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RESUME

Quatorze escargots de 1’espéce Achatina fulica ont été mis en élevage cinq
mois dans deux bacs. Ces escargots avaient un poids moyen de 63,66 + 1 g et
une longueur de coquille de 8,4 £ 0,3 cm pour un age approximatif de 9 mois.
Les bacs ont été remplis d’une litiere d’¢levage composée de sol brun et de
sol sableux (sol de lagune). Les pontes recueillies ont été mises a incuber sur
le substrat sciure de bois inoculé auparavant par trois différentes
concentrations (10%, 10* et 10° spores/mL) de trois champignons (Fusarium
oxysporum, Trichoderma sp. et Phoma sp.). Au terme de cette période
d’incubation, le nombre de naissains a été compté et le taux d’éclosion des
ceufs a été estimé. Les résultats ont montré que Phoma sp. n’a pas eu d’effet
sur le taux d’éclosion des ceufs aux trois concentrations. Les espéces
Trichoderma sp. et Fusarium oxysporum n’ont pas eu d’effet a 10°
spores/mL. Par contre, ces especes ont eu un effet pathogéne aux
concentrations de 10* et 10° spores/mL.

Mots-clés : Achatina achatina, champignons, concentration, naissains, eeufs,
substrat d’incubation.
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ABSTRACT

Effect of concentrations of three mushrooms (Fusarium
oxysporum, Trichoderma sp. and Phoma sp.)on the rate of eggs hatching
of the snail Achatina fulica (Bowdich, 1820) in breeding

Fourteen snails of Achatina fulica species were bred during five months in
two vats. These snails had average live weight of 63.66 + 1g with an average
length of 8.4 £ 0.3 cm of approximate age 9 months.They were bred on litter
which is composed of a mixture of brown soil and sandy soil (lagoon soil).
The detected laying were incubated on sawdust substrate inoculated by three
different concentrations (10°, 10* and 10° spores/mL) of three fungi
(Fusarium oxysporum, Trichoderma sp. and Phoma sp.). At the end of period
of incubation, the number of seed oysters was counted and the rate of eggs
hatching was estimated. Results showed that Phoma sp. had no effect on the
rate of eggs hatching at these three concentrations. Both Trichoderma sp. and
Fusarium oxysporum species had also no effect at 10% spores /mL. But both
species had an effect at 10* and 10° spores /mL.

Keywords : Achatina fulica, concentration, eggs, fungi, incubation substrate,
seedoysters

I - INTRODUCTION

Les mollusques sont des invertébrés, a corps mou et souvent recouvert d’une
coquille. L’embranchement des mollusques se divise en 6 grandes classes
dont les plus actuelles sont les Gastéropodes, les Bivalves et les
Céphalopodes. La plupart des mollusques sont aquatiques mais il existe des
mollusques terrestres notamment les limaces et les escargots. Ces derniers ont
une chair trés savoureuse et fournissent a 1’homme des acides aminés
essentiels comme la lysine, des protéines, du calcium et du fer [1,2].
Cependant, la pression de braconnage liée a la commercialisation a grande
échelle des escargots, la destruction de leur habitat et ’urbanisation tres
poussée et incontrdlée entrainent la disparition progressive de ces animaux.
Aussi, I’existence des microorganismes pathogenes tels que les champignons
dans les enceintes d’¢élevage et des substrats d’incubation menacent I’éclosion
des ceufs. Les conditions de vie favorables au développement des escargots
exigent : la préservation de leur biotope et la vulgarisation de leur élevage par
la mise au point de techniques d’¢levages performantes permettant la
production d’escargots.
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Cela pourrait non seulement constituer un moyen d’entrée de devises, de
satisfaction des besoins des consommateurs, mais surtout de contribution a la
lutte contre 1’épuisement des stocks naturels d’escargots dans le contexte
d’une gestion durable de la biodiversité pour les générations futures. Une
population d’escargots en constante évolution est liée a la fois au taux
d’éclosion et au nombre d’ceufs pondus. Achatina fulica pond beaucoup
d’ceufs, mais le taux d’éclosion est faible par rapport au nombre d’ceufs
pondus. Le but du travail est d’identifier lequel ou lesquels de ces
champignons réduisent le plus le taux d’éclosion des ceufs de Achatina fulica

Il - MATERIEL ET METHODES
I1-1. Matériel biologique

Les champignons microscopiques, Fusarium oxysporum, Phoma sp., et
Trichoderma sp. utilisés dans cette étude ont été obtenus a partir de la litiére
d’¢levage des escargots et des substrats d’incubation d’ceufs de 1’escargot
Achatina fulica par les travaux [3]. Quatorze escargots (Achatina fulica)
matures ont été collectés dans les plantations expérimentales de 1’Université
Nangui Abrogoua (ex Université Abobo Adjamé) pour cette étude. Leur
poids moyen est de 63,66 g avec une longueur moyenne de coquille de
8,4 cm. L’orifice génitale de ces animaux présentent une légére saillie de
couleur blanchatre signe de leur maturité sexuelle [4]. Ces escargots matures
reproducteurs ont été répartis dans deux bacs d’¢levage a raison de
7 escargots par bac soit & une densité de 50 escargots par m?. Le dispositif
d’¢levage est rempli au Y4 d’une litiere d’élevage stérile composée d’un
mélange de sol noir de plantation plus du sable de construction a quantité
¢gale. L’alimentation des escargots est composee de feuilles de papayer
(Carica papaya : Caricaceae), de laitue (Lactuca sativa : Apiaceae), de choux
(Brassica oleraceae : Brassicaceae) et de feuilles de taro (Xanthosoma
mafaffa : Araceae). Tous les deux jours, la nourriture est renouvelée, la litiere
débarrassée des déchets produits par les escargots et les pontes décelées sont
délicatement prélevées a 1’aide d’une cuillére en plastique et comptées.

11-2. Méthodes
I1-2-1. Préparation de ’inoculum

Un inoculum de chaque champignon a été ensemencé sur milieu PDA
solidifié en boite de Pétri a raison de 3 boites par souche fongique.
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Les souches de Fusarium oxysporum, Trichoderma sp. et Phoma sp.
obtenues au bout d’une semaine de culture ont été utilisées pour inoculer la
sciure de bois avant de recevoir les ceufs d’escargot (Achatina fulica). La
sciure de bois est constituée du mélange des especes suivantes : Iroko
(Milicia excelsa ou Milicia rejia), I’acajou (Khaya ivorensis ou Khaya
grandifoliola) et le Samba (Triplochiton scleroxylon) [5]. Une portion de
2 cm? environ de surface de chaque culture de champignons a été raclée a
I’aide d’une spatule métallique stérile. Cet inoculum a été ensuite mis dans de
I’eau distillée stérile puis agité pendant 1 min pour obtenir une suspension de
spores (solution mére). Une solution de dilution 10" a été préparée et une
goutte de cette solution a été observée au microscope optique a I’aide d’une
lame de Malassez. Les spores ont été comptées dans 5 petits carreaux. Le
nombre total de spores obtenues a permis de préparer les différentes
concentrations (10%, 10* et 10° spores/ mL) & partir de la formule de
concentration des matiéres :

Ci Vi=C; V; (1)

Avec : C; = concentration initiale ; V; = volume initial ; C; = concentration
finale ; Vs = volume final

L’inoculation du substrat consiste a disposés des tubes a essai contenant
chacun un volume final de 10 mL (eau+inoculum) a raison de cinq tubes par
pathogene. Les bacs d’incubation contenant la sciure de bois sont stérilisés a
lautoclave a 121°C pendant 30 min & 1 bar. La surface du substrat
d’incubation est recouverte de ce volume et mélangé a 1’aide d’une spatule
stérilisée (a chaque champignon sa spatule). Une ouverture est faite dans le
substrat humide et cinq échantillons d’ceufs frais sont mis a incuber. Les
enceintes témoins recoivent le méme nombre d’ceufs et la méme quantité
d’eau (Figure 1). L’opération est effectuée sous une hotte. Apres deux
semaines d’incubation, le nombre de naissains est compté et le taux
d’éclosion déterminé par la formule suivante :

TE (%) = (NN/NO) x 100 )

Avec : NN : nombre de naissains; NO : nombre d’ceufs; TE(%) : taux
d’éclosion en pourcentage
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Figure 1 : Naissains et ceufs non éclos apreés deux semaines d’incubation

11-2-2. Analyse statistique

Une analyse de variance a un critere de classification (ANOVAL) a été
effectuée pour évaluer I’effet des champignons sur le taux d’éclosion des
ceufs d’escargots Achatina fulica a différentes concentrations grace au
logiciel Statistica version 7.1. Le test de Newman et Keuls a servi a classer
les moyennes en cas de différence au seuil o = 0,05.

Il - RESULTATS

I11-1. Inoculation avec les champignons & la concentration 10° spores/mL
Le taux d’éclosion moyen sur la sciure de bois en présence de Fusarium
oxysporum est de 64 % et de 66 % pour les 2 autres especes (Trichoderma sp.
et Phoma sp.) quant au témoin, il est de 68 %. (Figure 2). L’analyse de

I’effet des champignons & 10° spores/ml n’a pas été statiquement significative
au seuil 5 % au cours de notre expérience (p = 0.087) avec le témoin.
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Figure 2 : Taux d’éclosion des ceufs de Achatina fulica sur la sciure de bois contenant
différents champignons & la concentration 10° spores/mL

Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes
au seuil de 5 % selon le test de Newman-Keuls.

I11-2. Inoculation avec les champignons & la concentration 10* spores/mL

Le taux d’éclosion moyen sur la sciure de bois en présence de Fusarium
oxysporum est de 48 %, de 41 % pour Trichoderma sp. et de 73 % pour
Phoma sp. Le taux d’éclosion sur le substrat sciure de bois témoin est de
69 %. L’analyse statistique de I’effet des champignons a cette concentration
n’a pas montré une différence significative entre le taux d’éclosion de
Fusarium oxysporum et de Trichoderma sp. Par contre, il y a une différence
significative (P = 0,000078 < 5 %) entre ces 2 champignons et Phoma sp
ainsi que le témoin. Néanmoins, il n’existe pas de différence significative
entre le témoin et Phoma sp.(Figure 3).
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Figure 3 : Taux d’éclosion des ceufs de Achatina fulica sur la sciure
de bois contenant différents champignons a la
concentration 10* spores/mL.

Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes
au seuil de 5% selon le test de Newman-Keuls.

I11-3. Inoculation avec les champignons a la concentration de
10° spores/mL

Le taux d’éclosion est de 8 % pour Fusarium oxysporum ainsi que pour
Trichoderma sp. et de 32 % pour Phoma sp.. Quant au témoin, il est de 30 %.
L’analyse statistique de 1’effet des champignons a 10° spores/mL n’a pas
montré de différence significative entre le taux d’éclosion de Fusarium
oxysporum et celui de Trichoderma sp. Et aussi entre le témoin et Phoma sp..
Par contre, il y a une différence significative (p = 0,000001 < 5 %) entre les 2
précédents champignons et le témoin ainsi que celui de Phoma sp. (Figure 4).
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Figure 4 : Taux d’éclosion des ceufs de Achatina fulica sur la sciure de bois
contenant différents champignons & la concentration 10° spores/mL.

Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes
au seuil de 5 % selon le test de Newman-Keuls.

IV - DISCUSSION

Selon [6], le taux d’éclosion des ceufs de Achatina fulica est meilleur sur la
sciure de bois (90% en moyenne). La sciure de bois est un trés bon
conservateur d’humidité et assure une bonne aération qui empéche les ceufs
de sécher et de se briser. Le taux élevé d’éclosion des ceufs de Achatina fulica
a la concentration 10° spores/mL avec Fusarium oxysporum, Trichoderma sp
et Phoma sp pourrait s’expliquer par le fait qu’a cette concentration, les
champignons libérent une faible dose de toxines dans la sciure de bois, ce qui
ne change pas la structure de la sciure de bois. Fusarium oxysporum,
Trichoderma sp. et Phoma sp. ne sont pas pathogénes aux ceufs de 1’escargot
Achatina fulica & la concentration 10° spores/ml. Des travaux réalisés par [7]
sur des poules pondeuses recevant une injection intraveineuse de 2 mg/kg ou
orale de 2 mg/kg d’une mycotoxine : la fumonisine sécretée par le genre
Fusarium, ont montré que cette mycotoxine était transférée de facon limitée
dans les coquilles, dans le jaune de 1’ceuf et dans 1’albumine.
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Ce bas taux de transfére suggére que ’homme n’est pas exposée a la
consommation de ces aliments. Au niveau de la concentration 10* spores/mL,
il existe un effet pathogéne de Fusarium oxysporum et de Trichoderma sp.
sur le taux d’éclosion des ceufs de Achatina fulica. Par contre, Phoma sp.
reste toujours moins pathogéne par rapport a Fusarium oxysporum et
Trichoderma sp., malgré I’augmentation de la concentration. Ce faible taux
d’éclosion en présence de Fusarium oxysporum et de Trichoderma sp.
pourrait étre d( aux effets de ces champignons a cette concentration. Car ces
deux champignons commencent a élaborer une dose plus importante de
toxines. Nous pouvons dans ce cas dire que ces toxines auraient atteint un
seuil de toxicité, ce qui explique la réduction du taux d’éclosion des ceufs en
leur présence. Pour ce qui est de Phoma sp., la dose de toxine élaborée serait
la méme qu’a la concentration précédente. Donc les toxines élaborées n’ont
toujours pas atteint le seuil de toxicité a cette concentration.

Fusarium oxysporum et Trichoderma sp. sécrétent des toxines telles que les
trichothécénes (déoxynivalenol, Toxine T-2), la zéaralénone, les fusarines qui
seraient pathogénes aux ceufs de I’escargot Achatina fulica.. Fusarium
oxysporum parasite les embryons a partir d’ceufs de Achatina fulica qui
provoque la maladie appelée « Ponte rose » caractérisée par une modification
de la coloration typiquement blanche d’une ponte saine. Il en résulte la
dessiccation des ceufs et la mort des embryons selon les travaux de [8]. Un
examen histologique de ces ceufs par [9] a montré que la présence de
mycelium envahissant le chorion, le vitellus et parfois méme 1I’embryon. Et
aussi les travaux de [3] sur Trichoderma sp. a montré qu’il est pathogene
lorsqu’il est incorporé a la sciure de bois stérilisé. Sur ce substrat, ce
champignon se développe trés vite car il posséde une vitesse de croissance
naturelle tres importante. La sciure de bois favorise encore plus son
développement parce que ¢’est un substrat qu’il affectionne. Ce qui démontre
bien que la quantité de champignon Trichoderma sp. s’est vite multiplié pour
inhiber le taux d’éclosion par desséchement des ceufs

Pour ce qui est de la concentration 10° spores/mL, il ya aussi un effet
pathogéne de Fusarium oxysporum et de Trichoderma sp. sur le taux
d’éclosion des ceufs de I’escargot Achatina fulica comme dans la
concentration précédente. Ce faible taux d’éclosion pourrait s’expliquer par
le fait qu’a cette concentration Fusarium oxysporum et Trichoderma sp.
libérent toujours une dose tres importante de toxine dans la sciure de bois. La
dose de toxine élaborée par Phoma sp. reste toujours faible. Fusarium
oxysporum et Trichoderma sp. seraient pathogénes aux ceufs de 1’escargot
Achatina fulica & la concentration 10° spores/mL.
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Ces deux champignons sécretent les mémes toxines la toxine T-2 comme a la
concentration précédente qui pourraient avoir des effets sur les ceufs. Selon
[10,11] Ia toxine T-2 et ses métabolites sont transféres dans le jaune et le
blanc de I’ceuf. En fait, le développement embryonnaire dépend du dosage de
la toxine. Quand les doses sont élevées, la toxine entre dans les ceufs et les
rend stérile. A la contamination inférieure de toxine, le développement
embryonnaire commencera mais I’embryon mourra a un stade ultérieur du
développement.

V — CONCLUSION

Cette ¢tude a permis d’évaluer 1’effet de Fusarium oxysporum, Trichoderma
sp. et Phoma sp. a trois concentrations sur le taux d’éclosion des ceufs de
Achatina fulica. Le taux d’éclosion 4 10* et 10° spores/mL a révélé que
Fusarium oxysporum et Trichoderma sp. sont la cause du faible taux
d’éclosion des ceufs de 1’escargot Achatina fulica. Ces champignons par
contre ne le sont pas & 10° spores/mL. A partir de 10* spores/mL, ces 2
champignons ont atteint leur seuil de toxicité et donc leurs différents effets se
font sentir au niveau du taux d’éclosion. Aussi, au fur et a mesure que la
concentration augmente, ces 2 champignons deviennent plus pathogenes. Par
contre Phoma sp. est le champignon presque non pathogéne aux ceufs de
I’escargot Achatina fulica et cela a toutes les concentrations (10° spores/mL,
10* spores/mL et 10° spores/mL) comparé au témoin.
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