale et une variété d'hotes insectes (Gao
et al., 2017 ; Weng et al., 2019). En effet il a été utilisé contre une gamme diversifiée
d'insectes nuisibles, comme que Sitophilus oryzae, Nasutitermes corniger, Haematobia
irritans, Tetranychus urticae, Planococcus ficus, Eurygaster integriceps, Eurygaster
austriaca, Agrilus planipennis, Aelia rostrata, Pissodes punctatus, Hepialus sp (Weng et
al., 2019). En plus, il produit des métabolites secondaires ayant des propriétés
insecticides reconnus, notamment la béauvéricine, les béauvérolides, les terpénes
(trichocaranes, fumosorinone, farinosones, militarinones), les composés lactones
(cépharosporolides), les acides (acide dipicolinique et acide oxalique) et les

cycloaspeptides (Weng et al., 2019). L'association d'un myco-extrait avec des
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suspensions de spores du champignon endophyte 1. fumosorosea, isolé des feuilles de la plante de
ricin, a provoqué un taux de mortalité impressionnant de 80 % et de 70 % chez les adultes A. obtectus
(Coleoptera : Chrysomelidae) et L. migratoria respectivement aprées 72 heures (Laib et al., 2020a).
Deux traitements des extraits aqueux de Peganum harmala ont été testés sur la mortalité des larves
de 5e stade de Locusta migratoria : par contact et par ingestion, avec des doses croissantes. Les
résultats ont montré une mortalité de 40 % a 60 % pour les doses les plus elevées (0,12 mg/mL et
0,24 mg/mL) apres 3 jours. La LD50 était plus faible pour I'ingestion (0,19 mg/mL) que pour le
contact (0,24 mg/mL). Les larves survivantes ont présenté des déformations des ailes, un retard de
mue et des changements physiologiques. La fertilité des femelles a également diminué, celles-ci
pondant moins d'ceufs et moins fréquemment que les femelles non traitées
IV.CONCLUSION GENERALE

Cette étude met en exergue les propriétés insecticides des champignons endophytes comme
A. alternata, A. tenuissima, A. niger, et Trichoderma sp, isolés a partir du ricin commun contre L.
migratoria. Aussi, ils se distingue par la production des métabolites secondaires, a la fois volatils et
non volatils. En effet I’analyse chimique préliminaire des extraits fongiques a permis de montrer que
les extraits d’A. alternata et A. niger comprennent des polyphénols, des alcaloides, des terpenoides et
des saponines, mais ils sont dépourvus de tanins.
Les mémes métabolites se retrouvent dans les extraits de Trichoderma sp et A. tenuissima qui sont
riche en polyphénols et en tanins. La présence de ces métabolites secondaires sont identifiés sur la
base de leur coloration.
Tous les extraits fongiques se caractérisent par I’absence de flavonoides. L’activité insecticide des
extraits fongiques est avérée mais leur efficacité est variable selon le champignon endophytes, la
dose ainsi que le temps d’exposition au traitement. A. alternaria reste le plus performant en raison
de la forte mortalité qu’il provoque a la dose de 2 g/l apres traitement par contact (72,22%).
Par contre Trichoderma sp, provoque une mortalité de 66,67% toujours a la méme dose.
Les taux de mortalité d’A. alternaria et A. tenuissima, respectifs sont de 55,56% et 61,11% a la dose
de 1,4 g/l alors qu’a qu’Apergillus sp et Trichoderma sp celui-ci atteint une mortalité de 38,89%
toujours a la dose de 1,4 g/l. Par ailleurs, le traitement par ingestion est plus efficace et agit a des
doses plus faibles que le traitement par contact.
En effet, a partir de 0,8g/l, A. alternaria arrive a tuer 50% de criquets, mais entre 1g/l, les
champignons endophytes aussi bien A. alternaria qu’a A. tenuissima entraine respectivement 61,11%

et 55,56% de mortalité. Apres traitement par contact, la DLso d’A. tenuissima et A. alternata ont

sensiblement des valeurs sensiblement égales (1,17 et 1,20 g/l). Celle-ci sont encore plus basse quant
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au traitement par ingestion ; elles de (0,65 et 0,88 g/l). Le temps léthal (TLso) pour A. alternata
s’éléve a 108,62 heures, 4,53 jours Aprés traitement par contact alors que pour le traitement par
ingestion, la TLso est de 88,02 heures, soit 3,67 jours.

Par contre A. Tenuissima a une TLso égale & 126,65 heures, soit 5,38 jours. Aspergillus sp et
Trichoderma sp se distinguent par des temps léthaux qui sont plus ou moins élevés par rapport aux
deux endophytes précédents, 205,52 heures, soit 8 jours et 216,10 heures soit9 jours pour le
traitement par contact et 152,22 heures 6,34 jours et 172,86 soit 7,20 jours).

De point de vue efficacité en tant que biopesticide, A. tenuissima et A. alternata ont montré une plus
grande toxicité a I’égard de L. migratoria sans pour autant négliger aussi bien Aspergillus sp que
Trichoderma sp dont I’activité toxique est appréciable ; En effet, L’analyse de la variance indique
qu’il n’y a pas de différence significative quant a [D’action toxique des quatre champignons
endophytes. Le champignon endophyte Gliocladium sp n’a montré aucune activité insecticide contre
L. migratoria. Quoiqu’il en soit le traitement par les extraits fongiques provoque un changement de
la pigmentation des corps des criquets et une apparition d’une coloration noire de la face ventrale
ainsi qu’une réduction de I’activité motrice ;Les extraits fongiques d’A. alternata, A. tenuissima, A.
niger et Trichoderma sp ont une activité inhibitrice sur I’ Acétylcholinestérase a des taux d’inhibition
respectifs variables de 62,22%, 73,11%, 53,77% et 80 % aprés 15 minutes. Cette inhibition d’Acétyl
cholinestérase est fonction non seulement de la concentration des extraits des champignons
endophytes, mais aussi du temps (Jours).

L’analyse spectroscopie d’infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) en réflexion totale atténuée
(ATR) d’extraits fongiques montre qu’Alternata et A. tenuissima comprennent des groupes communs
: 1l s’agit de sulfone, nitro, imine, éther d’enol, alcyne, hydroxyle.

Les sulfones n’existent ni chez Aspergillus niger ni chez Trichoderma sp, mais ils ont en commun les
groupes alcool, nitro, imine, alcyne hydroxyle. Cette analyse par FTIR-ATR a permis de mettre en
évidence la richesse en métabolites des champignons étudiés et la présence des composés chimiques

dont les propriétés insecticides sont reconnues.
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RESUME

Objectifs : Evaluer I'activité insecticide de I'extrait du champignon endophyte Aspergillus niger.
Méthodologie et Résultats : Pour évaluer l'activité insecticide, dix concentrations (de 0,2a2 g/ L)
de I'extrait fongique ont été appliqués par contact et par ingestion contre Locusta migratoria L.
Pour connaitre la nature des métabolites secondaires responsables de 1’activité insecticide des
analyses chimiques, infrarouge a réflexion totale atténuée par transformée de Fourier de I'extrait
fongique et un GC-MS-MS des hyphes du champignon et de I'extrait fongique ont été effectues.
Un test d’inhibition d’ Acétyl cholinestérase par I’extrait fongique a été effectué afin de connaitre
le mode d’action ou I’effet d’extrait sur le systéme nerveux des insectes traités. La concentration
la plus efficace contre les insectes est de 2 g/L, avec un taux de mortalité maximum de 86,95%et
100% pour les traitements par contact et ingestion, respectivement. L'analyse chimique de I'extrait
fongique a révélé la présence de polyphénols, d'alcaloides, de terpénoides et de saponines comme
métabolites responsables de ces activités. L'analyse FTIR-ATR de I'extrait fongique a révélé la
présence de groupes alcool, nitro, imine, alcyne et hydroxyle. L'analyse GC-MS des hyphes et de
I’extrait fongique a révélé la présence des volatiles insecticides Hexahydro-1H-cyclopenta [c]
isoxazole-4, 5,6-triol, 2, 3, 4,4a, 5, 6, 7,8-octahydro-1H -naphtalene-1,8a-diol et acide propanoique
2-ethyl-3-hydroxyhexyle. A 4 pg/mL I’extrait fongique est doté d’une activité inhibitrice
d’Acétylcholinestérase maximale de 73,91 %.

Conclusions et application des résultats : 1’extrait du champignon endophyte d’Aspergillus niger
constitue une bonne source de métabolites secondaires volatiles et non-volatiles a activité
insecticide et peut étre utilisé comme insecticide de contact ou ingestion contre L. migratoria.
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ABSTRACT

Objectives: Evaluate the insecticidal activity of the extract obtained from the endophytic fungus,
Aspergillus niger.

Methodology and Results: Ten concentrations of 0.2 to 2 g/L of the fungal extract were applied
by contact against Locusta migratoria L. To find out the nature of the secondary metabolites
responsible for the insecticidal activity, we carried out chemical analysis, an infrared analysis with
total reflection attenuated by transform Fourier of the fungal extract, and GC-MS-MS analysis for
both colony and fungal extract. To reveal the effect of the extract on the nervous system of the
treated insects, we carried out an acetyl cholinesterase inhibition test. The most effective
concentration against the insects was 2 g/L, with a maximum mortality rate of 86, 95%and 100%
for L. migratoria upon contact and ingestion treatments, respectively. Chemical analysis of the
fungal extract revealed the presence of polyphenols, alkaloids, terpenoids, and andsaponins asthe
metabolites responsible for these activities. The FTIR-ATR of the fungal extract revealed the
presence of alcohol, nitro, imine, alkyne, and hydroxyl groups. Specifically, GC-MS analysis of
both colony and fungal extract revealed the presence of the insecticidal volatiles Hexahydro-1H-
cyclopenta [c] isoxazole-4,5,6-triol ,2,3,4,4a, 5,6,7,8-octahydro-1H-naphthalene-1,8a-diol and
Propanoic acid 2-ethyl-3-hydroxyhexyl.Moreover, we found that at a concentration of 4 ug/mL,
the fungal extract had a maximum inhibitory capacity of Ache of 73.11%.

Conclusions and application of findings: the endophytic fungus A. niger is a good source of
volatile and non-volatile secondary metabolites with insecticidal activity against L. migratoria.
Keywords: Insecticidal activity, endophytic fungi, Locusta migratoria, Aspergillus niger, GC-
MS-MS, FTIR-ATR.

INTRODUCTION

Plusieurs insectes sont responsables de pertes
importantes de récoltes dans le monde
(Rahman et al., 2018). Parmi eux, le criquet
migrateur, Locusta migratoria (Linnaeus,
1758) (Orthoptera : Acrididae), qui est un bio
agresseur a régime polyphage (Le Gall et al.,
2019), a plasticité écologique et une grande
extension géographique, sa phase grégaire est
sous I’influence de la densité des populations
conduisant a la formation d'essaims
spectaculaires  responsables des dégats
considérables aux cultures (Sangbaramou et
al., 2018). Afin de minimiser ces dégats, de
vastes campagnes de lutte antiacridienne sont
lancées chaque fois que le probleme apparaitet
durant ces opérations des quantités
considérables d’insecticides sont utilisées
(Shuping et Eloff, 2017 ; Zhang et lecoq,
2021). Ces produits chimiques en question sont

nécessaires et efficaces, mais leur utilisation
massive et sans contrdle a laissé apparaitre un
environnement pollué et une résistance des
insectes, également des effets néfastes sur la
santé humaine ont été constatés. Au-devant de
tout cela, les instances concernées ont appliqué
une réglementation environnementale stricte
pour contréler 1’utilisation de ces produits
(Shuping et Eloff, 2017 ; Berestetskiy et Hu,
2021). Toutefois, la recherche d’alternatives
nouvelles assurant une agriculture performante
saine et loin des produits chimiques avec le
respect des exigences dictées par le marché et
le code des consommateurs s’avere plus que
nécessaire (Zhang et Lecoq, 2021). Parmi ces
alternatives ,les champignons endophytes qui
sont des microorganismes présents dans toutes
les plantes colonisant les tissus végétaux de
leur plantes hotes sans symptomes d’infection
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apparentes sont considérés comme un groupe
biologique prometteur pour la protection des
plantes contre plusieurs insectes ravageurs et
cela par le biais de la production de
métabolites secondaires bioactifs & effet
insecticide appartenant a divers groupes
structurels (Yan et al.,2018; Toghueo,2019;
Kaur,2020). Dans ce contexte, la présente

MATERIEL ET METHODES

Collection du matériel biologique : Des
feuilles du ricin commun R. communis sont
collectées avec un scalpel a partir 5 plantes
saines issues d’une végétation naturelle dans la
région de Beni bechir, Skikda, Algérie
Latitude 36°46'20° N et Longitude 6°57'30° E
le mois de février 2020 (puis transportées
jusqu’au laboratoire). Egalement des adultes
solitaires de L.migratoria ont été collectés de
la méme région.

Isolement du champignon endophyte
A.niger associé au ricin commun
R.communis : L’objectif de cette étape est
d’isoler le champignon endophyte A.niger
associé au ricin commun Ricinus communis.
Cette étape a été réalisée 48 heures apres le
préléevement du matériel végétal en utilisant le
protocole décrit par Li et al. (2015) avec de
Iégéres modifications. Les échantillons ont éte
lavés a l'eau courante pour éliminer les
particules du sol et coupés en segments de 5 x
5 mm. Les segments résultants ont été places
dans de I'éthanol a 75% pendant 1 minute,
lavés trois fois avec de l'eau distillée stérile
pendant 3  minutes pour éliminer I'exces
d'éthanol et séchés dans des conditions
aseptiques. Ensuite, les échantillons ont été
transférés de maniére uniforme et aseptique
dans des boites de Pétri contenant du milieu
PDA modifié 1’ajout de la streptomycine (200
mg / L) pour inhiber toute -croissance
bactérienne, ces boites ont été scellées en
utilisant du para film diagonal puis incubées
dans une étuve a une température ambiante (25
° C) pendant 21 jours pour assurer la
croissance de champignons endophytes. Les

étude est concentrée sur I’activité insecticide
de [D’extrait du champignon endophyte
Aspergillus niger isolé a partir des feuilles du
ricin  commun Ricinus communis L.
(Euphorbiaceae, Malpighiales) contre le
criguet migrateur Locusta migratoria L.
(Oedipodinae, Acrididae).

champignons émergents des tissus végétaux
ont été directement isolés et transplantés dans
un nouveau milieu PDA sans antibiotiques,
puis incubés a 25 °C pendant 6 jours. Le
champignon endophyte Aspergillus niger a été
identifié par des observations microscopiques,
basées sur les caractéres phénotypiques tels
que la couleur, I’aspect, les caractéristiques des
spores et les structures de reproduction.

Fermentation submergée et production de
Pextrait fongique : Cette étape a comme
objectif la production de I’extrait fongique
d’A.niger associe aux feuilles du ricin commun
R.communis et effectuée en utilisant le
protocole mentionnée par Dolatabad et al.
(2017) avec de légeres modifications. Des
disques d’agar associés avec le mycélium
d’A.niger ont été mis dans des flacons de 250
ml contenant 50 ml du milieu PDB et fermés
hermétiquement pour éviter toute
contamination. Les cultures ont été incubées
pendant 21 jours a 25 °C avec agitation
intermittente  pendant une heure afin
d’homogeénéiser le milieu et la biomasse
fongique. Aprés 21 jours et une fois atteignant
une biomasse importante, les mycéliums ont
été séparés du milieu par filtration a travers du
papier filtre Whatman n ° 1.Le filtrat est
mélangé pendant 15 minutes avec un volume
égal d'acétate d'éthyle et laissé reposer pendant
10 minutes pour étre separé en deux couches
organique et aqueuse non miscibles. Ensuite
I’acétate d'éthyle a été ¢liminé en utilisant un
évaporateur rotatif. L’extrait est dissout dans 1
ml de I’eau distillée et conservé a 4 ° C.
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Elevage de masse des insectes : L’élevage des
insectes est réalisé afin d’obtenir un nombre
suffisant de criquets pour faire  notre
expérience (traitement des insectes) selon la
méthode décrite par Ouedraogo et al.(2002)
avec des légéres modifications dans une cage
de reproduction de 50 cm3en bois, recouverte
d’une tulle pour assurer l'aération et pour
éviter la condensation de I'numidité (50-60%
maximum) qui provoque les épizooties chez
Locusta migratoria, comportant une porte
coulissante pour permettre les différentes
manipulations. Le fond de la cage est pourvu
de pondoirs remplis de 2/3 de tourbe et de 1/3
de sable de riviére stérilisés et humidifiés a 10
%permettant la récupération des ootheques.
L’éclairage et la chaleur 301 °C dans la cage
sont assurés d’une fagon continue pendant 12
heures / jour par une ampoule & incandescence

de 60 watts constante permettant aux insectes
a se thermoréguler et trouver leur température
optimale pour muer et pondre. La nourriture
des insectes ce fait par des feuilles fraiches de
blé.

Traitement des insectes par contact et
ingestion : Des traitements par pulvérisation
directe et par ingestion forcée ont été appliques
sur des ailés de L.migratoria mis dans des
boites de plastique a raison de 5 insectes par
boite. Pour les deux types de traitement, on
utilise 10 doses de ’extrait fongique (de 0,2 a
2 g / L) avec 5 répétitions pour chaque
concentration et cing répétitions traitées avec
de l'eau distillée et considérées comme
témoins. Le taux de mortalité corrigée(en
pourcentage) a été calculé pour chaque
traitement pendant 7 jours en employant la
formule d’ Abbott(1925) :

Mortalitée enregistrée (%) — Mortalité témoin(%)

Mortalité corrigée (%) =

Analyse chimique d’extrait fongique : Cette
étape est réalisée pour savoir la nature
chimique d’extrait fongique ainsi que les
classes de métabolites secondaires
responsables de [Dactivité insecticide. La
détection de principales classes de métabolites
secondaires a été réalisée en utilisant les
techniques représentées par (Harborne ,1998).
L’extrait fongique a été dissous dans I’HCL
dilué, filtrés puis traités avec I’HGL:K>, la
formation d'un précipité de couleur jaune a
indiqué la présence d’alcaloides. Pour la
détection des flavonoides 1’extrait fongique a
été dissous traités avec quelques gouttes de
NAOH, la formation d'une couleur jaune
intense, devenue incolore lors de I'ajout de
I’HCL dilué, indique la présence de
flavonoides. Pour la détection des phénols,
I’extrait fongique a été dissous dans 5 ml d'eau
distillée ensuite quelques gouttes de Fecls a 5%
ont été ajoutées, une couleur verte foncée
obtenue indique la présence de composes
phénoliques. Pour les saponines, I'extrait

100 — Mortalité témoin (%)

fongique est vigoureusement agité avec de
I'eau distillée puis laissé au repos pendant 10
minutes, la formation d'une émulsion assez
stable indique la présence de saponines. Pour
la détection des terpénoides, I'extrait fongique
a été traité avec le chloroforme et d’acide
sulfurique, la formation d’une couleur marron-
rouge indique la présence de terpénoides. Pour
la détection de tanins, I'extrait fongique a été
traité avec un mélange d’éthanol et de Fecls,
une couleur noire bleuatre qui a disparu lors de
l'ajout d'un peu de H2SO4 dilué suivie de la
formation d'un précipité brun jaunatre a
indiqué la présence de tanins.

Analyse spectroscopie d’infrarouge a
transformée de Fourier (FTIR) en réflexion
totale atténuée (ATR) des extraits: 1mg

d’extrait fongique a ¢été analysé par
spectrométrie FTIR en réflexion totale
atténuee (ATR-FTIR) en utilisant un

spectrométre FTIR de la série Cary-630
(Agilent  Technologies, Santa  Clara,
Californie) avec un ATR (MIRacle™ single
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reflection ATR) configuré avec une plaque
diamant (Di) IRE (PIKE Technologies,
Fitchburg, Wisconsin). Les acquisitions ont été
réalisées en effectuant 8 balayages entre 4 000
et 650cm™, avec une résolution de 4 cm™. Un
spectre des conditions ambiantes (background)
a été automatiquement soustrait par le logiciel

Resolution Pro version 5.0 (Agilent
Technologies)  pour  chaque  spectre
d'échantillon. (Sala et al., 2020).

Analyse des composants volatiles de

I’extrait fongique : L'analyse GC-MS-MS des
composants volatiles contenus dans I’extrait
d’A.nigera été réalisée en utilisant 1’appareil
GCMS-QP2020 NX Shimadzu avec une
colonne capillaire de silice fondue. L’emploi
de l'instrument (CG-MS-MS) se fait selon les
étapes decrites par Senthilkumar et al. (2014).
L’instrument a été réglé a une température
initiale de 100 °C et maintenu & cette
température pendant 1 minute ensuite la
température a été augmentée progressivement
jusqua 250 ° C (35°C pendant 2 minutes,
5°C/min jusqu’a 155°C, 20°C/min jusqu’a
250°C et 250°C pendant 10 minutes).La
température de [l'orifice d'injection a été
maintenue a 250 ° C et le débit d'hélium a 1 ml
/ min, la tension d'ionisation était a 70 eV. (1
ul de chaque échantillon /1ml de méthanol) ont
été injectés et la plage de balayage du spectre
de masse a été fixée a 45-450 (m / 2).
L'interprétation sur GC-MS-MS a spectre de
masse a eté realisée a l'aide de la base de
données du National Institute Standard et
Technologie (NIST) .Le nom, le poids
moléculaire et la formule moléculaire des
composants  volatiles ont été ensuite
déterminés.

Analyse des composants volatiles produits
par les hyphes fongiques du champignon
endophyte  A.niger:  L’analyse  des
composants volatiles produits par les hyphes
fongiques du champignon endophyte A.niger
se fait selon les étapes décrites par Fiers et al.
(2013). 50uL d’une solution de spores
fongiques (2X107 spores/mL) est injectée dans

des vials de micro-extraction sur phase solide
(SPME) en pente, de 20 mL, contenant 7 mL
de PDA et hermétiquement fermés.de maniére
a ce que la suspension recouvre toute la surface
du milieu de culture. Les vials sont ensuite
placées dans une étuve a 23°C .Pour
I’extraction des composants Volatiles, les
fibres (SPME) sont conditionnées a 270°C
pendant 1 heure, puis placées sur un support a
piston. Chaque Vial de micro-extraction est
mis avant le prélevement dans un bain marie a
25°C pendant 10 minutes pour concentrer les
composants volatiles dans I’espace de la téte
du Vial. Chaque fibre est placée ensuite a
I’intérieur en transpercant le bouchon du Vial,
puis libérée et exposée aux composants
volatiles produites par A.niger accumulés
pendant 20 minutes a une température de 23°C.
L’instrument (GC-MS-MS) a été réglé a une
température initiale de 100 °C et maintenu a
cette température pendant 1 minute ensuite la
température a été augmentée progressivement
jusqu'a 250 ° C(35°C pendant 2 minutes,
5°C/min jusqu’a 155°C, 20°C/min jusqu’a
250°C et 250°C pendant 10 minutes).La
température de [l'orifice d'injection a été
maintenue a 250 ° C et le débit d'hélium a 1,5
mL / min, la tension d'ionisation était & 70 eV.
La fibre SPME est placée dans I’injecteur du
GC et la plage de balayage du spectre de masse
a été fixée a 45-450 (m/ z). L'interprétation sur
GC-MS-MS a spectre de masse a été realisée a
l'aide de la base de données du National
Institute Standard et Technologie (NIST) .Le
nom, le poids moléculaire et la formule
moléculaire des composants volatiles ont été
ensuite détermines.

Test d’inhibition d’Acétyl cholinestérase
par Dextrait fongique : Cette étape est
effectuée afin de connaitre le mode d’action ou
I’effet d’extrait sur le systéme nerveux des
insectes traités. L'activite inhibitrice de
I'acétylcholinestérase (Ache) a été testée selon
le protocole décrit par Ellman et al. (1961).
150 uL de 100 mM du tampon sodium
phosphate (Ph =8) est ajouté au 10uL
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différentes concentrations de 1’extrait fongique
et 20 uL Ache, ce mélange est incubé ensuite a
25 °C pendant 15 minutes avant I’ajout de 10
uL de DNTB (0.5mM) et 10 uL d’acetyl
choline iodide (0.71 mM). Des lectures a 412

Inhibition de I'enzyme Ache (%) =

nm a 0 et 15 minutes ont été effectuées en
utilisant un lecteur de plagues et le pourcentage
d’inhibition de I’enzyme Ache est déterminé
par la formule suivante :

(E—-S)
X1
5 00

Ou E = l'activité de I'enzyme sans extrait, S = I'activité de I'enzyme avec I'extrait.

Analyse des données statistiques : L’analyse
de variance (ANOVA) et le test de Tukey
(HSD) (avec un intervalle de confiance de
95%) ont été réalisés afin de comparer et
classer en groupes homogeénes les valeurs
enregistrées du taux de mortalité corrigée et
d’inhibition d’Acétyl cholinestérase. La
concentration létale 50 (CL50) est calculée a
partir de la droite de régression des probits = f
(log dose) correspondants aux pourcentages
des mortalités corrigées en fonction des
logarithmes des doses de traitement. Les

RESULTATS ET DISCUSSION

Traitement des insectes de L. migratoria par
contact et ingestion: Les résultats du
traitement de L. migratoria par I’extrait du
champignon endophyte A.niger par contact et
par ingestion montrent qu’il est doté d’une
activité  insecticide variable selon la
concentration utilisée et le temps de traitement.
La concentration 2 g/L se montre la plus
efficace contre ces insectes avec un taux de
mortalité maximale enregistré apres 7 jours de
86,95 % pour le traitement par contact et 100%
pour le traitement par ingestion .Pour I’analyse

données des essais de traitement (temps-
mortalité) ont été soumises a 1’analyse Kaplan-
Meier pour obtenir des courbes de survie et des
estimations du temps de survie médiane (TL
50). De méme, des cartes de chaleur de la
mortalité corrigée (activité insecticide) en
fonction des différentes concentrations ont été
réalisées. Toutes les analyses de données
statistiques ont été effectuées en utilisant le
logiciel XLSTAT 2019 (Addinsoft, 20109.
XLSTAT Statistical Data Analysis Solution,
Paris, France).

de variance (ANOVA) et le test de Tukey
(HSD) (avec un intervalle de confiance de
95%) les lettres majuscules indiquent une
différence  significative entre  l'activité
insecticide de différentes concentrations de
I'extrait durant différents jours (au niveau de
signification de 0,05). Les lettres minuscules
indiquent des différences significatives entre
I'activité insecticide a différentes
concentrations de I'extrait pour le méme jour
(au niveau de signification de 0,05) (Figures
1,2).
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Figure 1 : Mortalité enregistrée apres traitement par contact avec 1’extrait d’Aspergillus niger.
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Figure 2. Mortalité enregistrée apres traitement par ingestion de 1’extrait d’Aspergillus niger.
Le changement de couleur de la carte insectes. La concentration la plus efficace

thermique du vert vers le rouge signifie une  contre les insectes est 2 g/L pendant le 7éme
augmentation progressive de la mortalité des  jour (Figures 3,4).
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Figure 3. Carte thermique de la mortalite sous diftérentes concentrations de I'extrait fongique pour
différentes durées d'exposition (traitement de contact de L. migratoria).
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Figure 4. Carte thermique de la mortalité sous différentes concentrations de I'extrait fongique pour
différentes durées d'exposition (traitement d’ingestion de L. migratoria).

Le traitement provoque également un
changement de la pigmentation des corps des
criquets vers la couleur rouge foncée apres
traitement par contact et une apparition d’une
couleur noire de la face ventrale (position du

tube digestif) aprés traitement par ingestion.
Une réduction de [’activité motrice, des
défécations intenses et des diarrhées sont
observées chez les individus traités par
ingestion d’extrait fongique (Figure 5).
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Figure 5. Résultats de traitement de L. Migratoria par I’extrait fongique :
A. Traitement par contact, B. Traitement par ingestion.

Les données des essais de traitement (temps-
mortalité) ont été soumises a I’analyse Kaplan-
Meier pour obtenir des courbes de survie et des
estimations du temps de survie médiane (TL
50).L’analyse desTL50 obtenus a montré des
valeurs de mortalité de 50% de la population a
des temps précis selon la concentration de

I’extrait fongique allant de 4,490 a6,187jours
pour le traitement par contact et de 4,72 2 6,187
jours pour le traitement par ingestion. Le TL50
le plus probable obtenu avec la dose 2g/L est
de 4,49jours pour le traitement par contact est
de 4,72 pour le traitement par ingestion
(Figures 6,7) et (Tableau .1).

Tableau 1 : Temps létale 50 pour les différents traitements de L.migratoria.

Concentration TLso pour le traitement par contact de  TLso pour le traitement
(g/L) L.migratoria.(g/L) (jours) par contact de
L.migratoria.(g/L) (jours)

0,2 6,187+0,329 6,187+0,329
0,4 6,187+0,323 6,0107+0,323
0,6 5,765+0,344 5,765+0,344
0,8 5,889+0,333 5,889+0,333
1 5,489+0,372 5,498+0,372
1,2 5,435+0,365 5,352+0,361
1,4 5,036+0,368 5,036+0,368
1,6 4,914+0,377 4,914+0,377
1,8 4,799+0,363 4,799+0,363
2 4,490+0,351 4,720+0,358
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Figure 6. Courbes de survie Kaplan-Meier des adultes de L. migratoria exposés a différentes concentrations de I'extrait fongique
(traitement par contact).
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Figure 7.Courbes de survie Kaplan-Meier des adultes de L. migratoria exposeés a différentes concentrations de I'extrait fongique
(traitement par ingestion).
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L’analyse des données (Tableau .2) montre que
I’extrait fongique d’A.niger est toxique contre
les insectes, avec une évolution decroissante
des DL50 en fonction des temps, soit des
valeurs comprises entre 0,969 a 1,27 pour le
traitement par contact et entre 0,459 et 1,297
pour le traitement par ingestion. Donc pour

tuer 50% de la population de L. migratoria la
meilleure dose a appliquer est 2g/L pour le
traitement par contact et par ingestion. Ces
résultats révelent également que 1’extrait
fongique est plus efficace par ingestion que par
contact.

Tableau 2.Concentration létale 50 en fonction du temps d'exposition de L.migratoria a I’extrait

fongique.
Jours LCso pour le traitement par contact LCso pour le traitement par
de L.migratoria.(g/L) ingestion de L.migratoria.(g/L)
1 1,270+0,03 1,29740,01
2 1,158+0,08 1,156+0,06
3 1,703+0,04 1,049+0,03
4 0,954+0,02 0,912+0,03
5 0,822+0,07 0,841+0,08
6 0,726+0,03 0,721+0,04
7 0,969+0,03 0,459+0,06

Analyse chimique préliminaire des extraits
fongiques : Les résultats du test chimique
préliminaire montre que D’extrait d’A.niger
contient des polyphénols (couleur verte), la
présence  d’alcaloides  (couleur  jaune),

00

—N
!
)

[y]

a0

it .IHC}‘

Trangm

OH

terpenoides (couleur marron-rouge), saponines
(émulsion assez stable).

Analyse spectroscopie d’infrarouge a
transformee de Fourier (FTIR) en réflexion
totale atténuée (ATR) des extraits
fongiques.

Wanum

nber (cm-1

Figure 7.FTIR-ATR de I’extrait d’Aspergillus niger. 1. groupe alcool, 2.groupe nitro, 3.groupe

imine, 4.groupe alcyne, 5.groupe hydroxyle.

L’analyse FTIR-ATR (Figure.7) de I’extrait
d’Aspergillus niger a révélé la présence des
groupes alcool (1000-1260 cm™), nitro(1250-
1400 cm™), imine(1480-1690 cm™), alcyne

(2100-2300 cm™),hydroxyle (3300-3500 cm
1).

Inhibition d’Acétyl cholinestérase par
I’extrait fongique : Les résultats montrent que

17731



Laibetal., J.Appl.Biosci. Vol : 170, 2022 L’emploi de I’extrait du champignon endophyte Aspergillus niger isolé a partir
des feuilles du ricin commun Ricinus communis L. comme agent de lutte biologique contre le criquet migrateur Locusta

migratoria L.

I’extrait du champignon endophyte d’A.niger
est dot¢ dune activit¢  inhibitrice
d’Acétylcholinestérase ~ avec un  taux
d’inhibition maximale de 73,91 % enregistré
aprés 15 minutes. Pour 1’analyse de variance
(ANOVA) et le test de Tukey (HSD) (avec un
intervalle de confiance de 95%) les lettres

cholinestérase par différentes concentrations
de I'extrait durant différents jours (au niveau de
signification de 0,05). Les lettres minuscules
indiquent des différences significatives entre
I’inhibition ~ d’Acétyl  cholinestérase  a
différentes concentrations de I'extrait pour le
méme jour (au niveau de signification de 0,05)

majuscules  indiquent  une  différence (Figure .8).
significative entre I’inhibition d’Acétyl

90 -

80 -

70 -

inhibition D'Acetyl cholinesterase (%)

Ea Da
60 T Bb
Cb
50 1 Fb
40 G Db
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Ca Ba
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Concentration

Tpg/ml 2pg/ml 4ug/ml

Figure 8. Inhibition d’acétylcholinestérase par 1’extrait d’Aspergillus niger.

Analyse des composants volatiles produites
par les hyphes et présents dans I’extrait
fongique: Lanalyse GC-MS-MS  des
composants volatiles produits par les hyphes
fongiques et présents dans de 1’extrait fongique

a révelé la présence de: Hexahydro-1H-
cyclopenta [c] isoxazole-4,5,6-triol ,2,3,4,4a,
5,6,7,8-octahydro-1H -naphtaléne-1,8a-diol et
acide propanoique 2-éthyl-3-hydroxyhexyle.
(Tableau.3)
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Tableau 3. Composants volatiles insecticides produites par les hyphes et présentes dans 1’extrait fongique d’A. niger au méme temps.

Composé Formule Poids Chromatogramme Références
volatile Moléculaire Obtenu
(o/Mol)
H exahyd ro-1H- S5 P CRHLINGE CAS T}{?ﬁéﬁo]\\m 161 Retndes:1560 (C hikkula et
cyclopenta [c] (g ane Hesay o [ eyclopentlclionszole 4. ¢ ol Raja ,2017).
isoxazole-4, 5,6- C 161

triol 6H11NOg4

2,3,4,4a, 5, 6,

7,8-octahydro- C 170 gﬁlgm:é 1431}111;5:31: E%igsaggn\?:n\uﬁg 7 Reldexc] 40
1H -naphtaléne- | 10H1502 oo — e — (Herbst, 2015).
_di 80+ , 5 . T
1,8a-diol " r j"\ J
40 S |- I
:GE . QH
10 190 2000 250 280 310 340 370 400 430 460 430
Acide g-iu.:TJPEonn:%E}.fI-‘I_-‘.}S? CAe56931.0 MolWeight 216 RetIndex-1415
" onmpName Propancic acid, 2-metind-, J-etind-3-hydroxyhexy ester
propanoique 2- C 100- T
éthyl-3- 12H2403 216 \[,L 1| | (Krzyzowski et
hydroxyhexyle /j al., 2020)
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DISCUSSION

Les champignons endophytes colonisent les
tissus internes de leurs plantes hotes sans
aucun  symptéme  d'infection  apparent
conférant & I'hdte une résistance aux insectes
nuisibles en produisant des métabolites
secondaires bioactifs volatiles et non-volatiles
(Kaur, 2020 ; El-Sayed et al., 2020). Parmi les
métabolites secondaires non-volatiles, de
nombreux  alcaloides semblent  servir
principalement pour la plante a se défendre
contre une variété d'insectes herbivores par
leur effet dissuasif et anti-alimentaire ou
toxicité (Taye et Borkataki, 2020). Les
terpénoides sont des métabolites secondaires
avec une activité répulsive et dissuasive contre
un grand nombre d'insectes ravageurs,
empéchant ou diminuant le contact plante-
insecte et ainsi la transmission de maladies
virales (Clouse, 2011 ; Kortbeek et al., 2019).
Les alcaloides et les terpénoides sont aussi
considérés comme des toxines neurales
agissant sur le systeme nerveux des insectes
(Su et al., 2017). Les composées phénoliques
sont métabolites secondaires défensifs qui
exercent un effet toxique sur les insectes par
ingestion (Kortbeek et al., 2019). Les
saponines sont connues pour leur effet
insecticide, dissuasif, perturbateur de la mue,
régulateur de la croissance des insectes par leur
interaction avec le cholestérol, provoquant une
perturbation de la synthése des ecdystéroides,
ils sont également des inhibiteurs de protéase
et cytotoxiques pour certains insectes (Hussain
et al., 2019). La détection de groupe
hydroxyle, alcool, imine, par FTIR -ATR
confirme la présence de phénols et / ou les
tanins, de saponines, d’alcaloides
respectivement dans les extraits fongiques
(Sharaf et al., 2013 ; Veiga et al., 2018 ; Lv et
al., 2021). Les groupes sulfone, nitro, les
éthers d'énol et les dérivés alcynes sont
considérés comme des groupes fonctionnels
exceptionnels en chimie, utilisés couramment
comme intermédiaires clés dans la synthése de
nombreux molécules chimiquement et

biologiquement actives a capacité insecticide
(Liu et al., 2015 ; Yu et al., 2016 ; Nishiwaki,
2020). Parmi les métabolites secondaires
insecticides Les isoxazoles qui sont des azoles
a capacité insecticide ,I'acide propénoique qui
provoque chez Callosobruchus maculatus, un
effet répulsif ,une diminution des pontes et
apres 24 heures du traitement 100 % des
mortalités, le naphtaléne qui est un insecticide
fumigeant toxique pour les formes adultes et
larvaires de nombreux lépidopteres ravageurs,
il est également administré par voie orale pour
tuer les vers parasites du bétail (Herbst,
2015 ;Chikkula et Raja ,2017 ; Krzyzowski et
al., 2020). L'acétylcholinestérase est un
enzyme carboxylestérase responsable de
I’hydrolyse rapide apres la transmission de
I’information de I’acétylcholine
neurotransmetteur, si cette hydrolyse n’a pas
eu lieu, I’augmentation du taux d’acétylcholine
induit une activité répétitive des neurones
aboutissant a une réduction de [I’activité
motrice et la mort de I’insecte (Cheung et al.,
2012 ; Su et al., 2017).

En plus de réduction de I’activité motrice, des
défécations intenses et des diarrhées sont
observées chez les individus traités par
ingestion d’extrait fongique, ces signes
observés sont des signes d’intoxication des
criquets dus au extrait fongique (Kemassi et
al., 2018). L’application de cet extrait
provoque également un changement de la
pigmentation des corps des criquets vers une
couleur rouge aprés traitement par contact et
I’apparition d’une couleur noire au niveau de
I’abdomen (position du tube digestif) apres
traitement par ingestion. Le pigment
responsable de la couleur rouge au niveau de la
cuticule des criquets est la B-caroténe et donc
la couleur rouge foncée observé apres
traitement est dd a un exces de production de
ce pigment (Yang et al., 2019).Le pigment du
tube digestif est une mélanine responsable de
la couleur noire. La couleur noire foncée
observée apres traitement est donc dd a une
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mélanisation trés poussée provoquée par une
toxicité intestinale, manque de tonus nerveux
grace aux effets néfastes des extraits sur le
systéme nerveux centrale ,une distension et des
nécroses cellulaires et une réaction
physiologique par les insectes pour essayer de
cicatriser les blessures au niveau de 1’intestin
qui ne peut plus remplir son role d’absorption
et assimilation des nutriments d’ou une
carence protéique et lipidique et la mort des
insectes (Chauvin, 1956 ;Shamim et al.,2014).
En comparaison avec des études de l'activité
insecticide des métabolites secondaires
produites par les champignons endophytes, le
compose 6,8-di-O-méthylbipolarine produit

par Acremonium vitellinum est doté d’une
bonne activité larvicide contre les larves de
troisieme stade de H. armigera avec une valeur
CL50 de 0,72 mg/mL (Yuan et al., 2020). Le
champignon endophyte C. lunata MRDS 302 a
montré une excellente activité insecticide
contre les larves de premier stade de S. cretica
avec un taux de mortalité maximal de 100 %
(EL-Lebody et al., 2021). Ces résultats
montrent que I’extrait du champignon
endophyte d’Aspergillus niger constitue une
source de métabolites secondaires volatiles et
non-volatiles a activité insecticide et peut étre
utilise comme insecticide de contact ou
ingestion contre L. migratoria.

CONCLUSION ET APPLICATION DES RESULTATS

Le traitement de L. migratoria par 1’extrait du
champignon endophyte A.niger par contact et
par ingestion provoque une réduction de
I’activité motrice, une forte activité inhibitrice
d’acétylcholinestérase, des  défécations
intenses, des pertes en eau inhabituelles sous
forme des diarrhées, un changement de la
pigmentation des corps des criquets vers une
couleur rouge et I’apparition d’une couleur
noire au niveau de I’abdomen et enfin des
mortalités chez les individus traités. Le test
chimique préliminaire montre que I’extrait
fongique contient de polyphenols,
d’alcaloides, de térpenoides et de saponines.
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Abstract: This study was conducted to evaluate anti-acetylcholinesterase and insecticidal and antifungal
activities of the endophytic fungus Trichoderma sp, isolated from Ricinus communis L. leaves, against
Locusta migratoria L. and Botrytis cinerea Pers.: Fr.. To evaluate the insecticidal and antifungal activities,
different concentrations of the fungal extract were applied against L. migratoria (0.2, 0.3, 0.4 g/l) and against
B. cinerea (1, 2, 3 g/l). It was found that the mortality of the targeted insects was positively proportional to
fungal extract concentration and time after exposure (24, 48, 72 hours). The concentration 0.4 g/l appeared to
be the most effective after 72 hours with mortality rate of 56.52%. Regarding antifungal activity, the
concentration 3 g/l was the most effective against B. cinerea after 7 days, with an inhibition rate of 92.06%
(excellent antifungal activity). Moreover, it was found that at 4 ug/ml the fungal extract had a maximum
inhibitory capacity of Ache of 80% for acetylcholenesterase. Preliminary phytochemical analyses revealed the
presence of alkaloids, flavonoids, phenols and saponins. In addition the colony of this endophytic fungus

produced chitinases and proteases, which explained its important antifungal and insecticidal activities.
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Introduction

Numerous insects and phytopathogenic agents are responsible for significant crop losses worldwide
[1]. Among them the migratory locust, Locusta migratoria (Linnaeus, 1758) (Orthoptera: Acrididae), which is
a pestilential insect with a polyphagous habit [2], exhibits extensive ecological plasticity and a large
geographic range. Its gregarious phase is influenced by population density [3] which leads to the formation of
spectacular swarms that cause considerable damage to crops [4, 5]. Botrytis cinerea (Pers, 1794) is an airborne
plant pathogen with a necrotrophic lifestyle, attacking over 200 crop hosts worldwide [6]. It causes a disease
known as “grey mould” which is responsible for economic losses that are difficult to calculate because of its
wide range of hosts [7]. The control methods for L. migratoria and B. cinerea are dominated by chemical
methods involving the application of considerable amounts of chemical pesticides [7, 8]. These chemicals are
effective, but their extensive application has created problems such as resistance, environmental pollution, and
adverse effects on human health [9]. Therefore, finding effective alternatives for crop protection against pests
and pathogens is now more than a necessity [10]. Among the alternatives, endophytic fungi are considered to
be one of the most promising biological groups for plant protection against a large number of insects and
pathogens [11, 12]. Endophytes are microorganisms that reside in plant tissues without causing any apparent
symptoms. They are an important source of bioactive compounds and are considered a promising tool in
agronomy [13].

Trichoderma species are recognized as mycoparasites and are widely used in agriculture as bio
fungicides and bioremediation agents [14]. Their biological activities are caused by various secondary
metabolites [15].

Thus, the aim of this study was evaluating the insecticidal, antifungal, and anti-acetylcholinesterase
activities of the endophytic fungus Trichoderma sp, isolated from the leaves of the castor, Ricinus communis

L. against L. migratoria and B. cinerea.

Material and Methods

Biological material

R. communis leaves were collected with a scalpel from five healthy plants in the Beni Bechir region,
Skikda, Algeria in March 2019. L. migratoria is a potential pest of many crops in Algeria and this insect was
collected in August 2019 from the same region as was R. communis. B. cinerea was isolated from infected

strawberries.
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Methods

1. Insects breeding

The objective of the first step was to obtain a large number of L. migratoria with which to conduct our
experiment (Locust treatment and mortality rate calculation). Locusts were bred in the laboratory according to
a previously described method [16], with slight modifications. Wooden cages of 50 cm® covered with tulle to
ensure aeration and avoid condensation of moisture (50-60% maximum), were used, they were equipped with
a sliding door to allow different manipulations and a heating system maintained a constant temperature of
approximately 30+1°C, which allowed the insects to thermoregulation and attain their optimal temperature for
molting and egg laying. A photoperiod with 12 hours of continuous light per day was provided with a 60-watt
incandescent bulb.

2. Isolation, purification and identification of endophytic Trichoderma sp.

The isolation of the endophytic fungi was performed 48 hours after the collection of R. communis
leaves according to a previously described protocol [17], with a slight modifications. The samples were
carefully washed under running water to remove soil particles and cut into 5 x 5 mm segments with a flame-
sterilized razor blade. The resulting segments were placed in 75% ethanol for 1 minute, washed three times
with sterile distilled water for a few minutes each to remove excess ethanol, and dried on sterile filter paper
under aseptic conditions. Next the samples were uniformly and aseptically transferred into Petri dishes
containing modified PDA medium with streptomycin (200 mg/l) to inhibit bacterial growth. These Petri dishes
were sealed using diagonal parafilm and incubated at room temperature (25-30°C) for 21 days to ensure the
growth of endophytic fungi. The emerging fungi from the ends of segments (plant tissue) were immediately
isolated and transplanted into a new PDA medium without antibiotics. Next, the fungal strains were incubated
at 25 °C for 3 to 6 days. Microscopic observations were made using an optical microscope.

3. Submerged fermentation and production of the fungal extract.

The next step was conducted according to a previous method [18], with slight modifications. Agar
discs with associated mycelium of the fungal endophyte, Trichoderma sp, were placed in 250 ml flasks
containing 50 ml of PDB medium and closed to prevent contamination. The cultures were incubated for 21
days at 25+2°C and shaken back and forth each hour on mechanical shaker. After 21 days, mycelia were
separated from the medium by filtration through Whatman No. 1 filter paper. The filtrate was mixed for 15
minutes with an equal volume of ethyl acetate and allowed to stand for 10 minutes in order to separate it into
the two immiscible organic and aqueous layers. Then the ethyl acetate was evaporated using a rotary
evaporator. Each 1 mg of the fungal extract was dissolved in 1 ml of distilled water and stored at 4°C for later

use.
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4. Test of chitinolytic and proteolytic activities of the endophytic fungi Trichoderma sp.

The chitinolytic and proteolytic activity of the endophytic fungus Trichoderma sp. was determined
according to a previous method [19]. The culture medium revealing the proteolytic activity was essentially
composed of: 3 g NaCl, 3 g K,HPO,, 3 g MgS0,.7H,0, 10 g Agar, 5 g casein, and 1 | distilled water. The
culture medium revealing the chitinolytic activity was essentially composed of: 3 g NaCL, 3 g K,HPO,, 3 ¢
MgSQ,.7H,0, 10 g agar, 5 g colloidal chitin, and 1 | distilled water.

Fragments (5x5 mm) of the endophytic fungus Trichoderma sp. were inoculated in the center of Petri
dishes which is previously containing the solid medium revealing the chitinolytic and/or proteolytic activity.
The resulting strains were incubated in an oven at 25°C. After 24 to 48 hours of inoculation the presence of a
translucent halo indicated the presence of chitinolytic and/or proteolytic activities.

5. Preliminary phytochemical analyses of the fungal extract.

Detection of the major classic of metabolites was conducted using previously described
techniques described [20]. Extracts were dissolved individually in dilute Hydrochloric acid and filtered
then treated with Mayer’s reagent (potassium mercuric iodide). The formation of a yellow colored precipitate
indicated the presence of alkaloids. For the detection of flavonoids the extract was treated with few drops of
sodium hydroxide solution. The formation of intense yellow color, which became colorless upon the addition
of dilute acid, indicated the presence of flavonoids. For the detection of phenols the fungal extract was
dissolved in 5 ml of distilled water and a few drops of 5% ferric chloride solution were added. A dark green
color indicated the presence of phenolic compounds. For the saponins the fungal extract was vigorously
shaken with distilled water and was then allowed to stand for 10 minutes, formation of a fairly stable emulsion
indicated the presence of saponins. For detection of tannins, the crude fungal extract was treated with an
alcoholic FeCl; reagent, and a bluish black color that disappeared upon the addition of a little dilute H,SO,
followed by the formation of a yellowish brown precipitate indicated the presence of tannins.

6. Acetylcholinesterase inhibitory activity of the fungal extract.

Acetylcholinesterase (Ache) inhibitory activity was detected according to a previously described
method [21]. The protocol was as follows: 150 ul of 100 mM sodium phosphate buffer (Ph=8) was added to
10 wl of different concentrations of the dissolved extract (in methanol) and 20 ul of Ache. This mixture was
incubated at 25°C for 15 minutes and 10 pl of DNTB (0.5 mM) and 10 ul of acetyl choline iodide (0.71 mM)
was added to it. Readings at 412 nm at 0 and 15 minutes were performed using a plate reader. The percentage

of inhibition of the Ache enzyme was calculated by the following formula:

x100

Inhibition of the enzyme Ache (%) =

where E = the activity of the enzyme without extract, S = the activity of the enzyme with the extract.
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7. Insecticidal activity of the endophytic fungal extract.

An assay was conducted by directly spraying of adult insects inside a plastic boxes (five insects per
box)with three concentrations of the fungal extract were applied (0.1 g/, 0.2 g/l, and 0.3 g/l). There were five
repetitions for each concentration and five repetitions treated with distilled water were considered controls.
The mortality rate (in percentage) was calculated for each treatment after 24 h, 48 h and 72 h.

8. Antifungal activity of the endophytic fungal extract.

Three concentrations (1 g/l, 2 g/l, and 3 g/lI) of the fungal extract were mixed with the medium culture
(agar-agar) and then inoculated with 5 x 5 mm segments of B. cinerea. The strains were incubated at 25°C for

7 days. Based on previous protocol [22] the antifungal activity was calculated by using the following formula:

(Dt — De)
P.I.C.G=——x100
Dt

where P.1.C.G (%) = percentage of inhibition of colony growth;

Dt = Average diameter of the colony unexposed to the extract (control);

De = Average diameter of the colony exposed to the extract.

The antifungal activity of the fungal extract was evaluated according to the percentage of the
inhibition of the colony growth: from 30% to 40% - low activity; from 50% to 60% - moderate activity; from
60% to 70% - good activity; > 70% - excellent activity.

Statistical data analysis.

An analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s (HSD) test (with a confidence interval of 95%) were
performed in order to compare recorded corrected mortality, Ache inhibition, and antifungal activity means,
and rank these results into homogeneous groups. All statistical data analyzes were performed using the
XLSTAT 2019 software (Addinsoft, 2019. XLSTAT Statistical Data Analysis Solution, Paris, France).

Results and Discussion

Evaluation of the insecticidal activity of the fungal extract.

From the results (Figures 1 and 2) it was determined that the fungal extract had a variable insecticidal
activity against L. migratoria. The effect of the extract changed according to the concentration and time after
exposure. The concentration 0.4 g/l was the most effective concentration against the insects after 72 hours
with a mortality rate of 56.52%. For the Analysis of variance (Anova) and the Tukey (HSD) test (with a 95%
confidence interval). The capital letters A, B, C, and D indicates a significant difference among insecticidal
activity of different concentrations of the extract on different days (at 0.05 significance level). The lowercase
letters a, b, ¢, and d indicates a significant differences among insecticidal activity at different concentrations of

extract at the same day (at 0.05 significance level).
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Figure 1. Mortality rate (%) of insects according to different concentrations of the fungal extract
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Figure 2. L. migratoria 72 h after the application of the fungal extract

Evaluation of the antifungal activity of the fungal extract against B. cinerea.

It was determined that the fungal extract had a variable antifungal activity against B. cinerea (Figures
3 and 4). The effect of the extract changed according to the concentration and time after exposure. The
concentration 3g/l was the most effective concentration against B. cinerea after 7 days with a maximum

inhibition rate of 92.06% (excellent activity antifungal). For the Analysis of variance (Anova) and the Tukey
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(HSD) test (with a 95% confidence interval). The capital letters A, B, C, and D indicates a significant
difference among antifungal activity at the same concentration of extract on different days (at the 0.05
significance level). The lowercase letters a, b, ¢, and d indicates a significant difference among antifungal

activity on the same day (at 0.05 significance level).

120
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Figure 4. Inhibition of B. cinerea colony growth based on the concentration (3g/l) of the fungal extract

Anti-cholinesterase activity of the fungal extract.

It was found that the fungal extract had a variable Ache inhibitory activity (Figure 5) a maximum
Ache inhibition rate of 80% was recorded for the concentration of 4 ug/ml of the fungal extract. The capital
letters A, B, C, and D indicates a significant difference among Ache inhibitory activity at different
concentrations of extract at the 0.05 significance level. The lowercase letters a, b, ¢, and d indicates a
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significant difference among ache inhibitory values at the same concentration of extract (at the 0.05

significance level).

H D minutes

B 15 minutes

0.05ug/m! 01vg/ml 0.25ug/ml 0 5vug/ml Iuvg/'m!  Zug/m!  4ugiml

Extract concentration

Figure 5. Acetylcholinesterase inhibition based on different concentrations of the fungal extract

Preliminary test of chitinolytic and proteolytic activities of the endophytic fungi Trichoderma sp.
It was determined that the endophytic fungus Trichoderma sp. had chitinolytic and proteolytic
activities as evidenced by a translucent halo that formed around the fungal colony (Figure 6).

Figure 6. A translucent halo surrounding the fungal colony: A. Fungal colony in chitinolytic activity medium,
B. Fungal colony in proteolytic activity medium
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Preliminary phytochemical analyses of endophytic Trichoderma sp. extract.

Preliminary phytochemical analyses revealed the presence of alkaloids, flavonoids, phenols and
saponins.

Discussion

Endophytic microorganisms are those that occur internally in plant organs, especially in leaves,
branches and stems, while apparently not harming the hosts [23]. The capability of colonizing internal host
tissues has made endophytes a valuable tool to improve crop performance in agriculture [24]. Fungal
endophytes provide protection against herbivorous insects [25, 26] and phytopathogenic fungi [27] by
producing numerous insecticidal, insect repellent, and antifungal secondary metabolites during their active
growth phase which are either similar to, or have a higher activity than those of their respective hosts [28, 29].
They have been reported to have numerous applications in agro-chemistry [30]. Among these insecticidal and
antifungal secondary metabolites the chitinases [31], proteases [19] and acetylcholinesterase inhibiting
molecules such as alkaloids and flavonoids [32], which are considered responsible for the insecticidal and the
antifungal activities against L. migratoria and B. cinerea. Many fungal species secrete proteases when they
are grown in a medium containing casein as a source of nitrogen [19]. Chitinases can be induced in the
presence of colloidal chitin as source of carbon in the medium [33] and possess a hydrolytic activity against
chitin, which is decomposed by the hydrolysis of the [-1,4-glycosidic bonds between the N-
acetylglucosamine molecules [34] into low molecular weight molecules such as chitotetraose, chitotriosis and
chitobiose [35]. The halo corresponds to the zone of degradation of colloidal chitin by the chitinases secreted
by these fungi [36]. The results of casein degradation by fungal strains indicate that they have proteolytic
activity [19, 37]. Trichoderma spp. are well-known producers of degradative enzymes such as chitinases and
proteases [38]. Chitinases and proteases are virulence factors that play an important role during insect
infection [39] and a resistance mechanism provided by endophytic fungi to their host plants against
phytopathogenic fungi [40]. Their production is a common feature of most entomopathogenic fungi [41]
including Trichoderma spp. [36]. These fungi act by different mechanisms including wounding the peritrophic
membrane of the insect’s gut, which results in the inhibition of food intake and consequently leading to death
[35]. Alternatively they break down the cuticle of insects [31] as well as inhibit phytopathogenic fungi by
destroying their cell wall integrity [42]. The fungi produced a wide range of secondary metabolites that can
contribute positively in an agricultural context against several pests [43]. Among them the
acetylcholinesterase inhibitory molecules could be applied in agriculture to control insects and other arthropod
pests [44], by acting against their nervous systems [45] and increasing their acetylcholine level which induces
a repetitive activity of the neurons leading to the death of the insect [46]. In comparison with our study, a 70%

mortality rate of Helicoverpa armigera Hub. larvae was recorded after a topical application of Trichoderma
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harzianum Pers. culture filtrate (chitinase concentration of 2000 U ml/l) [35]. The endophytic fungus
Alternaria sp. Cas 1 (JX177676) isolated from R. communis had a maximum acetylcholinesterase inhibitory
activity rate of 78% [44]. Some studies have shown that different strains of Trichoderma spp. have a
significant antifungal activity against B. cinerea [47]. Trichodermin (137) was obtained from the endophytic
fungus T. brevicompactum 0248 isolated from Allium sativum L. which had a potent inhibitory activity against
Rhizoctonia solani (EC50 of 0.25 mg/ml) and against B. cinerea (EC50 of 2.02 mg/ml) [48]. The endophytic
fungus T. koningiopsis YIM PH30002 harbored in P. notoginseng Bur. was the source of koninginin O (131),
koninginin Q (132) and 7-O-methylkoninginin D (133), and koningiopisin C (134). These compounds
exhibited different antifungal activities against F. oxysporum woll and P. cucumerina [50]. Two compounds
dichlorodiaportinolide (135) and dichlorodiaportin (136) obtained from the endophytic fungus Trichoderma
sp. 09 isolated from the root of M. bontioides Sie & Zuc. showed different antifungal activities with MIC
values ranging from 6.25 to 150 mg/ml against C. musae Arx and R. solani Kuh [50]. T. koningiopsis YIM
PH30002 produced two koninginins R and S (138-139) which showed certain antifungal activities against F.
flocciferum Cor. and F. oxysporum Sch. [51]. Ethyl acetate extracts of Trichoderma spp. isolates exhibited
antimicrobial activity against Vibrio sp. Pac, S. marcescens Biz, M. smegmatis Trevi and B. cereus [52]. The
harzianic acid (HA) and 6-pentyl-a-pyrone (6PP) showed an antifungal activity against the powdery mildew
agent U. necator Schw [53]. T. velutinum ACR-P1 had a good antifungal activity against F. oxysporum Sch,,
V. dahliae Kleb, A. alternata Keis and C. capsici But & Bus [54].

Conclusion

In this study, we were able to highlight the antifungal; insecticidal and anti-acetylcholinesterase
activities of the endophytic fungus Trichoderma sp. isolated from R. communis against B. cinerea and L.
migratoria.

Three concentrations of the fungal extract (0.2, 0.3, and 0.4 g/l) were applied to test the insecticidal
activity against L. migratoria, and it was found that the mortality of the targeted insects was positively
proportional with concentration and time (24, 48, and 72hours). The concentration of 0.4 g/l was the most
effective against these insects after 72 hours with a mortality rate of 56.52%.

Three other concentrations of the fungal extract (1, 2, and 3 g/l) were applied to test the antifungal
activity against B. cinerea. The concentration of 3 g/l was the most effective against B. cinerea after 7 days
with an inhibition rate of 92.06% (excellent antifungal activity).Moreover it was found that the endophytic
fungus Trichoderma sp. extract had variable Ache inhibitory activity. The concentration 4 ug/ml was the most

endowed with a maximum inhibition of Ache of 80%.

121

Corresponding author: djamel.skikda@gmail.com Full Paper
DOI: 10.2478/asn-2020-0011 ©2020 Konstantin Preslavsky University of Shumen. All rights reserved



mailto:djamel.skikda@gmail.com

$ sclendo ASN, Vol. 7, No 1, Pages 112125, 2020

Preliminary phytochemical analyses revealed the presence of alkaloids, flavonoids, phenols and
saponins and it was found that the colony of these endophytic fungi is a producer of chitinases and proteases
which explains the action of its antifungal and insecticidal activities. These results demonstrate that the
endophytic fungi Trichoderma sp. extract can be applied as a contact bioinsecticide and biofungicide against

L. migratoria and B. cinerea.
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Abstract

The present study aimed to investigate the insecticidal activity of the endophytic fungus, A. tenuissima, isolated from the
leaves of common castor bean R. communis. To evaluate the insecticidal activity, ten concentrations (0. 2 to 2 g/L) of the
fungal extract were applied by contact and ingestion against L. migratoria.

The results showed that the fungal extract had variable insecticidal activities that depended on the concentration used and time
after treatment. The most effective concentration against the insects was 2 g/L, with a maximum mortality rates of 73, 91 %
and 100 % for L. migratoria upon contact and ingestion treatments, respectively.

The LC50 values indicated that the fungal extract was toxic against the insects with LC50 values ranging from 0, 56 to 1, 39
for L. migratoria contact treatment and from 0, 803 tol, 321 for L. migratoria ingestion treatment.

Chemical analysis of the fungal extract revealed the presence of polyphenols, alkaloids, terpenoids, saponins, and tannins as
the metabolites responsible for these activities. Attenuated total reflection-Fourier transform infrared analysis of the fungal

extract revealed the presence of the presence of sulfone, nitro, imine, enol ether, alkyne, and hydroxy! groups.
Specifically, GC-MS-MS analysis revealed the presence of many insecticidal volatiles for both fungal extract and colony.

Keywords: insecticidal activity, L. migratoria, endophytic fungi, Alternaria tenuissima

Introduction

Many insects are responsible for significant crop losses
worldwide (Rahman et al., 2018) %, Among them, the
migratory locust, Locusta migratoria (Linnaeus, 1758)
(Orthoptera: Acrididae), whose gregarious phase is under
the influence of population density, is a bio-aggressor with a
polyphagous diet (Le Gall et al., 2019) [ ample ecological
plasticity, and a large geographical distribution, all of which
lead to the formation of spectacular swarms responsible for
considerable crop damage (Sangbaramou et al., 2018).
Conventional control methods against the aforementioned
pest predominantly consist of the application of
considerable amounts of chemical pesticides (Shuping &
Eloff, 2017; Zhang & lecoq, 2021) [?% 31, These chemicals
are cost-effective and efficient, but their excessive use has
created severe problems, such as resistance, environmental
pollution, and adverse effects on human health (Shuping &
Eloff, 2017; Berestetskiy & Hu, 2021) [?6 331 Therefore,
finding alternatives that show an acceptable degree of
effectiveness, given the requirements dictated by the market
and consumer preference as well as government regulations
for crop protection without disregarding environmental and
human health hazards while ensuring economically efficient
agriculture, has become an issue of predominant importance
(Zhang & Lecoq, 2021) B8, Among such alternatives,
endophytic fungi that colonize the tissues of their host plants
without apparent symptoms of infection provide an
attractive and promising option for plant protection against
insect pests and phytopathogenic fungi due to their

production of bioactive secondary metabolites belonging to
various structural groups with unusual chemical diversity
and a broad spectrum of biological activities (Yan et al.,
2018; Toghueo, 2019;Kaur, 2020) 12912 Accordingly, the
present study aimed to investigate the insecticidal activity of
the extract obtained from the endophytic fungus, A.
tenuissima, isolated from the leaves of common castor bean
R. communis against L. migratoria.

Material and Methods

Biological material

Leaves of R. communis were collected with a scalpel from
five healthy plants within a natural vegetation community in
the region of Beni Bechir, Skikda, Algeria (36°46'20"N;
6°57'30"E) and transported to the laboratory in February
2019.

L. migratoria is a potential pest of many crops in Algeria,
and these insects were collected in August 2019 from the
same region as was R. communis.

Insects breeding

Insects were bred under laboratory conditions to maintain a
sufficient number of L. migratoria individuals to conduct
our experiments. As described by Ouedraogo et al. (2002)
(191 L., Migratoria individuals were bred in a wooden
breeding cage (50 cm?® covered with a tulle to ensure
aeration and avoid moisture condensation (maximum 50—
60% humidity), which causes epizootics in L. migratoria,
and provided a sliding door to allow the various necessary
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manipulations. The bottom of the cage consisted of nesting
boxes filled with peat (~66%) and river sand (~33%); these
materials were sterilized and humidified to 10% moisture
content to allow the recovery of oothecae. L. migratoria
individuals were fed fresh wheat leaves. Lighting and heat
(30£1°C) in the cage were provided continuously for 12
h/day using a 60-watt incandescent bulb, which allowed the
insects to thermoregulate and attain their optimal
temperature for molting and laying eggs.

Submerged fermentation and production of the fungal
extract.

This step was conducted following a previous method
(Dolatabad et al, 2017) I with slight modifications. Agar
discs with associated mycelium of the endophytic fungus
were placed in 250 ml flasks containing 50 ml of PDB
medium and closed to disallow contamination. The cultures
were incubated for 21 days at 25+2°C and shaken back and
forth each hour on a mechanical shaker. After 21 days, the
mycelia of the endophytic fungus were separated from the
medium by filtration through Whatman No. 1 filter paper.
The filtrate was mixed for 15 minutes with an equal volume
of ethyl acetate and let to stand for 10 minutes to separate it
into the two immiscible organic and aqueous layers. Then
the ethyl acetate was evaporated employing a rotary
evaporator. The concentrated fungal extract was subjected
to freeze-drying in a lyophilizer (Virtis) till dry powder was
acquired. Each 1 mg of the fungal extract was dissolved in 1
ml of methanol followed by filtration through Varian Bond
Elute C18 solid-phase extraction to remove impurities.

Insecticidal activity of the fungal extract

Direct spray and forced ingestion treatments were applied to
adults of L. migratoria at a rate of five insects per plastic
box. Ten doses of fungal extracts (0. 2;0. 3;0. 4;0, 5;0, 6,0,
7;0, 8;1;1, 2;1, 4;1, 6;1, 8 and 2g/L) were employed,
including five replicates per concentration and five
replicates that were treated with distilled water, as controls.
The mortality rate (in percentage) was calculated for each
treatment after during 7 days and corrected using Abbott's
formula Abbott (1925) [,

Test mortality (%) — Control mortality(%)

Corrected Mortality (%) = 100 — Control mortality (%)

Chemical analyses of the fungal extract

Detection of the major classic of metabolites was conducted
using previously described techniques by Harborne (1998)
(101 Extract was dissolved individually in dilute HCL and
filtered then treated with KHgl.. The formation of a yellow
colored precipitate demonstrated the presence of alkaloids.
For the detection of flavonoids, the extract was treated with
a few drops of NaOH solution. The formation of intense
yellow color, which became colorless upon the addition of
dilute HCL, demonstrated the presence of flavonoids. For
the detection of phenols the fungal extract was dissolved in
5 ml of distilled H,0O and a few drops of 5% FeCl; solution
were added. A dark green color indicated the presence of
phenolic compounds. For the saponins the fungal extract
was vigorously shaken with distilled H,O and was then
allowed to stand for 10 minutes, formation of a fairly stable
emulsion indicated the presence of saponins. For detection
of tannins, the crude fungal extract was treated with an
alcoholic FeCl; reagent, and a bluish-black color that
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disappeared upon the addition of a little dilute H2SO4
followed by the formation of a yellowish-brown precipitate
indicated the presence of tannins.

Attenuated total reflection (ATR)-Fourier transform
infrared (FTIR) spectroscopy analysis of the fungal
extract samples.

Samples (1mg) of the fungal extract were analyzed by ATR-
FTIR spectroscopy using a Cary-630 series FTIR
spectrometer  (Agilent  Technologies, Santa Clara,
California) with an ATR (MIRacle™ single reflection ATR)
configured with a diamond (Di) IRE plate (PIKE
Technologies, Fitchburg, Wisconsin). For data acquisition,
eight scans were performed between 4000 and 650cm?,
with a resolution of 4 cm™. The background spectrum was
automatically subtracted using the Resolution Pro version 5.
0 software (Agilent Technologies) for each sample spectrum
(Sala et al., 2020) 24,

Analysis of volatile components of the fungal extract
GC-MS analysis of the volatile components of the fungal
extract was carried out using a Shimadzu GC-MS-QP2020
NX apparatus coupled with a fused silica capillary column.
The GC-MS instrument was employed as previously
illustrated by Senthilkumar et al. (2014) 231,

The instrument was put at an initial temperature of 110 °C
and held at this temperature for 2 minutes. Next, the
temperature was gradually increased to 280 °C at a rate of 5
°C/min and kept at that point for 9 min; the temperature of
the injection port was kept at 250 °C and the helium carrier
gas flow rate was set at 1 mL/min. Finally, the ionization
voltage was set to 70 eV before 1 uL of each sample/ImL of
methanol was injected, and the mass spectrum scan range
was set to 45-450 (m/z). The generated GC-MS mass
spectrum data were interpreted using the National Institute
of Standards and Technology (NIST) database. The name,
molecular weight, and molecular formula of the volatile
components were determined.

Analysis of volatile components of the fungal colony

The analysis of the volatile components produced by the
fungal hyphae of the endophytic fungus A. tenuissima was
carried out using a previously described technique by Fiers
et al. (2013) [ 50uL of a fungal spores solution (2X107
spores / mL) was placed in 20 mL sloped solid -phase
micro-extraction (SPME) vials containing 7 mL of PDA
medium, closed to disallow contamination and incubated in
an oven at 23 ° C. Each micro-extraction vial was placed
before collection in a 25 ° C water bath for 10 minutes to
concentrate the volatile compounds in the headspace of the
vial, Then SPME fibers were set inside the micro-extraction
vials for 20 minutes to extract the volatile compounds
produced by the fungal hyphes. The instrument (GC-MS-
MS) was put to an initial temperature of 100 ° C and held at
this temperature for 1 minute, then the temperature was
gradually increased to 250 ° C (35 ° C for 2 minutes,5° C/
min up to 155 ° C, 20 ° C/ min up to 250 ° C and 250 ° C
for 10 minutes). The temperature of the injection port was
kept at 250 ° C and the helium flow rate at 1. 5 mL / min,
the ionization voltage was at 70 eV. Finally SPME fibers
were put in the injection port of the GC-MS instrument and
the mass spectrum scan range was set to 45-450 (m/z). The
generated GC-MS mass spectrum data were interpreted
using the National Institute of Standards and Technology
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(NIST) database. The name, molecular weight, and
molecular formula of the volatile components were
determined.

Statistical data analysis

An analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s (HSD) test
(with a confidence interval of 95%) were performed to
compare corrected mortality means and ranks these results
into homogeneous groups. The corrected mortality was
subjected to probit analysis to obtain the (LC50) values,
which were estimated using a binomial model with a
complementary log-log link function. The data from the
time-mortality (survival) bioassays were subjected to a non-
parametric survival analysis using Kaplan-Meier estimators
to obtain the median survival time (LT 50). Similarly, the
statistical heat maps of recorded mortality (insecticidal
activity) under different concentrations were carried out. All
statistical data analyzes were carried out using the XLSTAT
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2019 software (Addinsoft, 2019. XLSTAT Statistical Data
Analysis Solution, Paris, France).

Results and Discussion

Results

Insecticidal activity of the fungal extract

The fungal extract showed an insecticidal activity that
varied with the concentration used and the time after
treatment. Thus, the most effective concentration against the
insects was 2 g/L, The maximum mortality rates were73, 91
% and 100 % after 7 days of treatment for L. migratoria
upon contact and ingestion treatments, respectively figures
(1, 2). The capital letters indicate a significant difference
among insecticidal activity of different concentrations of the
extract on different days (at 0. 05 significance level). The
lowercase letters indicate significant differences among
insecticidal activity at different concentrations of the extract
on the same day (at 0. 05 significance level).
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Fig 1: Corrected mortality recorded after contact treatment of L. migratoria with Alternaria tenuissima extract.
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Fig 2: Corrected mortality recorded after ingestion treatment of L. migratoria with Alternaria tenuissima extract.

The gradual transition of the heat map from green to red
correlates with an increase in the mortality of insects from

low to high. The most effective concentration against the
insects was 2 g/L. figures (3, 4).
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Fig 3: Statistical heat map of insecticidal activity under different
concentrations of the fungal extract for various exposure duration
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Table 1: Lethal concentration 50 of the fungal extract under
different exposure times of L. migratoria

Day LCso Contact treatment of LCso Ingestion treatment of
L.migratoria. (g/L) L.migratoria. (g/L)

1 1,39+0,03 1,321+0,03
2 1,27+0,08 1,202+0,08
3 1,23+0,04 1,174+0,04
4 1,10+0,02 1,047+0,02
5 1,04+0,07 0,9+0,05

6 0,99+0,03 0,812+0,09
7 0,562+0,03 0,803+0,06

The mean survival times (LT50) were ranging from 4, 914
to 6, 187 days for L. migratoria contact treatment and from

(contact treatment). 6, 187 to 6, 818 days for L. migratoria ingestion treatment
(Table. 2)
Correctedmortality (%)
DAY1 DAY2 DAY3 DAV4 DAYS DAYG DAY7T Table 2: Lethal time 50 of L. migratoria treatments.
0,2g/L " -
I 4L . LTso Contact L Tso ingestion
éf" 0,6§/L Conc(zr;tl_r)atlon treatment of treatment(g/L) of
H Ois%L L.migratoria. (days) | L.migratoria (days)
L 1,2gg/L 0,2 6,187+0,329 6,818+0,329
g 4L 0,4 6,187+0,329 6,187+0,329
;’ggg 0,6 6,187+0,329 5,889+0,333
et L 08 6.167+0,329 588940,333
1 5,352+0,361 5,435+0,365
Low High 1,2 5,036+0,368 5,352+0,361
Fig 4: Statistical heat map of insecticidal activity under different ig 2312?82;? j;ggfgggg
concentrations of the fungal extract for various exposure duration : L =
(ingestion treatment) 1,8 4,914+0,377 4,720+0,358
2 4,914+0,377 4,678+0,350

In addition to the mortalities recorded in L. migratoria after
the application of the fungal extract, a reduction in motor
activity, intense defecation, and unusual water loss in the
form of diarrhea were observed in the treated locusts. The
application of these extracts also caused a change in the
pigmentation of the locust bodies to a red color after the
contact treatment and the appearance of black color in the
abdomen upon the ingestion treatment (figure. 5)

dfpce S
el
Fig 5: Effect of extract obtained from the endophytic fungus

Alternaria tenuissima. A. Contact treatment against L. migratoria.
B. Ingestion treatment against L. migratoria.

The LC50 values indicated that the fungal extract was toxic
against the insects with LC50 values ranging from 0, 56 to
1, 39 for L. migratoria contact treatment and from O,
803tol, 321for L. migratoria ingestion treatment (Table. 1).

Chemical analysis of the fungal extract

Chemical analysis of the fungal extract revealed the
presence of polyphenols, alkaloids, terpenoids, saponins,
and tannins.

ATR-FTIR spectroscopy-based analyses of the extract
The results of FTIR-ATR analysis of the A. tenuissima
extract revealed the presence of sulfone (1100-1150 cm™),
nitro (1250-1400 cm), imine (1480-1690 cmt), enol ether
(1600-1660 cm?), alkyne (2100-2300 cm), and hydroxyl
(3300-3500 cm™) groups (Figure. 6).
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Fig 6: FTIR-ATR analysis of the extract obtained from the
endophytic fungus Alternaria tenuissima. 1. sulfone group, 2. Nitro
group, 3. Imine group, 4. enol ether group, 5. Alkyne group, 6
hydroxy! group.

Analysis of volatile components found in fungal extract
and produced by fungal hyphes of A. tenuissima.
GC-MS-MS analysis results indicated the presence of
different volatile secondary metabolites with insecticidal
activities (Table. 3).
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Table 3: Volatile secondary metabolites of A. tenuissima extract with insecticidal activities.

Volatil Molecular . -
compound Formula weight (g/Mol) Obtained Chromatogram Activity |References
i
o]
Phénol, 3,5-bis 64
(1,1' C14H220 206 4‘3: -
diméthyléthyl) - i e i
1 ale Ty W e s |
0050 g o H0 10 A0 20 20 ¥ 3 30 M0
100 -
Phénol, 2,6-bis _ N (Zhao et
(1.1 CiHoiO 220 & Insecticidal | al.,2020)
diméthyléthyl) -| ~25772 H,-'_‘-.OH ) (361,
4-méthyl- { k
200 40 10 300 330 300 30 420 450 4m0 |
2,6-Di-tert-buty|- CysH,,0 \;7< \V\‘
4-méthyl-phénol 220 0 \[
200 0 260 20 0 0 380 410 a0 40

Discussion

Endophytic fungi occupied the internal tissues of their host
plants without any apparent symptoms of infection (Kaur,
2020). They confer host resistance against insect pests by
producing specific bioactive volatile and non-volatile
secondary metabolites (El-Sayed et al., 2020) [,

Among non-volatile secondary metabolites, many alkaloids
are toxic and appear to serve primarily as a component of
the plant defense mechanism against various herbivorous
insects through their deterrent and anti-food or toxicity
effects (Taye & Borkataki, 2020) [281,

Phenolic compounds are defensive compounds that exert a

toxic effect on insects upon ingestion (Kortbeek et al., 2019)
[19]

Saponins are known insecticides, deterrents, molt disruptors,
and regulators of insect growth. Their mechanism of action
involves interaction with cholesterol, which disrupts the
ecdysteroid synthesis. Additionally, they act as protease
inhibitors and are reportedly cytotoxic to some insects
(Hussain et al., 2019) 14,

Tannins are toxins that affect insect growth and
development by acting as food deterrents against many
insect pests (Taye & Borkataki, 2020) [28],

And terpenoids which are involved in inhibiting insect
steroid-receptor activity, which allows the cell to sense the
presence of hormones and generally show insect-repellent
activity, preventing or reducing plant-insect contact as well
as the transmission of viral diseases and reportedly involved
in plant defense responses as toxins and deterrents against

numerous insect pests (Kortbeek et al., 2019;Clouse, 2011)
[14, 4]

Detection of hydroxyl groups by FTIR-ATR has confirmed
the presence of phenols and tannins in fungal extracts
(Sharaf et al., 2013) [?5],

Imines and their derivatives have long been acknowledged
as key intermediates in the synthesis of nitrogenous
heterocyclic compounds, especially in the field of alkaloid
synthesis (Lv et al., 2021) 71,

Therefore, the detection of these compounds by FTIR-ATR
confirmed the presence of alkaloids in the fungal extract.
Similarly, the detection of alcohol groups by FTIR-ATR
confirmed the presence of saponins in the fungal extract, as
reported previously by (Veiga et al., 2018) 39,

Sulfones are organosulfur compounds that have been
previously investigated due to their importance as synthetic

intermediates for the production of a wide range of
chemically and biologically active molecules with
insecticidal properties (Yu et al., 2016) [,

Many alkyne derivatives are key intermediates in the
synthesis of numerous insecticides, Among them neurotoxic
pyrethroids act at low doses on the central nervous system
of insects by blocking their sodium channels and causing a
lack of nervous tone and ultimately the death of the insects
(Soderlund, 2012) 27,

The nitro group is considered a exceptional functional group
in chemistry, and it is commonly used in the production of
agricultural chemicals such as fungicides, insecticides
(Nishiwaki, 2020) [,

Enol ethers are also intermediates in the synthesis of many
insecticidal products (Liu et al., 2015) 161,

In addition to the mortalities recorded in L. migratoria after
the application of the fungal extract, a reduction in motor
activity, intense defecation, and unusual water loss in the
form of diarrhea were observed in the treated locusts. These
observed signs of intoxication are certainly attributable to
the fungal extract treatment (Kemassi et al., 2018) 131,

The application of these extracts also caused a change in the
pigmentation of the locust bodies to a red color after the
contact treatment and the appearance of a black color in the
abdomen (location of the digestive tract) upon the ingestion
treatment. The pigment responsible for the red color in the
cuticle of locusts is p-carotene; thus, the red color observed
after treatment is due to excess production of this pigment
(Yang et al., 2019) B3, The black pigmentation of the
digestive tract is due to the presence of specific melanin
(Chauvin, 1956) [,

However, the dark black color of the abdomen observed
after treatment is due to excess melanization caused by
intestinal toxicity, lack of nervous tone due to the harmful
effects of the fungal extract on the central nervous system,
distension, and cellular necrosis, and a physiological
reaction of the insects whereby they attempt to heal the
wounds in the intestine, which can no longer fulfill its role
of absorption and assimilation of the nutrients, causing
protein and lipid deficiency and ultimately the death of the
insects (Shamim et al., 2014) 241,

In comparison with studies on the insecticidal activity of
secondary metabolites produced by endophytic fungi. The
compound 6, 8-di-O-methylbipolarin  produced by
Acremonium vitellinum exhibited a good larvicidal activity
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against the third instar larvae of H. armigera with an LC50
value of 0. 72 mg/mL (Yuan et al., 2020) 41,

The endophytic fungi C. lunata MRDS 302 showed
excellent insecticidal activity against S. cretica first instar
larvae with a maximum mortality rate of 100 % (EL-
Lebody et al., 2021) 81,

Among the volatile substances with insecticidal activity, 2,
4-di-tert-butylphenol analogs are highly important (Zhao et
al., 2020) [=61,

These results show that the endophytic fungus A. tenuissima
is an excellent source of volatile and non-volatile secondary
metabolites with insecticidal activity against L. migratoria.

Conclusion

The present study aimed to investigate the insecticidal
activity of the endophytic fungus, Alternaria tenuissima,
isolated from the leaves of common castor bean Ricinus
communis. To evaluate the insecticidal activity, ten
concentrations of the fungal extract were applied by contact
and ingestion against Locusta migratoria.

The results showed that the fungal extract had variable
insecticidal activities that depended on the concentration
used and time after treatment. Chemical analysis of the
fungal extract revealed the presence of polyphenols that
exert a toxic effect on insects upon ingestion, alkaloids with
deterrent and anti-food or toxicity effects, terpenoids with
well known insecticidal activity, saponins as insecticides,
deterrents, molt disruptors, and regulators of insect growth,
and tannins that affect insect growth and development by
acting as food deterrents against many insect pests.
Attenuated total reflection-Fourier transform infrared
analysis of the fungal extract revealed the presence of many
groups commonly used in the production of insecticides.
Specifically, GC-MS analysis revealed the presence of
volatile substances with insecticidal activities. These results
show that the fungal extract of A. tenuissima is an excellent
source of volatile and non-volatile secondary metabolites
with insecticidal activity.
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Abstract: This study was conducted to evaluate the insecticidal activity of the endophytic fungus Isaria
fumosorosea Wize isolated from Ricinus communis L. against Locusta migratoria L. and Acanthoscelides
obtectus Say. To evaluate the insecticidal activity, a mixture of fungal extract and spore suspensions (1x107,
1x106 and 1x105 spores/ml of dissolved extract) were applied against the insects. It was found that I.
fumosorosea had a good insecticidal activity, positively proportional to concentration and time after exposure
(24, 48, 72 hours). A maximum mortality rate of 80% for A. obtectus and 70% for L. migratoria at 1x107
spores/ml of dissolved extract was recorded. Preliminary phytochemical analyses of the fungal extract
revealed the presence of alkaloids, flavonoids and phenols. Additionally, a fungal development on the insects

bodies has also been noticed; that is undoubtedly explained the recorded insecticidal activity.
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Introduction

Numerous insects are responsible for significant crop losses worldwide [1]. Among them the
migratory locust Locusta migratoria (Linnaeus, 1758) (Orthoptera: Acrididae) which is a pestilential insect
with a polyphagous habit [2], exhibits extensive ecological plasticity and a large geographic range. Its
gregarious phase is influenced by population density [3] which leads to the formation of spectacular swarms
that cause considerable damage to crops [4, 5]. Acanthoscelides obtectus (Say, 1831) (Coleoptera:
Chrysomelidae) is a potentially ubiquitous cosmopolitan insect which infest its main host plant Phaseolus
vulgaris L. in both field and storage lots [6].

The control methods of L. migratoria and A. obtectus are dominated by chemical methods involving
the application of considerable amounts of chemical pesticides [7, 8]. These chemicals are effective, but their
extensive application has created problems, such as pesticides resistance, environmental pollution and adverse
effects on human health [9]. Therefore, finding effective alternatives for crop protection against pests is now a
necessity [10]. Among the alternatives, endophytic fungi are considered to be one of the most promising
biological groups for plant protection against a large number of insects [11, 12]. Endophytes are
microorganisms that reside in plant tissues without causing any apparent symptoms. They are an important
source of bioactive compounds and also have many promising agricultural applications [13].

Actually, 1. fumosorosea is considered as low risk alternative to chemical insecticides [14]. Thus the
aim of this study was evaluating the insecticidal activity of the endophytic fungus I. fumosorosea isolated

from the leaves of Ricinus communis L. against L. migratoria and A. obtectus.

Material and Methods

Biological material

R. communis leaves were collected with a scalpel from five healthy plants in the Beni Bechir region,
Skikda, Algeria in March 2019. L. migratoria and A. obtectus are potential pests of many crops in Algeria,
and these insects were collected in August 2019 from the same region as was R. communis.

Methods

1. Insects breeding

The objective of the first step was to obtain a large number of L. migratoria and A. obtectus with
which to conduct our experiment (Locust and bruchids treatment and mortality rate calculation). Locusts were
bred in the laboratory according to a previously described method [15], with slight modifications. Wooden
cages of 50 cm® covered with tulle to ensure aeration and avoid condensation of moisture (50-60%
maximum), were used, they were equipped with a sliding door to allow different manipulations and a heating

system maintained a constant temperature of approximately 30+1°C, which allowed the insects to thermo
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regulate and attain their optimal temperature for molting and egg laying. A photoperiod with 12 hours of
continuous light per day was provided with a 60-watt incandescent bulb.

The breeding of A. obtectus was performed in the laboratory according to the method described by
[16] in glass jars containing 500 g of beans (never treated with insecticides) and kept in an oven at 25°C, and
relative humidity of 65%.

2. Isolation, purification and identification of endophytic fungus I. fumosorosea

The isolation of the endophytic fungi was performed 48 hours after the collection of R. communis
leaves according to a previously described protocol [17], with a slight modifications. The samples were
carefully washed under running water to remove soil particles and cut into 5 x 5 mm segments with a flame-
sterilized razor blade. The resulting segments were placed in 75% ethanol for 1 minute, washed three times
with sterile distilled water for a few minutes each to remove excess ethanol, and dried on sterile filter paper
under aseptic conditions. Next the samples were uniformly and aseptically transferred into Petri dishes
containing modified PDA medium with streptomycin (200 mg/l) to inhibit bacterial growth. These Petri dishes
were sealed using diagonal parafilm and incubated at room temperature (25-30°C) for 21 days to ensure the
growth of endophytic fungi. The emerging fungi from the ends of segments (plant tissue) were immediately
isolated and transplanted into a new PDA medium without antibiotics. Next, the fungal strains were incubated
at 25°C for 3 to 6 days. Microscopic observations were made using an optical microscope.

3. Submerged fermentation and production of fungal extract

The next was conducted according to the method of Dolatabad et al. [18], with major modifications
(medium modification). Agar discs associated with mycelium of 1. fumosorosea were placed in 250 ml flasks
containing 50 ml of the following medium: 4 g potato extract, 20 g dextrose, 2 g colloidal chitin, 7.5 g casein,
4 g K;HPO,, 1.5 g MgS0,.7H,0, 1,5 g KCI, 0.01 g FeSO,.7H,0, 1 | distilled water. The cultures were
incubated for 21 days at 25+2°C and shaken back and forth each hour on mechanical shaker. After 21 days the
mycelia were separated from the medium by filtration through Whatman No. 1 filter paper. The filtrate was
mixed for 15 minutes with an equal volume of ethyl acetate and allowed to stand for 10 minutes in order to
separate it into the two immiscible organic and aqueous layers. Then the ethyl acetate was evaporated using a
rotary evaporator. Each 1mg of the fungal extract was dissolved in 1 ml of distilled water and stored at 4°C
for later use.

4. Preparation of spore suspensions.

Agar discs associated with a mycelium of I. fumosorosea were placed in the center of Petri dishes
which is previously contained the MY 20 agar medium. The cultures were incubated for 21 days at 30-34°C to
ensure the production of mature spores. 6-8 ml of distilled water was pipetted to a well-sporulating plate, and

then the growth was scraped off with a sterile loop to release spores. The resulting solution were collected
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from the top of the plate using a pipette then transferred into a sterile conical tubes which will be vigorously
shaken in a vortex mixer for 1-2 minutes. The resulting liquid was filtered by vacuum through fiberglass wool
to remove mycelia fragments then centrifuged at 1800 rpm for 10 minutes in a Sorvall H1000B rotor. The
supernatant were carefully poured out (leave about 5 ml or last few drops in) then we add to it 1 ml of distilled
water. The mixture were transferred to a screw-top vial containing 0.5 ml of 80% (w/v) glycerol to achieve a
final concentration of 20% glycerol then stored in the freezer at -20°C. The spore suspensions (1x107, 1x10°,
and 1x10° spore/ml) were prepared by a haemocytometer [19].

5. Preliminary phytochemical analyses of the fungal extract.

Detection of the major classic of metabolites was conducted using previously described
techniques described [20]. Extracts were dissolved individually in dilute Hydrochloric acid and filtered
then treated with Mayer’s reagent (potassium mercuric iodide). The formation of a yellow colored precipitate
indicated the presence of alkaloids. For the detection of flavonoids the extract was treated with few drops of
sodium hydroxide solution. The formation of intense yellow color, which became colorless upon the addition
of dilute acid, indicated the presence of flavonoids. For the detection of phenols the fungal extract was
dissolved in 5 ml of distilled water and a few drops of 5% ferric chloride solution were added. A dark green
color indicated the presence of phenolic compounds. For the saponins the fungal extract was vigorously
shaken with distilled water and was then allowed to stand for 10 minutes, formation of a fairly stable emulsion
indicated the presence of saponins. For detection of tannins, the crude fungal extract was treated with an
alcoholic FeCl; reagent, and a bluish black color that disappeared upon the addition of a little dilute H,SO,
followed by the formation of a yellowish brown precipitate indicated the presence of tannins.

6. Insecticidal activity of the endophytic fungus I. fumosorosea.

An assay was carried out by directly spraying of adult insects inside a plastic boxes for L. migratoria
and Petri dishes for A. obtectus (five insects per box or Petri dish) with three different spore suspensions
(1x107, 1x10°, and 1x10° spores/ml of dissolved extract (1 mg/ml of H,0), there were five repetitions for each
concentration and five repetitions treated with distilled water were considered controls. The mortality rate (%)
was determined for each treatment after 24 h, 48 h, and 72 h.

Statistical data analysis.

An analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s (HSD) test (with a confidence interval of 95%) were
performed to compare recorded mortality means and rank these results into homogeneous groups,
respectively.

All statistical analyzes were performed using the XLSTAT 2019 software (Addinsoft, 2019. XLSTAT

Statistical Data Analysis Solution, Paris, France).
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Results and Discussion

Preliminary phytochemical analyses of endophytic I. fumosorosea extract.

Preliminary phytochemical analyses of the endophytic fungi extract revealed the presence of alkaloids
and phenols.

Evaluation of the insecticidal activity of the endophytic fungus I. fumosorosea.

From the results (Figures 1, 2 and 3) it was determined that I. fumosorosea strain had a good,
insecticidal activity positively proportional to concentration and time after exposure (24, 48, 72 hours) with a

maximum mortality rate of 80% for A. obtectus and 70% for L. migratoria at 1x10’ spores/ml of dissolved
extract.

Figure 1. Dead insects after the application of the fungal extract and spore suspensions:
a. A. obtectus, b. L. migratoria
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Figure 2. Mortality rate (in percentage) of A. obtectus according to different concentrations

130

Corresponding author: djamel.skikda@gmail.com Full Paper
DOI: 10.2478/asn-2020-0012 ©2020 Konstantin Preslavsky University of Shumen. All rights reserved



mailto:djamel.skikda@gmail.com

$ sclendo ASN, Vol. 7, No 1, Pages 126-135, 2020

80
A
70 I
g 60 -
2 50 -
© B
> 40 I - 24 Hours
£ - AB
£ 30 I — 48 Hours
$ S
20 & £ - 72 h
5 B o= B ours
0 —
control 1x105 1x10 6 1x107
Concentrations (spores/ml)

Figure 3. Mortality rate (in percentage) of L. migratoria according to different concentrations

For the Both; variance analysis (ANOVA) and the Tukey’s (HSD) test (with a 95% confidence
interval), the capital letters A, B, C, D indicates a significant difference between insecticidal activity of
different concentrations during different days (at 0.05 significance level).

Discussion

Endophytic microorganisms are those that occur internally in plant organs, especially leaves, branches
and stems, while apparently not harming the hosts [21]. The capability of colonizing internal host tissues has
made endophytes a valuable tool to improve crop performance [22]. Fungal endophytes providing protection
against herbivorous insects [23, 24] by producing after their active growth phase a numerous insecticidal
secondary metabolites which are either similar to, or higher activity than those of their respective hosts [25,
26]. They have been reported to have numerous applications in agro chemistry [27]. Fungal entomopathogens
are important ecological regulatory factors for managing insect populations [11]. Entomopathogenic
endophytic fungi infect and kill their insect hosts by the production of secondary metabolites (mycotoxins),
which conquered insect immunity or/and breaking down insect cuticle [28].

Our results revealed that the R. communis endophytic fungus I. fumosorosea; had a good insecticidal
activity positively proportional with concentration and time after exposure (24, 48, 72 hours), with a
maximum mortality rate of 80% for A. obtectus and 70 % for L. migratoria at 1x10" spores / ml of dissolved
extract. Preliminary phytochemical analyses of the fungal extract revealed the presence of alkaloids,
flavonoids, phenols and the development of the fungi on the insects bodies have been noticed which explain
the recorded insecticidal activity.
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In comparison with other studies Isaria spp. are environmentally friendly [29] important
entomopathogenic fungal species with a worldwide distribution and multiple host insects [30]. They were
reported as insecticidal against Sitophilus oryzae [31], Nasutitermes corniger [32], Haematobia irritans [33],
Tetranychus urticae [34], Planococcus ficus [35], Eurygaster integriceps, Eurygaster austriaca [36], Agrilus
planipennis [37], Aelia rostrata [38], Pissodes punctatus [39], Hepialus sp. [40], and as producers of
insecticidal secondary metabolites such as beauvericin, beauverolides, terpenes (trichocaranes, fumosorinone,
farinosones, militarinones), lactone compounds (cepharosporolides), acids (dipicolinic acid and oxalic acid),

and cycloaspeptides [30].

Conclusion

In this study, we were able to highlight the insecticidal activity of endophytic fungus I. fumosorosea
from R. communis against L. migratoria and A. obtectus. A mixture of fungal extract and spore suspensions
(1x10’, 1x10° and 1x10° spores/ml of dissolved extract) were applied against the insects. The results shows
that 1. fumosorosea had a good insecticidal activity, positively proportional to concentration and time after
exposure (24, 48, 72 hours) with a maximum mortality rate of 80% for A. obtectus and 70% for L. migratoria
at 1x10’ spores/ml of dissolved extract. Preliminary phytochemical analyses of the endophytic fungi extract
revealed the presence of alkaloids, flavonoids, phenols and we have noticed a development of the fungus on
the insect’s bodies. These findings demonstrate that this endophytic fungus can be used as a contact

bioinsecticide against L. migratoria and A. obtectus.
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